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H INTRODUZIONE

L’Ipercolesterolemia Familiare Omozigote
(Ho-FH) ¢ un raro disordine genetico a tra-
smissione autosomica co-dominante, caratte-
rizzato da elevati livelli plasmatici di coleste-
rolo LDL (LDL-C), responsabili di un note-
vole accumulo di colesterolo in vari tessuti, in
particolare nella parete arteriosa con lo svi-
luppo precoce di lesioni ateromasiche diffuse
(1). Nella maggior parte dei casi la Ho-FH
(85-95%) ¢ dovuta a varianti patogenetiche
(in passato definite mutazioni) in entrambi gli
alleli del gene codificante il recettore delle
LDL (LDLR); piu raramente & dovuta a va-
rianti patogenetiche bialleliche del gene
APOB codificante I’ apolipoproteina B (apoB)
0 a varianti patogenetiche, con guadagno fun-
zione, del gene PCSKY, codificante I’enzima
PCSKO (1-4). I geni LDLR, APOB e PCSK9
sono indicati come i geni candidati maggiori
della Ho-FH. L’ assetto genotipico dei pazien-
ti Ho-FH puo essere variabile. Se i pazienti
risultano essere portatori di due identiche va-
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rianti patogenetiche del gene LDLR (ovvero
di due identiche varianti patogenetiche di uno
degli altri geni candidati APOB o PCSKY)
essi sono definiti “omozigoti veri”. Se i pa-
zienti sono portatori di due differenti varianti
patogenetiche dello stesso gene candidato
(LDLR, APOB o PCSK9) essi sono definiti
“eterozigoti-composti”. Infine, se i pazienti
sono portatori di due varianti patogenetiche
singolarmente presenti in due geni candidati
(es. una nel gene LDLR e I’altra nel gene
APOB o nel gene PCSK9) essi sono definiti
“doppi eterozigoti”. Questa distinzione ¢ im-
portante per comprendere le relazioni fra ge-
notipo (assetto delle varianti patogenetiche e
geni coinvolti) ed il fenotipo (espressione cli-
nica della malattia).

Essendo la Ho-FH classica una malattia gene-
tica a trasmissione co-dominante, ne conse-
gue che i genitori di un individuo affetto siano
portatori di almeno una copia della variante
responsabile della malattia (eterozigoti) e
presentino livelli plasmatici di LDL elevati
anche se in misura nettamente inferiore ri-
spetto ai pazienti omozigoti (effetto di dosag-
gio genico).

Le varianti patogenetiche dei geni candidati
che sono causa di Ho-FH determinano un gra-
ve difetto nel processo di rimozione delle



LDL plasmatiche mediato dal recettore LDL,
con il conseguente accumulo di LDL nel pla-
sma. Questo difetto di rimozione puo coinvol-
gere direttamente il recettore LDL (nella
maggior parte dei casi), ovvero la proteina
ApoB responsabile del legame delle LDL al
recettore LDL, ovvero la proteina PCSK9 re-
sponsabile della degradazione intracellulare
del recettore LDL (1-4).

Le ricerche nel settore della Ho-FH hanno
portato anche alla identificazione di “fenoco-
pie” della Ho-FH classica, che si sono rivelate
essere dovute a varianti patogenetiche di altri
geni ed avere una trasmissione autosomica re-
cessiva. In questo gruppo di condizioni rare
sono comprese la Ipercolesterolemia Autoso-
mica Recessiva (ARH) e la Sitosterolemia
(vedi oltre).

In questa breve rassegna ci siamo proposti di
riassumere I’ esperienza nostra e di altri gruppi
di ricerca italiani, nel campo della caratteriz-
zazione genetico-molecolare di pazienti con
diagnosi fenotipica di Ho-FH, identificati in
Italia a partire dalla fine degli anni 80 del seco-
lo scorso. Inoltre, grazie alla collaborazione di
numerosi ricercatori italiani, abbiamo tentato
di aggiornare il database dei pazienti, racco-
gliendo il maggior numero di informazioni ri-
guardanti sia il fenotipo che il genotipo.

