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TECNICHE DIAGNOSTICHE

IL LABORATORIO DI BIOLOGIA 
MOLECOLARE
GIULIANA FORTUNATO, MARIA DONATA DI TARANTO

Lo sviluppo di aterosclerosi e delle deri-
vanti patologie cardiovascolari ha un’in-
dubbia base genetica, essendo spesso ri-
scontrate nelle diverse generazioni delle 
famiglie colpite. Tantissimi studi hanno 
cercato di identificare i fattori genetici che 
potessero spiegare lo sviluppo di ateroscle-
rosi, identificando prevalentemente poli-
morfismi a singolo nucleotide (Single Nu-
cleotide Polymorphism - SNP) ognuno dei 
quali poteva giustificare solo una piccolis-
sima parte del rischio cardiovascolare, per 
cui solo la loro presenza contemporanea-
mente poteva realmente conferire aumen-
tato rischio. L’impatto delle varianti comu-
ni (MAF >1%), spesso con scarso impatto 
sulla funzione proteica, è di solito interpre-
tato utilizzando dei sistemi a punteggio cui 
ogni variante aggiunge una piccola quota 
pesata in base all’impatto della stessa sul 
rischio, ovvero i polygenic risk score (1).

Benché le nuove tecnologie siano per-
fettamente in grado di identificare contem-
poraneamente molteplici alterazioni gene-
tiche, che si sono rivelate associate allo 
sviluppo di placche aterosclerotiche in stu-
di sperimentali, l’utilità clinica dei test ge-
netici è connessa essenzialmente alla dia-
gnosi di ben determinate condizioni che 
comportano aumentato rischio di atero-
sclerosi. 

Diversi tentativi sono stati fatti per cer-
care di identificare le varianti connesse allo 
sviluppo dei fattori di rischio dell’ateroscle-
rosi, come il diabete o l’ipertensione. Già 
nel 2016, una review sull’importanza dei 
test genetici nell’aterosclerosi aveva ri-
stretto le aree di applicazione a 2, ovvero la 
diagnosi di ipercolesterolemia familiare 
(FH) e la farmacogenetica (2). Quest’ulti-
ma può aiutare nella gestione terapeutica 
del paziente, non nella fase diagnostica o 
predittiva dell’aterosclerosi, mentre la dia-
gnosi genetica di FH aiuta ad identificare 
con certezza i pazienti affetti in modo da 
instaurare la terapia più opportuna. 

Tipi di alterazioni genetiche  
alla base dell’aterosclerosi

Ipercolesterolemia Familiare
La FH è una patologia con ereditarietà 

co-dominante ed effetto a dose genica, cau-
sata da varianti nei diversi geni legati alla 
funzione di endocitosi delle LDL, principal-
mente LDLR, APOB e PCSK9. Conseguen-
za di tali alterazioni sono livelli costante-
mente elevati di colesterolo-LDL, fin dalla 
nascita, che costituiscono la base per lo 
sviluppo di placche aterosclerotiche (3). La 
FH è diagnosticabile clinicamente in base 
a diversi criteri, principalmente quelli pro-
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posti dal Simon Broome e dal Dutch Lipid 
Clinic Network, che ritengono la presenza 
di una variante patogenica un fattore che 
consente quasi da solo di porre una dia-
gnosi definita della patologia. 

Le varianti patogeniche nei diversi geni 
causativi contribuiscono contemporanea-
mente al fenotipo (ereditarietà co-domi-
nante) e il fenotipo finale è legato al nume-
ro di varianti patogeniche (dipendenza 
della dose genica). Infatti, la FH si può ma-
nifestare in due forme, la forma eterozigo-
te (HeFH) e quella detta “omozigote” 
(HoFH), che può essere causata da varian-
ti in omozigosi, in eterozigosi composta 
(due varianti diverse sui due alleli dello 
stesso gene) o in doppia eterozigosi (due 
varianti in eterozigosi su due geni differen-
ti). La forma omozigote è molto più grave 
della forma eterozigote, mostrando livelli 
di colesterolo-LDL superiori a 500 mg/dL 
associati alla possibilità di manifestazione 
di eventi coronarici acuti già nell’infanzia, 
se la patologia non è opportunamente dia-
gnosticata e trattata.

