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RIASSUNTO

INTRODUZIONE e SCOPI dello STUDIO: L’Ipercolesterolemia Familiare (FH) ¢ un
disordine del metabolismo lipidico su base genetica, rara in omozigosi (1/250000) ma
coinvolgente 1 soggetto ogni 250 abitanti nella forma eterozigote. Il fenotipo lipidico ¢
caratterizzato da livelli molto elevati di colesterolo delle lipoproteine a bassa densita
(LDL) dalla nascita e da un rischio elevato di aterosclerosi che predispone ad eventi
clinici cardiovascolari (CHD) precoci.

La FH ¢ causata da mutazioni nei geni che codificano per proteine chiave coinvolte nelle
vie metaboliche che riguardano il recettore delle LDL (LRL-R) e il suo ciclo metabolico,
con conseguente diminuzione dell’uptake cellulare delle LDL e conseguente aumento
delle concentrazioni plasmatiche del colesterolo LDL (LDL-C). Tra i geni coinvolti sono
note mutazioni con perdita di funzione nel gene LDLR, mutazioni nel gene
dell’apolipoproteina B (ApoB) che alterano il dominio di legame dell’ApoB con LDL-R,
mutazioni con guadagno di funzione nel gene per la proteina convertasisubtilisina/kexina
tipo 9 (PCSKD9).

Tra le mutazioni del LDL-R si riconoscono cinque classi funzionali, una delle quali ¢
chiamata allele nullo e normalmente determina un difetto nella sintesi del recettore con
conseguente funzione recettoriale quasi completamente abolita (<5% rispetto alla norma).
Le restanti sono legate un’alterata sintesi della proteina dovuta ad alterazioni della
sequenza amminoacidica che comporta difetti nel trasporto del recettore, nel legame tra
ligando e recettore, nella localizzazione dello stesso a livello della superficie cellulare e
infine nel riciclaggio.

Allo scopo di stabilire una diagnosi clinica, sono raccomandati i criteri del Dutch Lipid
Clinic Network (DLCN) che permettono di fare diagnosi di FH considerando cinque
aspetti anamnestici, clinici e bioumorali.

La formazione precoce di gerontoxon, xantelasmi e xantomi sono markers clinici
suggestivi per indirizzare verso la diagnosi di FH. L’utilizzo dell’ecografia consente di
valutare con maggiore accuratezza lo spessore tendineo, aumentato nel caso in cui siano
presenti accumuli lipidici. Dal momento che il tendine di Achille si ¢ rivelato essere la
piu comune localizzazione per lo sviluppo di xantomi, la valutazione ecografica di questo
distretto consente di aumentare notevolmente la sensibilita (fino al 75%) nella diagnosi di
FH, a discapito di una relativa perdita di specificita nei confronti di altre forme di
ipercolesterolemia.

Con P’avvento degli inibitori di PCSK9 come terapia aggiuntiva a una terapia
ipolipemizzante massimale, si ¢ osservata una riduzione significativa dei livelli di
colesterolo delle lipoproteine a bassa densitd (LDL-C) e degli eventi cardiovascolari,
mantenendo un buon profilo di sicurezza e tolleranza.

In tale contesto si inserisce il nostro studio con la valutazione della mappatura genetica
dell’Ipercolesterolemia Familiare in relazione al fenotipo clinico, 1’approfondimento
dell’utilita dell’impiego dell’ecografia dei tendini achillei come strumento di
approfondimento diagnostico, 1’analisi di dati di efficacia e sicurezza della terapia
addizionale con inibitori di PCSKO9.



SOGGETTI e METODI:194 soggetti con diagnosi possibile, probabile o certa di FH, in
accordo con i criteri del DLCN, sono stati sottoposti a screening genetico e valutazione
delle caratteristiche cliniche e bioumorali; di 168 pazienti (pz) ad ora ¢ disponibile il
risultato dello screening genetico; 101 pz sono stati sottoposti ad ecografia bilaterale dei
tendini achillei; gli xantomi ecografici sono stati definiti come presenza di uno spessore
tendineo >6,15 mm in almeno un tendine e/o presenza di formazioni ipoecogene; 20
pazienti con FH eterozigote in trattamento con nuovi farmaci biologici
ipocolesterolemizzanti (inibitori PCSK9).

RISULTATI: Dei 168 pz con risultato dello screening genetico in particolare 105 pz
presentavano mutazione del gene per il recettore delle LDL in forma eterozigote, di cui
43 portatori di allele nullo (NA) e 62 di allele difettivo (DEF); in 33 pz non sono state
individuate mutazioni per FH (NM). La prevalenza di xantomi obiettivi e gerontoxon,
insieme ai livelli di colesterolo totale e LDL basali sono risultati significativamente
maggiori nei soggetti NA rispetto agli altri sottogruppi (xantomi obiettivi: NA vs DEF vs
NM 71,4 vs 48,5 vs 30,7 %: p<0,001 Anova; LDL: NA vs DEF vs NM 326,5+97,7 vs
316,9+93,9 vs 211,14+76,3 mg/dl: p<0,001 Anova).

Dei 101 pazienti di cui si disponeva del risultato degli esami bioumorali e dell’ecografia
tendinea la prevalenza di xantomi obiettivi e gerontoxon, insieme ai livelli di colesterolo
totale e LDL basali sono risultati significativamente maggiori nei soggetti NA rispetto
agli altri sottogruppi (xantomi obiettivi: NA vs DEF vs NM 26,1 vs 13,8 vs 0,0 %:
p=0,054 Anova; LDL: NA vs DEF vs NM 316+117 vs 321+109 vs 199+44 mg/dl:
p<0,001 Anova). Lo spessore dei tendini achillei ¢ risultato significativamente diverso tra
i tre gruppi (NA vs DEF vs NM 7,64+2,06 vs 7,65+4,02 vs 5,67+0,75 mm: p<0,005
Anova) e la prevalenza di xantomi ecografici era del 78,2%, 72,4% e 31,6% nei soggetti
portatori di NA, DEF e NM rispettivamente (p=0,002). Il solo esame obiettivo rilevava la
presenza di xantomi tendinei achillei nel 10,2% dei soggetti, mentre 1’ecografia tendinea
rivelava una prevalenza di lesioni tendinee pari al 51%.

Nell’ambito dei 74 pz sottoposti ad ecografia dei tendini achillei di cui si dispone
attualmente del risultato dello screening genetico, sono stati considerati i 52 pz con
mutazioni responsabili di FH; tra questi 36 pz avevano una diagnosi clinica certa di FH
secondo i criteri DLCN (punteggio >8), mentre vi erano 16 pz con diagnosi possibile
(punteggio tra 3 e 5) o probabile (punteggio tra 6 e 8). Di questi 16 pz 1 mostrava
xantomi evidenziabili clinicamente mentre 10 presentavano lo xantoma ecografico.

Nel sottogruppo dei 20 pz trattati con PCSK9, in seguito all’aggiunta di trattamento con
inibitori di PCSK9 si ¢ ottenuta, rispetto al trattamento ipolipemizzante tradizionale
massimale, una riduzione media dei livelli di LDL-C da 169 + 30 mg/dl a 46 £+ 16, ossia
in termini percentuali una riduzione del 72,4% (valore minimo 41,5% e massimo
87,5%). Rispetto ai livelli basali di LDL-C, cio corrisponde a una riduzione media pari
all’86,9%. Non sono emerse differenze statisticamente significative tra il trattamento con
evolocumab e quello con alirocumab in termini di riduzione dei livelli di LDL-C. In corso
di terapia ipolipemizzante tradizionale massimale si otteneva 1’obiettivo di colesterolo
delle LDL previsto in base al personale livello di rischio cardiovascolare nello 0% dei
casi, mentre con I’aggiunta della terapia con inibitori di PCSK9 il 100% dei soggetti
raggiungeva |’obiettivo terapeutico. Non si sono dimostrate differenze statisticamente
significative in seguito all’introduzione del trattamento con inibitori di PCSK9 per quanto



riguarda i livelli di CPK e di transaminasi. Nel corso degli anni abbiamo osservato che i
livelli di LDL-C si mantenevano sostanzialmente stabili.

CONCLUSIONTI:

La caratterizzazione genotipica funzionale si conferma essere associata a fenotipi clinici
diversi, anche in termini di spessori tendinei e prevalenza di xantomi ecografici,
confermando come il paziente con allele nullo presenti una maggiore aggressivita clinica
della patologia.

L’ecografia del tendine di Achille risulta pitu sensibile rispetto all’esame obiettivo
classico, rilevando una prevalenza di xantomi tendinei notevolmente maggiore rispetto a
quella rilevata mediante il solo esame obiettivo. Tale esame consente di guardare in modo
integrato alle complicanze tendinee e vascolari nel singolo paziente, suggerendo, ove
siano presenti xantomi, un trattamento ipolipemizzante piu intensivo.

I risultati preliminari di questo studio suggeriscono inoltre come 1’ecografia dei tendini di
Achille possa essere uno strumento da considerare nell’aiutare a riclassificare quei
pazienti per in cui il DLCN score ¢ compatibile con diagnosi possibile o probabile di FH.
Tale strumento potrebbe inoltre rivelarsi un valido alleato per il clinico, aiutandolo nel
raggiungimento di una diagnosi sempre piu precoce, ed una garanzia per il paziente di
ricevere quanto prima il trattamento farmacologico piu adeguato alla sua fascia di rischio.

L’utilizzo degli anticorpi monoclonali anti-PCSK9, evolocumab ed alirocumab,
rappresenta un approccio terapeutico innovativo, caratterizzato da elevato profilo di
sicurezza ed altamente efficacie in associazione alla terapia massimale attualmente
disponibile nei pazienti eterozigoti per FH. Ulteriori studi sono necessari per confermare
principalmente la persistenza di efficacia e sicurezza a lungo termine della terapia con
inibitori di PCSK9 e per valutare su larga scala se vi siano differenze tra evolocumab e
alirocumab in termini di efficacia nella riduzione dei livelli di LDL-C e del rischio
cardiovascolare.



ABSTRACT

AIMS: Familial Hypercholesterolemia (FH) is a frequent genetic cause of early coronary
artery disease, and is still under-diagnosed and under-treated. With the advent of PCSK9
inhibitors as adjunctive therapy to maximal lipid-lowering therapy, a significant reduction
in cholesterol levels of low-density lipoprotein (LDL-C) and cardiovascular events was
observed, while maintaining a good safety and tolerance profile. Ultrasonography (US)
detects Achilles tendon (AT) xanthomas in patients (pts) with FH. Given the recent
introduction of new therapies, there are no studies in the literature that evaluate the
efficacy and safety of this therapy over a period of more than 3 years.

We analysed the potential associations between FH genotype, clinical phenotype and
ultrasonographic AT findings, evaluating the contribution of AT US to identify
individuals with an FH-causing mutation. We also analysed the long-term efficacy and
safety of additional therapy with PCSK9 inhibitors, comparing treatment with
evolocumab and that with alirocumab.

SUBJECTS AND METHODS: Genetic screening, clinical and biochemical parameters
in 194 pts with possible, probable or definite clinical diagnosis of FH according to the
Dutch Lipid Clinic Network Score (DLCNS); 71 pts underwent bilateral AT US.

RESULTS: 43 pts carriers of null allele (NA) and 62 of defective (DEF) allele for LDL
receptor while 33 pts with no known mutations (NM) for FH. Presence of xanthomas and
gerontoxon, total and LDL-cholesterol (NA vs DEF vs NM: 326.5+97.7 mg/dl,
316.9493.9 mg/dl, 211.1+76.3mg/dl, p<0.000) at diagnosis were significantly higher in
NA pts than other subgroups. AT thickness was significantly different among the three
groups (p< 0,005) and 78.2%, 72.4% and 31.6% had USX in NA, DEF and NM carriers
respectively (p=0.002).

Among the 52 pts positive for FH-causing mutations, 16 pts had a clinical diagnosis
either possible or probable and in nine pts the presence of USX was clinically undetected
and thereby not considered for DLCNS calculation. Tendon ultrasound was able to show
a prevalence of 51% of tendon xanthomas in comparison to the prevalence of alterations
detected only by physical examination, which was 10,2%.

Following the addition of treatment with PCSK9 inhibitors, a mean reduction in LDL-C
levels from 169 + 30 mg / dl to 46 + 16 was obtained, compared to the traditional
maximal lipid-lowering treatment, ie in percentage terms a reduction of 72.4%.
Compared to baseline LDL-C levels, this corresponds to an average reduction of 86.9%.
There were no statistically significant differences between treatment with evolocumab
and that with alirocumab in terms of reduction of LDL-C levels. In the course of
traditional maximal lipid-lowering therapy, the goal of LDL cholesterol was obtained
based on the personal level of cardiovascular risk in 0% of cases, while with the addition
of PCSK9 inhibitors, 100% of subjects achieved therapeutic goal. No statistically
significant differences were found following the introduction of PCSK9 inhibitor
treatment with regard to CPK and transaminase levels. Over the years we have observed
that LDL-C levels remained substantially stable.



CONCLUSIONS: Genotypic functional characterization is associated with different
phenotypic clinical features, AT thickness and presence of US xanthomas. AT
ultrasonography may help reclassifying as definite FH, patients with DLCN score of
possible/probable FH. Achilles tendon ultrasound has a greater sensibility than standard
physical exam. It discloses a noticeable higher prevalence of tendon xanthomas (51%) in
comparison to clinical evaluation (10,2%). This exam allows to look in a more integrated
way at the cardiovascular and tendon complications in everyeach patient. It also suggests,
when xanthomas are found, the necessity to adopt a stronger lipid-lowering therapy.

In our study, in subjects with FH, it emerged that PCSK9 inhibitor therapy (evolocumab
or alirocumab), in addition to maximal lipid-lowering therapy, results in a significant
reduction of LDL-C levels, allowing the totality of patients to achieve the therapeutic
goal of LDL-C related to its cardiovascular risk. Further studies are needed to confirm
mainly the persistence of long-term efficacy and safety of PCSKO9 inhibitor therapy and to
evaluate on a larger scale whether there are differences between evolocumab and
alirocumab in terms of efficacy in reducing LDL-C and cardiovascular risk.



