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DEFICIT LCAT

ETEROGENEITA GENETICA
€ FENOTIPICA NEL DEFICIT LCAT

Genetic and phenotypic heterogeneity

in LCAT deficiency
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SUMMARY

Genetic LCAT deficiency is a very rare monogenic disorder of lipid metabolism due to loss-of-function
mutation in the LCAT gene, which codes for the enzyme responsible for esterification of plasma choles-
terol. The main feature is the low plasma HDI-cholesterol level. Other manifestations include corneal
opacification, anemia and renal disease, which is the major cause of morbidity and mortality in carriers.
Despite being monogenic, biochemical and clinical manifestations, as well as the clinical outcomes, may
largely vary among carriers and may not be predicted by the residual enzymatic activity, neither by the
type of LCAT mutation. Thus, the collection of large series of carriers of LCAT deficiency is needed to
address various open questions on this disease, mainly related to the prediction of clinical outcome. In
addition, despite some therapeutic attempts, serious clinical manifestations, which can occur already in
the first decades of life, are presently with no cure. The timely diagnosis in carriers, together with the
identification of disease biomarkers able to predict the evolution of clinical manifestations, would be of
great help in the identification of carriers to address to future available therapies.
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Introduzione

11 deficit genetico di lecitina:colesterolo
aciltransferasi (LCAT) ¢ una malattia
molto rara del metabolismo lipidico a tra-
smissione autosomica recessiva, dovuta
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a mutazioni del gene LCAT con perdita di
funzione (1). Seppur interessino lo stesso
gene, le mutazioni di LCAT possono dare
origine a due diverse sindromi: il deficit fa-
miliare di LCAT (FLD; OMIM #245900) e
il fish-eye disease (FED; OMIM #136120).
Mentre la prima é causata dall’assenza o
dalla completa inattivita dell’enzima, la
seconda € causata da mutazioni che abo-
liscono selettivamente la capacita di este-
rificare il colesterolo in HDL, il principale
substrato dell’enzima, che invece conserva
intatta la sua capacita di esterificare il cole-
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sterolo nelle lipoproteine contenenti I'apo-
lipoproteina B (apoB) (2). Di conseguenza,
mentre gli FLD omozigoti non hanno vir-
tualmente esteri del colesterolo circolan-
ti, i FED ne mantengono livelli plasmatici
normali o subnormali, tutti trasportati dal-
le lipoproteine contenenti apoB (VLDL e
LDL).

Le manifestazioni cliniche del deficit
LCAT includono 'opacita corneale bilate-
rale, un chiaro segno distintivo della pato-
logia in tutti i casi, 'anemia emolitica e la
malattia renale. Quest’ultima rappresenta
la principale causa di morbilita e mortalita
in questo difetto genetico e pudé manife-
starsi gia nella seconda decade di vita (3).
La maggior parte delle mutazioni del gene
LCAT ad oggi conosciute sono state iden-
tificate e descritte in singoli casi clinici o
in piccole famiglie. Negli ultimi vent’anni,
il nostro gruppo di ricerca € riuscito inve-
ce a mettere insieme 33 diverse famiglie
di portatori (4, 5), la pitt grande coorte
disponibile ad oggi, che ha consentito di
approfondire le caratteristiche cliniche e
biochimiche dei soggetti con difetto gene-
tico di LCAT.