Il nostro interesse per la FH ha preso I’avvio
dai risultati degli studi di Joseph Goldstein e
Michael Brown a Dallas (Texas, USA), che
alla meta degli anni settanta dimostrarono che
i fibroblasti cutanei di soggetti normali incu-
bati in coltura in presenza di LDL (isolate da
individui normali) legavano con alta affinita
le LDL, le internalizzavano e quindi le degra-
davano incorporando il colesterolo in esse
contenuto (5, 6). Questi eventi (legame, inter-
nalizzazione e degradazione) non si verifica-
no nei fibroblasti di alcuni pazienti Ho-FH.
Questo difetto funzionale si rivelo essere do-
vuto ad assenza/mancata funzione di uno spe-
cifico recettore di membrana (Recettore LDL
0 LDLR) capace di legare le LDL con alta af-
finita, consentendone la loro internalizzazio-
ne e successiva degradazione intracellulare.
Labase fisiopatologica della Ho-FH consiste-
va quindi in un difetto completo del recettore

LDL (LDLR) che determinava, a sua volta, un
difetto di rimozione delle LDL del circolo.
Parallelamente, un difetto “parziale” del
LDLR fu dimostrato nei fibroblasti dei pa-
zienti eterozigoti (He-FH), quali i genitori dei
pazienti Ho-FH esaminati. A queste prime os-
servazioni ne sono seguite altre che hanno
portato alla caratterizzazione strutturale della
proteina recettoriale ed all’isolamento del
gene codificante. Questi ulteriori scoperte
hanno consentito di identificare, sempre nei
fibroblasti in coltura, le alterazioni cellulari
alla base del difetto funzionale del LDLR.
Nello stesso tempo la clonazione del gene
LDLR ha aperto la strada alla caratterizzazio-
ne delle varianti patogenetiche responsabili
del difetto recettoriale in una serie di pazienti
omo- ed eterozigoti FH identificati nel labora-
torio di Dallas (7).

H DIFETTO FUNZIONALE
DEL LDLR NEI FIBROBLASTI
DI Ho-FH ITALIANI

Le prime osservazioni di Goldstein e Brown
sui fibroblasti di pazienti Ho-FH, ci hanno in-
dotto ad applicare la loro metodologia (6) allo
studio dei pazienti italiani, con due principali
obiettivi:

1) avere una conferma diagnostica di suppor-
to alla diagnosi clinica;

2) verificare se tutti pazienti Ho-FH italiani
avessero effettivamente un difetto del
LDLR o questo fosse confinato solo ad al-
cuni di essi.

Agli inizi degli anni 80 ci siamo proposti di
valutare I’attivita del LDLR nei fibroblasti di
pazienti italiani con diagnosi clinica altamente
probabile di Ho-FH, alcuni di quali erano stati
identificati e descritti da alcuni gruppi italiani
(in particolare dal gruppo del Prof. Mario
Mancini, Universita di Napoli) (8-12), che
hanno poi inviato ai nostri laboratori i campio-
ni biologici (biopsie cutanee) per la coltura dei
fibroblasti e I’allestimento di una banca cellu-
lare dei pazienti Ho-FH. I pazienti da noi esa-
minati erano stati classificati come Ho-FH,
applicando consolidati criteri clinici quali:

1) livelli di LDL-C 2500 mg/d];
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2) presenza di xanthomi e xanthelasmi fino
dai primi anni di vita;
3) presenzadi elevati livelli di LDL-C in en-
trambi genitori (He-FH).