La FH è caratterizzata da un’elevata ete-
rogeneità genetica legata alla presenza di 
diversi geni causativi, in ognuno dei quali 
sono state identificate diverse varianti pato-
geniche (più di 2000 varianti solo nel gene 
LDLR) (4). La diagnosi genetica di FH è 
complicata proprio dalla complessità delle 
sue basi genetiche perché i geni da analiz-
zare sono molteplici e il fenotipo biochimi-
co e clinico aiuta solo in parte ad indirizza-
re l’analisi genetica. A causa della variabili-
tà fenotipica, alcuni pazienti eterozigoti 
possono presentarsi con altissimi livelli di 
colesterolo-LDL, similmente ai pazienti 
HoFH. In realtà, anche il tipo di variante e 
il gene in cui è presente la variante hanno 
impatto sulle manifestazioni fenotipiche 
della patologia. Le varianti genetiche che 
portano a totale perdita di funzione della 
proteina codificata hanno un effetto biochi-

mico e clinico più grave rispetto alle varian-
ti che portano ad una proteina con una fun-
zione solamente ridotta. Inoltre, nella FH, 
le varianti nel gene LDLR sono risultate 
generalmente più dannose di quelle negli 
altri geni (4). Questo aspetto evidenzia 
come l’analisi genetica permetta non solo 
la diagnosi, ma anche una valutazione pro-
gnostica, consentendo al clinico che deve 
gestire il paziente di sapere quali pazienti 
avranno le conseguenze cliniche peggiori. 
In ogni caso, a parità di livelli di colesterolo 
LDL, i pazienti con varianti causative di FH 
hanno un rischio aumentato di patologia 
coronarica, probabilmente a causa della 
presenza di livelli alti di colesterolo-LDL fin 
dalla nascita (5). Inoltre, la FH è stata rico-
nosciuta come fattore che da solo assegna 
al paziente una classificazione di rischio 
molto elevato (3) che è legato ad una ne-
cessità di un target terapeutico di coleste-
rolo LDL molto basso.

L’identificazione di una variante patoge-
nica di FH, aiuta non solo la diagnosi nel 
paziente in cui è stata identificata, ma per-
mette di estendere lo screening ai familia-
ri, identificando ulteriori pazienti affetti da 
FH (screening a cascata). L’utilità clinica 
dell’analisi molecolare nella FH è ricondu-
cibile a:
–	 porre diagnosi definita di FH e quindi 

inquadrare correttamente il rischio car-
diovascolare del paziente;

–	 determinare con certezza lo stato gene-
tico (HeFH o HoFH) del paziente;

–	 discriminare il tipo di variante causativa 
di patologia, permettendo una valutazio-
ne prognostica;

–	 effettuare lo screening a cascata, identi-
ficando ulteriori pazienti affetti.

Gli score poligenici
Gli score calcolati sulla contemporanea 

presenza di molteplici SNP hanno mostra-
to associazione con la presenza di atero-
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sclerosi e delle sue complicanze, ma si 
sono rivelate poco efficaci come strumen-
to diagnostico. Infatti, l’utilità clinica di un 
test diagnostico dipende dalla possibilità di 
intraprendere scelte mediche e terapeuti-
che che possono modificare la prognosi 
dei pazienti. Se la diagnosi di patologie 
mendeliane strettamente connesse ad au-
mentato rischio di patologie coronariche, 
come la FH, ha dei risvolti terapeutici pre-
cisi, lo stesso non si può dire per l’identifi-
cazione dei pazienti con alto score polige-
nico. Tra l’altro è stato dimostrato che il 
solo intraprendere uno stile di vita sano 
comporta l’annullamento della predisposi-
zione genetica dovuta all’accumulo di poli-
morfismi (1). Come deve essere interpre-
tato uno score poligenico elevato? Questo 
deve comportare un cambiamento nella 
gestione del paziente? La risposta a queste 
domande non può ancora essere data poi-
ché mancano gli studi prospettici che mira-
no a tali validazioni (6). L’evoluzione tecno-
logica nella biologia molecolare insieme 
all’implementazione di metodiche compu-
tazionali efficienti e all’abbassamento dei 
costi di analisi, ha lasciato pensare che la 
chimera della medicina di precisione fosse 
molto vicina. Purtroppo, questa resta ad 
oggi ancora lontana relativamente all’ate-
rosclerosi, in cui sono troppo forti le in-
fluenze dei fattori di rischio esterni.

