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INTRODUZIONE 

 

 

 

1. LA CARDIOPATIA ISCHEMICA 

 

1.1 Epidemiologia 

 

La cardiopatia ischemica, che comprende l’angina pectoris stabile, le sindromi coronariche 

acute e la morte cardiaca improvvisa, rappresenta attualmente la principale causa di mortalità e 

morbidità al mondo, e lo sarà fino al 2050 (1).  

In Italia, dalla metà degli anni ’70, si è assistito ad un trend in discesa della mortalità per 

cardiopatia ischemica. In particolare, tra il 1980 e il 2000, questo decremento è stato per lo più 

attribuito alle procedure terapeutiche in fase acuta, alla prevenzione primaria, secondaria e ad 

un cambiamento dei fattori di rischio nella popolazione dovuti alla modificazione dello stile di 

vita (2). Dal 1980 i tassi di mortalità negli uomini, aggiustati per età, sono diminuiti da 267,1 a 

141,3 per 100.000 abitanti; analogamente, nelle donne di età compresa tra i 25 anni e gli 84 

anni, i tassi di mortalità aggiustati per età sono diminuiti da 161,3 a 78,8. Questa decrescita ha 

comportato nel 2000 42.930 morti coronariche in meno (24,955 negli uomini e 17,975 nelle 

donne).  Circa il 40% di questa diminuzione è associata all’esistenza, al giorno d’oggi, di 

specifici trattamenti per lo scompenso cardiaco (14%) e alle terapie di prevenzione secondaria 

dopo un infarto miocardico o una rivascolarizzazione (6%). Circa il 55% è invece associato ai 

cambiamenti nei più importanti fattori di rischio cardiovascolare nella popolazione italiana, in 

particolare la riduzione della pressione arteriosa (25%) e della colesterolemia totale. 

Ciononostante la cardiopatia ischemica rimane tutt’ora la principale causa di mortalità in Italia, 

rappresentando il 13% della mortalità generale e il 32% delle morti associate al sistema 

circolatorio (3). La più grave manifestazione della cardiopatia ischemica è rappresentata 

dall’infarto miocardico (STEMI), classicamente definito come conseguenza della morte di 

cellule miocardiache successivamente ad una prolungata ischemia; ogni anno in Italia il 

numero di pazienti ricoverati per infarto miocardico risulta essere di 180 mila (4).  
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1.2 Fisiopatologia  

 

L’omeostasi del sistema cardiovascolare è governato dalla stretta interazione tra fattori genetici 

e ambientali; l’alterazione di quest’ultima è responsabile di processi patogenetici tipici delle 

malattie complesse quali l’aterosclerosi, e le sue complicazioni, l’infarto miocardico e l’ictus 

(5). Essendo l’aterosclerosi la principale causa della cardiopatia ischemica, questo fenomeno 

verrà descritto con maggiore attenzione. 

Il più importante centro di regolazione dell’omeostasi del sistema cardiovascolare è 

rappresentato dall’endotelio dei vasi sanguigni, il quale è formato da un monostrato di cellule 

che riveste l’intero sistema. Se in condizione fisiologiche l’endotelio vascolare è in grado di 

sostenere le funzioni dei vari tessuti e organi dell’ organismo, questo non avviene in condizioni 

patologiche, dove la sua disfunzione provoca la manifestazione locale e sistemica delle 

malattie cardiovascolari aterosclerotiche (5).  

La disfunzione delle cellule endoteliali, in aree prone allo sviluppo di lesioni della vascolatura 

arteriosa, si manifesta in cambiamenti precoci facilmente rilevabili durante il loro sviluppo, 

quali la formazione di placche focali e l’intrappolamento e modificazione chimico-fisica di 

particelle lipoproteiche nello spazio sub-endoteliale (5, 6, 7, 8). Nel corso di questi eventi si 

osservano ulteriori e complessi processi patologici, tra i quali la formazione iniziale di cellule 

schiumose (foam cells) e il successivo sviluppo della placca fibromuscolare. Le cellule 

schiumose, che contraddistinguono le lesioni aterosclerotiche precoci, si sviluppano in seguito 

alla selettiva transizione dei monociti circolanti dal sangue all’intima, dove differenziando in 

macrofagi internalizzano lipoproteine modificate; questa fase rappresenta uno stadio 

infiammatorio ancora reversibile nella formazione della placca aterosclerotica, poiché si tratta 

di un semplice accumulo di lipidi liberi o sottoforma di cellule schiumose. La placca 

fibromuscolare si sviluppa invece in seguito all’attivazione endoteliale, e quindi all’attivazione 

dalle molteplici chemochine, fattori di crescita e macrofagi, i quali agiscono sulle cellule 

prossime della muscolatura liscia inducendo sia la loro proliferazione sia la sintesi di 

componenti della matrice extracellulare nel compartimento intimale (5). Il progressivo 

rimodellamento strutturale di queste lesioni in via di sviluppo sono causa della formazione di 

un tappo di fibrina che ricopre un nucleo necrotico ricco di lipidi, lipoproteine ossidate, cristalli 

di colesterolo e detriti cellulari; si osserva inoltre rimodellamento e calcificazione della 

matrice. Le estremità di tali placche contengono anche una ricca popolazione di cellule 

infiammatorie (cellule T e macrofagi attivati, cellule natural killer T e cellule dendritiche) che 

hanno il potenziale di modulare il fenotipo pro-infiammatorio endoteliale; di conseguenza 
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anch’esse contribuiscono all’instabilità della placca mediante modificazioni proteolitiche delle 

componenti della matrice. Se si parla di placche vulnerabili o instabili, quello che si osserva in 

queste condizioni è una transizione catastrofica della lesione aterosclerotica: rottura della 

placca stessa e rilascio dell’intero contenuto trombogenico del nucleo necrotico con occlusione 

trombotica (5). In caso contrario si può assistere ad erosioni intime superficiali senza rottura 

della placca (9). Ciononostante l’attivazione di processi apoptotici delle cellule endoteliali, con 

denudamento dell’enodotelio, rappresenta una fase critica per la formazioni di eventuali trombi 

(10). Generalmente queste erosioni superficiali si verificano sulla superficie delle lesioni 

contenenti abbondanti cellule muscolari lisce e proteoglicani e pochi macrofagi, e sono 

tipicamente associate a regioni con un flusso sanguigno disturbato. Possono ugualmente 

instaurarsi lesioni ancora più stabili. Queste sono caratterizzate da un folto tappo fibroso con 

scarso contenuto di lipidi e cellule infiammatorie, il quale può progressivamente invadere il 

lume del vaso causando sintomi ischemici, senza però necessariamente conclamarsi con eventi 

trombotici. Degno di nota è che in un dato individuo possono coesistere placche 

aterosclerotiche multiple, ciascuna in una propria fase evolutiva patobiologica (5). 

 

1.3 Fattori di rischio e prevenzione  

 

Negli ultimi decenni sono stati fatti grandi progressi nella prevenzione delle malattie 

cardiovascolari grazie, principalmente, ad una modificazione delle loro cause. Inoltre, si ritiene 

che la prevenzione secondaria di queste malattie, avvalendosi di una terapia medica aggressiva, 

ridurrà in modo drastico la loro ricorrenza in soggetti nei quali si sono già conclamati episodi 

coronarici acuti (11). L'American Heart Association (AHA) e l'American College of 

Cardiology (ACC) hanno pubblicato importanti raccomandazioni per l'intervento medico in 

pazienti con malattie cardiovascolari e altre forme di malattie aterosclerotiche (12). 

Analogamente esiste la possibilità di ridurre il rischio di cardiopatia ischemica in pazienti che 

non hanno mai riscontrato episodi coronarici mediante una prevenzione di tipo primario. 

Tuttavia, questi soggetti hanno un rischio di malattia estremamente variabile, ragione per la 

quale è stato necessario determinare dei range di intensità nei quali intervenire. Infatti, 

un’efficace prevenzione primaria richiede, in primo luogo, una valutazione del rischio al fine di 

classificare i pazienti e selezionare coloro per quali sarà possibile intervenire in modo incisivo 

(11). 
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I più importanti fattori di rischio delle malattie cardiovascolari ad oggi noti sono sei: 

1. Familiarità per cardiopatia ischemica; 

2. Ipercolesterolemia; 

3. Ipertensione arteriosa; 

4. Indice di massa corporea elevato 

5.  Diabete Mellito  

6. Fumo di sigaretta  

La relazione quantitativa tra questi fattori di rischio e il rischio di cardiopatia ischemica è stata 

illustrata dal Framingham Heart Study e molti altri lavori, i quali hanno dimostrato che i più 

importanti fattori di rischio sono additivi nel potere predittivo di una malattia (11, 13). Di 

conseguenza, il rischio totale di una persona può essere stimato dalla totalità del rischio impartito 

da ciascuno di questi maggiori fattori.  

 

 

2. IL COLESTEROLO 

 

2.1 Livelli di regolazione della biosintesi del colesterolo 

 

Il colesterolo, ad oggi riconosciuto tra i più importanti fattori di rischio della cardiopatia 

ischemica, può essere sintetizzato dall’organismo o assunto con la dieta. Un adulto a dieta 

povera di colesterolo sintetizza di regola circa 800 mg di colesterolo al giorno. Nei mammiferi 

il principale sito di sintesi del colesterolo è il fegato, sebbene anche l’intestino ne formi 

significative quantità (14). 

La velocità con la quale il colesterolo può essere sintetizzato nel fegato e nell’intestino è 

strettamente dipendente dalla concentrazione intracellulare del colesterolo stesso in questi 

organi. In particolare si parla di un meccanismo di regolazione a feedback, il quale è mediato 

dalla variazione della quantità e dell’attività della 3-idrossi-3metilglutaril CoA reduttasi 

(HMG-CoA); quest’ultimo infatti è un enzima che catalizza la formazione del mevalonato, 

tappa di comando della biosintesi del colesterolo (14). 

I meccanismi di regolazione dell’HMG-CoA reduttasi possono essere diversi. In primo luogo è 

importante osservare che la velocità di sintesi dell’mRNA per la HMG-CoA reduttasi è 

regolata da una importante proteina, nota come SREBP (sterol regulatory element-binding 

protein), la quale lega l’elemento di regolazione degli steroli. Questa proteina, nel suo stato 
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inattivo, è localizzata nella membrana del reticolo endoplasmatico, dove è associata a SCAP 

(SREBP-cleavage-activating protein), proteina integrale di membrana e sensore del colesterolo 

(14). Quando i livelli del colesterolo diminuiscono, la proteina SCAP accompagna SREBP in 

piccole vescicole membranose all’apparato di Golgi, dove subisce due importanti tagli 

proteolitici sequenziali ad opera di una serina proteasi e di una metalloproteasi. Grazie a 

quest’ultimi, il dominio di legame del DNA della proteina SREBP può quindi migrare a livello 

nucleare e regolare la trascrizione di diversi geni, tra i quali il gene dell’ HMG-CoA reduttasi 

(Figura 1). Anche la traduzione del trascritto per l’ HMG-CoA reduttasi è finemente regolato; 

infatti questa viene inibita dai metaboliti non sterolici, derivati dal mevalonato o dal colesterolo 

assunto con la dieta. Infine è importante osservare che in presenza di un aumento della 

concentrazione di composti sterolici, come il colesterolo stesso, si osserva una maggiore 

suscettibilità dell’HMG-CoA reduttasi a degradazione proteolitica; mentre la sua fosforilazione 

si traduce in una ridotta attività enzimatica dell’ HMG-CoA reduttasi (14). 

 

2.2 Meccanismi di trasporto del colesterolo 

 

Il colesterolo, così come i trigliceridi, vengono trasportati nei liquidi corporei sotto forma di 

particelle lipoproteiche, ovvero molecole composte da un nucleo di lipidi idrofobici circondato 

da un involucro di lipidi più polari e proteine (14). Quest’ultime sono note come apoproteine, 

le cui funzioni sono rendere solubili i lipidi idrofobici e contenere il segnale di riconoscimento 

cellulare. Le particelle lipoproteiche, in funzione della loro densità, vengono classificate in 

chilomicroni, lipoproteine a densità molto bassa (VLDL), lipoproteine a densità intermedia 

(IDL), lipoproteine a bassa densità (LDL) e lipoproteine ad alta densità (HDL) (Tabella 1). 

Elevate concentrazioni di colesterolo nel sangue rappresentano la principale causa nella 

formazione di placche aterosclerotiche nelle arterie dell’organismo, e tale eccesso è presente 

sotto forma di particelle LDL; questa è la ragione per la quale il colesterolo LDL generalmente 

è identificato con il termine “colesterolo cattivo” (15). Al contrario le HDL vengono chiamate 

“colesterolo buono” poiché aiutano a rimuovere il colesterolo dai vasi sanguigni. Infatti le 

HDL legano ed esterificano il colesterolo proveniente dai tessuti periferici e lo trasportano al 

fegato, che lo elimina nel lume intestinale sotto forma di sali biliari o colesterolo libero, o ad 

organi steroidogenici che lo utilizzano per formare gli ormoni steroidei. I chilomicroni, le 

particelle lipoproteiche più grandi e costituite per il 90% da trigliceridi, rappresentano la 

principale forma di trasferimento del colesterolo, e degli altri grassi ottenuti con la dieta, 

dall’intestino ai vari distretti dell’organismo. I trigliceridi dei chilomicroni vengono rilasciati a 
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livello tissutale dove subiscono idrolisi catalizzata da lipasi lipoproteiche, enzimi localizzati sul 

rivestimento dei vasi sanguigni di determinati tessuti, che utilizzano gli acidi grassi sia come 

sostanze nutrienti sia per la sintesi dei lipidi; infine il fegato ingloba le rimanenze dei 

chilomicroni, ricche di colesterolo (14). 

