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SUMMARY
Background. Familial Hypercholesterolemia (FH) is a severe dyslipidaemia consisting in dramatically 
increased levels of LDL and total cholesterol leading to premature atherosclerosis. FH is a monogenic 
disease caused by mutations in the LDLR, APOB or PCSK9.  In around 20% of patients the genetic 
cause has not been identified. 
Objectives. In order to identify additional pathogenic mechanisms, we propose to characterize the LDLR 
status and to study the miRNome of patients without mutations in the traditionally associated genes. Aim 
1: Functional characterization and expression of LDLR. Aim 2: Identification of miRNA alterations. 
Methods. Twenty patients without mutations in LDLR, APOB, PCSK9 genes have been characterized 
assaying the functional activity and the expression (mRNA and protein) of LDLR in patient’s cells using 
fluorescent LDL or an antibody.  The miRNome analysis have been performed by Small RNA sequenc-
ing followed by miRNA mapping toward a miRNA database. Analysis was performed comparing data 
between patients and 10 controls. 
Results. The LDLR characterization allowed to obtain different populations of patients with: 1. normal 
LDLR activity; 2. decreased activity with decreased expression of LDLR; 3. decreased activity with 
normal LDLR expression. miRNA sequencing identified 1784 miRNAs; 198 miRNA are differently 
expressed between patients and controls, 30 up-regulated and 168 down-regulated.
Conclusions. A defective function of LDLR have been observed for the first time in FH patients without 
causative mutations, explaining the phenotype development. A large number of miRNAs differently ex-
pressed have been identified, suggesting a relevant role of these molecules in the development of FH. 
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Obiettivi

L’ipercolesterolemia familiare (IF) au-
tosomica dominante è una grave dislipide-
mia che consiste nel notevole aumento del 
colesterolo LDL che si accumula nei tes-
suti e causa xantomi tendinei, xantelasmi, 
arco corneale e aterosclerosi prematura 
associata ad eventi cardiovascolari precoci 
(1, 2). La patologia è causata da mutazioni 
nei geni codificanti per il recettore delle 
LDL (LDLR), per l’unica apolipoproteina 
contenuta nelle LDL, l’apolipoproteina B 
(APOB) e per la proteasi che induce la 
degradazione del LDLR dopo l’endocito-
si (PCSK9). Recenti studi epidemiologici 
hanno stimato che la patologia allo stato 
eterozigote ha una prevalenza pari a 1:200, 
evidenziando che una notevole porzione 
di pazienti è ancora non diagnosticata e 
quindi non trattata adeguatamente (3). 
La diagnosi precoce permette di iniziare 
precocemente la terapia e prevenire le 
complicanze cardiovascolari (4). L’identi-
ficazione di una mutazione causativa di IF 
permette di estendere lo studio genetico 
ai familiari e così di identificare un nume-
ro più ampio di soggetti affetti, alcuni dei 
quali anche in età pediatrica (screening a 
cascata).

In circa il 20% dei pazienti con sospetto 
clinico di IF non vengono riscontrate mu-
tazioni nei geni causativi (1) e la ricerca è 
attualmente focalizzata sull’identificazione 
di ulteriori cause molecolari di IF; diversi 
studi sono stati condotti per identificare 
nuovi geni causativi o per validare l’ipotesi 
di una base poligenica (5, 6). Gli studi con-
dotti per identificare nuovi geni ha messo 
in evidenza la complessità delle basi gene-
tiche dell’IF, suggerendo che è necessario 
studiare altri meccanismi genetici che in-
fluenzano lo sviluppo della patologia (7, 8).

Abbiamo ipotizzato che il fenotipo di-
slipidemico possa essere causato non solo 

dalla presenza di una mutazione, ma anche 
da ulteriori meccanismi come un’alterata 
regolazione dell’espressione genica indot-
ta dall’anormale presenza di microRNA 
(miRNA). I miRNA sono RNA di circa 20 
nucleotidi in grado di legare RNA messag-
geri (target) in base alla complementarità 
di sequenza e di indurne la degradazione 
o il silenziamento (9).