Il ruolo della lecitina:colesterolo
aciltransferasi nel metabolismo
lipidico

Una singola copia del gene LCAT (~4.5
kb) € localizzata sul cromosoma 16 (regio-
ne 16q22); 'mRNA di LCAT si trova preva-
lentemente nel fegato, ma anche nel cer-
vello e nei testicoli. L'enzima maturo € una
glicoproteina di 416 amminoacidi con una
massa molecolare di circa 67 kDa (2) e cir-
cola nel plasma ad una concentrazione che
vatrai3eib6nug/mL, principalmente legato
alle lipoproteine. LCAT ¢ 'unico enzima in
grado di esterificare il colesterolo nel pla-
sma e negli altri fluidi biologici e la sua at-
tivita enzimatica comprende attivita fosfoli-
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pasiche e aciltransferasiche. Infatti, LCAT
prima catalizza il taglio dell’acido grasso in
posizione sn-2 della lecitina e il suo succes-
sivo trasferimento sul residuo Ser181; in
seguito, transesterifica I'acido grasso sul
gruppo libero 3-f idrossile del colesterolo,
per generare gli esteri del colesterolo (2).
In questo modo LCAT e responsabile della
formazione della maggior parte degli este-
ri del colesterolo nel plasma. Il substrato
lipidico preferenziale di LCAT e in HDL
(6) dove viene attivato dall’apolipoproteina
A-T (apoA-I) e dove esterifica il colesterolo
mediante la sua attivita definita o-LCAT.
LCAT ¢ pero in grado di esterificare anche
il colesterolo nelle lipoproteine contenenti
apoB, tramite la sua attivita definita {3, uti-
lizzando invece 'apolipoproteina E (apoE)
come cofattore (7). Esterificando il cole-
sterolo sulle HDL nascenti, discoidali (8),
LCAT svolge un ruolo cruciale nel rimo-
dellamento intravascolare delle HDL e nel
determinare le concentrazioni plasmatiche
di colesterolo HDL.

In aggiunta alla sua funzione nel meta-
bolismo lipidico, LCAT é stato a lungo con-
siderato un elemento cruciale del trasporto
inverso del colesterolo (reverse choleste-
rol transport, RCT) nel macrofago, il pro-
cesso mediante il quale il colesterolo in
eccesso € rimosso dalle cellule periferiche
e convogliato al fegato per essere escreto
(9). Tuttavia, alcuni dati nel modello ani-
male e umano di deficit di LCAT genetico
ne hanno messo in discussione il suo ruolo
critico (10, 11).
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Il deficit genetico di
lecitina:colesterolo aciltrasferasi

11 deficit di LCAT ¢ stato descritto per
la prima volta 50 anni fa da Norum e Gjone
(12) in una donna norvegese che presen-
tava opacita corneale bilaterale, anemia,
proteinuria e dislipidemia. I livelli di cole-
sterolo e trigliceridi plasmatici erano mode-
ratamente elevati, con la maggior parte del
colesterolo in forma non esterificata e cole-
sterolo HDL non dosabile. Anche le sorel-
le della probanda mostravano un fenotipo
simile (13) a suggerire la natura ereditaria
del difetto. Tutte e tre i soggetti presenta-
vano attivita enzimatica di LCAT assente.
Dopo questi, circa 130 casi di difetto parzia-
le o completo di LCAT sono stati descritti.

Leterogeneita genetica nel deficit di LCAT

Le mutazioni causative di FLD posso-
no sia abolire completamente la sintesi di
LCAT, sia risultare nella sintesi di un enzi-
ma senza alcuna attivita sulle lipoproteine
(quindi senza attivita-o. né attivita-p). Le
mutazioni causative per FED invece aboli-
scono solo T'attivita-a, mantenendo quella
B (1). La diagnosi differenziale tra FLD e
FED é possibile solo nei portatori di due
alleli LCAT mutati e richiede la misurazio-
ne della capacita del plasma del soggetto di
esterificare il colesterolo sulle lipoproteine
endogene (attivita-o e attivita-p insieme,
CER, cholesterol esterification rate) e su
un substrato esogeno standardizzato costi-
tuito da una HDL sintetica (solo attivita-a,
LCAT activity) (4). Entrambe le misurazio-
ni devono risultare nulle negli FLD, mentre
nei FED, la prima € normale o subnorma-
le, mentre la seconda € nulla (Tabella 1).1
portatori di un solo allele LCAT mutato non
possono invece essere classificati come
FLD o FED sulla base dei criteri biochi-
mici, e la diagnosi differenziale richiede
I'espressione del mutante di LCAT in col-

ture di fibroblasti, e la successiva misura-
zione della concentrazione e della attivita di
LCAT nel medium (14).