Al contrario, in presenza di un eccesso epatico di colesterolo, e altri lipidi, questi vengono 

esportati dal fegato sotto forma di VLDL dove trasferiscono il loro contenuto in trigliceridi al 

tessuto adiposo e ad altri tessuti periferici. Le VLDL vengono quindi convertite prima in IDL e 

successivamente a LDL. Gli epatociti e le cellule dei tessuti periferici captano quindi le LDL 

mediante un meccanismo di endocitosi-recettore mediata, le cui tappe sono le seguenti: 

 L’apolipoproteina B-100, localizzata sulla superficie di una particella di LDL, si lega al 

suo specifico recettore LDLR (low-density lipoprotein receptor), il quale è localizzato in 

speciali zone della membrana ricche di clatrina; 

 A seguito del legame dell’LDL con il recettore LDLR, avviene internalizzazione cellulare 

complesso LDLR/LDL per endocitosi recettore-mediata; 

 Le vescicole contenenti le LDL si fondono successivamente con i lisosomi contenenti 

enzimi degradativi; avviene quindi idrolisi sia della componente proteica delle LDL sia 

degli esteri del colesterolo. Al contrario il recettore delle LDL ritorna immutato sulla 

membrana plasmatica; 

 Il colesterolo non esterificato rilasciato può essere utilizzato per la biosintesi delle 

membrane o essere riesterificato per essere immagazzinato all’interno della cellula. La 

riesterificazione del colesterolo è essenziale, in quanto elevate concentrazioni di 

colesterolo non esterificato possono danneggiare le membrane cellulari. 

 

È importante osservare che quando il colesterolo è abbondante a livello cellulare, non vengono 

più sintetizzati recettori per le LDL, e quindi viene bloccata l’internalizzazione di altro 

colesterolo mediata dall’endocitosi delle LDL plasmatiche (meccanismo di regolazione a 

feedback). Ciononostante sono diverse le patologie ad oggi riconosciute responsabili di elevati 

livelli plasmatici di LDL e, se vengono considerate solo quelle associate ad un mancato e 

scorretto funzionamento di LDLR, si parla di sitosterolomia, ipercolesterolemia autosomica 

recessiva, disordine familiare difettivo per l’apolipoproteina e ipercolesterolemia familiare 

(FH). Quest’ultima è stato il primo disordine monogenico riconosciuto essere responsabile di 

elevati livelli plasmatici di colesterolo LDL (14).  
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3. L’IPERCOLESTEROLEMIA FAMILIARE 

 

L’ipercolesterolemia familiare (Familial Hypercholesterolemia/FH) è una comune patologia 

monogenica caratterizzata da elevate concentrazioni plasmatiche di colesterolo LDL ed 

aterosclerosi precoce, ragione per la quale questo disordine è causa di una significativa 

morbidità e mortalità. Dal punto di vista clinico la FH si manifesta con xantoma tendinei, 

xantelasma, arco corneale prematuro o semplicemente con elevati livelli di colesterolo LDL 

senza altre evidenze cliniche (16).  

La forma omozigote dell’ipercolesterolemia familiare (HoFH) è estremamente rara, 

manifestandosi con una frequenza di 1:1.000.000 ( o 1:100.000 in alcune popolazioni libanesi). 

Al contrario l’ipercolesterolemia familiare eterozigote (HeFH) è molto più diffusa interessando 

1 su 67-500 individui, indipendentemente dalla zona geografia considerata o dall’etnia di 

appartenenza; un esempio è rappresentato dagli ebrei sudafricani ashkenazi e i libanesi cristiani 

la cui prevalenza è pressoché paragonabile essendo rispettivamente 1:67 e 1:85 (16).  

Considerando che <1% delle popolazioni dei diversi paesi si sottopone a specifici esami di 

screening per la FH, è stato valutato come questa malattia sia generalmente sotto-

diagnosticata; unica eccezione è l’Olanda, dove il 71% della popolazione si  sottopone a tali 

esami (34). 

Degno di nota è che esistono condizioni fenotipicamente simili alla FH, quali la xantomatosi 

cerebro tendinea (CTX), la malattia da accumulo di esteri del colesterolo e la sitosterolemia, 

ragione per la quale una diagnosi differenziale si rivela fondamentale (16, 17). Infatti un 

intervento terapeutico efficace e una appropriata consulenza genetica sono successive solo ad 

una corretta diagnosi della patologia, la quale è possibile dopo accurata osservazione clinica, 

quantificazione del colesterolo LDL e test genetici di conferma (16). 

 

3.1 Alterazione della via di segnalazione dell’LDLR e ipercolesterolemia 

 

L’LDLR ha la funzione di rimuovere le particelle di LDL dal plasma mediante 

l’apolipoproteina B (APOB). In particolare a seguito del loro legame, avviene internalizzazione 

del complesso LDL/LDLR/APOB negli epatociti mediante invaginazione della membrana 

plasmatica in regioni ricche di clatrina, e formazione di endosomi grazie alla proteina 

LDLRAP1 (low density lipoprotein receptor adaptor protein 1) (Figura 2). All’interno 

dell’endosoma avviene la separazione del complesso LDL/LDLR; quest’ultimo può quindi 

andare incontro a due diversi destini: degradazione lisosomiale mediata dalla proteina PCSK9 
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(Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) o trasporto sulla membrana plasmatica cellulare 

per essere riciclato. In alternativa LDLR può legare PCSK9 quando è ancora localizzato sulla 

membrana plasmatica, legame il cui risultato finale è sempre l’internalizzazione lisosomiale di 

LDLR e la sua degradazione (18).  

È evidente, quindi, come in seguito ad alterazioni funzionali o quantitative a carico di proteine 

coinvolte nella via di segnalazione dell’LDL possa verificarsi una scorretta rimozione 

dell’LDL plasmatico e l’instaurarsi un quadro ipercolesterolemico. Un esempio è rappresentato 

da soggetti con FH dovuta a mutazioni nulle (ovvero con perdita di funzione della proteina) nel 

gene LDLR; in questi soggetti si osserva una riduzione della proteina LDLR pari a circa il 50% 

rispetto a soggetti sani. Analogamente soggetti omozigoti (o eterozigoti composti), ovvero con 

entrambi gli alleli mutati per il gene LDLR, presentano un severo quadro patologico; infatti 

questi soggetti sono totalmente incapaci di produrre il recettore LDLR o di produrre anche 

piccole dosi di recettore correttamente funzionante. La via di segnalazione dell’LDLR può 

essere alterata anche in seguito a mutazioni a carico di altri geni. Ad esempio, mutazioni nel 

gene APOB possono alterare il legame della proteina da esso codificata con il recettore LDLR, 

compromettendo il legame dello stesso colesterolo LDL con il recettore. Un secondo esempio è 

rappresentato da mutazioni che up-regolano il gene PCSK9, causando una iperfunzione della 

proteina da esso codificata, aumentata degradazione dell’LDLR e l’instaurarsi di un quadro 

ipercolesterolemico. È importante osservare che ciò che accomuna queste mutazioni, associate 

ad un pattern di ereditarietà semidominante, è un effetto di dosaggio genico paragonabile e 

l’instaurarsi di un fenotipo clinico finale molto simile. Infine in presenza di entrambi gli alleli 

del gene LDLRAP1 mutati si instaura un fenotipo clinico che riproduce la FH omozigote, in 

accordo con un’ereditarietà autosomica recessiva (16). 

Recenti studi hanno suggerito che la presenza di più mutazioni in geni codificanti proteine 

coinvolte in questa via di segnalazione sono responsabili di un effetto finale additivo, il quale 

può essere intermedio a quello osservato in individui eterozigoti ed omozigoti. Un fenotipo con 

mutazioni multiple può implicare qualsiasi combinazione di mutazioni nei geni APOB, LDLR, 

PCSK9 e LDLRAP1; tuttavia sebbene il fenotipo derivato da queste sia apparentemente simile, 

in realtà può differire sia per la severità del quadro cinico con la quale si manifesta la patologia 

sia nei livelli di colesterolo LDL (19, 20). Negli omozigoti, i più elevati livelli di colesterolo 

LDL sono stati osservati in pazienti incapaci di produrre il recettore per l’LDL, seguono a 

questi soggetti con un’alterata funzione dell’LDLR o soggetti con ipercolesterolemia 

autosomica recessiva (ARH), e infine individui con mutazioni gain-of function per APOB o 

PCSK9 (19). Un interessante studio francese ha riportato che mutazioni nei geni LDLR e 
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PCSK9 aumentano in modo paragonabile i livelli di colesterolo LDL; al contrario mutazioni 

nel gene APOB sono associate ad un aumento meno severo dei livelli di colesterolo LDL (21, 

22). Dal punto di vista eziologico, quindi, esistono forme di FH sia poligeniche sia 

monogeniche, sebbene in quest’ultimo caso siano stati identificati un limitato numero di geni. 

Inoltre, l’identificazione di diversi casi di FH non geneticamente spiegati ha supposto 

l’esistenza di loci non ancora caratterizzati (23). 

 

3.2 Il gene LDLR 

 

Il gene LDLR è un gene di 45Kb costituito da 18 esoni e 17 introni; la proteina codificata da 

questo gene si compone di 860 aminoacidi, comprensivi di un peptide segnale di 21 residui 

aminoacidici (16).  

Mutazioni nel gene LDLR rappresentano la più importante causa di FH monogenica, 

riducendo quantitativamente l’espressione di questa proteina o compromettendo la sua 

capacità funzionale di rimozione del colesterolo LDL plasmatico (24, 25). Ad oggi sono circa 

1600 le mutazioni note a carico di questo gene, come riportato dai database Human Gene 

Mutation (26), ClinVar (27) e lo UK British Heart Foundation (28). Tuttavia è stata effettuata 

una sottostima relativamente alle mutazioni nel gene LDLR individuate in pazienti con FH, 

ragione per la quale nella pratica clinica non sempre queste varianti sono state riportate. La 

gamma di mutazioni a carico di questo gene è estremamente variabile e include delezioni, 

duplicazioni, mutazioni missenso, di splicing, nulle, mutazioni nella regione promotrice e 

molte altre. Degne di nota sono le varianti genetiche che interessano l’esone 4, poiché questa 

regione codifica per una porzione essenziale per il legame dell’LDL con APOB, e sembrano 

quindi essere causa del fenotipo più grave derivante dalla compromissione di questo gene 

(16). In funzione del loro effetto sul fenotipo finale sono state identificate cinque classi di 

mutazioni a carico del gene LDLR: 

1. Mutazioni nulle, ovvero responsabili di una perdita di funzione della proteina. Queste 

generalmente interessano la regione promotrice, introducono codoni di stop prematuri o 

alterano la reading frame del gene con conseguente non traduzione della proteina o traduzione 

di una proteina non funzionante (25, 29) 

2. Mutazioni responsabili di difetti post-traduzionali, le quali alterano la corretta 

traslocazione di LDLR sulla membrana cellulare (25, 29, 30) 

3. Mutazioni responsabili di un’alterata capacità di LDLR di legare efficacemente il proprio 

substrato (25, 29) 
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4. Mutazioni che sebbene non alterino la capacità di LDLR di legare il proprio substrato, 

riducono la sua capacità endocitosi recettore mediata (25, 29) 

5.  Mutazioni responsabili di un difettoso riciclo dell’LDLR (25, 29) 

 

È importante osservare che non tutte le mutazioni a carico del gene LDLR sono di facile 

interpretazione, come avviene invece per le mutazioni missenso o varianti genetiche che 

interessano la regione promotrice. Questa è la ragione per la quale studi funzionali, quali le 

analisi di segregazione, si rivelano di grande interesse. Ad ogni modo, una corretta e accurata 

recensione di tutte le varianti genetiche benigne o incerte individuate è fondamentale sia dal 

punto di vista genetico sia clinico. 

 

3.3 Il gene APOB 

 

Il gene APOB ha una dimensione di 42 kb, ed è composto da 29 esoni e 28 introni che possono 

dare origine a due diverse isoforme della proteina. L’isoforma APOB-100, il più importate 

componente proteico delle particelle di colesterolo LDL, ha una lunghezza di 4563 

amminoacidi organizzati in quattro diversi domini, ed è espresso principalmente dagli 

epatociti; l’isoforma APOB-48 è invece espressa nell’intestino tenue (16). Il gene APOB è 

organizzato con la maggior parte dei 29 esoni localizzati all’estremità 5’ del gene e nella prima 

porzione di questo (31, 32). 