INTRODUZIONE
1_LE DISLIPIDEMIE GENETICHE

Le Dislipidemie Genetiche comprendono un gruppo di malattie eredo-familiari
causate da mutazioni in geni che codificano proteine che svolgono funzioni
diverse nel complesso sistema di sintesi, trasporto e metabolismo delle

lipoproteine plasmatiche.

La classificazione classica delle Iperlipoproteinemie in cinque tipi € stata superata
dallo sviluppo della biologia e della genetica molecolare, che hanno permesso

I’identificazione di molteplici mutazioni responsabili dei vari fenotipi di malattia.

I progressi delle metodologie di biologia molecolare applicate alla diagnostica
hanno dimostrato come uno stesso fenotipo clinico - es. 1’ipercolesterolemia
familiare- sia espressione di difetti molecolari diversi e quindi di entita

nosografiche differenti.

Le Dislipidemie Genetiche vengono spesso considerate malattie rare, tuttavia
alcune di esse, le ipercolesterolemie familiari e la iperlipidemia familiare
combinata, interessano nel nostro Paese un numero di soggetti che in base alle

stime di frequenza supera il milione di individui.

Alcune di esse conferiscono un elevato rischio di eventi cardiovascolari, mentre
altre sono associate a presentazioni cliniche di interesse pediatrico, internistico,

neurologico e gastroenterologico.

La frequenza e la rilevanza clinica di queste patologie sono tali da giustificare un
importante sforzo teso ad identificare i soggetti affetti ed i loro familiari
nell’ambito  della comunitd. Sfortunatamente il non sempre agevole
riconoscimento di questa patologia e la non ottimale consapevolezza del problema

comportano una sottostima della reale prevalenza di queste forme.

Nella Tabella I sono elencate le stime di prevalenza delle varie forme di
Dislipidemia Genetica; in corsivo quelle per le quali non ¢ ad oggi noto il gene
responsabile. Il numero totale di soggetti portatori di una delle varie patologie ¢
stimabile essere compreso tra 1 e 2 milioni di individui. Dalla Tabella I risulta

chiaro come per molte di queste forme non esistono dati solidi sulla prevalenza



nel nostro paese.

L'identificazione di queste patologie, largamente inferiore all’atteso, ha particolare
rilevanza in quanto 1’elevato rischio cardiovascolare interessa soggetti giovani o
relativamente giovani, che risulterebbero a basso rischio se valutati solo in base

alle carte o agli algoritmi di rischio italiani.

Poiché i pazienti che iniziano una terapia ipolipemizzante prima di sviluppare una
malattia coronarica possono godere di un'aspettativa di vita normale se la
patologia ¢ ben gestita, la correttezza della diagnosi e ’appropriatezza del
trattamento farmacologico diventano momenti fondamentali della cura di queste

forme.

Tabella I — Le cifre delle forme eredo-familiari in Italia.

Le Ipercolesterolemie familiari 230.000

La Iperlipidemia familiare combinata 600.000-1.200000
La Iperlipoproteinemia Tipo lI 10.000 (?)

Le Ipertrigliceridemie severe 200 (?)

Le Ipertrigliceridemie familiari ?

La Ipobetalipoproteinemia familiare 20.000

La Ipolipidemia combinata ?

La Abetalipoproteinemia & Chylomicron 50-100
Retention Disease
Le Ipoalfalipoproteinemie familiari ?
La Iperalfalipoproteinemie familiari ?




2_ IPERCOLESTEROLEMIA FAMILIARE

L’Ipercolesterolemia Familiare (Familial Hypercolesterolaemia, FH) ¢ una
malattia genetica mendeliana che in omozigosi ¢ molto rara, mentre in eterozigosi
interessa, solo nel nostro Paese, un numero di individui che secondo le piu recenti

stime potrebbe raggiungere le 350000 unita.

La FH ¢ una frequente causa genetica di malattia coronarica precoce (coronary
heart disease, CHD), cio¢ infarto del miocardio e angina pectoris, a causa
dell’esposizione per tutta la durata della vita a elevati livelli di colesterolo delle
lipoproteine a bassa densita (low-density lipoprotein, LDL) [1, 2]. Se non trattati,
gli uomini e le donne con FH eterozigote con livelli di colesterolo di 8-15 mmol/L
(310-580 mg/dL) sviluppano CHD rispettivamente prima dei 55 e dei 60 anni,
mentre gli omozigoti con livelli di colesterolo di 12-30 mmol/L (460-1160
mg/dL) sviluppano CHD in eta giovanile, e, se non vengono sottoposti a terapia,
muoiono prima dei 20 anni. Tuttavia, una volta diagnosticati, gli eterozigoti
possono essere efficacemente trattati con farmaci ipocolesterolemizzanti per
attenuare lo sviluppo di aterosclerosi e prevenire la CHD. Infatti, se gli individui
con FH eterozigote (HeFH) sono diagnosticati precocemente nella vita e sono
efficacemente trattati con statine, il loro rischio di infarto miocardico si avvicina a

quello della popolazione generale [3].

2.1 Epidemiologia

Il grado di sottostima e sottotrattamento di individui con FH nella popolazione
generale ¢ in gran parte sconosciuto. Si ritiene generalmente che tra i soggetti di
razza bianca vi sia una prevalenza di FH eterozigote pari a 1/500 e di FH
omozigote pari a 1/1.000.000 [1, 2]; studi recenti condotti in popolazioni nord-
europee suggeriscono una reale prevalenza della FH eterozigote di 1/200- 1/250
individui [4]. In popolazioni particolari come i franco-canadesi di alcune aree del
Quebec canadese, gli ebrei Ashkenaziti, i Libanesi, ed alcune popolazioni del Sud
Africa, la prevalenza pud raggiungere 1/100 individui. Nonostante 1 dati
aggiornati sulla prevalenza dei pazienti con HeFH (1/200-250 individui)
caratterizzino la FH come la malattia a trasmissione monogenica piu frequente ad
oggi conosciuta, tuttavia, questi individui nella maggior parte dei Paesi non

vengono diagnosticati [5]. Inoltre, questa prevalenza stimata teoricamente



rappresenta probabilmente una sottostima, in quanto si basa sui tassi di prevalenza
in campioni di pazienti ricoverati in ospedale e su registri di patologia, ed ¢
influenzata dalla morte precoce nei pazienti con FH. Molti individui e famiglie
con FH non sono identificati perché se affetti da CHD vengono considerati parte
dell’enorme numero di persone con CHD, e di conseguenza sono
sottodiagnosticati e quindi sottotrattati [6]. Tra circa 200 Paesi/aree geografiche in
tutto il mondo, siamo in grado di ottenere una stima del numero di persone con
diagnosi di FH solo nei 23 Paesi/aree geografiche indicati nella Figura 1. Le
poche eccezioni positive sono il 71% diagnosticato nei Paesi Bassi, il 43% in

Norvegia, il 19% in Islanda, il 13% in Svizzera, il 12% nel Regno Unito e il 6% in

Spagna.
Numero di FH (stimati in base alla frequenza 1/500) Casi di FH diagnosticati (stimati)
33.300 Olanda 71%
9900 Norvegia 43%
600 Islanda 19%
15.600 Svizzera 13%
123.600 Regno Unito 12%
92.200 Spagna 6%
22.200 Belgio 4%
10.900 Rep. Slovacca 4%
11.100 Danimarca 4%
100.000 Sud Africa 3%
45.000 Australia 1%
14.100 Hong Kong 1%
130.900 Francia 1%
46.300 Taiwan 1%
121.000 Italia <1%
5700 Oman <1%
621.200 USA <1%
68.600 Canada <1%
254.800 Giappone <1%
34.300 Cile <1%
381.500 Brasile <1%
214.900 Messico <1%
0 25 50 75 100

FH diagnosticati (stime), % della prevalenza nazionale stimata

Figura 1. Percentuale di individui con diagnosi di FH in diversi Paesi/aree geografiche espressi
come frazione dei soggetti teoricamente previsti essere affetti da FH sulla base di una frequenza di
1/500 nella popolazione generale. Poiché la maggior parte dei Paesi non ha registri validi a livello
nazionale per la FH, le diverse cifre di questa figura rappresentano la miglior ipotesi da parte di
medici/scienziati particolarmente interessati alla FH nei rispettivi Paesi. Dei circa 180 Paesi/aree
geografiche restanti, non sono disponibili informazioni affidabili sul numero di individui con
diagnosi di FH. I numeri in questa figura sono forniti da Michael Livingston, Steve E. Humphries
(UK), Olivier S. Decamps (Belgio). Per il Belgio, 10.000 soggetti sono stati rimborsati per il
trattamento della FH, ma solo circa 800 sono stati diagnosticati come FH tramite test genetici
(quest’ultimo indicato in figura). Tratta da Averna et al [99].



Ad oggi la prevalenza di FH non ¢ stata valutata direttamente in un campione non
selezionato della popolazione generale. Utilizzando il Copenhagen General
Population Study [4], un campione non selezionato della popolazione generale
europea che comprende 69.016 partecipanti, la condizione di FH ¢ stata
diagnosticata sulla base dei criteri del Dutch Lipid Clinic Network Score
(DLCNS) (Figura 2). La prevalenza di individui classificati con FH certa o FH
probabile (criteri DLCNS con punteggio >5 punti) era pari a 0,73% (1/200)
(Figura 4), con FH possibile (criteri DLCNS con punteggio 3-5 punti) 6,3% (1/16)
e con FH improbabile (Criteri DLCNS <3 punti) 93% [4]. E interessante notare
che la prevalenza di FH certa o probabile era simile per le donne e gli uomini di
eta inferiore ai 60 anni; al contrario, al di sopra dei 60 anni, pit donne che uomini
erano in questa categoria. Questi risultati suggeriscono che molti uomini con FH

erano morti in eta piu giovane.

FH probabile o certa

Prevalenza
Prevalenza (%) (frazione)

1,0 r1/100
[ Donne
1 W Uomini

0,75 -1/133

0,54 L 1/200

0,25 “ I] I L 1/400

0 LO
20-39 40-59 60-79 80+ Tutti

Eta, anni

Figura 2. Prevalenza di FH certa o probabile secondo i criteri del Dutch Lipid Clinic Network nel
Copenhagen General Population Study per classi dieta di 20 anni e per sesso. Basato su 69.016
individui. Tratta da Averna et al [99].

Sulla base di estrapolazioni di queste prevalenze stimate fra 1/500-1/200, nel
mondo tra 14 e 34 milioni di persone sarebbero affetti da FH; nella sola Europa si

stima che questa condizione interessi tra 1,8 e 4,5 milioni di persone.

Nel loro insieme, questi dati suggeriscono che la FH sia di gran lunga sotto-

diagnosticata nella maggior parte dei Paesi.

Usando sempre il Copenhagen General Population Study [4], la prevalenza di

CHD tra i partecipanti con FH certa/probabile era del 33% e solo il 48% dei
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soggetti con FH riceveva statine. Dato preoccupante, il rischio di malattia
coronarica era aumentato di 12 volte (IC 95% 9-16-volte) in individui con FH
certa/probabile che non erano in trattamento con statine (Figura 3). Il
corrispondente aumento del rischio relativo di malattia coronarica nei soggetti con
FH trattati con statine era aumentato di 9 volte (IC 95% 7-13 volte). Queste
osservazioni suggeriscono che le dosi di statine erano insufficienti nel ridurre la
colesterolemia in modo efficace, e che la terapia con statine era stata instaurata

troppo tardi nella vita, in un momento in cui si era gia sviluppata una grave

aterosclerosi.
Statina N. di N. di CHD Odds ratio
partecipanti (IC al 95%)
FH improbabile No 58.158 2529 1 (rif.) *
Si 6061 1884 5,6 (5,2-6,0) L
FH possibile No 3380 604 48(4,3-53) L]
Si 915 406 14,8 (12,9-17,1) L]
FH probabile o certa No 260 84 13,2 (10,0-17.4) -
Si 242 84 10,3 (7,8-13,8) = !
05 1 2 4 8 16 32

Figura 3. Rischio di malattia coronarica in funzione dei criteri del Dutch Lipid Clinic Network per
la diagnosi di FH in soggetti in o senza trattamento con statine nella popolazione generale. Basato
su 69.016 individui dal Copenhagen General Population Study. Gli odds ratio sono stati aggiustati
per eta, sesso, indice di massa corporea, ipertensione, sindrome metabolica, diabete e fumo. IC =
intervallo di confidenza; FH = ipercolesterolemia familiare; CHD = arteriopatia coronarica =
malattia ischemica coronarica. (Adattato da Benn et al. [4], tratto da Averna et al. [99]).

2.2 Fisiopatologie e Genetica

La FH ¢ causata da mutazioni nei geni che codificano per proteine chiave
coinvolte nelle vie metaboliche che riguardano il recettore delle LDL e il suo ciclo
metabolico (LDL-R re-cycling), con conseguente diminuzione dell’uptake
cellulare delle LDL e conseguente aumento delle concentrazioni plasmatiche del

colesterolo LDL [1] (Figura 4).
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Figura 4. Fisiopatologia della FH eterozigote. LDL=low density lipoprotein; PCSK9= proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9; FH= familial hypercolesterolaemia. Tratto da Averna et al. [99].