L’obiettivo di questo lavoro è stato lo stu-
dio del miRNoma (l’insieme di tutti i miR-
NA contenuti nella cellula) in pazienti con 
diagnosi clinica di IF e assenza di mutazioni 
nei geni causativi e il confronto dei risultati 
con quelli ottenuti in un gruppo di sogget-
ti normolipidemici. Per meglio focalizzare 
l’attenzione sul tipo di alterazione moleco-
lare presente nei singoli pazienti è stato 
caratterizzato lo stato funzionale di LDLR. 

Lo studio dei pazienti senza mutazioni 
aveva quindi un duplice fine:
1.	 Caratterizzare lo stato funzionale e l’e-

spressione del LDLR.
2.	 Analizzare il miRNoma e identificare 

i miRNA differentemente espressi tra 
pazienti e controlli.

Materiali e Metodi

Pazienti e campioni
In studi precedenti erano stati identifi-

cati diversi pazienti con diagnosi clinica di 
IF in cui non erano state trovate mutazioni 
nei geni causativi (10). Per questi pazienti 
e per 10 soggetti di controllo normolipide-
mici sono stati raccolti campioni di sangue 
da cui sono state isolate le cellule mononu-
cleate (PBMC) utilizzate negli esperimenti.

Caratterizzazione del LDLR
La caratterizzazione funzionale del 

LDLR è stata effettuata quantificando sia 
l’attività del recettore che i livelli di protei-
na sulla membrana plasmatica delle cel-
lule dei pazienti. Le cellule mononucleate 
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sono state messe in coltura per 48 ore in 
mezzo Iscove’s Modified Dulbecco’s Me-
dia (IMDM), con 10% di siero privo di li-
poproteine per indurre sovraespressione 
del LDLR, 1 μM ionomicina e 10 ng/ml di 
forbolo miristato acetato per stimolare la 
duplicazione dei linfociti T, aumentando 
ulteriormente la necessità di endocitare li-
poproteine (11). In seguito alla stimolazio-
ne, le cellule sono state trattate in 2 modi 
differenti:
1.	 Quantizzazione dell’attività recettoria-

le: le cellule sono state incubate in mez-
zo senza siero in presenza di 10µg/ml 
di LDL fluorescenti (DiI-LDL) per 3 ore 
a 37°C per permettere il legame e l’en-
docitosi delle lipoproteine. 

2.	 Quantizzazione dei livelli di proteina in 
membrana: le cellule sono state lavate in 
PBS freddo con 0,5% BSA e incubate per 
1 ora a 4°C con un anticorpo monoclo-
nale diretto contro LDLR e poi con un 
anticorpo secondario fluorescente (12).
In entrambi i casi la quantizzazione 

della fluorescenza è stata effettuata al ci-
tometro a flusso (FACSCanto - Becton-
Dickinson).

miRNA sequencing
Lo studio del miRNoma è stato effettua-

to attraverso il sequenziamento massivo 
di tutti i piccoli RNA (Small RNA-sequen-
cing). I miRNA, estratti dalle cellule di 
sangue periferico con il kit mirVana (Life 
Technologies), sono stati utilizzati per pre-
parare le librerie con il kit Illumina TruSeq 
Small RNA Library Prep. Il sequenziamen-
to è stato effettuato con il sequenziatore 
HiSeq 2500 (Illumina). 

L’analisi dei dati ottenuti dal sequenzia-
mento è stata effettuata attraverso la un 
pre-processamento che consisteva nella 
rimozione delle sequenze di adattamento 
inserite nella fase di preparazione delle li-
brerie e nell’eliminazione delle sequenze 

che non soddisfacevano i requisiti di qua-
lità. L’identificazione dei miRNA è stata 
effettuata attraverso mappaggio contro le 
sequenze di miRNA presenti nel database 
miRBase (13).

Identificazione dei pathway
L’identificazione dei potenziali geni tar-

get dei miRNA differentemente espressi e 
l’identificazione dei pathway molecolari in 
cui essi sono coinvolti è stata effettuata con 
la piattaforma Ingenuity Pathway Analysis 
(IPA) e con il programma mirPath v.3. Ul-
teriori analisi, più focalizzate sui geni coin-
volti nelle dislipidemie, sono state condotte 
analizzando accuratamente i dati sulle inte-
razioni molecolari presenti in letteratura.