Ad oggi sono state riportate 120 diver-
se mutazioni, la maggior parte delle quali
descritte come varianti private. Tra queste,
80 sono state classificate come FLD e 12
con FED, mentre 28 varianti non sono state
classificate. Da notare come le mutazioni si-
ano distribuite uniformemente per tutta la
sequenza del gene LCAT, spesso in regioni
anche distanti dal sito catalitico dell’enzima
e probabilmente importanti nel manteni-
mento della struttura dell’enzima. Tutte
portano all’abolizione dell’attivita-o,, men-
tre non sono state mai descritte mutazioni
che aboliscano selettivamente I'attivita-f3.
Sembra percio che I'interazione tra LCAT e
le lipoproteine contenenti apoA-I sia molto
piu sensibile ai cambiamenti strutturali di
LCAT rispetto all'interazione tra 'enzima e
le lipoproteine contenenti apoB.

Nonostante sia disponibile il modello tri-
dimensionale dell’enzima (15), e gli sforzi
di vari gruppi di ricerca abbiano portato a
definire I'impatto delle diverse mutazioni
sulla relazione struttura-attivita enzimatica
(16,17), ad oggi non € ancora possibile pre-
dire il fenotipo (FED, FLD) associato alle
mutazioni naturalmente presenti in natura.
Questo puo essere verosimilmente spiega-
to dalla complessita della reazione cataliz-
zata da LCAT, che non ¢ solo dipendente
dall’enzima stesso, ma anche dai suoi sub-
strati e dagli attivatori.

Lanalisi molecolare dei 31 portatori di
deficit di LCAT appartenenti alla coorte ita-
liana ha consentito di identificare 34 diverse
mutazioni, confermando 'eterogeneita ge-
netica della malattia. Ventitré dei 128 indivi-
dui appartenenti alle 31 famiglie esaminate
sono portatori di due alleli LCAT mutati (13
omozigoti e 10 eterozigoti composti), 66
sono portatori di un allele mutato e 39 non
presentano la mutazione. Undici dei 18 por-
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tatori di due alleli mutati non presentano al-
cuna attivita-o. né attivita-p e sono stati quindi
catalogati come FLD; sette individui hanno
invece attivita-§ misurabile e attivita-o nulla,
pertanto sono stati classificati come FED.

L'eterogeneita biochimica nel deficit di LCAT
11 difetto di LCAT comporta drammati-
che alterazioni del profilo lipidico e lipopro-
teico sia negli FLD che nei FED (4, 5). Le
principali differenze sono riportate in ta-
bella 1. I ridotti livelli plasmatici di coleste-
rolo HDL rappresentano una caratteristica
comune della patologia: tuttavia, la gravita
della ipoalfalipoproteinemia varia grande-
mente tra i portatori di diversi genotipi,
come dimostrato dalle ampie variazioni dei
livelli di colesterolo HDL (da 3 a 27 mg/dL)
misurato nella coorte italiana (4, 18).

Le HDL circolanti nei portatori non
sono alterate solo in termini di concentra-
zione di colesterolo, ma anche in termini di
distribuzione delle sottoclassi di HDL, con
un aumento di quelle piccole e discoidali,
e una completa mancanza di quelle gran-
di mature e sferiche (19). I livelli di cole-
sterolo totale e LDL, cosi come i livelli di
trigliceridi mostrano un’ampia variabilita
interindividuale (18), anche tra soggetti
appartenenti alla stessa famiglia e quindi
portatori della stessa mutazione genetica
(4). Tale variabilita puo essere attribuita a

fattori genetici, come la coereditarieta di
mutazioni nei geni LDLR o APOB (20, 21),
o a fattori metabolici e ambientali.