Nel corso degli anni lo studio della funziona-
lita recettoriale nei fibroblasti € stata condotta
complessivamente in 32 pazienti. Nel 98%
dei casi si ¢ dimostrato un difetto di funzione
del LDLR di severita variabile. Mentre in al-
cuni pazienti il difetto risultava essere com-
pleto (attivita recettoriale residua <5%) in al-
tri era dimostrabile un’attivita recettoriale re-
sidua variabile dall’8 al 30%. (rispetto a quel-
la riscontrata nei fibroblasti dei soggetti con-
trollo). Da questi risultati ¢ emerso che 1’ atti-
vita recettoriale residua presentava una corre-
lazione negativa con i livelli di LDL-C nel
plasma; ad attivita recettoriale residua “nulla”
(<5%) corrispondevano livelli piu elevati di
LDL nel plasma (13). Questo suggeriva la
presenza di diversi tipi di varianti patogeneti-
che del gene LDLR nei pazienti esaminati
(come poi dimostrato dagli studi molecolari)
(vedi oltre).

Nel corso di questo studio ci siamo imbattuti
in alcuni casi nei quali, a fronte di un quadro
fenotipico di Ho-FH, non era dimostrabile un
difetto del LDLR nei fibroblasti in coltura. Si
trattava di pazienti nei quali il fenotipo Ho-
FH aveva una chiara trasmissione di tipo re-
cessivo, suggerendo una patogenesi differen-
te rispetto a quelle della classica Ho-FH da
difetto recettoriale. Gli studi molecolari suc-
cessivi hanno dimostrato il coinvolgimento di
un altro gene (LDLRAPI) che codifica per
una proteina adattatrice coinvolta nel posizio-
namento del LDLR nelle fossette rivestite del-
la membrana plasmatica degli epatociti, ma
non dei fibroblasti (vedi oltre).

H LO STUDIO DEI GENI
CANDIDATI DELL’FH
NEI SOGGETTI ITALIANI
CON FENOTIPO FH
OMOZIGOTE A TRASMISSIONE
AUTOSOMICA CO-DOMINANTE

La disponibilita di sonde molecolari per il
gene LDLR, generosamente inviate dal labo-

ratorio Dallas, ci ha permesso di avviare la
caratterizzazione genetico-molecolare dei
nostri pazienti Ho-FH. Questo studio ha avu-
to varie fasi, in larga misura dipendenti dal
progressivo affinamento delle metodologie di
sequenziamento genico. In una prima fase ab-
biamo ricercato polimorfismi genici del gene
LDLR e la loro co-segregazione con la FH
(14, 15); poi ci siamo concentrati sulla ricerca
di varianti patogenetiche grossolane (larghe
delezioni ed inserzioni esoniche), dimostran-
do che tali varianti erano presenti in un nume-
ro ristretto di pazienti Ho-FH (13, 16). Suc-
cessivamente, con il perfezionamento delle
tecniche di sequenziamento abbiamo avuto la
possibilita di identificare varianti minute e
puntiformi del gene LDLR (le varianti patoge-
netiche prevalenti) (17, 18). Lo studio di tali
varianti & stato in molti casi esteso ai familiari
dei pazienti Ho-FH, per una ulteriore confer-
ma della modalita di trasmissione co-domi-
nante. L’analisi del gene LDLR ha documen-
tato una grande eterogeneita delle varianti
patogenetiche e confermato I’esistenza di pa-
zienti “omozigoti veri” cosi come di pazienti
“eterozigoti composti” ed, in misura minore,
di pazienti “doppi eterozigoti”. Nell’arco
temporale di 30 anni (1989-2019) in varie
“Lipid Clinics” distribuite su tutto il territorio
nazionale sono stati identificati, genetica-
mente caratterizzati e trattati con procedure
aferetiche e presidi farmacologici, di efficacia
progressivamente crescente nel corso degli
anni, circa 120 pazienti con le caratteristiche
cliniche della Ho-FH (in dettaglio 60 “omozi-
goti veri” e 60 “eterozigoti composti” o “dop-
pi eterozigoti”). In tali pazienti sono state at-
tualmente identificate: 80 differenti varianti
patogenetiche del gene LDLR (11 delezioni/
duplicazioni esoniche, 5 delezioni/duplica-
zioni nucleotidiche minute, 64 sostituzioni
nucleotidiche puntiformi esoniche o introni-
che); una variante del gene APOB e due va-
rianti del gene PCSK9. Le varianti del gene
LDLR sono state classificate in due categorie
in base al loro potenziale impatto biologico:
i) varianti patogenetiche ‘“recettore negative”
che impedivano la formazione del recettore o
ne abolivano completamente la funzione;



ii) varianti patogenetiche “recettore difettive”
che riducevano ma non abolivano completa-
mente 1’ attivita del recettore (13, 17).