Analisi statistica
L’analisi statistica è stata condotta con 

PASW v. 18.0 (SPSS Inc.) e ha compreso 
test di normalità (Kolmogorov-Smirnov), 
confronto delle medie con t-test per le di-
stribuzioni parametriche e Mann-Whitney 
per le distribuzioni non parametriche. Il 
confronto di frequenze è stato effettuato 
attraverso test del chi-quadro.

Risultati

Caratterizzazione dell’espressione  
e della funzione del LDLR

Nei 20 pazienti affetti da IF, in cui non 
sono state identificate mutazioni causa-
tive, è stata effettuata la quantizzazione 
dell’espressione del LDLR sulla membra-
na plasmatica e della attività funzionale del 
LDLR. I 10 soggetti sani di controllo han-
no permesso di definire i livelli normali di 
attività ed espressione di LDLR ed effet-
tuare i confronti. Questa duplice caratte-
rizzazione ha permesso di identificare 3 
differenti gruppi di pazienti:
1.	 pazienti con normale attività e normali 

livelli di recettore in membrana;
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2.	 pazienti con ridotta attività di LDLR ma 
con normali livelli di proteina;

3.	 pazienti con ridotta attività e ridotti li-
velli di proteina.

La riduzione dell’attività in questi pazien-
ti era simile a quella osservata in pazienti 
con mutazioni in LDLR note come causati-
ve di IF e precedentemente caratterizzate.

Studio del miRNoma
Al fine di identificare la causa della ri-

dotta attività del LDLR, è stato effettuato 
lo studio del miRNoma attraverso “miR-
NA-sequencing”, ovvero sequenziamento 
massivo di tutti i piccoli RNA presenti nel-
le cellule dei pazienti. 

Nei 30 campioni analizzati, sono stati 
identificati 1784 miRNA. In seguito a nor-
malizzazione dell’espressione, sono stati 
eliminati i miRNA con espressione trop-
po bassa per essere ritenuta attendibile e 
sono stati quindi ottenuti 897 miRNA da 
analizzare. Il confronto dell’espressione 
dei miRNA tra pazienti e controlli è stato 
effettuato attraverso il test del chi-quadro 
nel caso i miRNA fossero espressi in meno 
di 10 su 30 campioni (258 miRNA) o attra-
verso il confronto di medie per i miRNA 
espressi in più di 10 su 30 campioni (639 
miRNA). Il confronto di medie è stato ef-
fettuato attraverso il t-test (528 miRNA) o 
il Mann-Withney (111 miRNA) in dipen-
denza della normalità della distribuzione.

Analisi dei miRNA in relazione  
alla funzione del LDLR

In totale sono stati 198 miRNA differen-
temente espressi tra pazienti e controlli, 
30 miRNA iper-espressi e 168 ipo-espressi 
nei pazienti rispetto ai controlli. Lo stesso 
procedimento di analisi statistica è stato ef-
fettuato per l’analisi dei miRNA differente-
mente espressi tra i pazienti appartenenti 
ai diversi gruppi stabiliti in base alla carat-
terizzazione funzionale del LDLR. I miRNA 

differentemente espressi tra la classe 1 e le 
classi 2, 3 e controlli erano 100; 12 miRNA 
erano iperespressi e 88 erano ipo-espressi 
nella classe 1 rispetto agli altri gruppi. Dal 
confronto della classe 2 con la classe 3 e i 
controlli sono emersi 146 miRNA statistica-
mente differenti: 20 iper-espressi e 126 ipo-
espressi. Il confronto della classe 3 è stato 
effettuato con i controlli ed ha evidenziato 
69 miRNA differentemente espressi, 54 
iper-espressi e 15 ipo-espressi nei pazien-
ti rispetto ai controlli. Risultati preliminari 
circa lo studio dei potenziali geni target 
dei miRNA differentemente espressi e dei 
pathway in cui sono coinvolti hanno identi-
ficato processi cellulari molto generici.

Attualmente è in corso l’analisi mirata 
dei miRNA differentemente espressi al fine 
di identificate i processi metabolici che pos-
sano essere responsabili dello sviluppo del 
fenotipo ipercolesterolemico. In particolare 
le analisi saranno differenziate in base ai di-
versi gruppi ottenuti con la caratterizzazio-
ne funzionale, distinguendo tra i processi 
che portano alla riduzione dell’espressione 
di LDLR (classe 3), alla riduzione dell’atti-
vità del recettore (classe 2) e che non coin-
volgono il recettore (classe 1). 