All’interno degli epatociti, il colesterolo viene riciclato ovvero sintetizzato ex
novo, attraverso una via sintetica in cui la reazione limitante ¢ catalizzata
dall’enzima 3-idrossi-3-metilglutaril coenzima A reduttasi (HMG CoA reduttasi),
enzima che viene inibito dai principali farmaci ipocolesterolemizzanti come le
statine. Il colesterolo ¢ incorporato in lipoproteine a densitd molto bassa (Very
Low Density Lipoproteins, VLDL) contenenti apolipoproteina B, cio¢ i precursori
intravascolari delle LDL, che a loro volta trasportano la maggior parte del
colesterolo dal fegato ai tessuti periferici. L’endocitosi delle LDL via
apolipoproteina B da parte delle cellule periferiche e degli epatociti avviene
attraverso il recettore delle LDL (LDLR) e una proteina adattatrice (LDLRAP).
L’assenza di LDLRAP caratterizza un’altra forma di Ipercolesterolemia Familiare,
cio¢ I’Ipercolesterolemia Autosomica Recessiva (Autosomal Recessive
Hypercholesterolemia, ARH) [7-9]. La maggior parte dei recettori delle LDL
viene riutilizzata, cio¢ ritorna sulla superficie cellulare, e la proproteina convertasi
subtilisin/kexin tipo 9 (PCSK9), complessata al recettore delle LDL, ne impedisce
il riciclo intracellulare favorendone la degradazione e riducendo cosi il numero di

recettori presenti sulla membrana cellulare (Figura 5).
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Figura 5. Il sistema LDL-R e i meccanismi responsabili di ADH e ARH. 1: Mutazioni del
gene LDLR. 2: Mutazioni del gene APOB. 3: Mutazioni del gene PCSK9. 4: Mutazioni del
gene ARH. Tratto da Averna et al. [99].

Gli effetti potenzialmente fatali delle forme eterozigote e omozigote di FH sono
legati al conseguente aumento del colesterolo delle LDL plasmatico, che causa la
ritenzione di colesterolo da parte della parete arteriosa e la formazione di cellule
schiumose all’interno dell’intima delle arterie, condizione che tipicamente
progredisce ad aterosclerosi occlusiva con angina pectoris e/o rottura della placca

con conseguente CHD (come ad esempio infarto del miocardio).

La FH eterozigote ¢ causata da mutazioni (in eterozigosi) con perdita di funzione
nel gene LDLR, da mutazioni (in eterozigosi) nel gene dell’apoliporoteina B
(APOB) che alterano il dominio di legame dell’APOB con il recettore LDL, o da
mutazioni, (in eterozigosi) con guadagno di funzione della proteina PCSK9 [10]
(Figura 5). Attualmente in tutto il mondo, sono state documentate oltre 1200
mutazioni del’LDLR [11]; queste modificano tutti i domini funzionali della
proteina recettore e comprendono singole mutazioni nucleotidiche, variazioni del
numero di copie e mutazioni di splicing in tutto il gene LDLR. Una singola
mutazione, Arg3500Gln, ¢ responsabile della maggior parte delle alterazioni
causali in APOB, mentre sono state rilevate >20 mutazioni in PCSK9. Le
mutazioni eterozigoti in LDLR, APOB e PCSKO si trovano rispettivamente nel

>90%, ~5% e ~1% rispettivamente dei soggetti FH eterozigote portatori di

13

Secrezione
di PCSK9




mutazioni causative [2]. Mentre la prevalenza di mutazioni in APOB ¢ PCSK9
varia geograficamente, quelle in LDLR sono la causa piu comune di FH in tutti i

Paesi studiati finora.

La FH omozigote deriva da mutazioni in omozigosi o piu spesso da mutazioni in
eterozigosi composta nei geni LDLR o ARH. Alcuni rari soggetti sono “doppi
eterozigoti”, cio¢ hanno mutazioni in eterozigosi in due dei quattro geni di cui
sopra, determinando di solito un fenotipo che ¢ intermedio tra quello degli FH

eterozigoti e degli FH omozigoti.

Oggi ¢ ampiamente riconosciuto che mutazioni in omozigosi o in eterozigosi
composta nei geni APOB, PCSK9 o LDLRAP1 danno luogo ad un fenotipo
clinico di gravita simile a quello che caratterizza i portatori omozigoti della
mutazione di LDLR. Pertanto I’FH omozigote viene definita come autosomica
dominante (ADH) quando casata da mutazioni dei geni LDLR, APOB e PCSKO9 e
recessiva (ARH) se dovuta a mutazioni nel gene LDLRAPI.

Indipendentemente dal difetto genetico, la gravita del fenotipo omozigote dipende
dall’attivita residua del recettore LDL. Sulla base di prove in vitro nelle colture di
fibroblasti, 1 pazienti con FH omozigote clinicamente definita sono
convenzionalmente classificati come receptor-negative (attivita residua <2%) o
receptor-defective (attivita residua 2-25%) [1]. I pazienti con FH omozigote che
sono receptor-negative hanno livelli di c-LDL piu elevati e peggiore prognosi

clinica rispetto ai pazienti receptor-defective [12-14].

L’attivita residua del recettore LDL non ¢ stata valutata in maniera sistematica nei
pazienti portatori di mutazioni nei geni APOB e PCSKY. In pazienti portatori di
mutazioni LDLRAPI, 1’attivita del recettore LDL in coltura di fibroblasti ¢
normale, sebbene il meccanismo non sia ancora chiaro. Tuttavia, dati recenti
suggeriscono che i portatori di mutazioni in questi geni possono presentare un
fenotipo piu lieve rispetto a quello dei soggetti receptor-negative [15].
Complessivamente, i livelli medi di c-LDL per genotipo generalmente aumentano
in questo modo: HeFH < doppio eterozigote (per esempio mutazione LDLR +
mutazione PCSK9 con guadagno di funzione o mutazione APOB) < mutazione
omozigote APOB o mutazione PCSK9 con guadagno di funzione < mutazioni

omozigoti LDLRAPI o LDLR-defective < muta- zioni eterozigoti composte
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LDLR-defective + mutazione LDLR-negative < mutazioni omozigoti LDLR-

negative (Figura 6).

Altre fonti di variabilita nel fenotipo della FH omozigote possono derivare da
varianti genetiche con piccolo effetto (polimorfismi a singolo nucleotide comuni),
interazioni gene-gene e gene-ambiente e influenze non mendeliane ed
epigenetiche [15-17]. Un accesso maggiore e una piu ampia applica- zione clinica
delle tecniche di sequenzia- mento di nuova generazione sono fondamentali per
definire tale variabilitd, nonché individuare geni causativi supplementari, con

importanti implicazioni prognostiche e terapeutiche.
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| Recettore per le LDL
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\
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Figura 6: Variabilita fenotipica nell’ipercolesterolemia familiare omozigote. Tratto da Averna et
al. [99].

2.2.1 Ipercolesterolemia autosomica dominante (ADH)

L’ADH ¢ geneticamente eterogenea e secondo le conoscenze attuali pud essere

causata da mutazioni del:

1) gene del recettore delle lipoproteine a bassa densita (LDL-R), che causano un

ridotto legame e catabolismo delle LDL plasmatiche (ADH-1);
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2) gene dell’apolipoproteina B-100 (apoB) con conseguente produzione di una

apoB-100 difettiva che ha una ridotta affinita di legame per il LDL-R (ADH-2);

3) gene di PCSKO con alterazione della normale funzione dell’enzima proteolitico

PCSK9 (ADH-3).

In TItalia, come in altri paesi occidentali, la frequenza stimata di ADH-1 nella
forma eterozigote ¢ di circa 1:250 individui e quella nella forma omozigote,
secondo recenti stime, potrebbe essere di 1:250.000. La frequenza stimata di
ADH-2 nella forma eterozigote ¢ di circa 1:500-1:700 individui nella popolazione
caucasica del Nord America ed in Europa anche se in Italia tale frequenza
potrebbe essere piu bassa visto che sono state identificate solo 4 famiglie con
FDB. La forma ADH-3 ¢ relativamente rara e la frequenza stimata ¢ di circa il 2%
dei soggetti con ADH. I livelli sierici di Colesterolo Totale (CT) nei soggetti con
ADH eterozigote sono in genere compresi tra 300 mg/dl a 550 mg/ dl, e negli

omozigoti i livelli sono sensibilmente piu elevati (da 600 mg/dl a 1.200 mg/dl)

[1].

ADH-1 ¢ la piu conosciuta di queste forme monogeniche; sono state identificate
piu di 900 mutazioni dell’LDL-R responsabili di ADH-1 e piu di 100 sono quelle
identificate in Italia. Alcune di queste mutazioni sono state riscontrate in piu
famiglie apparentemente non relate ma provenienti da ben precise aree

geografiche.

LDL-R ¢ una glicoproteina espressa sulla superficie cellulare, in grado di legare
due ligandi: apoB-100 e apo E. I recettori delle LDL sono sintetizzati nel reticolo
endoplasmatico da dove poi raggiungono la superficie cellulare, dove si
raggruppano nelle coated pits, regioni specializzate della membrana plasmatica
rivestite da clatrina. Quando le LDL legano i loro recettori, la clatrina polimerizza
e forma un’invaginazione che successivamente forma un endosoma all’interno
della cellula [1]. Una volta internalizzato, I’ambiente acido endosomiale
determina la dissociazione delle LDL dal recettore. LDL-R ritorna quindi sulla
membrana cellulare o nel lisosoma, dove viene infine degradato da varie proteasi

e lipasi.
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2.2.3 Le classi di fenotipi difettivi

I soggetti affetti da FH in condizioni di omozigosi, rappresentano un modello
sperimentale prezioso per lo studio della funzionalita del gene, in quanto
permettono di analizzare le alterazioni a carico del recettore LDLR, causate
dall’allele mutante, in assenza completa degli effetti di fondo prodotti dall’allele
normale. Questi studi sono effettuati mediante un modello in vitro nel quale si
valuta ’interazione tra fibroblasti in coltura (ottenuti da biopsie cutanee di
soggetti omozigoti per mutazioni perfettamente caratterizzate dal punto di vista
molecolare) e LDL marcate. Si ¢ cosi stabilito che esistono 5 diverse classi di
fenotipi difettivi, secondo la fase del meccanismo di funzionamento del recettore

LDLR che ¢ compromessa [18-20] (Figura 7). Precisamente:

Classe 1: fenotipo “allele nullo”
Classe 2: fenotipo “trasporto difettivo”
Classe 3: fenotipo “legame difettivo”

Classe 4: fenotipo “internalizzazione difettiva”

A e

Classe 5: fenotipo “riciclo difettivo”

La classe con fenotipo “allele nullo”, che include il maggior numero di mutazione
note, ¢ provocata da mutazioni che causano I’assenza o la presenza in tracce della
proteina LDLR, che non ¢ dosabile per immumo-precipitazione. Questa classe
puo essere divisa ulteriormente in due sottoclassi in base al seguente criterio: (1A)
mancanza della proteina immuno-precipitabile, unitamente a quella del suo
mRNA; (1B) mancanza della proteina immuno-precipitabile, in presenza pero del

suo mRNA.

La seconda classe comprende mutazioni che provocano la sintesi di una proteina
parzialmente (sottocasse 2A), o totalmente (sottoclasse 2B) incapace di essere
trasferita dal reticolo endoplasmatico rugoso al complesso del Golgi. Di
conseguenza il recettore, pur essendo sintetizzato correttamente, subisce una
incompleta N- e O-linked glicosilazione da cui consegue il blocco del

trasferimento del recettore alla membrana plasmatica [18, 19].

La terza classe comprende le mutazioni che provocano un’anomala interazione

recettore-ligando.
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Anche questa classe pud presentare una varieta di sfumature. La definizione di
legame difettivo per il fenotipo di questa classe ¢ sempre valida quando il ligando
¢ la singola molecola di ApoB100, presente in una particella LDL. Considerano
invece come ligandi le IDL, che interagiscono con il recettore attraverso le 4 copie
di ApoE in esse contenute, si pud osservare una serie di differenti comportamenti

che vanno da una totale conservazione del legame ad una drastica riduzione [20].

La quarta classe comprende le mutazioni che producono una proteina in grado di
trasferirsi sulla superficie cellulare e di reagire regolarmente con il ligando, ma
incapace di aggregarsi nelle fossette rivestite: di conseguenza questo recettore
mutante non internalizza regolarmente il ligando. Anche in questo caso esiste una
sottoclassificazione in due gruppi: mutazioni che alterano solo il dominio
citoplasmatico della proteina e si manifestano come deficit recettoriale (classe 4A)
e altre che alterano sia il dominio citoplasmatico che transmembrana e si

manifestano come assenza del recettore (classe 4B).

Alla quinta classe appartengono le mutazioni che impediscono il riciclo del
recettore. In questo caso la proteina non ¢ rilasciata regolarmente nell’endosoma e
compromette cosi il suo ritorno sulla membrana cellulare. Questo difetto dipende
da anomalie a carico del dominio omologo al precursore di EGF, in particolare in

alcuni dei repeats ad alto contenuto di cisteina.

Nei soggetti ADH-1 eterozigoti, le cellule, ed in particolare gli epatociti,
esprimono circa la meta dell’attivita recettoriale normale (40-60%) percio la
capacita di allontanare le LDL dal circolo ¢ anch’essa dimezzata e I’emivita delle

LDL plasmatiche raddoppiata rispetto al normale (da 2.5-3 giorni a 4.5 giorni).

Nei soggetti omozigoti I’attivitd recettoriale residua varia dallo 0% al 30%,
prevale la via di eliminazione aspecifica, non saturabile e correlata con la
concentrazione delle particelle, e I’emivita plasmatica delle LDL aumenta fino a 6

giorni [21, 22].
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Figura 7: Classi funzionali delle mutazioni del’LDL-R.
Clinicamente simile all’ipercolesterolemia familiare classica ¢

I’ipercolesterolemia familiare da apo B100 (FDB o ADH-2), a trasmissione
autosomica dominante. Questa forma di ipercolesterolemia ¢ provocata da
mutazioni del gene che codifica per I’apoproteina B100 (cromosoma 2p24) che
determinano alterazioni di conformazione della proteina e riducono I’affinita di
legame tra le LDL ed il suo recettore. Ad oggi sono state identificate alcune
mutazioni del gene dell’Apo B responsabili di FDB e la mutazione Arg3500Gln,
che ¢ la mutazione piu frequente. L’alterato catabolismo delle LDL ne prolunga la
permanenza in circolo con secondario marcato incremento della colesterolemia,
comunque inferiore rispetto a quella dei soggetti con ADH-1, e aterosclerosi
prematura. La prevalenza della cardiopatia ischemica prematura ¢ nell’FDB

lievemente inferiore a quella osservata nella ADH-1 [23].