I pazienti recettore negativi (LDLR-NEG),
che rappresentavano circa il 25% dell’intera
popolazione Ho-FH, presentano un profilo
clinico e biochimico decisamente pill severo
di quello rilevato nei pazienti recettore difetti-
vi (LDLR-DEF): concentrazioni plasmatiche
medie di colesterolo LDL di 20 vs 13 mmol/L
e di colesterolo HDL di 0,8 vs 1,1 mmol/L;
una piu precoce diagnosi clinica e genetica, in
relazione alle piu gravi e premature manife-
stazioni cliniche (in particolare xantomatosi
cutanea nella prima infanzia ed eventi cardio-
vascolari ad una eta media di 22,5 vs 46,5
anni) ed una eta al decesso di alcuni pazienti
durante il follow-up di 26 vs 44 anni. Tale dif-
ferenza ¢ stata documentata anche da altri
gruppi di ricerca in altri paesi che hanno os-
servato che anche la riposta alla terapia ipoli-
pemizzante era piu efficace nei pazienti “re-
cettore difettivi” rispetto ai pazienti “recetto-
re negativi” (19-22).

L’Ho-FH dovuta a varianti patogenetiche ne-
gli altri due geni candidati (APOB e PCSK9) ¢
stata riscontrata in un numero di pazienti mol-
to ridotto in ragione della frequenza estrema-
mente bassa di varianti patogenetiche di que-
sti due geni nella popolazione Italiana (17).
Non abbiamo attualmente riscontrato nessun
paziente con varianti patogenetiche bialleli-
che con guadagno di funzione del gene
PCSK9. Come atteso abbiamo identificato
solo pochi pazienti doppi eterozigoti (4 pa-
zienti LDLR/APOB, 3 dei quali non-relati, e 3
pazienti LDLR/PCSK9Y, 2 dei quali non relati)
(17,23).

Viene spontanea la domanda se vi siano pa-
zienti italiani con fenotipo Ho-FH a trasmis-
sione autosomica co-dominante senza muta-
zioni dei geni candidati (LDLR, APOB e
PCSK9). Al momento una condizione di que-
sto genere, che potrebbe derivare dal coinvol-
gimento di altro gene ancora ignoto, non ¢
stata riscontrata nei pazienti Italiani con feno-
tipo Ho-FH genotipizzati, e non ci risulta che
una simile condizione sia stata descritta da
altri autori in altri paesi.

I gruppi di ricerca Italiani che hanno dato un
significativo contributo alla caratterizzazione
molecolare dei pazienti Ho-FH, hanno anche
avviato la costituzione di una rete di centri cli-
nici e di laboratorio (rete LIPIGEN) finalizza-
ta, tra I’altro, alla caratterizzazione fenotipica
ed alla genotipizzazione di questi pazienti
sull’intero territorio nazionale (24, 25).

B FENOCOPIE DELLA Ho-FH.
LA IPERCOLESTEROLEMIA
A TRASMISSIONE RECESSIVA
(AUTOSOMAL RECESSIVE
HYPERCHOLESTEROLEMIA,
ARH)

Nel contesto di questa rassegna, come feno-

copia della Ho-FH ¢ intendersi una condizio-

ne clinica indistinguibile fenotipicamente
dalla Ho-FH classica, ma che:

1) non ¢ causata da varianti patogenetiche dei
classici geni candidati (LDLR, APOB e
PCSKY);

2) hauna modalita di trasmissione di tipo re-
cessivo.

La descrizione di alcuni pazienti con fenotipo

Ho-FH a trasmissione recessiva identificati

originariamente dal gruppo di ricerca diretto

dal Prof. Renato Fellin, Universita di Padova,

e poi da altri gruppi italiani, incluso il nostro,

ha posto le basi per una serie di ricerche che

hanno portato, nell’ambito di una collabora-
zione internazionale con il gruppo di Dallas

(Prof. Helen H. Hobbs, Prof. Jonathan C.