Difetti nella proteina APOB-100 sono causa di un fenotipo clinico simile alla FH, noto con il 

termine ipercolesterolemia familiare difettiva per APOB-100 (FDB). Individui FDB, in assenza 

di specifici test genetici, possono essere clinicamente indistinguibili da pazienti con altre forme 

di ipercolesterolemia familiare (31). Mutazioni in APOB seguono una ereditarietà autosomica 

semidominante con penetranza incompleta, e la maggior parte di queste mutazioni si 

presentano in eterozigosi (33). Al contrario del gene LDLR, sono limitate le mutazioni 

genetiche identificate a carico del gene APOB e la maggior parte di esse interessano 

principalmente l’esone 26. Inoltre, la più diffusa di queste mutazioni coinvolge l’amminoacido 

3500 che è responsabile di un alterato folding proteico (34). Circa il 5% dei casi di 

ipercolesterolemia diagnosticati sono attribuiti alla FDB, con una prevalenza variabile da 1:500 

a 1:1000 in funzione della popolazione studiata (34, 36). Ulteriori varianti patogenetiche a 

carico del gene APOB includono le mutazioni p.Arg3500Trp (spesso riscontrata in individui 

affetti da FH della Cina o Malesia), p.Arg3531Cys (con una riduzione del legame dell’LDL 

maggiore rispetto alla mutazione p.Arg3500Gln e una meno pronunciata ipercolesterolemia), e 
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la mutazione p.His3543Tyr (16). Quest’ultima è stata principalmente identificata nella 

popolazione tedesca con una frequenza quattro volte più alta rispetto alla mutazione 

p.Arg3500Gln (37). 

Più recentemente sono state identificate anche le varianti genetiche p.Arg3059Cys e 

p.Lys3394Asn, riscontrate per lo più in famiglie con FH a penetranza variabile. Studi 

funzionali condotti in vitro hanno evidenziato come quest’ultime siano responsabili di una 

debole capacità di legame dell’LDLR (38). Ulteriori studi hanno permesso l’identificazione 

anche della mutazione p.Arg50Trp, la quale vede come protagonista principale l’esone 3 (39). 

Recenti test clinici a carico del gene APOB sono principalmente focalizzati sull’esone 26 e la 

mutazione p.Arg3500Trp. A seguito delle diverse alterazioni genetiche che sono state 

identificate è sicuramente importante osservare come il sequenziamento dell’intero gene APOB 

sia di notevole importanza dal punto di vista clinico al fine di comprendere le causa di 

determinati fenotipi. 

 

3.4 Il gene PCSK9 

 

Il gene PCSK9 ha una dimensione di 25 kb ed è composto da 12 esoni. Questo gene traduce per 

una serina proteasi di 692 aminoacidi, i quali sono organizzati in una sequenza segnale di 30 

aminoacidi seguita da tre diversi domini: un prodominio, un dominio catalitico, e un dominio 

C-terminale (16). 

PCSK9, nono membro nei mammiferi della famiglia di proproteine covertasi, è coinvolta 

nell’attivazione, inattivazione e regolazione di proteine secretrorie a localizzazione cellulare. In 

particolare, PCSK9 gioca un ruolo cruciale nel metabolismo del colesterolo, poiché controlla i 

livelli cellulari del recettore LDLR e di conseguenza anche i livelli del colesterolo plasmatico 

LDL. Queste osservazioni hanno fatto in modo che il gene PCSK9 fosse protagonista di 

innumerevoli studi, ricoprendo un elevato successo (16). 

Mutazioni a carico del gene PCSK9, responsabili dell’ipercolesterolemia autosomica 

dominante, sono estremamente rare, contribuendo con una percentuale decisamente inferiore 

rispetto a mutazioni a carico dei geni LDLR ed APOB (42). Grazie a questi iniziali studi 

condotti sul gene PCSK9, che hanno evidenziato come mutazioni gain-of-function fossero 

responsabili dell’ipercolesterolemia autosomica dominante, sono state successivamente 

descritte numerose mutazioni loss-of-function associate ad una riduzione dei livelli di 

colesterolo plasmatico. Un importante studio prospettico ha individuato due interessanti 

mutazioni non senso in PCSK9, note come Y142X e C679X, presenti nel 2,6% della 
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popolazione afro-americana; queste mutazioni risultano associate ad una riduzione del 28% del 

colesterolo plasmatico medio LDL e ad una riduzione dell’88% del rischio di cardiopatia 

ischemica. Lo stesso studio ha dimostrato un’importante associazione tra la variante R46L nei 

Caucasici (individuata con una frequenza del 3,2%) ed una riduzione del rischio di cardiopatia 

ischemica del 47%, sebbene si sia osservata una riduzione dei livelli plasmatici di colesterolo 

LDL del solo 15% (41).  

L’individuazione dell’associazione tra mutazioni loss-of-function a carico del gene PCSK9 e la 

riduzione del rischio di cardiopatia ischemica, mediata da una variazione dei livelli del 

colesterolo plasmatico LDL, ha fatto in modo che PCSK9 rappresentasse al giorno d’oggi il 

principale target di farmaci di ultima generazione (anticorpi monoclonali) utilizzati per 

abbassare il colesterolo LDL (16, 40, 42). I primi anticorpi monoclonali anti-PCSK9 sviluppati 

e tutt’ora sottoposti a trial clinici, noti come alirocumab e evolocumab, hanno dimostrato di 

ridurre le concentrazioni di colesterolo plasmatico LDL del 55-60% rispetto al placebo, sia 

quando somministrati singolarmente sia quando somministrati in combinazione a statine. Gli 

anticorpi anti-PCSK9 sono estremamente vantaggiosi non solo perché ben tollerati 

dall’organismo, ma anche perché l’unica reazione avversa derivante dal loro utilizzo è una 

marginale reazione nel sito di iniezione. Ciononostante, attualmente il loro utilizzo è 

ampliamente limitato dagli elevati costi (43). 

 

3.5 Il gene LDLRAP1  

 

Varianti genetiche associate al gene LDLRAP1 sono causa dell’ipercolesterolemia autosomica 

recessiva (ARH/ autosomal recessive hypercholesterolemia) che segue un pattern di 

ereditarietà autosomico recessivo, ovvero la patologia si manifesta nei soli pazienti omozigoti o 

eterozigoti composti (16). Per questa ragione gli eterozigoti, sebbene possano avere livelli di 

colesterolo LDL più elevati rispetto ai non portatori, non presentano ipercolesterolemia, (44). 

Il gene LDLRAP1 contiene 9 esoni e 8 introni, e codifica per un prodotto proteico di 308 

aminoacidi (44, 45). La proteina LDLRAP1 è coinvolta nella formazione di vescicole ricche di 

clatrina e nell’endocitosi del complesso LDL/LDLR (46, 47). Mutazioni in LDLRAP1 

responsabili della ARH sono estremamente rare, infatti è stimata una loro frequenza in <1 su 

5.000.000 individui (35). In Italia la ARH ha una incidenza maggiore in Sardegna (1:40.000) a 

causa della isolata posizione geografica di quest’isola e di una maggiore consanguineità dei 

suoi abitanti (48). 
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Dal punto di vista clinico pazienti affetti da ARH hanno caratteristiche simili a soggetti con 

HoFH, con solo alcune differenze: pazienti con ARH hanno livelli di colesterolo HDL 

notevolmente maggiori rispetto a soggetti con HoFH, rara stenosi critica e ridotta progressione 

della malattia nella radice aortica (44, 45). Diversamente dai pazienti con HoFH, in cui la 

malattia si presenta precocemente, l’età nella quale si presenta la ARH varia molto tra la 

prima e la quinta decade di vita; inoltre pazienti che manifestano ARH tardivamente tendono 

ad avere un quadro clinico che riproduce molto la HeFH (47, 49). Inoltre soggetti con ARH 

rispondono efficacemente alle terapie volte ad una riduzione del quadro lipidico (50). 

 

 

4. GENETICA DELLA CARDIOPATIA ISCHEMICA 

 

La cardiopatia ischemica, ed in particolare l’infarto miocardico, è una malattia multifattoriale 

la cui eziopatogenesi deriva dall’interazione tra fattori di rischio ambientali e fattori di rischio 

genetici. Tuttavia è importante osservare come questa interazione vari a seconda dell’età di 

insorgenza della patologia stessa. Infatti, tanto più precocemente si verifica un infarto 

miocardico, tanto maggiore sarà il contributo dei fattori genetici alla patologia; al contrario se 

l’infarto occorre tardivamente il contributo dei fattori genetici a tale evento tende ad 

affievolirsi, mentre accresce il contributo dei fattori ambientali alla patologia (Figura 3). In 

questo senso l’infarto miocardico giovanile rappresenta sicuramente un modello sperimentale 

di elevato interesse al fine di comprendere l’entità del contributo genetico in questa malattia. 

La familiarità per cardiopatia ischemica, inoltre, è ormai riconosciuto essere un fattore di 

rischio indipendente per lo sviluppo di infarto miocardico, come dimostrato da studi condotti 

sui gemelli mono e dizigoti nati tra il 1886 e il 1990 ed utilizzando dati ricavati dallo Swedish 

Twin Registry (51, 52, 53). In particolare è stato osservato che la morte cardiaca in età 

giovanile di uno dei due gemelli monozigoti comporta un rischio notevolmente maggiore di 

andare incontro al medesimo evento per il gemello sopravvissuto rispetto al caso in cui nessuno 

dei due gemelli muoia per morte cardiaca. Al contrario, nel caso di gemelli dizigoti, e che 

quindi condividono metà del patrimonio genetico, il rischio è significativamente inferiore (54). 
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4.1 Basi di genetica molecolare umana: i disordini rari 

 

Fino a poco tempo fa la genetica aveva concentrato i propri sforzi solo sulle malattie a carattere 

mendeliano: disordini rari a singolo gene che si verificano in meno dell’1% della popolazione 

(55). Queste malattie sono caratterizzate da mutazioni genetiche altamente penetranti che 

interessano, nella maggior parte dei casi, la porzione codificante del gene e che distruggono la 

funzione della proteina codificata determinando la comparsa di un fenotipo facilmente 

riconoscibile. Tali mutazioni si definiscono necessarie e sufficienti per l’instaurarsi del 

fenotipo “malattia”. Tuttavia, inizialmente erano stati identificati un limitato numero di geni 

associati a queste malattie, poiché era richiesta la conoscenza preliminare della proteina 

coinvolta (55). 

Il primo grande cambiamento è avvenuto nel 1980 con lo sviluppo di una tecnica genetica nota 

come clonaggio posizionale, la quale ha permesso di determinare, sebbene in modo 

approssimativo, la posizione cromosomica del gene responsabile della malattia senza 

conoscere in modo preliminare la proteina coinvolta. Secondo questa tecnica è possibile 

genotipizzare pedigree, da 2 a 3 generazioni, di soggetti affetti dalla malattia avvalendosi di 

marcatori di DNA con localizzazione cromosomica nota. In particolare, avvalendosi di studi di 

linkage è possibile confrontare la segregazione di questi marcatori tra individui malati e sani; 

solo la co-ereditarietà del marcatore negli individui malati è indicativo di come quest’ultimo 

sia fisicamente prossimo al gene coinvolto nella patologia (55). Inizialmente questi marcatori 

erano rappresentati da polimorfismi associati a frammenti di restrizione, le cui analisi mediante 

Southern Blot richiedevano 10-12 giorni; successivamente sono stati identificati marcatori 

maggiormente informativi, ovvero variabili ripetute di-, tri o –tetra nucleotidiche analizzabili in 

poche ore mediante reazioni di PCR (Polymerase Chain Reaction) (56). Grazie alla tecnica del 

clonaggio posizionale è stato quindi possibile individuare con minore difficoltà i geni 

responsabili di disordini rari a singolo gene. Dal punto di vista cardiovascolare, il primo di 

questi ad essere identificato è stato il gene per la catena β della miosina, il quale quando 

soggetto ad un una specifica mutazione missenso è causa della cardiomiopatia ipertrofica 

familiare (57, 58, 59). Successivamente sono stati identificati molti altri geni responsabili di 

disordini cardiovascolari, quali la sindrome QT, la sindrome di Brugada, la fibrillazione atriale, 

la cardiomiopatia dilatativa, la sindrome Wolff-Parkinson-White e la displasia aritmogena del 

ventricolo destro (60-65). Inoltre, nel ventennio a seguire, per oltre 3.000 dei 7.000 disordini a 

singolo gene stimati, è stata identificata più di una variante genetica per singolo gene, così 

come è stato osservato nell’ipercolesterolemia familiare associata a mutazioni nel gene LDLR. 
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4.2 L’era dei Genome Wide Association Studies: malattie comuni complesse 

 

Nonostante il grande successo degli ultimi vent’anni nello studio dei disordini rari a singolo 

gene, per quanto riguarda lo studio delle malattie comuni è stato necessario attendere maggiori 

sviluppi. Nel 1990 si è acquisita la consapevolezza dell’inadeguatezza degli studi di linkage per 

lo studio dei disordini comuni come le malattie coronariche o il cancro. Inoltre, diversi studi 

epidemiologici hanno dimostrato che la predisposizione genetica per le malattie comuni può 

essere il risultato della combinazione di multiple varianti genetiche, le quali singolarmente 

avrebbero solo un piccolo o moderato effetto sul fenotipo. Quindi, al contrario dei disordini 

rari, nelle malattie comuni la presenza di un singolo gene alterato non necessariamente è 

sufficiente o necessario per indurre il fenotipo malattia, il quale inoltre non segue un pattern di 

trasmissione mendeliano. Al fine di identificare i geni responsabili di questi disordini è stato 

necessario avvalersi di un differente approccio rispetto all’analisi di linkage (55). Infatti, 

l’applicazione di questo tipo di analisi allo studio dei disordini comuni richiederebbe centinaia 

di migliaia di marcatori separati tra loro da più di 6.000 basi, al contrario dei disordini rari a 

singolo gene dove questa analisi ne richiede solo alcune centinaia separati fino a 10 milioni di 

basi (66, 67). Lo studio dei disordini comuni quindi non si avvale né di studi di linkage né dello 

studio di famiglie, bensì di studi di associazione di migliaia di individui con (casi) o senza 

(controlli) la malattia e non correlati tra loro (68, 69). Tale approccio confronta la frequenza di 

specifici marcatori nei casi rispetto ai controlli che, se maggiormente rappresentati nei primi, 

sono indicativi del fatto che il marcatore è localizzato in una regione del DNA associata ad una 

maggiore predisposizione per la malattia (56).  