Modulatori dell’espressione genica: 
vescicole extracellulari e RNA  
non codificanti 

Gli RNA non codificanti sono importanti 
regolatori dell’espressione genica, implicati 
nello sviluppo di numerose patologie uma-
ne. Tra gli RNA regolatori più studiati tro-
viamo i microRNA (miRNA - circa 22 nucle-
otidi) e i long noncoding RNA (lncRNA - 
>200 nucleotidi). Queste molecole sono 
coinvolte nei diversi processi patologici che 
costituiscono fattori di rischio per l’atero-

sclerosi, ma anche nello sviluppo stesso di 
placche aterosclerotiche. Infatti, gli RNA 
non codificanti sono implicati nella perme-
abilità endoteliale, nell’accumulo di lipidi 
nella parete vasale, nella risposta infiamma-
toria, nell’attivazione delle cellule muscola-
ri lisce e nella rottura della placca (7).

Sebbene, gli RNA non codificanti siano 
sicuramente coinvolti nella patogenesi 
dell’aterosclerosi, il loro ruolo come mar-
ker diagnostici necessita ancora di ulterio-
ri validazioni (8). Questo è anche dovuto al 
fatto che alcuni RNA non codificanti risul-
tano alterati nella lesione aterosclerotica, 
dove svolgono la loro funzione, ma non a 
livello del sangue periferico. Allo stesso 
modo, benché diversi geni abbiano mo-
strato differente espressione a livello della 
placca aterosclerotica o del sangue perife-
rico, la valutazione dell’espressione genica 
non può essere utilizzata per fini diagno-
stici.

Le vescicole extracellulari, ovvero vesci-
cole secrete da tutti i tipi di cellule, conten-
gono lipidi, proteine e materiale genetico, 
prevalentemente RNA non codificanti, che 
trasportate dal sangue possono fungere da 
regolatori genetici in altri distretti. Esisto-
no vescicole extracellulari di diverse di-
mensioni, gli esosomi, le microvescicole e 
i corpi apoptotici. L’analisi di tali vescicole e 
del loro contenuto richiede un passaggio di 
isolamento che può essere effettuato in 
molteplici modi e su cui manca attualmente 
una standardizzazione. Di conseguenza l’a-
nalisi del materiale genetico contenuto nel-
le vescicole extracellulari non può essere 
considerata a fini diagnostici, benché il nu-
mero di studi sempre crescente contribuirà 
a definirne l’utilità (9).

In sintesi, gli RNA non codificanti, liberi 
nel plasma o contenuti nelle vescicole ex-
tracellulari sono dei promettenti biomar-
ker, ma allo stato attuale non utilizzabili per 
ottenere informazioni definite.
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Approcci metodologici alla diagnosi 
molecolare

L’innovazione metodologica nel sequen-
ziamento genico attraverso lo sviluppo del-
le procedure di Next Generation Sequen-
cing (NGS) ha sicuramente migliorato la 
diagnosi della FH permettendo di analizza-
re molti geni contemporaneamente, cioè i 
3 geni principali (LDLR, APOB e PCSK9), 
i geni raramente causativi (APOE e 
LDLRAP1), i geni il cui ruolo patogenico è 
attualmente dibattuto (STAP1 e CH25H) e 
i geni causativi di altre dislipidemie che 
portano ad un fenotipo in parte sovrapponi-
bile alla FH (ABCG5, ABCG8, LIPA) che 
possono essere utili nella diagnosi diffe-
renziale (10). Possono essere anche analiz-
zate le regioni in cui sono presenti gli SNP 
che permettono di calcolare gli score poli-
genici per l’ipercolesterolemia o il rischio 
cardiovascolare. Data l’importanza del trat-

tamento terapeutico dei pazienti affetti, l’a-
nalisi molecolare può anche includere lo 
studio delle varianti associate alla risposta 
o agli eventi avversi legati alla terapia con 
statine.