La variabilita del profilo lipidico non
sembra essere correlata al difetto funzio-
nale dell’enzima LCAT, poiché soggetti con
difetto parziale o con assenza completa di
attivita di LCAT possono avere profili lipi-
dici molto simili (18). Tuttavia, almeno due
parametri sono inequivocabilmente deter-
minati dall’attivita enzimatica residua. Uno
di questi ¢ il colesterolo non esterificato e,
ancora piu sensibilmente, il rapporto co-
lesterolo esterificato su colesterolo totale.
Entrambi sono aumentati notevolmente
negli FLD, e questo consente di distin-
guerli dai casi di FED (Figura 1).1 livelli
circolanti di colesterolo esteri sono invece
considerevolmente ridotti solo negli FLD,
e non nei FED, eccetto per alcune sovrap-
posizioni (Figura 1). Anche i livelli di apoB
sono sorprendentemente bassi negli FLD
(18), nonostante i livelli di colesterolo LDL
siano comparabili tra i due fenotipi (18).
Laccumulo plasmatico di colesterolo non
esterificato negli FLD & infatti responsabile
della formazione di una lipoproteina ano-
mala, generalmente assente in condizioni
fisiologiche, chiamata LpX, che non contie-
ne apoB ed ¢ principalmente costituita da
fosfolipidi e colesterolo non esterificato. La
LpX ¢ assente nei FED e questo puo per-
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Figura | - Livelli plasmatici di colesterolo non esterificato, colesterolo esteri e rapporto colesterolo non esterificato/cole-
sterolo totale nella coorte italiana di portatori di deficit familiare di LCAT (FLD) e di fish-eye disease (FED). I box-plot ri-
portano i valori mediani con il 25° e il 75° percentile; i valori minimo e massimo.
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cio dare conto della differenza nei livelli di
apoB traidue fenotipi (Tabella 1).

I portatori di un solo allele LCAT mutato
mostrano un profilo biochimico intermedio
a quello degli omozigoti e dei controlli, a
suggerire quindi che la malattia, che ¢ de-
scritta come recessiva, sia piuttosto co-do-
minante per il fenotipo biochimico. Come
per gli omozigoti e gli eterozigoti composti,
ilivelli di colesterolo HDL e di apoA-I sono
generalmente ridotti rispetto ai controlli
(4), e la distribuzione delle sottoclassi HDL
e alterata, con un arricchimento di particel-
le piccole e discoidali (22). Nessuna diffe-
renza si puo notare invece tra eterozigoti
FLD e FED.

Leterogeneita clinica nel deficit di LCAT
Come detto, le manifestazioni cliniche
tipiche del deficit di LCAT includono 1'o-

pacita corneale, 'anemia emolitica e la
malattia renale (1). Caratteristiche meno
comuni della patologia, come la presenza
di lieve trombocitopenia, sono state de-
scritte recentemente in una grande fami-
glia di FLD (23).

Lopacita corneale € una caratteristica
tipica della malattia, presente sia negli FLD
che nei FED. Viene spesso individuata du-
rante l'infanzia, anche se esiste un’ampia
variabilita nell’esordio e nella severita tra
i diversi portatori. L'analisi istochimica e
chimica della cornea mostra la presenza
di depositi extracellulari di colesterolo non
esterificato e fosfolipidi (24). In alcuni casi,
quando lo scompenso visivo € grave, € ri-
chiesto il trapianto di cornea (25, 26). La
maggior parte degli FLD, e alcuni FED,
mostrano una lieve anemia normocromica,
legata all’alterazione della membrana eri-

Tabella | - Riassunto delle principali caratteristiche genetiche, biochimiche € cliniche del deficit familiare
di LCAT (FLD) € del fish-eye disease (FED).