Cohen) all’identificazione del gene coinvolto

e delle sue varianti causative. In ragione della

modalita di trasmissione questa condizione

clinica ¢ stata denominata Autosomal Reces-

sive Hypercholesterolemia (ARH) (26-31). 11

gene coinvolto denominato, LDL-Receptor

Adaptor Protein 1, LDLRAPI) codifica per

una proteina che interagendo con la coda cito-

plasmatica del LDLR ne facilita la collocazio-
ne nelle fossette rivestite di clatrina nella
membrana plasmatica. Questa proteina adat-
tatrice ¢ indispensabile per la funzione del

LDLR negli epatociti, le cellule principalmen-

te coinvolte nella rimozione delle LDL dal

compartimento plasmatico. La sua assenza o
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mancata funzione non consente I’internaliz-
zazione delle LDL da parte degli epatociti
(29). La ARH ¢ una condizione estremamente
rara nelle popolazioni Europee, fatta eccezio-
ne per la popolazione Sarda nella quale la sua
frequenza stimata ¢ intorno ad 1: 40.000. Di-
versi laboratori italiani hanno caratterizzato le
mutazioni del gene LDLRAP1. Le mutazioni
riscontrate nella popolazione Sarda sono sol-
tanto due (c.65G>A, p.(Trp22*) e
c.432_433insA, p.(Alal45Serfs*26)). Esse
sono presenti in omozigosi (44 pazienti) o in
eterozigosi composta (16 pazienti), suggeren-
do la presenza di un effetto fondatore in una
popolazione geograficamente isolata (30).
Dal punto di vista fenotipico i pazienti ARH
presentano un quadro clinico comparabile con
quello dei pazienti con la forma meno grave di
Ho-FH autosomica co-dominante, ovvero
quella dovuta a varianti patogenetiche del
gene LDLR definite “recettore difettive”
(ARH vs LDLR-DEEF: colesterolo LDL 14 vs
13 mmol/L; colesterolo HDL 1.13 vs 1.06
mmol/L; eta media al primo evento coronari-
co di 49,5 vs 46,5 anni; eta media al decesso di
alcuni pazienti durante il follow-up di 46 vs 44
anni) (31, 32). Unica differenza statisticamen-
te significativa ¢ risultata la maggiore preva-
lenza della xantomatosi cutanea nei pazienti
ARH (ARH vs LDLR-DEF: 58% vs 33%).

H LA SITOSTEROLEMIA

La sitosterolemia € un raro disordine a tra-
smissione autosomica recessiva, descritto
per la prima volta nel 1974 da Bhattacha-
ryya e Connor (33). Il termine sitosterole-
mia deriva dall’accumulo nel plasma di ste-
roli vegetali (in prevalenza Sitosterolo e
Campesterolo). Il quadro clinico, particolar-
mente nella prima infanzia, presenta forti
analogie con la Ho-FH quali la presenza di
xanthomi, xanthelasmi e livelli di LDL
estremamente elevati. Uno degli aspetti ca-
ratteristici di questa condizione, che consen-
te la diagnosi differenziale con la Ho-FH, ¢
dato dalla notevole riduzione dei livelli di
LDL in risposta alla restrizione del contenu-
to di colesterolo nella dieta, cosi come dalla