Discussione

La presente ricerca ha affrontato lo stu-
dio molecolare dei pazienti affetti da FH in 
cui non sono state identificate mutazioni 
causative. E’ stato dimostrato per la prima 
volta che, anche in assenza di mutazio-
ni nei geni LDLR, PCSK9 o LDLRAP1, è 
possibile riscontrare un difettivo funziona-
mento di LDLR e che in una parte dei pa-
zienti tale difetto è plausibilmente causato 
da una riduzione dell’espressione di LDLR 
nella membrana. Questo risultato suggeri-
sce che la ridotta attività di LDLR è il mec-
canismo molecolare alla base del fenotipo 
ipercolesterolemico.
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Il riscontro di una riduzione di espres-
sione/attività di LDLR anche in assenza di 
mutazioni suggerisce che il test funziona-
le potrebbe essere un utile strumento per 
identificare il difetto molecolare nei pa-
zienti affetti da IF, oltre che uno strumen-
to per la caratterizzazione funzionale delle 
varianti genetiche (14). 

Benché in letteratura sia presente uno 
studio in cui è stato valutato il ruolo di al-
cuni miRNA nell’IF (15), il presente studio 
è il primo che affronta l’analisi dei miRNA 
con una valutazione totalitaria dei miRNA 
presenti nelle cellule dei pazienti attraverso 

il sequenziamento di tutto il miRNoma. L’e-
levato numero di miRNA differentemente 
espressi evidenzia come tali molecole siano 
importanti nei meccanismi di regolazione 
dell’espressione genica nei pazienti affetti da 
IF. Poiché ogni miRNA riconosce diversi tar-
get, l’analisi dei possibili geni riconosciuti e 
down-regolati dai miRNA è particolarmente 
complessa. I dati preliminari hanno permes-
so di identificare alcuni pathway funzionali, 
ma analisi approfondite sono ancora in cor-
so. Infine, sarà necessario effettuare la vali-
dazione dei miRNA al fine di dimostrare la 
loro azione regolatrice sui geni target.

RIASSUNTO
Premesse. L’ Ipercolesterolemia Familiare (FH) è una dislipidemia grave caratterizzata da livelli elevati 
di LDL , che portano ad aterosclerosi precoce. FH è una malattia monogenica causata da mutazioni di 
LDLR, APOB o PCSK9; in circa il 20% dei pazienti non è stata identificata la causa genetica. Obiettivi. Al 
fine di identificare ulteriori meccanismi patogenetici, ci si propone di caratterizzare LDLR e di studiare 
il miRNome di pazienti senza mutazioni nei geni tradizionalmente associati.
Obiettivo 1: caratterizzazione funzionale ed espressione di LDLR. 
Obiettivo 2: identificazione delle alterazioni di miRNA. Metodi. 20 pazienti senza mutazioni nei geni 
LDLR, APOB e PCSK9 sono stati caratterizzati per analizzare l’attività funzionale e l’espressione 
(mRNA e proteina) di LDLR nelle cellule, utilizzando LDL o un anticorpo fluorescente. L’analisi del 
miRNome è stata condotta su sequenze Small RNA seguite da mappatura di miRNA verso un database 
miRNA; sono stati  confrontati  i dati dei pazienti con quelli di 10 controlli. 
Risultati. La caratterizzazione di LDLR ha permesso di osservare pazienti con: 1. attività normale di 
LDLR; 2. diminuzione dell’attività con diminuzione dell’espressione di LDLR; 3. diminuzione dell’atti-
vità con espressione normale di LDLR. Il sequenziamento di miRNA ha identificato 1784 miRNAs; 198 
miRNA sono espressi in modo diverso tra i pazienti e i controlli, 30 regolati e 168 ridotti.
Conclusioni. Una funzione difettosa di LDLR è stata osservata per la prima volta nei pazienti FH senza 
mutazioni causali, spiegando lo sviluppo del fenotipo. Sono stati identificati un gran numero di miRNA 
diversamente espressi, suggerendo un ruolo rilevante di queste molecole nello sviluppo di FH.

Parole chiave: Ipercolesterolemia Familiare, miRNoma, attività di LDLR, espressione genica.
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