FLD FED
Genetica
Ereditarieta | Autosomica recessiva | Autosomica recessiva
Biochimica
HDL colesterolo i Vi
Apolipoproteina A-I Ly Ly
Colesterolo non esterificato/colesterolo totale " 1
Colesterolo totale l= I=
Trigliceridi 1 =
Colesterolo LDL = =
Apolipoproteina B | =
Lipoproteina X Presente Assente
LCAT activity 0 0
CER 0 Normale/ridotta
Clinica
Opacita corneale Presente Presente
Anemia emolitica Presente Assente (rara)
Malattia renale Presente Assente
IMT carotideo Ridotta Normale/aumentata
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trocitaria che si arricchisce in colesterolo
non esterificato e fosfolipidi (27). Mediante
studi di proteomica il nostro gruppo ha di
recente riportato una riduzione dell’apto-
globina, nello specifico delle catene beta,
nel plasma degli FLD, come indicatore di
anemia emolitica (28).

La malattia renale si sviluppa unicamen-
te negli FLD, e ne rappresenta la principale
causa di morbilita e mortalita. La protei-
nuria puo insorgere gia durante la prima
decade di vita (3) e puo progredire in ma-
niera imprevedibile ad insufficienza renale
fino a richiedere il trattamento sostitutivo.
La patogenesi della malattia renale & stata
compresa solo in parte, ma € chiaramente
correlata alle alterazioni sistemiche, come
¢ infatti dimostrato dal ripresentarsi del
danno renale nei portatori trapiantati (29).
La comparsa e la progressione dell'insuffi-
cienzarenale ¢ variabile tra gli FLD ed é ve-
rosimilmente correlata al fenotipo biochi-
mico piuttosto che alla mutazione genetica
(30). In un recente studio il nostro gruppo
ha identificato nei livelli di colesterolo non
esterificato uno dei fattori predittivi di ma-
lattia renale cronica (31). Studi nell’animale
hanno dimostrato che la lipoproteina ano-
mala individuata nel plasma degli FLD, la
LpX, puo rimanere intrappolata nel circolo
capillare e provocare danno renale (32, 33);
la patogenicita di questa lipoproteina € con-
fermata anche dal trattamento con LCAT ri-
combinante, che riducendo la quota di cole-
sterolo non esterificato, riduce 'accumulo
plasmatico e tissutale di LpX, prevenendo
quindi il danno renale (34).

Le ridotte concentrazioni plasmatiche di
HDL colesterolo negli FLD e nei FED sug-
gerirebbero un aumento del rischio cardio-
vascolare. Diversi gruppi hanno esaminato
la situazione vascolare nel deficit di LCAT,
con risultati spesso controversi (14, 35-37).
In un recente studio, che ha messo insieme
due coorti numerose di portatori di deficit

Glossario

apoA-I: apolipoproteina A-1

apoB: apolipoproteina B

apokE: apolipoproteina E

CER: cholesterol esterification rate; velocita di
esterificazione del colesterolo

FED: fish-eye disease

I5

FLD: familial LCAT deficiency; deficit familiare di LCAT

IMT: intima media thickness; ispessimento
medio intimale

LCAT: lecitina:colesterolo aciltransferasi

RCT: reverse cholesterol transport, trasporto
inverso del colesterolo

di LCAT e ha valutato I'ispessimento medio
intimale (IMT) carotideo come marker sur-
rogato di aterosclerosi preclinica, € emerso
che gli FLD mostrano una ridotta atero-
sclerosi preclinica, mentre i FED hanno un
leggero aumento di aterosclerosi carotidea
rispetto ai controlli (38). Il diverso fenotipo
vascolare tra FED e FLD e stato attribuito
alle diverse concentrazioni plasmatiche di
esteri del colesterolo in LDL, che sono si-
gnificativamente ridotte negli FLD, ma au-
mentate nei FED.