Gli studi relativi alle malattie comuni sono iniziati nel 1990 e, data la mancata disponibilità di 

array genetici, questi sono stati inizialmente condotti partendo da una attenta selezione dei geni 

da analizzare in base alla loro funzione e confrontando la frequenza di mutazioni tra casi e 

controlli. Questo approccio ha permesso di individuare oltre 100 geni come possibili candidati 

ad una predisposizione genetica per le malattie cardiovascolari, ma quasi nessuno di essi è stato 

confermato nei successivi studi (70, 71).  

La prima grande svolta è avvenuta nel 2005 con lo sviluppo di microarray inizialmente 

caratterizzati da 50.000 marcatori e successivamente ampliati fino a 1 milione; questi 

consistono di polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) uniformemente distribuiti lungo il 

genoma (72). Grazie al progetto genomico Hap Map è stato possibile stabilire la localizzazione 

cromosomica di oltre 1 milione di questi SNP, e comprendere come mediamente il genoma 

umano ne contenga circa 3 milioni (73). Inoltre molteplici studi hanno indicato che, sebbene le 
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sequenze del genoma umano siano identiche al 99,5%, esistono circa 15 milioni di paia di basi 

che differiscono tra essi, ovvero 3 milioni di SNP che possono essere ritenuti responsabili della 

variabilità tra gli individui, compresa la suscettibilità ad una data malattia (74). L’elaborazione 

dei microarray ha permesso una massiva analisi dei dati e lo sviluppo di studi di associazione 

genome-wide (GWAS): approccio unbiased, che non richiede la conoscenza preliminare del 

marcatore o del gene candidato al rischio, e che permette di determinare sia la loro frequenza 

sia se sono maggiormente rappresentati nei casi rispetto ai controlli (72). 

 

 

5. IL SEQUENZIAMENTO DI NUOVA GENERAZIONE: NEXT 

GENERATION SEQUENCING 

 

Sebbene negli ultimi decenni siano stati effettuati considerevoli progressi per comprendere la 

correlazione genotipo-fenotipo, nel contesto delle malattie mendeliane e delle malattie comuni 

e complesse, ulteriori indagini devono ancora essere effettuate per comprendere appieno 

quest’associazione. Relativamente alle malattie a trasmissione mendeliana, l’obiettivo ultimo è 

quello di mappare tutte le malattie non ancora risolte; per quanto riguarda le malattie comuni e 

complesse, l’obiettivo è invece estendere lo studio sia a tutte le varianti genetiche a bassa 

frequenza (compresa tra 1:1000 e 1:20) sia alle varianti genetiche rare (frequenza<1:1000). Con 

l’introduzione delle tecniche di nuova generazione, o NGS (Next generation sequencing), 

insieme ai progressi effettuati nelle tecniche di genotipizzazione, è stato possibile ottenere 

grandi risultati per il raggiungimento di questi obiettivi. Le tecniche NGS presentano diversi 

vantaggi: in primo luogo hanno permesso un abbattimento dei costi di sequenziamento del 

DNA rispetto al metodo Sanger; queste tecniche infatti effettuano il sequenziamento di miliardi 

di paia di basi in parallelo ed in tempi estremamente più ragionevoli. Inoltre, l’approccio di 

ibridazione sul quale si basano le piattaforme NGS hanno permesso l’analisi del solo “esoma”, 

ovvero la porzione codificante del genoma. L’esoma costituisce l’1% di tutto il materiale 

genetico di un individuo ed è costituto da oltre 30 megabasi, circa 180.000 esoni. Il 

sequenziamento dell’esoma, noto come “exome sequencing”, è giustificato dalla ricerca delle 

cause genetiche delle malattie rare ereditarie. Degno di nota, infatti, è che la maggior parte 

delle malattie a trasmissione mendeliana sono il risultato di mutazioni che interrompono la 

sequenza codificante di un gene; inoltre esiste un’ampia percentuale di mutazioni rare missenso 

predette essere deleterie per la funzione del gene stesso (75). 
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5.1 Next generation sequencing e malattie mendeliane 

 

Le tecniche di sequenziamento di nuova generazione sono state determinanti per 

l’identificazione di nuovi geni associati alle malattie mendeliane di natura cardiovascolare. La 

maggior parte di questi studi sono stati effettuati grazie al sequenziamento dell’esoma di uno o 

pochi individui affetti da una specifica malattia; in questo caso le varianti genetiche individuate 

vengono confrontate con quelle di individui di riferimento (individui sani della stessa famiglia 

o non correlati tra loro). Solo le varianti presenti negli individui affetti, ma assenti nella 

popolazione sana di riferimento, sono state considerate possibili varianti causative la malattia 

(75). Questa strategia ha permesso l’associazione di varianti del gene ANGPTL3 (angiopoietin 

like 3) all’ipolipidemia combinata familiare (76). 

Tuttavia l’applicazione delle tecniche di exome-sequencing per la comprensione genetica di 

patologie a trasmissione mendeliana presenta ancora diversi limiti per le seguenti motivazioni: 

 

 Non tutti i risultati negativi sono stati regolarmente riportati; 

 la variante genetica causativa potrebbe non essere localizzata nell’esoma; 

 la variante genetica causativa è localizzata nell’esoma, ma il gene di interesse potrebbe 

essere “sfuggito” al sequenziamento; 

 il 5-10% dell’ esoma è di difficile sequenziamento a causa dell’alto contenuto in GC 

(guanine e citosine); 

 bassa penetranza della variante di interesse; questo significa che la variante causativa è 

presente in individui fenotipicamente affetti e non, e di conseguenza rischia di essere 

esclusa dall’analisi; 

 la segregazione di un fenotipo in una famiglia può essere dovuta a fattori non genetici 

piuttosto che ad un singolo gene con un grande effetto. Un esempio è l’infarto miocardico, 

estremamente comune nella popolazione: se si osservano diverse generazioni di una 

famiglia in cui più individui sono affetti da infarto miocardico, ci si può domandare se la 

patologia sia associata ad un nuovo gene a trasmissione mendeliana o ad un comune e 

scarso stile di vita dei membri della famiglia; 

 delezioni o inserzioni di una o più coppie di basi potrebbero essere trascurate (al contrario 

di sostituzioni a singolo nucleotide) (75). 
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5.2. Next generation sequencing e malattie comuni e complesse 

 

Le malattie comuni e complesse sono per lo più la conseguenza dell’effetto di varianti 

genetiche rare con ampio effetto sul fenotipo malattia. La distinzione tra varianti genetiche “a 

bassa frequenza” (compresa tra 1:1000 e 1:20) e varianti genetiche rare (<1:1000), è molto 

importante al fine di valutare l’approccio di indagine più appropriato. 

Varianti genetiche a bassa frequenza prediligono infatti l’uso dei cosìddetti “exome chip”. In 

questo caso è possibile catalogare tutte la varianti che segregano in una popolazione, con una 

frequenza pari o superiore a 1:1000, genotipizzando direttamente queste varianti e 

verificandone l’associazione con la malattia. In quanto tecnica di genotipizzazione, questa non 

può essere considerata alla pari di un sequenziamento vero e proprio. 

Le varianti genetiche rare possono invece essere individuate solo mediante tecniche di 

sequenziamento genetico, e mediante il loro raggruppamento e studio in modo aggregato. 

Attualmente la sfida più grande è quella di usare le tecniche di sequenziamento per consentire 

la scoperta de novo di geni non noti che contribuiscono a tratti complessi. Mediante exome 

sequencing gli esomi possono essere sequenziati rapidamente e le sostituzioni a singolo 

nucleotide possono essere “chiamate” con precisione. I principali ostacoli sono per lo più di 

natura statistica: queste varianti, in quanto rare, non possono essere analizzate in modo 

individuale dovendo essere associate ad un determinato fenotipo, bensì devono essere 

aggregate a varianti rare simili, testate in modo collettivo e infine associate al fenotipo finale. 

Relativamente a questa metodologia sorgono tuttavia alcune domande: ad esempio se è 

necessario aggregare diverse varianti di uno stesso gene o varianti di geni diversi ma 

appartenenti alla stessa via di segnalazione; oppure se è necessario impostare lo studio 

classificando le varianti in funzione del tipo di mutazione (non sinonime, non senso, sinonime, 

di splice); oppure se è necessario imporre una soglia di frequenza entro la quale si definisce il 

termine “raro”, ad esempio <1%. Infine, tenendo conto del fatto che la maggior parte delle 

mutazioni rare sono di tipo missenso (delle quali circa 1/5 deleterie per la funzione della 

proteina, ½ moderatamente deleterie e ¼ neutre), sarebbe certamente utile dal punto di vista 

statistico distinguere tra quelle che influenzano la funzione della proteina e quelle che non la 

influenzano. Questa discriminazione, in aiuto alla quale esistono diversi software, permette 

infatti di eliminare il “rumore di fondo” dell’analisi, aumentandone il potere statistico (75). 
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6. NUOVI GENI CORRELATI AL METABOLISMO DEL 

COLESTEROLO 

 

Poiché i primi studi GWAS sui lipidi sono emersi nel 2008, è solo a partire dagli anni 

successivi che sono stati individuati nuovi geni associati al metabolismo del colesterolo LDL 

e/o alla cardiopatia ischemica. In particolare, grazie agli studi GWA è stato possibile correlare 

quest’ultimi ai loci ABCG5/8 (ATP-binding cassette G5/G8), NPC1L1 (Niemann-Pick C1 like 

1), ABO, MYLIP (Myosin regulatory light chain interacting protein), CYP7A1 (Cytochrome 

P450 family 7 subfamily A member 1) e INSIG2 (insulin induced gene 2). Infine le più 

innovative tecniche di sequenziamento dell’esoma hanno permesso l’identificazione di un 

nuovo gene associato all’ipercolesterolemia familiare, noto come LIPA (lysosomal acid lipase 

A), e di un nuovo gene associato al metabolismo del colesterolo LDL, noto comeTM6SF2 

(transmembrane 6 superfamily member 2). Ulteriori geni associati al colesterolo totale o LDL 

sono i geni APOE (apolipoptrotein E) e ANGPTL3 (angiopoietin like 3), quest’ultimo altresì 

identificato mediante exome sequencing in pazienti con ipercolesterolemia familiare (77). 

6.1 I geni ABCG5/ABCG8 e il gene NPC1L1 

I geni ABCG5 e ABCG8, localizzati nel cromosoma 2p21 e separati da sole 140 paia di basi, 

codificano per due trasportatori di membrana appartenenti alla superfamiglia dei trasportatori 

ABC (ATP-binding cassette). Le proteine ABCG5/8, una volta espresse, si organizzano in un 

eterodimero la cui funzione è quella di trasportare il colesterolo da enterociti ed epatociti 

rispettivamente nell’intestino e nella bile; ABCG5/8 agisce quindi riducendo i livelli plasmatici 

di colesterolo LDL ed aumentandone la secrezione biliare. Mutazioni a carico delle proteine 

ABCG5/8 sono state identificate nella sisterolemia, malattia autosomica recessiva caratterizzata 

da un aumentato assorbimento intestinale e una ridotta secrezione biliare degli steroli della 

dieta, ipercolesterolemia e malattia coronarica ad insorgenza precoce (77). 

Il gene NPC1L1 (Niemann-Pick C1 like 1), localizzato in posizione 7p13, svolge invece una 

funzione opposta ad ABCG5/8. NPC1L1 media l’up-take del colesterolo dall’ intestino e dalla 

bile rispettivamente in enterociti ed epatociti, determinando un aumento dei livelli plasmatici di 

colesterolo LDL e riducendone la secrezione biliare. Poiché la sua inattivazione permette 

quindi di abbassare i livelli plasmatici di colesterolo LDL e ridurre il rischio di aterosclerosi, 

NPC1L1 ha da sempre suscitato un grande interesse dal punto di vista terapeutico. Degno di 

nota è un importante studio pubblicato nel 2014 dalla prestigiosa rivista New England Journal 
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of Medicine che, grazie al sequenziamento dell’intero esoma di NPC1L1, ha identificato 

mutazioni genetiche in grado di inattivare l’espressione del gene stesso ottenendo il medesimo 

risultato terapeutico dell’Ezetimibe, noto farmaco assunto per il trattamento 

dell’ipercolesterolemia che agisce inibendo selettivamente NPC1L1 (78). 