Anche la terza forma di ipercolesterolemia autosomica dominante (ADH-3) non si
discosta dal punto di vista fenotipico dalle due forme descritte precedentemente.
La scoperta nel 2003 di due mutazioni missenso nel gene del PCSK9 responsabili
di ADH-3, ha anche aperto la strada alla comprensione dei meccanismi molecolari
che regolano il numero di LDL-R sulla superficie delle membrane cellulari [24]. 11

PCSK®9 - proprotein convertase subtilisin/ kexin type 9 - ¢ una proteina di 692
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aminoacidi. Il gene che codifica per PCSK9 si trova sul cromosoma 1p32. La
proteina PCSK9 contiene un peptide segnale, un prodominio, un dominio
subtilisin serina proteasi con la canonica triade catalitica acido aspartico-istidina-
serina, ¢ un unico dominio C-terminale. La proteina PCSK9 ¢ sintetizzata come
uno zimogeno di 72 KDa nel reticolo endoplasmico e va incontro ad un
autoclivaggio intramolecolare dando luogo ad un enzima di 63 KDa che si
localizza nel Golgi. Questa forma processata pud essere secreta nel mezzo di
cellule in coltura ed ¢ presente a livelli apprezzabili nel plasma umano. PCSK9 ¢
espresso principalmente nel fegato. Studi in vitro e su animali suggeriscono che
mutazioni missenso del PCSK9 trovati in pazienti con ADH-3 conferiscono un
guadagno di funzione all’enzima, portando ad una riduzione del numero e quindi

dell’attivita di LDL-R e a conseguente comparsa di ipercolesterolemia.

2.2.4 Ipercolesterolemia Autosomica Recessiva (ARH)

L’Ipercolesterolemia Autosomica Recessiva (ARH) ¢ una malattia genetica a
trasmissione autosomica recessiva. I pazienti presentano caratteristiche cliniche
simili a quelle degli omozigoti ADH anche se la gravita clinica della forma
recessiva ¢ in genere inferiore all’omozigosi per ADH. Come nella forma
dominante la trasmissione ¢ verticale all’interno della famiglia ma nel caso della

forma recessiva i genitori eterozigoti presentano livelli di colesterolo nella norma

0, in alcuni casi, solo lievemente aumentati [7].

Recentemente ¢ stato identificato il gene responsabile di una forma di
ipercolesterolemia a trasmissione recessiva (ARH). Il gene ¢ localizzato sul
cromosoma 1 (I1p35), consiste di 9 esoni e codifica per una proteina di 308
aminoacidi contenente un dominio di 170 amino acidi denominato
“phosphotyrosine binding (PTB) domain”. Domini PTB sono presenti in varie
proteine “adaptors” che si legano ad una specifica sequenza aminoacidica
(NPXY) presente nella coda citoplasmatica di molti recettori cellulari di
superficie, incluso il recettore LDL. Il ruolo di ARH sulla funzione del recettore

delle LDL non ¢ ancora ben conosciuto [8].

Studi in vitro suggeriscono che la proteina ARH gioca un ruolo tessuto-specifico
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ed ¢ necessaria per la funzione dei recettori LDL (LDL-R adaptor protein) nel
fegato, ma non nei fibroblasti. La proteina ARH sembra necessaria, nelle cellule
polarizzate come gli epatociti, per il trasferimento intracellulare delle LDL legate
al recettore e per la stabilizzazione del legame LDL- recettore. L’attivita dei
recettori LDL nei fibroblasti ¢ quasi normale e cio suggerisce che i pazienti ARH

hanno uno specifico difetto della funzione del recettore LDL a livello epatico [9].

Mutazioni del gene ARH sono state identificate soprattutto in Sardegna ed in altri

Paesi del bacino del Mediterraneo.

In Sardegna la frequenza degli omozigoti e degli eterozigoti composti ARH
(1:38.000) risulta circa 20 volte superiore a quella degli omozigoti ADH in Italia e
nel mondo occidentale (1:1.000.000). La frequenza stimata degli eterozigoti ARH
¢ molto elevata (1:120). L’identificazione di un numero elevato di eterozigoti
permettera in un prossimo futuro una corretta stima del rischio cardiovascolare di

questi soggetti.
2.2.5 Mutazioni italiane del gene delle lipoproteine a bassa densita

In alcuni paesi come il Sud Africa, la Finlandia e il Quebec sono presenti solo
poche mutazioni responsabili di FH in queste popolazioni (effetto capostipite) e
cio permette di fare diagnosi molecolare con maggiore facilita perché permette
I’utilizzo di test veloci e poco costosi per I’identificazione della mutazione causale
della malattia. In Italia, particolarmente in Sicilia, il quadro ¢ invece molto
eterogeneo rispecchiando il dato storico dell’incontro di molteplici etnie. Nel
nostro paese sono state descritte piu di 89 differenti mutazioni che includono sia
grossi riarrangiamenti che mutazioni puntiformi. Anche in Sicilia, comunque,

alcune mutazioni sembrano avere una maggiore frequenza rispetto ad altre.
Il recettore delle lipoproteine a bassa densita

Il gene del recettore delle lipoproteine a bassa densita (LDLR) ¢ localizzato, nel
genoma umano, sul braccio corto del cromosoma 19 (locus 19p13.1-13.3), (83).

Si estende per circa 45 kbasi ed ¢ strutturato in 18 esoni e 17 introni [25].

Il prodotto genico maturo ¢ una glicoproteina transmembrana di 839 aminoacidi

(aa), la proteina tradotta ha pero un peptide segnale di 21 aa che, dopo il trasporto
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al Golgi, ¢ immediatamente rimosso. La proteina LDLR ¢ un mosaico di sequenze
peptidiche, o domini funzionali, ad elevata omologia con sequenze presenti in
altre proteine: ben 13 dei 18 esoni del gene LDLR codificano, infatti, sequenze

amminoacidiche omologhe a quelle d’altre proteine (Figura 8).
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Figura 8: Struttura della proteina LDLR, i domini strutturali e la corrispondenza tra la sequenza
della proteina e del gene.

L’esone 1 (70 bp) codifica il peptide segnale che ¢ tagliato dalla proteina durante
la traslocazione nel reticolo endoplasmatico. Gli esoni 2-6 codificano il primo
dominio, comprendente sette sequenze di 40 aa, tra loro poco differenti,
contenenti ciascuna sei residui di cisteina. Queste sequenze ripetute (repeats) sono
necessarie all’interazione con il ligando che ¢ 1’apolipoproteina B-100 (ApoB-
100) o I’apolipoproteina E (ApoE) [26]. Ciascuna di queste sequenze ripetitive ¢
codificata da un singolo esone eccetto i repeats 3, 4 e 5, tutti codificati dall’esone
4. Le sequenze aminoacidiche di ciascun repeat sono omologhe ad una sequenza
di 40 aa della regione centrale del componente C9 del complemento, una proteina
coinvolta nella cascata del complemento [27]. Gli esoni 7-14 codificano un
dominio di 400 aa necessario alla dissociazione delle lipoproteine dal recettore

una volta che il complesso recettore-lipoproteina ¢ trasferito all’interno della
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cellula come endosoma. Cio consente il ritorno del recettore sulla membrana
plasmatica e quindi il suo riciclo [28]. Questo dominio mostra il 33% di identita
con una porzione E stato ipotizzato perciod che, nel corso dell’evoluzione, gli esoni
che codificano questo dominio siano stati trasferiti da un qualche gene ancestrale

al gene LDLR e al gene del precursore di EGF [29].

Gli esoni 7, 8, e 14 codificano per tre repeats di 40 aa (definiti A, B e C), ricchi in
cisteina, le cui sequenze presentano omologie con alcune proteine coinvolte nella
coagulazione del sangue [30]. Pertanto anche in questo caso ¢ stata ipotizzata una
condivisione di sequenze codificanti tra il gene LDLR e membri di altre famiglie

geniche.

L’esone 15 codifica il terzo dominio formato da 58 aa. Questo dominio ¢ ricco di
residui di serina e treonina che costituiscono i siti di legame per le catene
glicosidiche O-legate. Il quarto dominio ¢ codificato dall’esone 16 e da una parte
dell’esone 17 (estremita 5’ dell’esone), include 22 aa idrofobici che costituiscono
il dominio transmembrana. Infine, la parte restante dell’esone 17 (estremita 3’
dell’esone) e I’esone 18 codificano il quinto dominio, formato da 50 aa. Questo
dominio rappresenta la coda citoplasmatica della proteina che consente la
formazione di assemblaggi (clusters) recettoriali nelle fossette rivestite (coated

pits) e I’endocitosi stessa del recettore.

Oltre alla sequenza nucleotidica che codifica la proteina, il gene include anche gli
elementi che ne regolano la trascrizione. La regione che regola la trascrizione del
gene ¢ localizzata circa 250 bp a monte del codone di inizio ATG, fiancheggia
I’estremita 5° e contiene 3 repeats da 16 paia di basi e una TATA box. I repeats 1,

2 e 3 formano una sequenza denominata SRE (Sterol Regulatory Element).

I repeats 1 e 3 sono responsabili del livello basale di trascrizione del gene. Il
repeat 2 contiene invece una sequenza di 8 basi, denominata SRE-1, che media la
regolazione a feedback della trascrizione del gene da parte degli steroli, attraverso
il legame con le proteine SREBPs (Sterol Regulatoy Elements Binding Proteins).
Le SREBPs sono proteine delle membrane intracellulari, hanno la capacita di
interagire con le sequenze di regolazione SRE a monte del gene LDLR e d’altri
geni coinvolti nel metabolismo cellulare del colesterolo, come la idrossimetil-

glutaril-coenzima A reduttasi (HMGCR), I’enzima che catalizza la tappa
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metabolica che limita la sintesi del colesterolo. Quando la concentrazione di
steroli nella cellula ¢ normale la SREBP ¢ legata alle membrane del reticolo
endoplasmatico o alla membrana nucleare e assume una conformazione a forcina
che lascia sporgere i domini amino- e carbossi-terminali nel citosol. In condizioni
di deficit di steroli, SREBP ¢ traslocata dal reticolo endoplasmatico (RE)
all’apparato di Golgi per mezzo della proteina attivatrice SCAP o SREBP
Activating Protein; dopo la traslocazione sul Golgi si attivano due enzimi
proteolitici (SI1P, Site One Protease e S2P-Site Two Protease) che tagliano
sequenzialmente il dominio amino-terminale, quello che interagisce con le
sequenze di regolazione. Il peptide generato dalla seconda proteolisi penetra
all’interno del nucleo e interagisce con le sequenze di regolazione aumentando la

trascrizione e, di conseguenza, 1’espressione genica [31].
Mutazioni del gene LDLR

I difetti nel gene LDLR possono essere di tipo puntiforme (mutazioni missenso o
nonsenso), piccole (piccole delezioni o inserzioni, con o senza perdita della trama
di lettura) e grossolane (riarrangiamenti che comportano la perdita o la
duplicazione di intere sezioni del gene). Queste ultime mutazioni sono causate
dalla presenza nel genoma umano di un alto numero di sequenze ripetitive,
distribuite in modo non uniforme, note come ‘“short interspersed sequences”
(SINEs o sequenze Alu), la cui propagazione ha dato luogo ad una varieta di
“subfamiglie Alu”. Di fatto, queste sequenze si comportano come elementi mobili
del genoma, causando rotture e ricombinazioni, inserzioni e delezioni,

conversione genica e alterazione nell’espressione dei geni [32].
Mutazioni puntiformi

La correlazione genotipo-fenotipo del gene LDLR ¢ ancora oggetto d’indagine
perché ciascuna mutazione presenta un ampio spettro di variabilitd fenotipica

inter-individuale che rende difficoltoso lo studio di correlazione.

Sebbene le mutazioni puntiformi siano distribuite sull’intero gene, vi € in eccesso
di mutazioni sull’esone 4 (P = 0.001), che codifica per i tre repeats centrali del
dominio di legame, e sull’esone 9 (P = 0.01) che codifica per 1’estremita amino-

terminale della regione centrale del dominio di omologia con il precursore EGF.
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Sono invece rare le mutazioni nell’esone 13 (P=0.001), che codifica per
I’estremita carbossi-terminale della regione centrale del dominio di omologia con
il precursore EGF, e nell’esone 15 (P=0.001) che codifica per il dominio in cui si
legano le catene di zuccheri O-linked. L’analisi della distribuzione delle
mutazioni, dopo 1’allineamento dei 7 repeats, mostra che il 74% delle mutazioni
nel dominio dei siti di legame cade su aa conservati, principalmente localizzati

nella regione C-terminale dei repeats [32, 33].

Mutazioni grossolane e sequenze Alu

I riarrangiamenti nel gene LDLR sono una delle tante cause della FH e mostrano,
da un punto di vista molecolare, un’ampia eterogeneita per lunghezza, tipo e
localizzazione [31]. Si tratta prevalentemente di delezioni, di preferenza
localizzate nella parte del gene che comprende gli esoni 1-8 e 13-18 (91,92).
Questa particolare localizzazione in alcune parti del gene si pensa sia dovuta alla
presenza delle sequenze ripetitive Alu, tipo molto frequente di sequenze SINEs

(Short Interspersed Elements).

Polimorfismi del Gene LDLR

Sono riportati in letteratura numerosi polimorfismi del gene dovuti a cambiamenti
di una singola base (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), sia in sezioni
codificanti, sia in sezioni non codificanti del gene, che non manifestano effetti

clinicamente rilevanti sulla funzionalita del recettore [33].