Conclusioni

FLD e FED sono due sindromi causate
da mutazioni con perdita di funzione nel
gene LCAT. Le due sindromi condividono
alcune caratteristiche biochimiche, ma mo-
strano importanti differenze nelle lipopro-
teine circolanti e nelle manifestazioni clini-
che. Il colesterolo non esterificato si accu-
mula nel plasma degli FLD, principalmente
trasportato da lipoproteine anomale e puo
depositarsi nella cornea, negli eritrociti e
nelle cellule renali, provocando le manife-
stazioni cliniche descritte. Il ridottissimo
contenuto di esteri del colesterolo in tutte
le lipoproteine plasmatiche limita il depo-
sito di colesterolo nella parete arteriosa,
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proteggendo di fatto gli FLD dallo sviluppo
di aterosclerosi. I FED hanno invece livelli
di esteri del colesterolo normali o aumenta-
ti in tutte le lipoproteine contenenti apoB,
che quindi si depositano nella parete arte-
riosa provocando un aumento del grado di

aterosclerosi. Il diverso profilo clinico delle
due sindromi sottolinea la necessita di una
tempestiva diagnosi differenziale nei porta-
tori di mutazioni del gene LCAT al fine di
indirizzare i pazienti a programmi di pre-
venzioni e ai futuri trattamenti disponibili.

Questionario di auto-apprendimento

1. Mediante la sua attivita-p LCAT esterifica
il colesterolo:

a) sulle HDL
b) sulle LDL

4.

¢) su tutte le lipoproteine

2. Nei portatori di fish-eye disease:
a) CER e LCAT activity sono nulle
b) CER é aumentata e LCAT activity € ridotta
¢) CER e normale o ridotta, LCAT activity € nulla 5.

3. I portatori di un solo allele LCAT mutato:

a) possono essere classificati come FED o FLD
sulla base della biochimica

b) possono essere classificati come FED o FLD
sulla base dell’attivita enzimatica residua

¢) possono essere classificati come FED o
FLD solo dopo studi di mutagenesi

Quale tra queste affermazioni sulla LpX

¢ falsa:

a) contiene apoB

b) ¢ costituita da colesterolo non esterificato
e fosfolipidi

¢) non contiene colesterolo esterificato

Lispessimento medio intimale carotideo
nei deficit genetici di LCAT:

a) € aumentato solo negli FLD

b) ¢ aumentato solo nei FED

c¢) eridotto sia nei FED che negli FLD

Risposte corrette: 1b, 2c, 3c, 4a, 5b

RIASSUNTO

11 deficit genetico di LCAT é un disordine monogenico molto raro del metabolismo lipidico, dovuto a mu-
tazioni con perdita di funzione del gene LCAT, che codifica per 'enzima responsabile dell’esterificazione
del colesterolo nel plasma. La principale caratteristica del deficit di LCAT sono i bassi livelli plasmatici
di colesterolo HDL, mentre tra le altre manifestazioni si possono annoverare 'opacita corneale, 'anemia
e la malattia renale. Quest’ultima rappresenta la principale causa di morbilita e mortalita nei portatori.
Nonostante si tratti di una malattia monogenica, le manifestazioni biochimiche e cliniche, cosi come le
conseguenze cliniche, possono essere molto diverse tra i portatori del deficit di LCAT e non sono neces-
sariamente conseguenza dell’attivita residua dell’enzima, né del tipo di mutazione. Per questo motivo &
necessaria la raccolta di un’ampia casistica di portatori di deficit di LCAT che consenta di rispondere ad
una serie di quesiti aperti sulla malattia, principalmente correlati alla previsione delle sue conseguenze
cliniche. Inoltre, nonostante alcuni approcci terapeutici siano stati perseguiti, le manifestazioni cliniche
gravi, che possono gia presentarsi nella prima decade di vita, sono ad oggi senza cura. La diagnosi tem-
pestiva, insieme all'identificazione di marcatori della malattia capaci di predirne I'evoluzione delle ma-
nifestazioni cliniche, potrebbe essere di aiuto per individuare i pazienti da indirizzare alle future terapie
disponibili.

Parole chiave: Lecitina:colesterolo aciltransferasi (LCAT), colesterolo non esterificato, lipoproteine ad
alta densita.
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