La tabella 1 riassume le metodologie 
utilizzabili e i relativi campi di applicazio-
ne. Il sequenziamento con NGS prevede 
due passaggi essenziali, la selezione delle 
regioni da analizzare (per cattura o per ar-
ricchimento) e il successivo sequenzia-
mento massivo. La scelta delle regioni da 
analizzare può essere mirata a specifici 
geni o includere tutti gli esoni (esoma) o 
gli esoni appartenenti a geni conosciuti 
per essere causa di malattie ereditarie 
(mendelioma) o tutto il genoma (incluse le 
regioni non codificanti). Sicuramente l’a-
nalisi di un pannello di geni è il metodo più 
vantaggioso per fini diagnostici, evitando 
di dover analizzare un’enorme quantità di 
dati, mentre gli studi “omici” sono fonda-

Tabella 1 - Metodologie di biologia molecolare utili nella diagnosi di ipercolesterolemia familiare.

Approccio 
metodologico Target analitici Applicabilità diagnostiche e criticità

Sequenziamento 
tradizionale

Geni piccoli, singoli esoni  
e regioni specifiche

Metodo diagnostico in uso in passato; utile per cercare 
varianti note nella famiglia (screening a cascata).

Multiplex Ligation 
Probe 
Amplification

Analisi delle copy number 
variant (CNV)

Attualmente disponibile solo per il gene LDLR

Next Generation 
Sequencing

Pannelli genici Metodo attualmente più utilizzato per fini diagnostici.  
Si può includere l’analisi di SNP per il calcolo  
degli score poligenici. 
L’analisi delle CNV dipende dal coverage.

Esoma o Mendelioma Metodo utile soprattutto ai fini di ricerca per identificare 
varianti causative in pazienti negativi. Ampia mole  
di dati da analizzare.

Genoma Metodo utile soprattutto ai fini di ricerca per identificare 
varianti causative in pazienti negativi, se si sospetta il 
coinvolgimento di geni non ancora identificati. Mole di 
dati molto ampia e difficoltà legate all’elevata variabilità 
delle regioni non codificanti.

Array comparative 
genomic 
hybridization

Regioni selezionate o 
intero genoma

Analisi di CNV. Per l’analisi di singoli esoni nei geni  
di interesse sono necessari kit ad elevata risoluzione.
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mentali nella ricerca di cause genetiche 
alternative, ma richiedono un’analisi ela-
borata. Bisogna tenere presente che nella 
diagnosi molecolare di tutte le malattie ge-
netiche, è fondamentale stabilire corretta-
mente la patogenicità delle varianti identi-
ficate nel paziente. Diverse varianti rare 
identificate in pazienti clinicamente so-
spetti di FH, sono in seguito risultate non 
patogeniche, per cui adesso è raccomanda-
to seguire delle linee guida internazionali 
per interpretare il significato clinico delle 
varianti rare identificate durante l’analisi 
genetica (4). Secondo tali linee guida, le 
varianti dovrebbero essere classificate in 5 
classi: patogeniche, probabilmente patoge-
niche, varianti di incerto significato, proba-
bilmente benigne e benigne. Diversi aspet-
ti sono considerati in tale valutazione, 
come la segregazione della variante con il 
fenotipo all’interno delle famiglie affette o 
l’analisi funzionale delle varianti mediante 
studi in vitro, che ha un forte impatto sulla 
valutazione finale. 

Per l’analisi delle grandi delezioni o du-
plicazioni, ovvero del numero di copie dei 
differenti esoni di cui è composto un gene 
(Copy Number Variant - CNV), il sequen-
ziamento con NGS deve essere impostato 
in maniera da ottenere un elevato numero 
di sequenze (coverage) per le regioni di 
interesse, aumentando i costi dell’analisi. 
La maggior parte dei pannelli attualmente 
disponibili permette solo l’analisi delle 
CNV nel gene LDLR, tralasciando possibili 
altre cause di FH, come la duplicazione 
dell’intero gene PCSK9 (11). In alternativa, 
l’analisi di tali alterazioni dovrebbe effet-
tuata con Multiplex Ligation Probe Amplifi-
cation (MLPA) o con array comparative 
genomic hybridization (aCGH), metodolo-
gie implementate strettamente per l’analisi 

delle CNV. Uno dei vantaggi sostanziali 
dell’uso del NGS è la possibilità di analizza-
re contemporaneamente tutti i geni causa-
tivi, permettendo l’identificazione dei sog-
getti HoFH, soprattutto quelli con un feno-
tipo non particolarmente suggestivo.
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