Distribuzione geografica delle mutazioni in Italia

La Figura 10 mostra la distribuzione geografica delle mutazioni che superavano,
singolarmente, la soglia dell’1% della casistica. La mutazione FH Padova-1
(D200G) ¢ la mutazione maggiormente riscontrata, con una prevalenza del 6%,
seguita dalla FH Savona (1418-1419 ins 4nt) e dalla FH Palermo-1 (G528D),
rispettivamente con il 4,276 % e il 4 %; le mutazioni FH Bari-2 (V502M), FH
Casale Monferrato (D558Y), FH Frosinone-1 (P664L) e FH-Sassari-1 (nt 1778
del G) superavano di poco la soglia dell’1%.
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Lo studio di correlazione genotipo-fenotipo evidenziava [’ampio spettro di
variabilita fenotipica inter-individuale di ciascuna mutazione. Si poteva comunque
osservare che le mutazioni che danno luogo ad un difetto limitato ad una piccola
zona della proteina del recettore erano caratterizzate da un fenotipo piu lieve (FH
Padova; FH Bari-2; FH Frosinone) rispetto a mutazioni dovute a forme tronche o
grossolane alterazioni della proteina codificata (FH Savona; FH Palermo). Per i
due gruppi viene confrontata 1’incidenza di Xantomi Tendinei (TX), di eventi
coronarici (CAD), entrambi piu frequenti nei soggetti con mutazioni che causano
difetti gravi sulla proteina e dei livelli di LDL-C, piu alti sempre in questi

soggetti.

L’interesse sollevato da queste mutazioni deriva dal fatto che la loro frequenza
risultava decisamente alta, non solo in relazione alle altre mutazioni individuate
nelle famiglie del campione, ma anche, e in misura consistente, nell’ambito della
zona geografica ove erano piu diffuse. Dopo il completamento del primo
screening sulla popolazione di etnia italiano [34], ¢ proseguita 1’individuazione di
altre mutazioni causa di FH nel nostro paese. Il numero delle mutazioni ad oggi
identificate ¢ di 133. Nonostante questo numero appaia molto alto, ¢ destinato ad
aumentare nel tempo perché nelle casistiche studiate la percentuale di

identificazione delle mutazioni non supera, nel migliore dei casi il 75%.
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Aree di diffussione delle
principali mutazioni italiane
* D200g (FH-Padova-1)
# E207K (FH-Modena)
X Del.ex 2-12 (FH-Pavia)
Q Ins.ACAT Ex.10 (FH SV)
9 N} @ D558Y (FH Casale Monf)
ga 88 v Del Ex.13-14 (FH-Chieti)
B0 00 ":z(:’ (5 = P664L (FH-Frosinone-1)
"® G571E (FH-Foggia-1)
W C358R (FH-Napoli-1)
¢ V502M (FH-Bari-2)
22 G528D (FH-Palermo-1)

o 313+1 g>a (FH-Olbia)
+ 1778del.G (FH-Sassari-1)

Figura 10: Aree di diffusione delle principali mutazioni del gene LDLR presenti in Italia.

2.3 LDL ossidate

Le LDL in circolo subiscono delle modificazioni post-traduzionali che ne

aumentano il potere aterogeno. Queste sono essenzialmente due:

» glicazione: in caso di iperglicemia persistente, alle LDL in circolo
vengono addizionati alcuni residui glucidici che ne aumentano
I’adesivita; cid mantiene la loro ritenzione quando entrano all’interno
della tonaca intima vascolare;

« ossidazione: questo processo modifica sia la porzione lipidica che

proteina delle lipoproteine e avviene all’interno della parete arteriosa.
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Il processo ossidativo delle LDL si esplica in tre fasi: nella prima vengono
consumati gli antiossidanti endogeni della particella come ad esempio la vitamina
E. Nella successiva fase poi gli acidi grassi polinsaturi (il doppio legame tra i
carboni presenta una instabilita maggiore rispetto al legame singolo) a frammenti
di acidi grassi, fosfolipidi ossidati e radicali liberi dell’ossigeno. Nell’ultima fase
infine i frammenti di acidi grassi vengono convertiti ad aldeidi; questi possono
interagire con i residui di lisina delle Apo B100 permettendo la formazione di

nuovi epitopi. [35]

Tenere in considerazione la possibile modifica posttraduzione delle LDL ¢
importante perché per una corretta valutazione del rischio cardiovascolare ¢
importante considerare non solo la quantita delle LDL ma anche la loro qualita:
piu sono modificate piu stimolano i macrofagi e la risposta infiammatoria

all’interno della placca.

L’importanza clinica delle LDL ossidate risiede nel fatto che, in uno studio
trasversale, & stata dimostrata la loro relazione con 1’aterosclerosi subclinica
mediate studi ecografici sullo spessore medio-intimale delle carotidi e sulle arterie
femorali. Lo stesso studio associa, non in maniera casuale visto che si tratta di uno
studio di prevalenza, i livelli di LDL ossidati con i livelli circolanti di proteina C

reattiva ¢ TNF alfa, markers di inflammazione. [35]

2.4 La genesi della placca aterosclerotica

Il processo aterosclerotico inizia quando le LDL circolanti penetrano lo strato
endoteliale tramite una sua soluzione di continuo (dovuta ad un microtrauma
oppure a un danno chimico). Qui si trovano in un ambiente chiuso poco
inflammato che perd presenta poca capacita antiossidante. Le cellule circostanti
iniziano la produzione di mediatori infiammatori cosi come anche 1’endotelio che
risulta gia inflammato dal traumatismo meccanico o chimico di base che ha
portato all’accumulo iniziale di LDL. Tutto ci0 richiama le cellule
dell’inflammazione (soprattutto macrofagi) che producono ulteriori sostanze
ossidanti, soprattutto le specie reattive dell’ossigeno, che contribuiscono a

modificare ulteriormente la componente lipidica e proteica delle lipoproteine.
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Queste peraltro sono escluse dal circolo ematico dove invece sono presenti

sostanze antiossidanti.

All’inizio di questo processo le LDL vengono chiamate mo LDL (LDL minimally
ozydized); queste sono riconosciute ancora come lipoproteine normali e
interagiscono con LDL-R dei macrofagi (questo sistema ¢ saturabile e percid
inibibile: a questo ne consegue che i macrofagi non possono infarcirsi di LDL né
di mo LDL). Le mo LDL pero agiscono come DAMPs (damage-associated
molecular patterns) segnalando un danno e, interagendo con i TLR dei macrofagi,

attivano una florida risposta infiammatoria.

I macrofagi iniziano cosi a esprimere iNOS e a produrre in grande quantita di
citochine proinfiammatorie che richiamano altri macrofagi e agiscono come
sostanze ossidanti all’interno dell’ambiente intimale (soprattutto per azione

dell’ossido nitrico e della mieloperossidasi).

L’ambiente cosi fortemente infiammato ossida ulteriormente le proteine e
soprattutto i lipidi presenti nelle LDL: diventano cosi ox LDL (LDL ossidate).
Questo rappresenta un passaggio chiave della cascata patogenetica della malattia
aterosclerotica: le ox LDL, avendo una struttura fortemente anomala, non sono
piu riconosciute dal LDL-R ma da un’altra classe di recettori presenti sui
macrofagi che si chiamano scavenger receptors (SR). Questi recettori possono
essere specifici o aspecifici e legano le sostanze tossiche o di scarto presenti

nell’ambiente extracellulare.

In particolari esistono due principali SR che rendono conto della maggior parte di
uptake di oxLDL da parte dei macrofagi in vitro: SR-A lega i residui di lisina

ossidati sulle Apo B100 mentre CD36 lega i fosfolipidi ossidati.

Nella pratica bioclinica sono stati sviluppati tre anticorpi che permettono il
riconoscimento di epitopi e quindi permettono la quantificazione delle LDL
ossidate tramite test ELISA: di questi quello che verra usato in questo studio ¢ il
mAB-4E6. Si tratta del primo anticorpo sviluppato e di quelli piu utilizzati.

Riconosce 1’epitopo che si genera dalla modificazione dei resdui di lisina delle

29



Apo B100 da parte dell’aldeide. Questo anticorpo riconosce perd solo LDL

ossidate con piu di 60 residui lisinici modificati [35].

Al contrario dei LDL-R, gli scavenger receptors non sono un sistema saturabile e
non vengono inibiti dalla presenza di colesterolo intracellulare quindi continuano
ad accumulare LDL ossidate all’interno nei macrofagi i quali diventano foam cells

(cellule schiumose).

Queste cellule, replete di vacuoli lipidici, sono metabolicamente molto attive e
non fanno altro che rafforzare la cascata di segnalazione rendendo il sito
estremamente inflammato. In questo meccanismo esiste ancora una certa
reversibilitd. Queste cellule infatti possono uscire dalla parete endoteliare e le
LDL ossidate possono essere rilasciate all’interno delle HDL nascenti circolanti
che poi saranno smaltite dal fegato attraverso la bile. Le HDL inoltre grazie al loro
corredo enzimatico svolgono I’azione antiossidante all’interno della placca. Per
questo motivo ¢ importante monitorare nel paziente i valori di HDL anche se non

rappresentano piu un target terapeutico.

Se questo processo non consente una completa reversibilita, le foam cells
continuano ad accumulare LDL ossidate (ricordiamo che gli scavenger receptors
non sono saturabili) fino a che non vanno incontro a morte. Quando muoiono,
queste cellule riversano nell’ambiente subintimale extracellulare i loro contenuti
citosolici (LDL ossidate, altri DAMPs ed enzimi proteolici) che non fanno altro
che accelerare il processo inflammatorio accrescendo la placca e creano un core
necrotico all’interno di essa. Questo processo potra cosi evolvere fino a sfociare in

tre destini differenti:

+ rottura di parete;
+ rottura di placca con conseguente tromboembolismo;

+ crescita della placca fino a stenosi critica del vaso.
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2.5 Diagnosi

La diagnosi clinica di FH si basa su cinque criteri, secondo il Dutch Lipid

Clinic Network Score (DLCNS) [Figura 11]:

- storia familiare (parenti di primo grado con coronaropatia precoce, ossia <
55 anni negli uomini e < 60 anni nelle donne; parenti di primo grado con
colesterolo totale > 310 mg/dl; parenti di primo grado con xantomi
tendinei e/o arco corneale lipidico; bambini < 18 anni con colesterolo

totale > 230 mg/dl);

- storia clinica (CHD precoce, malattia vascolare cerebrale o periferica

precoce);
- esame obiettivo per xantomi e arco corneale lipidico;
- LDL-C molto elevato a misurazioni ripetute;

- presenza di mutazione causativa [36].

Storia familiare

a) Parenti di primo grado con coronaropatia (CHD) prematura (<55 anni negli uomini; <60 anni 1
nelle donne)

b) Parenti di primo grado con colesterolo >8 mmol/L (=310 mg/dL) (o >95° percentile del Paese) 1

c) Parenti di primo grado con xantomi tendinei e/o arco corneale 2

d) Bambini <18 anni con colesterolo >6 mmol/L (=230 mg/dL) (o >95° percentile del Paese) 2

Storia clinica

a) Soggetto con CHD prematura (<55 anni negli uomini; <60 anni nelle donne) 2

b) Soggetto con malattia vascolare cerebrale o periferica prematura (<55 anni negli uomini; 1
<60 anni nelle donne)

Esame fisico

a) Xantoma tendineo 6

b) Arco corneale in un soggetto con <45 anni -

Risultati biochimici (colesterolo LDL) >8,5 mmol/L (>325 mg/dL) 8
6,5-8,4 mmol/L (251-325 mg/dL) 5
5,0-6,4 mmol/L (191-250 mg/dL) 3
4,0-4,9 mmol/L (155-190 mg/dL) 1

Analisi del DNA

a) Mutazione causative nota nei geni 8

Diagnosi “certa” con un punteggio >8 punti. Diagnosi “probabile™ con un punteggio tra 6 e 8 punti. Diagnosi “possibile”
con un punteggio tra 3 e 5 punti. Diagnosi “improbabile” con un punteggio tra 0 e 2 punti.

Figura 11. Ipercolesterolemia familiare eterozigote negli adulti: criteri per la diagnosi del
Dutch Lipid Clinic Network Score. Tratto da Averna et al. [99].

Le cause secondarie di iperlipidemia (ipotiroidismo, sindrome nefrosica, trapianto

renale, colestasi, iatrogena, secondaria a paraproteinemie) devono essere escluse
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mediante rilevazione di enzimi epatici, funzionalita renale, ormoni tiroidei,

glicemia e albuminuria (Figura 12).

CT t oppure 11
LDL-C t oppure 11

v Ipercolesterolemia poligenica

v Iperlipidemia familiare combinata

v Ipotiroidismo
v S. Nefrosica
v Trapianto renale

TG normali v Ipercolesterolemia monogenica* v Colestasi
v Farmaci
CT 111 v Ipercolesterolemia monogenica* v Ipotiroidismo
LDL-C 111 v Ipercolesterolemia poligenica (raro) v S. nefrosica
TG normali v Iperlipidemia familiare combinata (raro) v Paraproteinemie

CT: colesterolo totale; TG: Trigliceridi; LDL-C: LDL-colesterolo; HDL-C: HDL-Colesterolo. Il numero delle frecce € indice
della severita del disturbo metabolico. *Ipercolesterolemia autosomica dominante o recessiva.

Figura 12. Diagnosi differenziale delle dislipidemie. Tratto da Averna et al. [99].

Oltre alla costruzione dell’albero genealogico (Figura 8), devono essere eseguiti

un esame clinico sistematico per rilevare la presenza di xantomi tendinei e

tuberosi e di arco corneale. La valutazione ecografica del tendine di Achille,

quando disponibile, aumenta il tasso di identificazione degli xantomi [37].
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No CHD
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Eta 50 aa
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N

Eta 48 aa
CHD 48 aa
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Eta 47 aa
No CHD
LDL 2,4 mmol/L

Eta15aa
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LDL 6,1 mmol/L

o

Eta 8 aa
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Figura 13. Pedigree di una famiglia con FH. La costruzione di un pedigree come questo ¢
parte di ogni esame di un soggetto o di una famiglia con sospetta FH. I colori rosso e verde
indicano membri della famiglia con o senza FH eterozigote. CHD = malattia coronarica; FH =
Ipercolesterolemia Familiare; LDL = lipoproteine a bassa densita. Tratto da Averna et al. [99].