Infine è stato osservato che ABCG5/8 e NPC1L1, svolgono un ruolo chiave sia nell’infarto 

miocardico sia nella formazione di calcoli biliari, ovvero due patologie apparentemente non 

correlate tra loro. Infatti, la presenza di mutazioni gain-of-function (GOF) in ABCG5/8 e la 

corrispondente presenza di mutazioni loss-of-function (LOF) nel gene NPC1L1 riduce il rischio 

di infarto miocardico ma aumenta il rischio di sviluppare calcoli biliari e patologie a carico 

delle vie biliari. Analogamente, mutazioni LOF a carico del gene ABCG5/8 sono causa di un 

aumento dei livelli plasmatici di colesterolo LDL e quindi di un aumentato rischio di infarto 

miocardico, sebbene si osservi un rischio ridotto di patologie a carico delle vie biliari (77). 

 

6.2 Il gene ABO 

 

Il gene ABO, localizzato sul braccio lungo del cromosoma 9 in posizione 34.2, codifica per le 

glicosiltransferasi del gruppo sanguigno ABO. L’esistenza di un’associazione epidemiologica 

tra il sistema del gruppo sanguigno ABO e i livelli plasmatici del colesterolo, i quali risultano 

particolarmente aumentati nei soggetti con gruppo sanguigno non-0, è stata dimostrata da quasi 

50 anni; inoltre recenti studi GWA hanno avvalorato questa associazione. Coerentemente, studi 

epidemiologici e genetici hanno dimostrato come soggetti “non-0” presentino anche un forte 

rischio di sviluppare patologie ischemiche, come clinicamente dimostrato dallo studio 

effettuato su eritrociti legati alla apolipoprteina B (ery-ApoB). In quest’ultimo caso si è 

osservato che soggetti con gruppo sanguigno non-0, e bassi livelli di ery-ApoB, presentano un 

elevato rischio aterosclerotico. È stata quindi ipotizzata una stretta correlazione tra il sistema 

ABO, i livelli plasmatici il colesterolo e il rischio aterosclerotico. Inoltre, il gruppo sanguigno 

0, essendo causa di un fenotipo privo di attività glicosiltransferasica, è paragonabile ad una 

variante LOF del gene stesso, il cui effetto si traduce in una riduzione dei livelli plasmatici del 

colesterolo e quindi in una protezione dal rischio aterosclerotico (77). 

 

6.3 Il gene MYLIP 

 

Recenti studi GWA hanno suggerito come il gene MYLIP, noto anche come IDOL (Inducible 

degrader of the LDL receptor), contribuisca alla variazione dei livelli plasmatici di colesterolo 
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LDL. Il gene, localizzato in posizione 6p22.3, codifica per un’E3-ubiquitina ligasi, importante 

regolatore post-trascrizionale, la cui espressione è mediata dall’attivazione del recettore del 

fegato LRX in presenza di elevati livelli intracellulari di colesterolo. Una volta espressa, 

MYLIP agisce ubiquitinando LDLR e inducendone la degradazione; MYLIP limita quindi 

l’assorbimento del colesterolo LDL mediante una via di segnalazione indipendente dal 

controllo trascrizione di LDLR da parte di steroli o elementi di regolazione degli steroli. Degno 

di nota, è un importante studio condotto da Sorrentino e collaboratori nel 2013, il quale ha 

identificato la prima mutazione LOF di MYLIP (p.Arg266X), responsabile di una perdita totale 

della sua attività E3-ubiquitina ligasica; questa mutazione è quindi causa di aumento dell’up-

take del colesterolo e della sua riduzione a livello plasmatico (79). 

 

6.4 Il gene CYP7A1 

 

Questo gene, localizzato in posizione 8q12.1, codifica per l’enzima CYP7A1, il quale svolge 

un ruolo cruciale nel catabolismo epatico del colesterolo e nella biosintesi dell’acido biliare. 

Nonostante diversi GWAS abbiano dimostrato come CYP7A1 sia fortemente correlato ai livelli 

di colesterolo totale ed LDL, sono pochi gli studi che hanno indagato gli effetti derivanti dalla 

sua assenza. Alcuni studi di meta-analisi hanno confermato l’associazione tra la variate 

genetica -204A>C, nella regione promotrice del gene, e i livelli di colesterolo LDL in pazienti 

con malattia alle vie biliari. È stata altresì descritta una associazione tra alcune varianti 

genetiche in CYP7A1 e una riduzione del colesterolo LDL in risposta al trattamento con statine 

(77). 

 

6.5 Il gene INSIG2 

 

Il gene INSIG2, localizzato sul braccio lungo del cromosoma 2 in posizione 14.1, codifica per 

una proteina del reticolo endoplasmatico che inibisce il processamento delle proteine SREBP 

(sterol regulatory element-binding protein) mediante il legame con le proteine SCAP (SREBP-

cleavage-activating protein). Sebbene già da diverso tempo fosse noto il ruolo di INSIG2 nel 

metabolismo del colesterolo LDL, solo recentemente grazie a studi GWAS e alla mappatura del 

gene, è stato possibile dimostrare la sua stretta correlazione con i livelli plasmatici di 

colesterolo LDL. Dal punto di vista funzionale, infatti, INSIG2 inibisce la trascrizione dei geni 

coinvolti nell’up-take e nella sintesi del colesterolo, mediante legame con gli ossisteroli e 

mediante la conseguente inibizione delle proteine SREB. La sintesi del colesterolo può essere 
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altresì compromessa a seguito del legame di INSIG2 con la reduttasi HMG-CoA, enzima 

chiave della biosintesi endogena del colesterolo, che viene successivamente ubiquitinata e 

degradata. Il recente sequenziamento dell’esoma del gene in pazienti affetti da 

ipercolesterolemia familiare, ma privi di mutazioni nei classici geni associati a questa patologia 

(LDLR,APOB, PCSK9), ha inoltre permesso l’identificazione di nuove varianti di INSIG2, 

avvalorando il ruolo funzionale che questa proteina svolge nel metabolismo del colesterolo 

LDL (77). 

 

6.6 Il gene LIPA 

 

Il gene LIPA, localizzato in posizione 10q23.31, codifica per la lipasi acida lisosomiale A. Dal 

punto di vista funzionale questo enzima agisce idrolizzando a livello lisosomiale gli esteri del 

colesterolo e i trigliceridi. Mutazioni nel gene LIPA sono causa ormai nota della malattia da 

accumulo di esteri del colesterolo (CESD), rara patologia autosomica recessiva caratterizzata 

da un progressivo accumulo di esteri del colesterolo e trigliceridi nel fegato, milza e altri 

organi, dislipidemia e aterosclerosi precoce. Sebbene il gene LIPA sia stato identificato 

mediante sequenziamento dell’esoma in soggetti affetti da ipercolesterolemia familiare, e 

diversi GWAS abbiano correlato questo gene alla sindrome coronarica, deve essere fatto ancora 

molto per comprendere il suo ruolo nel metabolismo del colesterolo (77). 

 

6.7 Il gene TM6SF2 

 

Il gene TM6SF2, localizzato in posizione 19q13.11, è stato individuato nel 2014, ovvero in 

corrispondenza dei primi esperimenti di sequenziamento dell’esoma effettuati con lo scopo di 

individuare nuovi geni associati al metabolismo del colesterolo. Questo gene non solo è 

correlato ai livelli plasmatici di colesterolo LDL ma anche al rischio di infarto miocardico. In 

primo luogo è stato dimostrato che l’over-espressione di TM6SF2 nel modello murino 

determina un incremento dei livelli plasmatici del colesterolo totale, del colesterolo LDL e dei 

trigliceridi, così come una riduzione dei livelli plasmatici del colesterolo HDL. Parallelamente 

è stata dimostrata la correlazione tra varianti del gene TM6SF2 e il rischio di steatosi epatica 

non alcolica (NAFLD); dal punto di vista funzionale, infatti, la proteinaTM6SF2 aumenta la 

secrezione del colesterolo VLDL dagli epatociti e riduce il contenuto di gocce lipidiche a 

livello epatico. TM6SF2 svolge quindi un importante ruolo sia nella malattia coronarica sia 

nella steatosi epatica non alcolica: soggetti con varianti LOF del gene si caratterizzano infatti 



 

23 

da ridotti livelli plasmatici di colesterolo totale e trigliceridi, e una corrispondente riduzione del 

rischio cardiovascolare, ma allo steso tempo sono maggiormente suscettibili a NAFLD (77). 

 

6.8 APOE 

 

Il gene APOE, localizzato in posizione 19q13.32, codifica per una glicoproteina di 34 kDa, nota 

componente di chilomicroni e delle lipoproteine VLDL, IDL, LDL e HDL. APOE è coinvolta 

nel riconoscimento di tutti i componenti della famiglia di recettori dell’LDL, contribuendo così 

in modo significativo alla variazione del colesterolo plasmatico. Degna di nota è la mutazione 

p.Leu167del, riconosciuta essere una delle possibili cause, sebbene rara, dell’ipercolesterolemia 

familiare. Dal punto di vista funzionale questa mutazione causa una destabilizzazione del 

dominio di legame ad alfa-elica di APOE, una ridotta espressione della sua forma funzionale e 

la conseguente riduzione del catabolismo del colesterolo. La delezione p.leu167 in APOE è 

stata altresì associata all’iperlipidemia combinata familiare e l’istiocitosi blu-mare; 

ciononostante la penetranza con la quale si manifesta questa variante genetica è strettamente 

dipendente dalla presenza di altri geni modificatori (16). 

 

6.9 Il gene ANGPTL3 

 

Il gene ANGPTL3, localizzato sul braccio corto del cromosoma 1 in posizione 31.3, codifica 

per una importante proteina principalmente espressa nel fegato e strutturalmente molto simile 

alle angiopoietine. A differenza di quest’ultime, tuttavia, non si lega con alta affinità ai recettori 

delle angiopoietine presenti sulla membrana delle cellule endoteliali, e hanno scarsa o nulla 

attività nell’induzione dell’angiogenesi. In condizioni fisiologiche ANGPTL3 inibisce la lipasi 

lipoproteica e la lipasi endoteliale, che hanno rispettivamente la funzione di idrolizzare i 

trigliceridi contenuti in chilomicroni e VLDL, e di idrolizzare i fosfolipidi delle HDL; in altre 

parole ANGPTL3 agisce principalmente aumentando i livelli plasmatici di trigliceridi e 

colesterolo. Studi condotti da Musunuru e collaboratori in soggetti affetti da ipolipidemia 

combinata familiare hanno individuato due rare mutazioni non senso nel gene ANGPTL3, S17X 

e E129X, responsabili di una sostanziale riduzione dei livelli plasmatici di colesterolo; difatti la 

mancata inibizione delle lipasi lipoproteiche e delle lipasi endoteliali, che si verifica in presenza 

di mutazioni LOF in ANGPTL3, si traduce in un aumento dell’attività di questi due enzimi e 

una conseguente riduzione dei livelli di colesterolo plasmatico. ANGPTL3 rappresenta dunque 
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un interessante bersaglio terapeutico per l’ipercolesterolemia e per proteggere verso la malattia 

cardiovascolare (76). 

 

 

7. IL CONCETTO DI MISSING HERITABILITY 

 

La cardiopatia ischemica è definita una malattia complessa ad eziologia multifattoriale, ovvero 

influenzata sia da fattori ambientali sia genetici. Nonostante i fattori di rischio ambientali siano 

noti da diverso tempo, solo le recenti innovazioni scientifiche e tecnologiche in campo genetico 

hanno consentito di identificare varianti genetiche associate in maniera significativa alla 

cardiopatia ischemica, rinforzando il ruolo che i fattori genetici hanno nello sviluppo e 

progressione della stessa. Tuttavia, sebbene l’ereditarietà stimata per questa malattia sia del 40-

60%, la caratterizzazione delle varianti genetiche fino ad oggi individuate ha permesso di 

comprenderne solo il 15-20% (80, 81). Questa disparità osservata tra ereditarietà attesa e 

realmente osservata è nota con il termine “missing heritability”: fenomeno che si manifesta con 

proporzioni pressoché paragonabili per quasi tutte le malattie il cui rischio genetico è stato 

identificato mediante studi GWAS (82). Quest’ultimi rappresentano infatti un potente 

strumento di analisi genetica per le malattie comuni e complesse, ma mostrano anche 

considerevoli limiti, alcuni dei quali sono rappresentati da un’imprecisa definizione del 

fenotipo da studiare o da una discutibile selezione del gruppo di controllo (83, 84). Non solo, 

ma gli array di cui si avvalgono gli studi GWAS per lo studio del genotipo non sono in grado 

di osservare alcune varianti strutturali causative della malattia, così come non permettono di 

individuare e caratterizzare le interazioni tra multipli geni. Infine, è importante osservare che 

alla base degli studi di GWAS vi è il concetto “common disease, common variant”, secondo il 

quale le malattie comuni sono conseguenti a varianti alleliche comuni, ovvero presenti almeno 

nel 5% della popolazione (85-87). Una porzione consistente del fenomeno dell’ereditarietà 

mancante sembra proprio essere conseguente a tutte quelle varianti genetiche con una 

frequenza bassa, ovvero compresa tra lo 0,5% e il 5%, o addirittura rare, inferiore allo 0,5%. 

Queste varianti, a causa della loro frequenza, sfuggono alle analisi GWAS; inoltre non sono 

responsabili di un effetto tale da poter essere individuate mediante analisi di linkage in studi di 

famiglia (Figura 4) (87, 88). Precisamente è importante osservare che nel momento in cui la 

frequenza allelica di una variante è inferiore allo 0,5%, la rilevazione di una sua associazione 
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con la malattia diventa pressoché improbabile, a meno che non sia causa di un ampio effetto 

sul fenotipo come nel caso dei disordini monogenici (82).  