tangibile e rapida riduzione dei livelli pla-
smatici di LDL a seguito di trattamento con
ezetimibe (eventi che non si verificano nella
Ho-FH classica o nella ARH) (33-35). La si-
tosterolemia & dovuta a varianti patogeneti-
che bialleliche in uno dei due geni (ABCGS
ed ABCGS8) che nell’enterocita codificano
per due trasportatori (ABCGS ed ABCGS
rispettivamente) coinvolti nella ri-escrezio-
ne di colesterolo e degli steroli vegetali da-
gli enterociti al lume intestinale (36, 37).
Molteplici sono le mutazioni dell’uno o
dell’altro gene riscontrate nei pazienti con
sitosterolemia (36-38). A nostra conoscenza
solo pochi pazienti Italiani con sitosterole-
mia sono strati caratterizzati a livello mole-
colare (38). Riteniamo tuttavia che uno stu-
dio molecolare sistematico delle ipercole-
sterolemie gravi in eta pediatrica potrebbe
portare all’identificazioni di alcuni pazienti
con sitosterolemia, una condizione la cui
frequenza ¢ probabilmente sottostimata, che
risponde molto bene a trattamenti dietetici e
farmacologici (33-35, 38).

H CARATTERIZZAZIONE
GENETICO-MOLECOLARE DEI
PAZIENTI Ho-FH NEL QUADRO
DEL PROGETTO LIPIGEN

Come ¢ noto uno degli obiettivi del consorzio
LIPIGEN ¢ caratterizzazione genetico-mole-
colare di pazienti italiani con fenotipo clinico
suggestivo di ipercolesterolemia familiare.
Grazie al coinvolgimento di molti centri clini-
ci, numerosi pazienti con diagnosi clinica di
probabile FH sono stati genotipizzati. Alcuni
di essi sono risultati essere portatori di due va-
rianti patogenetiche in uno o pili dei geni can-
didati per la FH a trasmissione co-dominante,
quindi da considerarsi, a prima vista, FH
omozigoti. Tuttavia la presenza di due muta-
zioni non necessariamente implica che il pa-
ziente sia omozigote. Nel caso di due identi-
che varianti patogenetiche nello stesso gene
(es. nel gene LDLR) si puo affermare, in modo
definitivo la presenza di una condizione di
omozigosi (nella fattispecie di “omozigosi
vera”). Diverso ¢ il caso di due differenti va-



rianti patogenetiche nello stesso gene, che
suggerisce, ma non dimostra, una condizione
di “eterozigosi composta”. Quest’ultima, per
essere confermata in via definitiva, richiede la
ricerca delle varianti patogenetiche nei fami-
liari, al fine di stabilire se esse sono sullo stes-
so allele o su due alleli diversi. Infine il ri-
scontro di due varianti patogenetiche in due
diversi geni candidati, indica in via definitiva,
una condizione di “doppia eterozigosi”. Tutto
cio per riaffermare che i risultati dell’analisi
molecolare devono essere correttamente in-
terpretati prima di arrivare a conclusioni dia-
gnostiche definitive (39).

E molto verosimile che I’analisi genotipica
di numerosi individui FH prevista nel pro-
getto LIPIGEN porti all’identificazioni di
pazienti genotipicamente “omozigoti veri”,
“eterozigoti composti” o “doppi eterozigo-
ti”, che presentano un fenotipo molto meno
grave rispetto a quello “classico” della Ho-
FH atteso sulla base dei documenti di con-
senso (19). Le ragioni per la presenza di un
fenotipo “attenuato” possono essere legate
sia al tipo di variante del gene coinvolto (pre-
senza di varianti patogenetiche ad impatto
biologico lieve o moderato), ovvero alla pre-
senza nel genoma di altre varianti geniche
che possono controbilanciare gli effetti pato-
genetici delle varianti presenti nei geni can-
didati dell’FH (40, 41).

H CONCLUSIONI

In questa breve rassegna abbiamo cercato di
riassumere le fasi principali della caratterizza-
zione cellulare e genetico molecolare dei pa-
zienti Italiani con ipercolesterolemia familiare
omozigote. Il ragguardevole numero di pazien-
ti studiati fino ad ora consente di avere un qua-
dro sufficientemente informativo dell’assetto
genotipico e fenotipico di questi pazienti nel
nostro paese. La sfida futura in questo campo
sara quella di identificare, con I'impiego delle
nuove tecnologie di indagine genetica ora di-
sponibili, I’assetto di altri geni che possono in-
fluenzare I’espressione fenotipica della malat-
tia ed eventualmente la diversa risposta agli
interventi terapeutici oggi disponibili.
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