Nei soggetti affetti da FH, nonostante gli elevati livelli di colesterolo totale siano
>310 mg/dl (>230 mg/dl nei bambini), i livelli di trigliceridi e lipoproteine ad alta
densita (HDL) sono generalmente non alterati. La presenza di ipertrigliceridemia
non esclude la diagnosi di FH; tuttavia, devono essere considerate altre cause di
ipertrigliceridemia e potrebbe essere necessario un trattamento [38]. Allo scopo di
stabilire una diagnosi clinica, viene raccomandato 1’uso dei criteri del Dutch Lipid
Clinic Network Score (DLCNS) (Figura 11). Negli individui con diagnosi certa o
probabile di FH (DCLNS >5) e particolarmente in quelli con xantomi e con
colesterolo plasmatico elevato in aggiunta a storia familiare positiva per CHD ¢
fortemente raccomandato il test genetico. Quando viene identificata una
mutazione causativa in un paziente, dovrebbero essere sottoposti a test genetico

anche 1 suoi familiari di primo grado (Figura 13).

La comprensione delle cause genetiche di questa malattia, cioé mutazioni del
recettore LDL, dell’apolipoproteina B, di PCSK9 e della proteina adattatore del
recettore LDL, ha reso disponibile ’individuazione diretta di tali mutazioni in
molti Paesi. Tale progresso ha portato alla comprensione che un 10-40%, a
seconda dei criteri di riferimento, dei soggetti con una diagnosi clinica non ha una
mutazione causale rilevabile; in questi individui ¢ pertanto possibile una diagnosi

clinica di FH, ma non una diagnosi molecolare (Figura 14) [39, 40].

Diagnosi clinica 1' Paziente: trattare le LDL
senza mutazione J Famiglia: monitorare le LDL e considerare la terapia

Paziente: trattare le LDL
} Famiglia: eseguire i test per la ricerca della mutazione, monitorare le LDL
e considerare la terapia

Diagnosi clinica

4

Paziente: monitorare le LDL e considerare la terapia

Mutazione senza J Famiglia: monitorare le LDL e considerare la terapia

diagnosi clinica

Diagnosi con mutazione

Figura 14. Sovrapposizione della diagnosi clinica e della diagnosi molecolare nella FH
eterozigote. La frazione di individui FH con diagnosi clinica ma senza una mutazione causativa, la
frazione di individui con la mutazione causativa ma senza diagnosi clinica, e la frazione di
individui con diagnosi clinica e mutazioni causativa, variano da Paese a Paese, e sono dipendenti
dai criteri utilizzati per sottoporre i pazienti al test genetico. Questa figura illustra le frazioni di
questi tre differenti scenari in uno studio condotto in Spagna [16], e pertanto non necessariamente
estendibile ad altri Paesi. LDL = lipoproteine a bassa densita. FH = Ipercolesterolemia Familiare.
Tratto da Averna et al. [99].
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Ci possono essere quindi altri geni chiave coinvolti in questa malattia; in
alternativa, questi individui possono avere una condizione poligenica alla base
dell’aumentato livello di LDL, senza il contributo dei geni classici coinvolti nella
patogenesi dell’FH. D’altra parte, lo screening genetico a cascata a partire da
soggetti con FH portatori di una mutazione causativa, ha mostrato che, mentre in
media, i familiari che portano la mutazione causativa hanno livelli di colesterolo
LDL due volte piu elevati rispetto ai familiari non-portatori, una significativa
proporzione di familiari portatori della mutazione ha livelli di LDL inferiori a
quelli considerati “soglia” per la diagnosi di FH. Quindi questi individui hanno

una diagnosi molecolare di FH, ma non una diagnosi clinica (Figura 14) [39, 40].

2.6 Rischio cardiovascolare

Non tutti gli individui con FH, diagnosticati clinicamente o attraverso una
mutazione causativa, sviluppano aterosclerosi e CHD nella stessa misura. Alcuni
sviluppano la malattia in giovane eta, altri in eta piu avanzata, altri possono anche
non sviluppare CHD prima di morire per altre cause. Altri fattori di rischio oltre
all’elevato colesterolo delle LDL concorrono nel determinare I’insorgenza di
CHD (Figura 15) cosi come osservato nei soggetti non FH [41]; pertanto la

valutazione di tali fattori puo aiutare a stimare il rischio di CHD [42].
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Figura 15. Carico cumulativo del colesterolo LDL in individui con o senza FH in funzione
dell’eta, all’inizio della terapia con statine. Per il calcolo del carico cumulativo sono stati
utilizzati 1 seguenti valori medi di colesterolo LDL. Soggetti senza FH: 2,0 mmol/L nel range
di eta 0-15 anni; 2,5 mmol/L nel range di eta 15-24; 3,0 mmol/L nel range di etd 25-34 anni;
3,5 mmol/L nel range di eta 35-44; 3,5mmol/L nel range di eta 45-54 anni. Soggetti con FH
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eterozigote: 4,5 mmol/L in soggetti non in trattamento; 3 mmol/L in soggetti trattati nel range
di eta 10-18 anni; 2,5 mmol/L in soggetti trattati dai 18 anni. Soggetti con FH omozigote: 13
mmol/L. I dati derivano da Starr et al. (22) e da Huijgen et al (23). c-LDL = colesterolo LDL;
c-HDL = colesterolo HDL; CHD = malattia aterosclerotica coronarica. Tratto da Averna et al.
[99].

Il concetto di cumulative burden (carico cumulativo) del colesterolo delle LDL
(Figura 15) puo illustrare I’importanza di un trattamento ipocolesterolemizzante
precoce. Il carico cumulativo di colesterolo LDL di una persona di 55 anni senza
FH ¢ tipicamente 160 mmol, sufficiente a sviluppare CHD (Figura 15) [42,43].
Per un individuo con FH eterozigote, tale carico ¢ raggiunto a 35 anni, se la
malattia non € trattata, a 48 anni se la malattia ¢ trattata dai 18 anni ed a 53 anni se
la malattia ¢ trattata dai 10 anni di etd. Un soggetto con FH omozigote non trattata
raggiungera questo livello all’eta di 12,5 anni (Figura 15). Gli uomini sviluppano
CHD prima delle donne; inoltre, I’ipertensione, il fumo, il diabete e alti livelli di
trigliceridi/bassi livelli di colesterolo HDL [38] sono tutti ulteriori fattori di
rischio ben noti di CHD. Inoltre, la lipoproteina(a), o Lp(a), pud essere
particolarmente elevata in FH eterozigoti o omozigoti clinicamente diagnosticati
[44, 45]. Infatti, ¢ ormai ben dimostrato che elevati livelli di Lp(a) costituiscono
un fattore di rischio con un ruolo causale nella malattia cardiovascolare,
indipendentemente dal livello di colesterolo LDL [46, 47] e studi in soggetti FH
dimostrano che aumentate concentrazioni di Lp(a) rappresentano un importante

fattore di rischio cardiovascolare in questa condizione [48].

Per migliorare la classificazione del rischio, le Linee Guida 2012 di Prevenzione
Cardiovascolare [41] e le Linee Guida 2016 per la Gestione delle Dislipidemie
dell’European Society of Cardiology (ESC) [49] raccomandano le tecniche di
imaging per rilevare I’aterosclerosi asintomatica nei soggetti a rischio intermedio.
In soggetti FH asintomatici o in quelli con una storia familiare poco chiara
dovrebbe essere considerata la valutazione dell’aterosclerosi subclinica. Infatti, la
presenza di malattia aterosclerotica farebbe ridurre I’obiettivo di colesterolo delle
LDL da raggiungere, richiedendo un trattamento farmacologico piu intensivo ed

inoltre potrebbe motivare i pazienti a migliorare I’aderenza alla terapia.
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2.7 Valutazione del danno preclinico

Le tecniche per I’identificazione dell’aterosclerosi subclinica sono, in primo

luogo, I’ecografia carotidea ed il calcium score coronarico; anche I’indice

caviglia-braccio, 1’angiografia coronarica mediante tomografia computerizzata e

I’elettrocardiogramma da sforzo possono essere impiegati in pazienti asintomatici

sulla base delle indicazioni cliniche. Essi sono:

ecocolordoppler dei tronchi sovraortici: permette di valutare sia la
presenza di una placca sia di un semplice ispessimento medio-intimale
(IMT) delle carotidi che rappresenta un indice di danno preclinico. Un
valore di IMT maggiore di 0.9 mm ¢ considerato patologico;

aortic pulse wave velocity: ¢ un ottimo indice della stiffness e si basa sul
principio che la velocita dell’onda sfigmica (la cui velocita media ¢ di 4-10
m/s) dipende principalmente dall’elasticita della parete arteriosa. L’onda di
polso viene misurata con varie metodiche (tonometrica, piezoelettrica,
Doppler, impedenziometrica) in due punti differenti, come ad esempio
all’arteria carotide comune e all’arteria femorale comune. La velocita
viene calcolata come spazio tra i due punti di misurazione diviso il tempo
che impiega 1’onda ad attraversarli [50];

ABI (indice caviglia-braccio), detto anche indice di Winsor: rappresenta
un rapporto tra la pressione sistolica misurata alla caviglia e quella
misurata al braccio. Se questo rapporto ¢ inferiore a 0,8 il test ¢ suggestivo
di arteriopatia obliterante degli arti inferiori mentre se ¢ superiore a 1,2
indica invece indurimento delle pareti arteriose.

TC coronarica diretta a basse dosi con la valutazione del calcium score:

score di Agatston

In ogni caso, in tutti i pazienti con forme di ipercolesterolemia familiare vanno

effettuate: visita cardiologica con ecocordiogramma, ECG a riposo e sotto sforzo,

ecocolordoppler dei TSA e ecocolordoppler degli arti inferiori.
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2.8 Xantoma ed ispessimento del tendine d’Achille

L’ipercolesterolemia familiare porta ad accumulo di colesterolo in tendini
estensori (xantomi) il pit comune dei quali ¢ il tendine d’Achille [51].

Nella forma omozigote della malattia gli accumuli si sviluppano dall’infanzia
mentre nella forma eterozigote iniziano a registrarsi dai 20 anni di eta e la
grandezza dei noduli ¢ direttamente proporzionale al grado di ipercolesterolemia.
Esistono altri condizioni patologiche che predispongono all’insorgenza di xantomi
tendinei tra cui il diabete mellito, alcuni farmaci (come la terapia antiretrovirale),
gammopatiemonoclonari, forme di ipercolesterolemia recessiva,
disbetalipoproteinemia familiare e alcune mutazioni cromosomiche. Gli xantomi
in ogni caso possono comparire anche in pazienti normolipidemici o senza
particolari patologie.

Gli xantomi tendinei istologicamente sono composti da lipidi (33%) e da
collagene (24%). La parte lipidica ¢ costituita da soprattutto da colesterolo libero
(piu della meta), esteri del colesterolo e fosfolipidi presenti all’interno delle
foamcells. La sua composizione riflette molto bene quella di una placca
aterosclerotica [52]. Anche per questo motivo si pensa che i meccanismi
patogenetici alla base del loro sviluppo siano gli stessi. Le LDL presenti negli
xantomi derivano dal plasma e vengono intrappolate nel collagene e nei
glicosamminoglicani dei tendini. A questo livelli vengono ossidate dall’azione dei
macrofagi e dalle altre cellule della matrice e vengono poi fagocitati dando vita
alle foamcells.

La presenza di questi accumuli lipidici intratendinei provoca un aumento dello
spessore del tendine stesso peggiorato dalla presenza dall’edema e
dall’infiammazione che si formano dell’area circostante il nodulo. Questo
interferisce con la normale funzione meccanica del tendine provocando
achillodinia, problemi estetici e raramente rottura del tendine [52].

La valutazione quantitativa del tendine d’Achille ¢ importante perché ¢ stata
dimostrata una relazione tra I’ispessimento tendineo e i livelli di LDL nei pazienti
con ipercolesterolemia [53]. In una metanalisi effettuata su 22 articoli, ¢ stato
messo in luce come i pazienti con FH e xantomi tendinei (intesi sia come noduli
che come ispessimenti tendinei) hanno un rischio cardiovascolare aumentato di

piu di tre volte rispetto ai pazienti con FH ma senza xantomi [54].
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La presenza di xantomi al tendine di Achille ¢ patognomonica di malattia anche se
il 25 % dei pazienti presenta un tendine normale alla palpazione. Per questo
motivo possono essere usate delle metodiche strumentali in caso di sospetto di
malattia.

Innanzitutto gli xantomi possono essere apprezzati ad una palpazione manuale del
tendine anche se questa metodica risulta poco sensibile e molto soggettiva.

Lo spessore del tendine d’Achille pud essere indagato per mezzo di una
radiografia. Il piede viene posto a 90 gradi rispetto alla gamba e i raggi X
attraversano i due malleoli. La diagnosi di ispessimento tendineo ¢ fatta quando il
diametro massimo del tendine ¢ superiore o uguale a 9 mm.

Questa valutazione ¢ possibile anche con 1’utilizzo della sonda ecografica anche
se la metodica non ¢ stata ancora standardizzata [55]. L’ecografia pud mostrare
aree focali anecogene, aree ipoecogene confluenti o un tendine
disomogeneamente ingrandito.

Un tendine sano si presenta all’ecografia come una successione di bande chiare
iperecogene intervallate da bande scure molto nette: questo ¢ dovuto alla struttura
molto organizzata delle fibre di collagene.

Gli xantomi tendinei appaiono invece all’ecografia come noduli iperecogeni

formati da collagene e foamcells.