Le varianti a bassa frequenza e rare sono associate ad un rischio di sviluppare la malattia 

raddoppiato, o addirittura triplicato, rispetto ad un soggetto non portatore; si tratta di mutazioni 

che sebbene non seguano una segregazione mendeliana, potrebbero spiegare una quota 

consistente di quella ereditarietà ad oggi ancora ignota (89) 

È essenziale comprendere interamente l’entità del contributo della genetica alle malattie 

complesse, quali le malattie cardiovascolari, poiché la maggior parte delle differenze 

individuali legate alla suscettibilità di una determinata malattia sono provocate dalle 

caratteristiche del patrimonio genetico di un individuo, e la comprensione di questa variabilità 

potrà contribuire ad una migliore prevenzione, diagnosi e trattamento farmacologico della 

malattia (82). In conclusione, sebbene gli studi GWAS si siano dimostrati un efficiente sistema 

per ricercare l’ereditarietà delle patologie complesse, solo il sequenziamento diretto di quelle 

regioni che hanno mostrato una forte associazione con le varianti comuni, o il sequenziamento 

diretto di soggetti con fenotipo estremo, potranno permettere la caratterizzazione delle varianti 

realmente causative della malattia e aiutare a comprendere definitivamente l’ereditarietà che ne 

sta alla base (75). Le tecniche di sequenziamento di ultima generazione, diversamente dal 

sequenziamento Sanger, consentono l’analisi di milioni di sequenze in parallelo, 

incrementando notevolmente la velocità di analisi e la mole dei dati generati (90).  
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SCOPO DELLA TESI 

 

 

Tenuto conto dello stato dell’arte appena illustrato, lo scopo di questo lavoro è stato quello di 

valutare l’associazione di varianti genetiche rare, che predispongono a ipercolesterolemia o 

ipocolesterolemia, con il rischio di infarto miocardico acuto e il fenotipo intermedio della 

malattia, ovvero i livelli plasmatici di colesterolo LDL e il burden aterosclerotico coronarico. Al 

fine di raggiungere questo obiettivo, è stata analizzata mediante exome sequencing la presenza 

di varianti genetiche con una frequenza < 1% in una popolazione estremamente preziosa dal 

punto di vista genetico: 4016 soggetti, di cui 2008 individui sani e 2008 pazienti con infarto 

miocardico giovanile, nei quali è probabile che l’eziopatogenesi della malattia abbia 

prevalentemente una componente genetica (Figura 5). Infatti, minore è l’età alla quale si 

manifesta la cardiopatia ischemica, maggiore è la possibile influenza genetica sulla patologia e, 

di conseguenza minore sarà l’influenza dei fattori ambientali.  
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MATERIALI E METODI 

 

 

1. POPOLAZIONE DELLO STUDIO E RACCOLTA DEI CAMPIONI 

 

La popolazione dello studio è costituita da 2008 casi e 2008 controlli arruolati tra il 1988 e il 2002 

in 125 Cardiologie su tutto il territorio nazionale, nell’ambito dell’ “Italian Genetic Study of Early-

onset Myocardial Infarction”. Sono stati definiti “casi” pazienti che hanno avuto un infarto 

miocardico giovanile, ovvero entro i 45 anni di età; sono stati definiti “controlli” soggetti sani 

selezionati affinché fossero paragonabili ai casi per età, sesso e origine geografica. In tutti i soggetti, 

dopo aver ottenuto il consenso informato, è stato eseguito un prelievo di sangue per l’analisi del 

DNA. Le variabili cliniche di interesse (familiarità per malattie cardiovascolari, fattori di rischio 

cardiovascolari, stile di vita, terapia farmacologica) sono state raccolte in una scheda raccolta dati 

cartacea e informatizzata; il consenso informato è stato ottenuto rispettando i requisiti del comitato 

etico locale, della Società Italiana di Genetica Umana (SIGU) e della Società Europea di Genetica 

Umana (ESHG). 

I prelievi di sangue sono stati eseguiti via venosa periferica, raccolti in tre provette contenenti sodio 

citrato (0.106 M) e sottoposti a centrifugazione per separare il plasma dai globuli rossi. Il plasma 

ottenuto è stato diviso in cinque aliquote e conservato a -80°C. Il DNA è stato estratto dai globuli 

bianchi mediante metodo “salting out” ed è stato conservato in alcool a -80°C. 

 

 

2. ANALISI MOLECOLARE 

  

I campioni selezionati sono stati successivamente sottoposti ad analisi molecolare whole exome 

sequencing (WES); nel caso del gene PCSK9, poiché l’esone 1 non è stato efficacemente 

sequenziato, si è proceduto attraverso analisi della variante R46L (1:55505647_G/T) mediante Real 

Time PCR. 

L’analisi molecolare WES è stata eseguita presso il Broad Institue (MIT, Boston). I DNA estratti 

sono stati sottoposti ad analisi quantitativa mediante Picogreen assay (Invitrogen) e conservati a -

20°C. Sono stati esclusi tutti i campioni i cui valori preliminari di massa totale, concentrazione, 

integrità o qualità del DNA erano troppo bassi. La libreria genica e la successiva selezione ibrida in 

soluzione sono stati realizzati a partire da 3 µg di DNA genomico. Le librerie ottenute sono state 

quantificate utilizzando qPCR (KAPA Biosystems), normalizzate a 2nM e successivamente 

sottoposte a denaturazione con 0,1 N di NaOH. L’amplificazione dei cluster è stata effettuata 
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attendendosi al protocollo Illumina; ad ognuna delle celle a flusso è stato quindi addizionato il 

fluoroforo SYBR green. Le celle sono state successivamente visualizzate a microscopio ottico al 

fine di confermare la densità dei cluster e sottoposte a sequenziamento Genome Analyzer II o 

HiSeq 2.000 (76 cicli). 

 

 

3. STUDIO E SELEZIONE DEI GENI 

 

Sono stati presi in considerazione esclusivamente i geni che soddisfacevano i seguenti criteri: 

 Geni classicamente associati all’ipercolesterolemia familiare (16, 76, 77) 

 Geni associati a ipercolesterolemia secondo le informazioni fornite dal database OMIM (Online 

Mendelian Inheritance in Man) (91) 

 Geni associati al metabolismo del colesterolo o colesterolo LDL (77) 

 

Questa prima selezione ci ha permesso di individuare 20 geni. 

Successivamente è stata effettuata una seconda selezione, ovvero sono stati selezionati solo quei 

geni per i quali fosse chiaro l’effetto delle mutazioni loss-of-function (LOF), ovvero distruttive per 

la funzione della proteina, sui livelli del colesterolo. Tale analisi in silico ci ha permesso di 

restringere la nostra attenzione su 15 geni: ABCG5, ABCG8, APOB, APOE, CYP7A1, INSIG2, 

LDLR, LDLRAP1, LIPA, ABO, ANGPTL3, MYLIP, PCSK9, TM6SF2, NPC1L1. In tabella 2 sono 

stati riportati i dettagli relativi alla posizione cromosomica dei geni selezionati, alla loro 

associazione con il colesterolo totale o LDL e la cardiopatia ischemica, alla loro identificazione 

mediante tecnica exome sequencing in pazienti con ipercolesterolemia familiare, all’esistenza di 

studi a supporto di un loro ruolo nel metabolismo del colesterolo LDL e il loro effetto sui livelli del 

colesterolo LDL quando sottoposti a mutazioni LOF. 

 

 

4. STUDIO DELLE VARIANTI RARE 

 

In seguito alla selezione dei geni sono state prese in considerazione le sole varianti rare, ovvero le 

varianti con un’incidenza nella popolazione inferiore all’1%. Le varianti missenso sono state 

analizzate avvalendosi di algoritmi di predizione di patogenicità, disponibili all’interno del database 

dbNSFP (92). In particolare sono stati utilizzati i seguenti algoritmi: SIFT (93), PolyPhen2 (94), 

MutationTaster (95), MutationAssessor (96), LTR (likelihood ratio test) (97), FATHMM 

(Functional Analysis Through Hidden Markov Model) (98). Tale analisi ci ha permesso di predire la 
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patogenicità delle varianti genetiche considerate. Infine, le mutazioni missenso predette come 

deleterie dagli algoritmi sono state ulteriormente indagate avvalendosi di database di pubblico 

accesso, quali LOVD (Leiden Open-source Variation Database) (99), ExPASY (Expert Protein 

Analysis System) (100), ClinVar (101) e UMD (Universal Mutation Database) (102). Queste 

varianti sono state considerate varianti distruttive LOF solo se era già descritto un loro ruolo nel 

metabolismo dell’LDL da dati ottenuti da studi di famiglia o popolazione. 

 

 

5. DETERMINAZIONE DEI LIVELLI PLASMATICI DI COLESTEROLO 

E VALUTAZIONE DELLE STENOSI CORONARICHE 

 

Il colesterolo totale, il colesterolo HDL e i livelli dei trigliceridi sono stati misurati da campioni di 

sangue venoso in condizioni di digiuno secondo le procedure standard. I livelli di colesterolo 

plasmatico LDL sono stati calcolati con la formula di Friedewals,; il valore dei trigliceridi è stato 

assunto come mancante se superiore a 400 mg/dl (4,5 mmol per litro). Tutte le terapie volte ad una 

riduzione dei livelli del colesterolo sono state registrate.  

Sono state definite normali coronarie prive di qualsiasi restrizione del diametro. Sono state 

considerate stenosi non significative riduzioni del diametro coronarico <70% (50% nel caso del 

tronco comune); sono state considerate stenosi significative restrizioni ≥70% (50% o più nel caso 

del tronco comune). È stata definita malattia monovasale, la presenza di stenosi significativa in un 

solo vaso coronarico; è stata definita malattia multivasale la presenza di stenosi significativa in 

almeno due delle tre arterie principali. 

Il burden ateroscolerotico coronarico è stato misurato avvalendosi del Duke Coronary Artery 

Disease Index (103), che è stato calcolato in tutti i pazienti sulla base dell’angiografia coronarica 

effettuata in corso di ospedalizzazione degli stessi per l’evento indice (infarto miocardico) 

 

6. ANALISI STATISTICA 

 

Le variabili continue sono state riportate in termini di media e deviazione standard; le variabili 

dicotomiche o categoriche sono state riportate in termini di frequenza assoluta e relativa. 

Sono stati calcolati gli Odds Ratio (OR) e gli intervalli di confidenza (CI) relativi all’ associazione 

della variante genetica con l’ipercolesterolemia o ipocolesterolemia plasmatica e al rischio di avere 

un infarto miocardico; la significatività dei valori di OR è stata valutata attraverso un test statistico 

(χ
2
-test). Le analisi sono state condotte utilizzando R-Scripts versione di R-3.4.1. 
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RISULTATI 

 

 

1. SEQUENZIAMENTO E SELEZIONE DEI GENI 

 

Complessivamente è stato possibile ottenere l’esoma per 3532 soggetti (1790 casi e 1742 controlli). 

Infatti, rispetto alla coorte iniziale di 4016, per 484 campioni non  è stato possibile portare a termine 

il sequenziamento per cause tecniche legate alla procedura di sequenziamento o scarsa qualità del 

DNA estratto. 

I risultati relativi all’analisi delle variabili rare nei 15 geni selezionati sono stati riportati nella 

Tabella 3. In totale sono state identificate 47 varianti distruttive in 82 soggetti e 53 varianti 

missenso in 83 soggetti (valutati globalmente tra casi e controlli).  

Allo scopo di chiarire l’effetto funzionale di mutazioni missenso predette come deleterie dalle 

analisi bioinformatiche effettuate, abbiamo voluto verificare se vi fossero ulteriori evidenze 

relativamente ad un loro possibile ruolo patogenetico nei database di pubblico accesso. Le varianti 

precedentemente note svolgere un ruolo nel metabolismo dell’LDL che, sulla base di dati ottenuti 

su studi di famiglia o popolazione, risultavano avere un effetto distruttivo sulla funzione della 

proteina, sono state successivamente considerate mutazioni LOF (Tabella 3)  

È importante osservare che quasi tutti i soggetti sono portatori di almeno una variante in studio 

nello stato eterozigote. Le sole eccezioni sono rappresentate da un caso omozigote per una 

mutazione LOF in LDLR, un soggetto portatore di due varianti nello stesso gene (NPC1L1), e 

quattro soggetti portatori di due mutazioni eterozigoti in geni differenti (Tabella 4). 

 

 

2. EFFETTO DELLE VARIANTI GENETICHE SUL RISCHIO DI 

INFARTO MIOCARDICO 

 

Al fine di verificare se le varianti che predispongono ad ipercolesterolemia sono più frequenti in chi 

ha avuto un infarto miocardico giovanile rispetto ad un soggetto sano e di pari sesso, età ed origine 

geografica, siamo andati ad osservare la distribuzione di tali varianti genetiche nel campione dei 

casi e nel campione dei controlli. Il risultato ottenuto mostra che le varianti genetiche predisponenti 

verso l’ipercolesterolemia sono più frequenti nei casi rispetto ai controlli. In particolare 76 casi e 26 

controlli sono portatori di almeno una variante deleteria o missenso associata ad un aumento dei 

livelli di colesterolo LDL (Tabella 5): tali varianti risultano associate pertanto ad una maggiore 

probabilità di andare incontro ad un infarto miocardico giovanile (OR = 2.93, 95% CI 1,89-4,67; 
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p<0,000002).  Al contrario le varianti genetiche associate a ipocolesterolemia sono più frequenti nei 

controlli rispetto ai casi di pari età, sesso e origine geografica: infatti 57 casi e 81 controlli sono 

portatori di almeno una variante genetica deleteria o missenso che determina ipocolesterolemia 

(Tabella 5). Tali varianti sono associate ad una ridotta probabilità di sviluppare un infarto 

miocardico giovanile (OR = 0,67, 95% CI 0,47-0,91; p <0,025) (Figura 6). 

 

 

3. EFFETTO DELLE VARIANTI GENETICHE SUL FENOTIPO 

INTERMEDIO 

 

Si è proceduto quindi ad indagare se le varianti genetiche che predispongono ad ipercolesterolemia 

sono di fatto associate a dei livelli più alti di colesterolo plasmatico; a tale scopo si è proceduto alla 

misurazione dei livelli plasmatici di colesterolo LDL per l’intera popolazione. In seguito siamo 

andati ad osservare quale fosse la distribuzione delle varianti predisponenti e protettive in funzione 

dei livelli plasmatici di colesterolo LDL nella popolazione in studio. Quello che abbiamo potuto 

osservare è che le varianti genetiche predisponenti sono maggiormente rappresentate in soggetti con 

alti livelli di colesterolo plasmatico, mentre quelle protettive sono maggiormente presenti in 

soggetti con livelli di colesterolo plasmatico normale. Questa condizione è illustrata dal box-plot 

mostrato in Figura 7, dove si osserva che soggetti con varianti genetiche predisponenti hanno un 

valore medio di colesterolo plasmatico LDL pari a 203,48 mg/dl (SD = 91,29 mg/dl), ovvero circa 

1,5 volte superiore rispetto al valore medio di colesterolo plasmatico LDL dei soggetti che 

possiedono varianti genetiche protettive, i quali hanno un valore medio di colesterolo LDL pari a 

131,02 mg/dl (SD = 41,64 mg/dl) (Figura 7). 

Al fine di valutare l’effetto delle varianti genetiche sul burden aterosclerotico si è proseguito con il 

calcolo del Duke Coronary Index. Il valore mediano del Duke Coronary Index coronarico è risultato 

essere 37 nei 76 casi portatori di varianti genetiche associati a ipercolesterolemia, e 32 nei 57 casi 

portatori di varianti genetiche associate a ipocolesterolemia; infine è stato calcolato un Duke 

Coronary Index pari a 32 relativamente anche ai 1714 casi privi di varianti genetiche associate a 

condizioni di ipercolesterolemia o ipocolesterolemia. Tali differenze sono risultate statisticamente 

significative (p<0,002). 

In tabella 6 sono stati riportati tutti i dettagli relativi alle variabili cliniche e al grado di stenosi 

coronarica relativi ai soggetti portatori di varianti associate a ipercolesterolemia e ipocolesterolemia 

nei geni selezionati. 
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DISCUSSIONE 

 

 

Questo studio è stato svolto al fine di valutare l’associazione tra varianti genetiche rare in 15 geni, 

noti influenzare i livelli di colesterolo LDL plasmatico, e il rischio di infarto miocardico. 

L’obiettivo è stato raggiunto avvalendosi di un eccezionale modello sperimentale dal punto di vista 

genetico, in quanto costituito da una popolazione di 2008 soggetti sani e 2008 pazienti con infarto 

miocardico giovanile, ovvero pazienti nei quali si presuppone, data l’età di insorgenza dell’infarto, 

un più importante contributo all’evento indice dei fattori genetici rispetto ai fattori ambientali.  

I risultati dello studio confermano l’ipotesi che le varianti genetiche, che predispongono a 

ipercolesterolemia o ipocolesterolemia, si associno sia al rischio di infarto miocardico sia al 

fenotipo intermedio, definito come colesterolo LDL plasmatico e il burden aterosclerotico 

coronarico valutato mediante Duke Coronary Score, sia in senso protettivo sia in senso 

predisponente. 

L’infarto miocardico è una malattia multifattoriale, la cui eziopatogenesi deriva dall’interazione tra 

fattori di rischio ambientali e fattori di rischio genetici. I fattori ereditari posso contribuire fino al 

30-60% della variazione del rischio, e studi eseguiti su molte popolazioni hanno identificato 

numerose varianti genetiche associate significativamente alle malattie cardiovascolari (78, 80, 81, 

104-107). L’associazione tra varianti genetiche e prognosi di cardiopatia ischemica è stata ben 

definita nei pazienti con ipercolesterolemia familiare (FH), un disturbo genetico caratterizzato da 

un’errata capacità di rimozione dal sangue del colesterolo LDL e, nella maggior parte dei casi, 

ereditato in maniera autosomica dominante conseguentemente all’insorgenza di mutazioni nei geni 

LDLR, APOB e PCSK9; la forma recessiva di questa malattia è invece provocata da mutazioni nel 

gene LDLRAP1 (16). È stato osservato che circa 1 individuo su 500 è affetto da FH e, se non trattati 

dal punto di vista terapeutico, hanno una maggiore probabilità di sviluppare precocemente malattie 

cardiovascolari. Inoltre, diversi studi hanno indicato che circa il 5% dei pazienti che hanno avuto un 

infarto miocardico prima dei 60 anni di età sono affetti dalla forma eterozigote di FH; mentre quasi 

il 50% dei pazienti con FH eterozigote, e non trattati farmacologicamente, vanno incontro a infarto 

miocardico entro i 60 anni di vita. Queste considerazioni suggeriscono che elevati livelli di 

colesterolo LDL rappresentano condizione sufficiente allo sviluppo della cardiopatia ischemica, e 

supportano l’ipotesi che può essere importante distinguere l’ipercolesterolemia geneticamente 

determinata da fenotipi clinicamente simili, al fine di garantire un’adeguata gestione terapeutica e 

un’opportuna consulenza genetica. Infatti, i fattori di rischio genetici sono presenti sin dalla nascita 

in un individuo, ragione per la quale questi possono avere un maggiore impatto sul rischio di infarto 
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miocardico giovanile ed eventi ischemici; in queste condizioni si osserva un’esposizione cumulativa 

nel tempo di elevati livelli plasmatici di colesterolo LDL. 

Gli studi GWAS hanno focalizzato la propria attenzione sulle varianti genetiche comuni, 

permettendo così l’individuazione di 157 loci associati ai livelli plasmatici dei lipidi, incluso il 

colesterolo LDL, identificato tra i più importanti fattori di rischio delle malattie cardiovascolari. 

Ciononostante solo il 10-20% della variabilità totale del colesterolo LDL è attribuibile a queste 

varianti genetiche comuni, nessuna delle quali è stata associata ad eventi successivi (80-82). Questo 

progetto di ricerca ha voluto avvalersi di nuove e più innovative tecniche di sequenziamento 

genetico (exome sequencing) al fine di verificare l’influenza di varianti genetiche rare note 

influenzare i livelli di colesterolo plasmatico LDL sul rischio di sviluppare infarto miocardico. 

Le varianti genetiche predisponenti a ipocolesterolemia e ipercolesterolemia erano presenti nel 

7,4% della popolazione in studio. Le varianti genetiche associate ad un aumento dei livelli 

plasmatici di colesterolo LDL sono risultate associate ad un maggior rischio di infarto miocardico, 

le varianti genetiche associate ad una riduzione dei livelli plasmatici di colesterolo LDL sono 

risultate associate ad un rischio minore di infarto miocardico. 

Inoltre, i livelli di colesterolo plasmatico LDL sono risultati essere significativamente più elevati nei 

pazienti con varianti associate ad ipercolesterolemia, e significativamente inferiori nei pazienti con 

varianti associate a ipocolesterolemia. Infine, pazienti con varianti genetiche associate a 

ipercolesterolemia presentano un Duke Coronary Index elevato, indicando una maggiore estensione 

di aterosclerosi coronarica; al contrario pazienti con varianti genetiche associate a ipocolesterolemia 

sono caratterizzati da un Duke Coronary Index inferiore.  

Il risultato più significativo di questo studio è che l’analisi delle varianti genetiche, oltre ai livelli 

del colesterolo, permette di identificare un gruppo piccolo, ma non trascurabile, di soggetti con un 

rischio maggiore in una popolazione a rischio. L’importanza di identificare una popolazione ad alto 

rischio attraverso studi genetici è stata recentemente illustrata dal gruppo di Mega e collaboratori, 

che avvalendosi di un risk score basato su 27 varianti genetiche comuni, identificate mediante 

analisi GWAS, è stato in grado di individuare una sottopopolazione con un aumentato rischio di 

eventi coronarici che potrà beneficiare in modo particolare della terapia con statine (108). 

Questo studio ha considerato esclusivamente varianti genetiche rare in geni che sono già noti in 

letteratura avere un effetto sui livelli di colesterolo LDL valutati in una popolazione che ha avuto un 

infarto miocardico giovanile. La presenza di almeno una variante associata a ipercolesterolemia è 

stata altresì associata ad un Duke Index superiore e un maggior rischio di infarto giovanile. La 

presenza di almeno una variante associata a ipocolesterolemia è stata altresì associata a ridotti valori 

del Duke Coronary Index e una ridotta probabilità di incorrere nell’infarto giovanile. La maggior 
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parte dei pazienti, privi di varianti geneticamente interessanti, presentano livelli intermedi di 

colesterolo LDL e una probabilità intermedia di incorrere in un infarto giovanile. Questi dati 

confermano che un aumentato rischio tra portatori di queste mutazioni è almeno parzialmente 

spiegato da una prolungata esposizione nel corso della vita ai livelli di colesterolo LDL. Questa 

popolazione potrà quindi beneficiare di strategie preventive più intense e trattamenti farmacologici 

personalizzati. 
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Figura 1. La via di segnalazione della proteina SREBP (14) 

Figura 2. Internalizzazione del colesterolo LDL ed effetti nella via di segnalazione 

dell’LDLR a seguito di mutazioni a carico dei geni codificanti per le proteine LDLR, APOB, 

LDLRAP1 e PCSK9 (16) 
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Figura 4. Capacità di identificazione delle varianti genetiche di diversa frequenza in funzione 

dell’effetto sul rischio di sviluppare la malattia 

 

Figura 3.Multifattorialità della cardiopatia ischemica. 
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Figura 5. Illustrazione schematica dello studio 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Rappresentazione grafica del rischio di sviluppare l’infarto miocardico giovanile sulla base 

della presenza delle variabili genetiche associate a ipercolesterolemia e ipocolesterolemia 
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Figura 7. Box-plot relativo ai valori di colesterolo LDL nei gruppi A (soggetti con varianti LOF 

predisponenti), C (soggetti con varianti LOF protettive) B (soggetti privi delle varianti nei geni selezionati) 
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Lipoproteine 

plasmatiche 

Densità 

(g ml
-1

) 

Diametro 

(nm) 

Apolipoproteina Ruolo fisiologico 

Chilomicroni < 0,95 75-1200 B48, C, E Trasporto dei grassi 

della dieta 

Lipoproteine a 

densità molto bassa 

(VLDL) 

0,95 – 1,006 30 – 80 B100, C, E Trasporto dei grassi 

endogeni 

Lipoproteine a 

densità intermedia 

(IDL) 

1,006 – 1,019 15 – 35 B100, E Precursore delle 

LDL 

Lipoproteina a bassa 

densità (LDL) 

1,019 – 1,063 18 – 25 B100 Trasporto del 

colesterolo 

Lipoproteina ad alta 

densità (HDL) 

1,063 – 1,21 7,5 – 20 

 

A Trasporto invertito 

del colesterolo 

 

Tabella 1. Proprietà delle lipoproteine plasmatiche (16) 
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Tabella 2 Geni selezionati per l’analisi delle varianti 

 

CAD= cardiovascular disease 

Gene Posizione (hg19) 

Associazione 

con 

colesterolo 

totale o LDLC  

Associazione 

con CAD 

Identificazione 

mediante 

exome 

sequencing in 

pazienti con 

FH 

Studi a supporto 

del ruolo del gene 

nel metabolismo 

dell’LDL 

Effetto di 

mutazioni LOF 

sui livelli di 

LDL-C 

Referenze 

ABCG5 chr2:44039611-44065958 X X X X  1,2,3,4 

ABCG8 chr2:44066103-44105605 X X X X  1,2,3,4 

APOB chr2:21224301-21266945 X X X X / 5,6,7,8 

APOE chr19:45409006-45412652 X X X X  6,8,9 

CYP7A1 chr8:59402737-59412720 X - - X  6,8 

INSIG2 chr2:118846050-118867597 X - X X  6,10,11 

LDLR chr19:11200038-11244505 X X X X  6,8,12 

LDLRAP1 chr1:25870076-25895377 X X X X  6,13,14 

LIPA chr10:90973326-91011796 - X X X  8,15,16 

ABO chr9:136130563-136150630 X X - -  6 

ANGPTL3 chr1:63063158-63071976 X X - -  6,17,18 

MYLIP chr6:16129317-16148478 X - - X  6,19 

NPC1L1 chr7:44552135-44580914 X X  - X  6, 20,22 

PCSK9 chr1:55505149-55530526 X X X X  6,7,8 

TM6SF2 chr19:19375174-19384074 X - - X  6,21 
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Tabella 3. Mutazioni LOF e missenso ( 7 out 7 software) identificate dopo l’analisi dei geni. La tabella mostra il numero di casi e di controlli portatori delle 

varianti in studio, la relativa sostituzione amminoacidica, l’effetto fenotipico atteso e il tipo di variazione. Solo relativamente alle mutazioni missenso è stato 

indicato anche se la variante era precedentemente associata (x) o meno (-) con i livelli di colesterolo. 