La struttura e 1’organizzazione del collagene dei tendini ha una correlazione
leggermente negativa rispetto all’indice di massa corporea mentre sembra che
I’'uso delle statine non influisca negativamente sul trofismo tendineo (era stato
messo in luce che 1’esposizione alle statine riducesse il metabolismo del collagene
e aumentasse 1’espressione di alcune metalloproteasi). [56]

Il trattamento degli xantomi puo essere di tipo medico tenendo sotto controllo il
profilo lipidico del paziente oppure di tipo chirurgico con escissione e
ricostruzione del tendine. La chirurgia ¢ perd gravate da recidive e dal fatto di
creare un ambiente infilammato che peggiora il quadro [57].

I farmaci piu adatti in questo caso sono i fibrati, le statine, gli estrogeni e infine
I’aferesi delle LDL nei casi di ipercolesterolemia familiare omozigote. E’ stato

dimostrato che nelle forme eterozigoti una terapia con statine ad alte dosi,
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ezetimibe ed inibitori di PCSK9 riducono lo spessore tendineo del 5% durante un

trattamento di almeno 3 anni.[57]

2.9 Screening a cascata

L’approccio piu conveniente per l’identificazione di nuovi soggetti FH ¢ lo
screening a cascata dei familiari di probandi (casi indice) conosciuti (Figura 13).
Lo screening a cascata ¢ risultato fattibile e accettabile in Europa sia per soggetti
con FH che per i medici in conformita con le raccomandazioni di tutte le recenti
linee guida sulla FH. Perch¢ sia cost-effective, lo screening a cascata dovrebbe
essere sistematico e coordinato a livello centrale da un centro specializzato e
realizzato utilizzando una combinazione di profili dei lipidi plasmatici e test
genetici; tuttavia, se la mutazione non ¢ nota o i test genetici di screening non
sono disponibili, pud essere eseguito utilizzando i soli profili lipidici plasmatici.
L’esecuzione a cascata dei test nelle famiglie con una mutazione causativa nota ¢
stata attuata con grande successo nei Paesi Bassi nel corso degli ultimi 15 anni,
utilizzando operatori qualificati in campo genetico, e ha portato all’individuazione

di circa il 71% degli individui con FH teoricamente previsti nel Paese (Figura 1).

Sebbene esistano diversi gruppi di criteri diagnostici FH, non esiste un consenso
internazionale su quale serie di criteri sia superiore. L'uso di strumenti diagnostici
che si basano sulla presenza di caratteristiche fisiche, CAD precoce e storia
familiare limita l'efficacia diagnostica e 1'obiettivo di identificare tutti i pazienti
con FH perché sebbene questi strumenti abbiano una specificita superiore, hanno
una sensibilita inferiore. La precisione diagnostica ¢ fondamentale; tuttavia, per
identificare meglio e successivamente trattare lo spettro di pazienti con FH
(compresi quelli con una variante o varianti patogenetiche identificabili [genotipo
positivo], quelli senza [fenotipo positivo, genotipo negativo] e coloro che non
sono sottoposti a test genetici), dovrebbero essere utilizzate entrambe le
definizioni  genotipo-positivo e fenotipo-positivo di FH (Figura 16).
L'affermazione scientifica dell'American Heart Association sull'FH presenta una
classificazione clinica di FH focalizzata sull'ipercolesterolemia nel probando (o

caso indice) e la presenza di una storia familiare positiva di ipercolesterolemia o
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CAD precoce (Fenotipico FH), cosi come la presenza di informazioni sulle

mutazioni genetiche (genotipo-positivo FH) [58].

Tutti questi fattori, insieme a una generale mancanza di consapevolezza,
contribuiscono al tasso molto basso di diagnosi formale di FH negli Stati Uniti e
nel mondo [59]. I test genetici aiutano la diagnosi FH identificando quelli con
varianti patogene che non soddisfano i criteri diagnostici basati su livelli lipidici,
caratteristiche cliniche e fisiche e / o storia familiare. Pertanto, una spiegazione
razionale dei test genetici FH ¢ quella di facilitare la diagnosi di FH in coloro che

potrebbero non essere stati altrimenti diagnosticati con FH.

Patient at risk due to family history of FH Patient with FH phenotype
Cascade genetic testing LDLR, APOB, PCSK9 genetic testing
l \ Consider alternative molecular etiologies:

« Polygenic

Positive Negative == . HighLp(a)
« APOE
« As yet undiscovered FH genes
« Autosomal recessive FH (biallelic LDLRAPT

pathogenic variants)

« Phenocopies
« Sitosterolemia (autosomal recessive
pathogenic variants in ABCG5 or

ABCG8)
Genotype + Genotype + Genotype - + Lysosomal acid lipgse deficiency
Phenotype - Phenotype + Phenotype + (autosomal recessive pathogenic

variants in LIPA)

Monitor LDL-C Treat LDL-C Treat LDL-C and/or phenocopy condlt_lon with specific treatment
recommendations

Figura 16. Differenti categorie di pazienti che si sottopongono a test genetico. Gli individui a
rischio a causa della storia familiare cosi come gli individui con un fenotipo FH possono sottoporsi
a test genetici per la ricerca di FH. I risultati di questo test possono risultare in 3 categorie di
individui: 1) genotipo positivo, negativo al fenotipo; 2) genotipo positivo, fenotipo positivo; e 3)
genotipo negativo, fenotipo positivo. In alcuni casi, dovrebbero essere esplorate eziologie
molecolari alternative. Tratto da Sturm et al. ] Am Coll Cardiol. 2018; 72(6): 662-80.

Il test genetico fornisce informazioni prognostiche e la capacita di eseguire
raffinate stratificazioni del rischio. All'interno delle popolazioni di coorte caso-
controllo dell'infarto del miocardio genetico, il rischio di CAD era piu alto nei
portatori varianti patogenetici FH rispetto ai non portatori a qualsiasi valore di

LDL-C [60].

Rispetto ad un gruppo di riferimento con livelli di LDL-C <130 mg / dl e nessuna

variante patogenica, gli individui con livelli di LDL-C > 190 mg / dl e nessuna
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variante patogenetica FH presentavano un rischio 6 volte maggiore per CAD,
mentre quelli con I livelli di LDL-C > 190 mg / dl e una variante patogenica FH
hanno mostrato un rischio aumentato di 22 volte per il CAD. La presenza di una
variante patogenica FH aumenta il rischio CAD> 3 volte allo stesso livello di
LDL-C, presumibilmente correlato a una maggiore esposizione permanente a
livelli elevati di LDL-C. Anche per quelli con livelli di LDL-C <190 mg / dl, e
<130 mg / dl, il rischio CAD ¢ piu alto in quelli con una variante patogenica FH
rispetto a quelli senza.

Risultati simili dal Giappone confermano che la conoscenza dello stato di variante
patogenica dell'FH consente l'identificazione di individui con il piu alto rischio di
CAD fornendo ulteriori informazioni sul rischio oltre a quelle previste dai soli dati
clinici, compresi i livelli di LDL-C [61].

11 tipo specifico di variante patogena e la sua gravita (vale a dire, LDLR-difettoso
vs. recettore-null) ¢ associato al grado di ipercolesterolemia e al rischio di
sviluppo di CAD, incluso il rischio precoce di CAD; le varianti nulle LDLR sono
le varianti di LDLR piu severe [62, 60] mentre le non nulle, nonché le varianti
patogene di APOB e PCSK9, generalmente si presentano con un fenotipo piu
lieve [62]. E stato anche dimostrato che il tipo di variante patogena & un predittore
indipendente del raggiungimento degli obiettivi del trattamento con LDL-C [63].
Inoltre, la gravita dell'aterosclerosi coronarica e carotidea ¢ risultata piu elevata
nei soggetti con FH monogenico rispetto a quelli con un livello di LDL-C elevato
a causa di un'eziologia poligenica [64]. Questi risultati rafforzano I'utilita dei test
genetici nella fornitura di informazioni sul rischio cardiovascolare oltre a quelle
fornite dal solo livello LDL-C.

Inoltre, ¢ stato dimostrato che i test genetici FH hanno un effetto positivo
sull'inizio della terapia ipocolesterolemizzante (LLT), sull'aderenza alla terapia e
sulla riduzione dell'LDL-C [65,66]. Anche nei pazienti con FH che stavano gia
ricevendo LLT, sono stati osservati effetti significativi sui livelli plasmatici di
LDL-C dopo la conferma mediante test genetici [67]. In Norvegia, la percentuale
che riceve LLT ¢ aumentata dal 53% al momento dei test genetici all'89%, con
una riduzione del 21% del colesterolo totale nel siero 6 mesi dopo il test [68].
Pertanto, un'ulteriore motivazione per i test genetici FH ¢ che il rilevamento di

una variante patogenica indica un rischio cardiovascolare piu elevato e la
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necessita di una riduzione piu aggressiva di LDL-C e che un risultato positivo del

test genetico aumenta l'iniziazione e I'aderenza al LLT.

La Societa Italiana per lo Studio dell’Aterosclerosi (SISA) ha proposto nel 2009
di stabilire un protocollo allo scopo di facilitare la diagnosi clinica e genetica delle
dislipidemie, chiamato LIPIGEN (LIpid TrasPort Disorders Italian GEnetic
Network) [69. La rete consiste in circa quaranta centri clinici italiani con una
lunga esperienza nell’identificazione e nella gestione di pazienti con dislipidemie

primarie inclusi pazienti pediatrici e in LDL aferesi (Figura 17).
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Figura 17. Mappa delle sedi dei Centri Clinici Italiani partecipanti al LIPIGEN Network.
Tratto da Averna et al [69].

Lo scopo del LIPIGEN Network ¢ quello di identificare e registrare pazienti con
FH e altre dislipidemie familiari in Italia. La diagnosi clinica di FH ¢ basata sul
Dutch Lipid Clinic Network Score (DLCNS) che indica la probabilita di FH. I
criteri DLCNS permettono di selezionare individui/famiglie con una certa o
probabile diagnosi di FH (DLCNS > 6) nei quali il test genetico molecolare risulta
piu fortemente raccomandato. Dal 2012 al 2016 sono stati inclusi in database i
dati clinici e bioumorali di 3480 soggetti; il 56.1% aveva un DLCNS score > 6, il
23.6% uno score tra 6 e 8 (probabile FH) e il 32.5% uno score > 8 (certa FH). Le

analisi genetiche sono state eseguite nel 97.8% dei soggetti, con un tasso di
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rilevazione delle mutazioni di 92% nei pazienti con DLCNS score > 6; piu del
98% dei pazienti con diagnosi genetica erano portatori di mutazioni a carico del
gene del recettore delle LDL (LDLR), 49 (1.7%) erano veri omozigoti, 46 (1.6%)
eterozigoti composti e 28 (1.0%) doppi eterozigoti [69].

2.10 Trattamento

Sia in “2016 EAS/ESC guidelines for the management of dyslipidaemias™ [49],
sia in “American Heart Association/American College of Cardiology (AHA/ACC)
guidelines on the treatment of blood cholesterol to reduce atherosclerotic CV risk
in adults” [70], ’'importanza di ridurre i livelli di LDL-C per prevenire la CVD
(cardiovascular disease, malattia cardiovascolare) ¢ pesantemente sottolineato.
Viene data particolare importanza ai risultati di studi sistematici che confermano
la relazione tra la riduzione dei livelli di LDL-C dose-dipendente e la riduzione
della CVD; maggiore ¢ la riduzione del LDL-C maggiore ¢ la riduzione del
rischio cardiovascolare [71, 72]. Gli obiettivi di trattamento si basano sui dati di
ampi studi condotti su individui non FH. In questi lavori si ¢ dimostrato che per
ogni riduzione della concentrazione di colesterolo delle LDL pari a 1 mmol/L
(equivalente a circa 40 mg/dl) ¢ associata a una riduzione del 22% della mortalita
cardiovascolare e del 12% della mortalita totale in 5 anni. Le metanalisi hanno
dimostrato che un’ulteriore riduzione del colesterolo delle LDL (fino a 1-2
mmol/L, equivalenti a circa 40-80 mg/dl) con una terapia ipocolesterolemizzante
piu intensiva riduceva l’incidenza di eventi cardiovascolari maggiori (eventi
coronarici maggiori, rivascolarizzazione e ictus ischemico); inoltre hanno
riscontrato che la relazione tra la riduzione assoluta di colesterolo delle LDL e la
riduzione proporzionale del rischio cardiovascolare ¢ coerente confrontando gli
studi con terapia intensiva con statine rispetto a quelli con terapia meno intensiva
e confrontando quelli con terapia standard con statine rispetto ai controlli; ¢
emerso inoltre come questa ulteriore riduzione nel rischio cardiovascolare possa
essere ottenuta in sicurezza anche in soggetti con bassi livelli di colesterolo delle
LDL [73]. Non sono stati stabiliti livelli di colesterolo delle LDL sotto i quali

cessino i benefici e compaiano effetti avversi [49].
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Si raccomandano i seguenti obiettivi di colesterolo LDL nei pazienti FH, in

accordo con le recenti linee guida EAS/ASC [49]:

1. bambini < 3,5 mmol/L (<135 mg/dL);

2. adulti < 2,5 mmol/L (<100 mg/dL);

3. adulti con CHD o diabete <1,8 mmol/L (<70 mg/dL).

Per ragioni etiche, non sono stati condotti trial randomizzati finalizzati a
documentare i benefici della terapia ipolipemizzante specificamente nei soggetti
FH; tuttavia, gli obiettivi di trattamento si basano sui dati di ampi “trials” condotti
su individui non FH [73]. Tutti gli individui con FH al di sotto dei 40 anni
dovrebbero essere considerati a rischio cardiovascolare molto elevato, essendo

stati esposti ad alti livelli di colesterolo LDL sin dalla nascita [74] (Figura 15).