 

Gene Casi (n) 
Controlli 

(n) 
Posizione* 

Sostituzione 

amminoacidica Direzione** Tipo*** 

Letteratura 

**** 

ABCG5 

1 0 chr2:44041643_C/A Glu579Ter  LOF  

1 0 chr2:44047211_G/A Arg498Ter  LOF  

1 0 chr2:44055146_C/T Ala204Thr  missenso - 

1 0 chr2:44055181_C/A Gly192Val  missenso - 

0 1 chr2:44055202_A/T Ile185Thr  missenso - 

1 0 chr2:44064975_G/C Ser88Ter  LOF  

3 2 chr2:44065755_G/A Gln22Ter  LOF  

ABCG8 

0 1 chr2:44071744_C/A Tyr54Ter  LOF  

0 1 chr2:44078851_G/A Val151Met  missenso - 

1 0 chr2:44078890_C/T Arg164Ter  LOF  

0 1 chr2:44079575_G/T Gly215Val  missenso - 

3 2 chr2:44099233_G/A Trp361Ter   LOF  
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1 0 chr2:44100948_C/T Arg412Ter   LOF  

2 0 chr2:44101577_AC/A Leu482TrpfsTer40   LOF  

APOB 

1 0 chr2:21225090_C/A Glu4402Ter  LOF  

1 0 chr2:21225765_G/A Arg4177Ter   LOF  

0 1 chr2:21227163_C/T Trp4022Ter  LOF  

0 1 chr2:21229161_G/A Arg3527Trp  missenso X 

APOE 

1 1 chr19:45412379_C/T Gln276Ter  LOF  

0 2 chr19:45412386_G/GCC Leu279ProfsTer  LOF  

CYP7A1 

1 0 chr8:59404257_TTTAAC/T Leu430ValfsTer35  LOF  

0 1 chr8:59404983_G/A Arg382Ter  LOF  

CYP7A1 

1 0 chr8:59409428_CTT/C Lys214SerfsTer51  LOF  

0 2 chr8:59412572_ACTTAC/A -*****  LOF  

INSIG2 

1 1 chr2:118864724_G/T Gly199Ter  LOF  

0 1 chr2:118864751_C/T Arg208Ter  LOF  

LDLR 

1 0 chr19:11210928_C/T Gln33Ter  LOF  

0 1 chr19:11210974_G/A Gly48Asp  missenso - 

1 0 chr19:11213359_CG/C Asp72ThrfsTer134  LOF  

1 0 chr19:11213390_C/T Arg81Cys  missenso X 
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1 0 chr19:11213453_C/T Gln102Ter  LOF  

5 0 chr19:11213463_G/A -*****  LOF  

1 0 chr19:11215974_A/G Asp131Gly  missenso - 

0 1 chr19:11215991_G/A Gly137Ser  missenso X 

1 0 chr19:11215992_G/T Gly137Val  missenso - 

2 0 chr19:11216000_G/T Glu140Ter  LOF  

1 0 chr19:11216047_C/A Cys155Ter  LOF  

1 0 chr19:11216112_C/T Ser177Leu  missenso X 

1 0 chr19:11216171_T/C Cys197Arg  missenso X 

8 0 chr19:11216244_A/G Asp221Gly  missenso X 

1 0 chr19:11216247_G/A Cys222Tyr  missenso X 

1 0 chr19:11218077_G/C Cys276Ser  missenso - 

2  1 chr19:11221334_A/G Asn316Ser  missenso X 

0 1 chr19:11221414_G/A Gly343Ser  missenso X 

1 0 chr19:11221435_C/T Arg350Ter  LOF  

1 1 chr19:11223962_G/A Ala399Thr  missenso X 

1 0 chr19:11224013_C/T Arg416Trp  missenso X 

1 0 chr19:11224024_C/G Tyr419Ter  LOF  



 

49 

LDLR 

2 0 chr19:11224061_C/G Leu432Val  missenso X 

0 1 chr19:11224066_C/G Asp433Glu  missenso - 

1 0 chr19:11224126_G/A -*****  LOF  

1 0 chr19:11224326_G/A Asp492Asn  missenso X 

1 0 chr19:11224419_G/A Val523Met  missenso X 

1 0 chr19:11224422_G/A Val524Met  missenso - 

0 1 chr19:11224428_C/T Pro526Ser  missenso X 

2 0 chr19:11224437_G/C Gly529Arg  missenso - 

1 0 chr19:11224439_G/A -*****  LOF  

1 0 chr19:11226781_G/A Trp533Ter  LOF  

1 0 chr19:11227549_C/T Arg574Cys  missenso X 

2 1 chr19:11227604_G/A Gly592Glu  missenso X 

2 0 chr19:11227613_G/A Arg595Gln  missenso X 

1 0 chr19:11227676_T/C -*****  LOF  

1 0 chr19:11230858_C/A Leu646Ile  missenso - 

0 1 chr19:11230888_C/A His656Asn  missenso X 

2 0 chr19:11231112_C/T Pro685Leu  missenso X 

1 1 chr19:11231159_G/A Gly701Ser  missenso X 
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1 0 chr19:11234017_C/T Gln770Ter  LOF  

2 0 chr19:11240210_T/TG Val806GlyfsTer11  LOF  

LDLRAP1 2 0 chr1:25883729_C/CA His144GlnfsTer27  LOF  

LIPA 1 0 chr10:91005469_G/A Arg65Ter  LOF  

ABO 0 2 chr9:136137573_T/C -*****  LOF  

ANGPTL3 

0 1 chr1:63063580_AAT/A Met116ValfsTer3  LOF  

0 2 chr1:63063592_GAACTC/G Asn121LysfsTer3  LOF  

3 2 chr1:63063667_CAACT/C Asn147Ter  LOF  

ANGPTL3 

2 0 chr1:63068052_G/GT -*****  LOF  

1 0 chr1:63069787_T/A Leu360Pro  missenso - 

MYLIP 

0 1 chr6:16143314_G/T Leu176Phe  missenso - 

0 1 chr6:16146982_A/C Ter446TyrextTer22  LOF  

NPC1L1 

 

2 0 chr7:44555477_G/A Arg1268Cys  missenso - 

0 1 chr7:44556361_C/T Gly1181Ser  missenso - 

0 2 chr7:44556462_A/G Leu1147Pro  missenso - 

1 0 chr7:44561410_A/C Ser952Ala  missenso - 

0 1 chr7:44573047_C/G Asp798His  missenso - 
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2 2 chr7:44573143_T/C Met766Val  missenso - 

1 1 chr7:44575543_G/A Arg627Cys  missenso - 

0 1 chr7:44576452_C/G Gly557Ala  missenso - 

1 0 chr7:44578575_G/A Pro474Leu  missenso - 

1 2 chr7:44578780_G/A Arg406Ter  LOF  

1 2 chr7:44578861_G/T Pro379Thr  missenso - 

0 3 chr7:44579108_AG/A Ala296ValfsTer58  LOF  

0 1 chr7:44579378_C/A Gln206His  missenso - 

1 0 chr7:44579506_A/G Phe164Leu  missenso - 

1 0 chr7:44579575_G/A Arg141Cys  missenso - 

1 0 chr7:44579613_G/A Thr128Met  missenso - 

0 2 chr7:44579826_C/T Cys57Tyr  missenso - 

PCSK9 

35 51 chr1:55505647_G/T Arg46Leu  missenso X 

2 1 chr1:55512275_G/A Arg160Gln  missenso - 

0 1 chr1:55518049_G/A Val208Met  missenso - 

2 1 chr1:55523187_G/A Gly394Ser  missenso - 
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1 3 chr1:55523831_G/T -*****  LOF  

TM6SF2 1 0 chr19:19381141_G/A Arg104Ter  LOF  

 

*  Posizione nucleotidica riferita al genoma umano di riferimentoGRCh37/hg19, Febbario 2009; 

**   la variante aumenta i livelli di colesterolo,  la variante riduce i livelli di colesterolo; 
*** LOF = mutazione loss-of-function: mutazione nonsense, inserzioni o delezioni out-of-frame, e mutazioni di splicing; 
**** recuperate da: LOVD (Leiden Open-source Variation Database) [Fokkema et al., 2011], ExPASy (Expert Protein Analysis System) [Gasteiger et al., 2003], 
and ClinVar [Landrum et al., 2015]; 
***** queste varianti alterano i siti donatori o accettori di splicing. 
 
 
 

Tabella 4 . Soggetti portatori di più di una mutazione nei geni sottoposti ad analisi 

Caso/controllo Varianti Gene Stato 

Caso chr19:11210928_C/T LDLR Omozigote 

Caso 
chr7:44578780_G/A 

chr7:44578575_G/A 
NPC1L1 

Eterozigote 

Eterozigote 

Controllo 
chr19:45412386_G/GCC 

chr1:63063592_GAACTC/G 

APOE 

ANGPTL3 

Eterozigote 

Eterozigote 

Caso 
chr7:44575543_G/A 

chr19:11226781_G/A 

NPC1L1 

LDLR 

Eterozigote 

Eterozigote 

Caso 
chr2:44078890_C/T 

chr19:11216244_A/G 

ABCG8 

LDLR 

Eterozigote 

Eterozigote 

Controllo 
chr2:44078851_G/A 

chr2:44065755_G/A 

ABCG8 

ABCG5 

Eterozigote 

Eterozigote 
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Tabella 5. Dataset finale delle mutazioni identificate nei casi e nei controlli  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Geni 

Varianti loss-of-function (LOF) Varianti missenso (7out7) 

Casi (n) controlli (n) Casi (n) controlli (n) 

ABCG5 6 2 2 1 

ABCG8 7 3 0 2 

APOB 2 2 0 0 

APOE 1 3 0 0 

CYP7A1 2 3 0 0 

INSIG2 1 2 0 0 

LDLR 48 8 7 2 

LDLRAP1 2 0 0 0 

LIPA 1 0 0 0 

ABO 0 2 0 0 

ANGPTL3 5 5 1 0 

MYLIP 0 1 0 1 

NPC1L1 2 5 10 13 

PCSK9 36 54 4 3 

TM6SF2 1 0 0 0 
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Tabella. 6 Caratteristiche cliniche e angiografiche stratificate sulla base della presenza delle varianti  

genetiche predisponenti l’ipercolesterolemia o delle varianti protettive  l’ipocolesterolemia. 

 

 

PAZIENTI PORTATORI 

DELLE VARIANTI 

GENETICHE 

PREDISPONENTI (n=76) 

PAZIENTI PORTATORI 

DELLE VARIANTI 

GENETICHE 

PROTETTIVE (n=57) 

PAZIENTI PRIVI DELLE 

VARIANTI GENETICHE 

SELEZIONATE (n=1875) 

 

ETÀ, MEDIA (DS) 

 

 

38,68 (5,24) 

 

39,14 (4,96) 

 

39,66 (4,78) 

 

 SESSO MASCHILE 

 SESSO FEMMINILE 

 

 

67/76 (88, 1%) 

11/76 (14,5%) 

 

54/57 (94,7%) 

3/75 (4%) 

 

1666/1875 (88,8%) 

209/1875 (11,2%) 

 

FAMILIARITÀ PER 

CARDIOPATIA ISCHEMICA 

 

 

 

67/76 (88,1%) 

 

 

44/57 (77,2%) 

 

 

1526/1875 (81,4%) 

 

IPERTENSIONE ARTERIOSA 

 

 

15/76 (19,7%) 

 

15/57 (26,3%) 

 

522/1875 (27,8%) 

 

DIABETE MELLITO 

 

 

7/76 (9,2%) 

 

4/57 (7,0%) 

 

143/1875 (7,6%) 

 

COLESTEROLO, MEDIA (DS) 

 

 

282 (86) 

 

183 (44) 

 

220 (52,6) 

 

FUMATORI 

EX-FUMATORI 

 

 

23/76 (30,3%) 

43/76 (56,6%) 

 

29/57 (50,9%) 

20/57 (35,1%) 

 

832/1875 (44,4%) 

805/1875 (42,9%) 

 

ESERCIZIO FISICO   

 OCCASIONALE  

 ABITUALE 

 

 

 

15/76 (19,7%) 

20/76 (26,3%) 

 

 

11/57 (19,3%) 

15/57 (26,3%) 

 

 

422/1375 (30,8%) 

481/1875 (25,6%) 

 

ALCOOL 

 

 

48/76 (63,1%) 

 

31/57 (54,4%) 

 

1147/1875 (61,2%) 

 

BMI, MEDIA (DS) 

 

 

26,03 (4,04) 

 

27,62 (4,59) 

 

26,7 (4,12) 

 

CORONAROPATIA 

 MONOVASALE 

 MULTIVASALE 

 

 

33/76 (43,4%) 

36/76 (47,4%) 

 

 

35/57 (61,4%) 

9/57 (15,8%) 

 

 

850/1875 (45,3%) 

648/1875 (34,6%) 

 

 

DUKE CORONARY SCORE, 

MEDIANA (RI) 

 

37 (±24) 

 

32 (±9) 

 

32 (±19) 
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