I primi interventi raccomandati per i soggetti con FH e per le loro famiglie
comprendono gli interventi sullo stile di vita [75], inclusi interventi sul fumo,
sulla dieta ¢ sull’attivita fisica. I fumatori devono smettere di fumare; la
raccomandazione rivolta a bambini e giovani adulti di non iniziare a fumare ¢
particolarmente importante. Quando ¢ possibile, si deve favorire I’adozione di una
dieta sana, anche con l’ausilio di un dietista, con il coinvolgimento di tutta la
famiglia; ¢ consigliato tenere una registrazione completa delle abitudini alimentari
e 1 consigli dietetici dovrebbero essere individualizzati. Possono essere presi in
considerazione alimenti funzionali noti per abbassare il colesterolo LDL, come
steroli, stanoli vegetali e riso rosso fermentato, che tuttavia non consentono una
sufficiente riduzione del colesterolo. L’obiettivo principale della consulenza
nutrizionale ¢ quello di evitare il sovrappeso e ridurre la quantita di cibo e
bevande con elevato contenuto di colesterolo, grassi saturi e grassi trans. Deve
essere prescritto un esercizio fisico regolare di tipo aerobico. Negli adulti con FH,
la valutazione della funzione cardiovascolare deve essere effettuata prima di

iniziare a praticare qualsiasi tipo di esercizio fisico impegnativo.

La terapia con farmaci ipolipemizzanti deve essere iniziata immediatamente al
momento della diagnosi negli adulti ed ¢ fortemente raccomandata a 8-10 anni nei

bambini, insieme alle modifiche dello stile di vita.

La priorita per la farmacoterapia dovrebbe essere:
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- Bambini <14 anni:
1. statine
2. ezetimibe
3. resine sequestranti gli acidi biliari
4. terapia di combinazione.

Le statine per i bambini <14 anni dovrebbero essere solo quelle indicate come piu

sicure sulla base delle evidenze dei trials.
- Adulti e adolescenti con eta superiore a 14 anni:
1. statina ad alta efficacia alla massima dose
2. ezetimibe
3. resine sequestranti gli acidi biliari
4. fibrati (se trigliceridi elevati)

5. LDL aferesi negli omozigoti (anche di eta <14 anni) e negli eterozigoti con

CHD resistenti al trattamento

6. nuove terapie.
2.10.1 Statine

Le statine riducono la sintesi del colesterolo nel fegato inibendo in modo
competitivo I’attivita di HMG-CoA (idrossimetilglutaril-coenzima A) reduttasi.
La riduzione della concentrazione intracellulare di colesterolo induce un aumento
dell’espressione dell’LDLR sulla superficie degli epatociti, con un conseguente
aumento dell’uptake di colesterolo delle LDL dal sangue e una riduzione dei
livelli plasmatici di colesterolo delle LDL e delle altre lipoproteine contenenti
apoB, incluse le particelle ricche in trigliceridi. Il grado di riduzione dei livelli di
colesterolo delle LDL ¢ dose-dipendente e varia per le differenti statine (Figura

18) [49].
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Figura 18. Equivalenza terapeutica delle principali statine. ATOR = atorvastatina; FLUVA =
fluvastatina; LOVA =lovastatina;, PRAVA = pravastatina; SIMVA = simvastatina; ROSU =
rosuvastatina; PITA = pitavastatina. Tratto da Catapano et al. [49].

Secondo le linee guida dell’ America Heart Association (ACC/AHA) si distingue
terapia con statine ad alta, media e bassa efficacia in base alla percentuale stimata
di riduzione di colesterolo delle LDL (Figura 19). Si considera terapia ad alta
efficacia, ossia in grado di ottenere una riduzione del colesterolo delle LDL di
almeno il 50%, quella con atorvastatina 40 o 80 mg o rosuvastatina 20 o 40 mg. Si
intende invece terapia a media intensita, cio¢ in grado di ridurre il colesterolo
delle LDL dal 30 al 50%, quella con atorvastatina 10-20 mg, rosuvastatina 5-10
mg, simvastatina 20-40 mg, pravastatina 40-80 mg, lovastatina 40 mg,
fluvastatina 80 mg o pitavastatina 2-4 mg. Si ritiene infine terapia a bassa
efficacia, ovvero in grado di determinare una riduzione di colesterolo delle LDL
inferiore al 30%, quella con simvastatina 10 mg, pravastatina 10-20 mg,
lovastatina 20 mg, fluvastatina 20-40 mg, pitavastatina 1 mg. Sebbene la terapia
con simvastatina 80 mg/die sia stata valutata in studi randomizzati controllati, la
Food and Drug Association non raccomanda I’inizio o la titolazione di tale

dosaggio a causa dell’aumento del rischio di miopatia e rabdomiolisi [76].

46




Terapia con statina

Dose giornaliera

Alta efficacia Media efficacia Bassa efficacia
Atorvastatina 40-80 mg 10-20 mg -
Rosuvastatina 20-40 mg 5-10 mg -
Simvastatina - 20-40 mg 10 mg
Pravastatina - 40-80 mg 10-20 mg
Lovastatina - 40 mg 20 mg
Fluvastatina -- 80 mg 20-40 mg
Pitavastatina - 2-4 mg I mg

Figura 19. Suddivisione della terapia con statine in base ad alta, media e bassa efficacia. Adattato
da Stone et al.[76].

C’¢ inoltre una quota considerevole di variabilita individuale nel grado di
riduzione dei livelli di LDL-C con la stessa dose di farmaco [77]. Una scarsa
risposta al trattamento con statine negli studi clinici ¢ in alcuni casi dovuta a
scarsa compliance terapeutica, ma pud essere spiegata anche da un background
genetico che generi mutazioni nell’ambito di geni implicati nel metabolismo del

colesterolo, nell’assorbimento delle statine e nel metabolismo epatico [78,79].

Molti studi su larga scala hanno dimostrato che le statine riducono la mortalita e la
morbiditd cardiovascolare sia in prevenzione primaria che secondaria,
indipendentemente da eta e sesso [71,72, 80]. Oltre alla riduzione dei livelli di
colesterolo delle LDL che il principale effetto delle statine, sono stati suggeriti
altri effetti importanti di questi farmaci, i cosiddetti effetti pleiotropici, tra i quali
I’effetto antinfilammatorio e antiossidante [81, 82]. Tali effetti sono stati
dimostrati in studi in vivo e in vitro ma la loro rilevanza clinica rimane

controversa [83].

Effetti collaterali della terapia con statine.
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I sintomi muscolari sono 1’effetto avverso piu comune e clinicamente rilevante
della terapia con statine. La forma di miopatia indotta da statine piu severa ¢ la
rabdomiolisi, caratterizzata da forte dolore muscolare, necrosi muscolare ¢
mioglobinuria, ¢ pud potenzialmente condurre a insufficienza renale e morte.
Nella rabdomiolisi i livelli plasmatici di CPK aumentano a partire da un minimo
di 10 volte, ma spesso anche oltre le 40 volte rispetto ai valori normali [84]. La
frequenza dei casi di rabdomiolisi ¢ stimata intorno a 1 — 3 casi/100.000 pazienti
all’anno [85]. Una forma piu comune di effetto avverso muscolare ¢ la mialgia in
assenza di aumento di CPK o perdita funzionale maggiore. L’attuale frequenza di
tale effetto avverso ¢ tuttavia spesso non chiaro e varia in differenti riferimenti
bibliografici. Nelle meta-analisi di trials randomizzati controllati, non si ¢
dimostrata un aumento della frequenza nei gruppi trattati con statine [86,87]. La
diagnosi ¢ basata sull’osservazione clinica e quando i sintomi scompaiono alla
sospensione della terapia con statine, ricomparendo alla ripresa della terapia
stessa. In pazienti con elevato rischio per CHD, ¢ essenziale confermare la

diagnosi prima di lasciare i pazienti senza il beneficio del trattamento con statine.

Danno epatocellulare. 1 attivita plasmatica dell’ALT ¢ comunemente usata per
dimostrare il danno epatocellulare. Un lieve aumento dell’ALT si verifica nel 0.5
— 2% dei pazienti in trattamento con statine, soprattutto nelle statine a maggiore
efficacia e ad alto dosaggio. La comune definizione di aumento di ALT
clinicamente rilevante ¢ pari ad almeno 3 volte oltre i livelli normali in due
occasioni. Un lieve aumento di ALT non ¢ associato a reale epatotossicita o
alterazione nella funzionalita epatica. La progressione a insufficienza epatica ¢
eccezionalmente rara, percio il monitoraggio di routine dei valori plasmatici di
ALT in corso di terapia con statine non ¢ piu raccomandato [88]. I pazienti con
aumento dei valori di ALT dovuto a steatosi epatica sono stati studiati durante
terapia con statine e non c’¢ indicazione sul fatto che tale trattamento causi un

peggioramento della funzionalita epatica [89-91].

Si ¢ dimostrato che pazienti in terapia con statine possano presentare un aumento
del rischio di sviluppo di diabete mellito tipo 2; tale rischio ¢ tuttavia maggiore
nel caso di utilizzo di statine ad alto dosaggio [92], e il rischio di diabete ¢
maggiore in pazienti piu anziani e in presenza di altri fattori di rischio per diabete

come sovrappeso o insulino-resistenza [93].
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L’effetto delle statine sulla funzionalita renale ¢ ancora dibattuto. E’ stato
riportato un aumento della frequenza di proteinuria, ma ¢ stato osservato per tutte
le statine, ma soprattutto per la rosuvastatina, probabilmente perché legato agli alti
dosaggi (80 mg). La proteinuria indotta dalle statine ¢ di origine tubulare e si
suppone sia dovuta a un ridotto riassorbimento tubulare e non a una disfunzione
glomerulare [94]. Nei trials clinici la frequenza di proteinuria ¢ in generale bassa e

in molti casi non maggiore rispetto al placebo [95].

La terapia appropriata per pazienti con dislipidemia familiare pud essere
atorvastatina 40 o 80 mg oppure rosuvastatina 20 o 40 mg; simvastatina 80 mg
non deve essere usata, poiché questa dose ¢ stata associata ad elevato rischio di
miosite e rabdomiolisi. Le statine sono farmaci di prima scelta a causa delle
numerose e consistenti evidenze di riduzione statine-mediata degli eventi
cardiovascolari maggiori [73, 96-98]. L’introduzione delle statine ha anche ridotto
gli eventi coronarici in soggetti con FH tanto che il trattamento prima
dell’insorgenza di CHD porta ad una sopravvivenza libera da CHD simile a quelli

della popolazione generale (Figura 20).

Soppravvivenza cumulativa
libera da evento (%) nella FH

100+
80+ e
In trattamento
60- con statine
404
Non in trattamento
204 con statine
0 T T | T |
0 5 10

Follow-up (anni)

Figura 20. Stima cumulativa di sopravvivenza libera da malattia coronarica (tramite curva di
Kaplan-Meier) negli individui con FH in base al trattamento con statine (p<0,001 per la
differenza). Basato su 413 e 1537 soggetti olandesi con FH eterozigote con o senza trattamento
con statine. Adattato da Versmissen et al. [3] Tratto da Averna et al. [99].

Tuttavia, meno di un soggetto con FH su 20 raggiunge 1’obiettivo raccomandato
di colesterolo LDL. Pertanto, dato che la maggior parte dei soggetti FH ha
bisogno di ridurre il colesterolo LDL di almeno il 50%, molti soggetti FH
ricevono dosi di statine basse o intermedie, insufficienti per conseguire gli

obiettivi di livelli ottimali di LDL, molti medici non titolano la dose di farmaco
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nonostante risultati subottimali, si consiglia di iniziare la terapia farmacologica in

adulti con FH con la dose massima di una statina ad alta efficacia.

La valutazione clinica di efficacia e sicurezza ¢ consigliabile dopo 4-6 settimane

dall’inizio del trattamento [99].

2.10.2 Ezetimibe

Nonostante 1’utilizzo delle piu alte dosi di statine ad alta efficacia, molti soggetti
con FH non raggiungeranno ’obiettivo terapeutico in termini di colesterolo delle
LDL con la sola monoterapia. In questa situazione ¢ raccomandata la
cosomministrazione di un inibitore di assorbimento del colesterolo, come
ezetimibe. Questa combinazione di farmaci riduce il colesterolo LDL fino a circa

60-70%.

L’ezetimibe ¢ il primo farmaco ipolipemizzante che inibisce 1’assorbimento
intestinale del colesterolo alimentare e biliare senza influire nell’assorbimento di
altri nutrienti liposolubili. Inibendo 1’assorbimento del colesterolo a livello
dell’orletto a spazzola dell’intestino, 1’ezetimibe riduce la quota di colesterolo
distribuita al fegato, e di conseguenza il fegato risponde riducendo I’espressione
di LDLR, provocando un aumento della clearance del colesterolo delle LDL dal

circolo [49].

2.10.3 Resine sequestranti acidi biliari.

Gli acidi biliari sono sintetizzati nel fegato a partire dal colesterolo e vengono
rilasciati a livello del lume intestinale, ma una quota importante ritorna al fegato
tramite 1’assorbimento nell’ileo terminale. I farmaci sequestranti acidi biliari non
sono assorbiti o alterati dagli enzimi digestivi, per cui il loro effetto benefico ¢
indiretto: legando gli acidi biliari, 1 farmaci prevengono la loro entrata in circolo.
La riduzione della quota di acidi biliari che ritorna al fegato induce una
stimolazione dell’enzima responsabile della sintesi di acidi biliari a partire dal

colesterolo (CYP7A1), e cio si traduce in un aumento compensatorio dell’attivita
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del LDLR, che potenzia quindi I’assorbimento di LDL-C dal circolo, riducendo i

suoi livelli plasmatici [49].

Per 1 soggetti a rischio molto elevato con CHD nota o diabete di tipo 2 e con
colesterolo LDL al di sopra di 1,8 mmol/L (70 mg/dL), ¢ consigliata 1’aggiunta di
una resina sequestrante gli acidi biliari (colestiramina, colestipolo o colesevelam)

quando si rende necessario un terzo farmaco [99].

Gli effetti avversi gastrointestinali (soprattutto flatulenza, costipazione, dispepsia
€ nausea) sono spesso presenti con questi farmaci, anche per bassi dosaggi, e cid

ha limitato il loro utilizzo nella pratica clinica [49].

2.10.4 LDL-aferesi.

In individui con FH ad altissimo rischio cardiovascolare e/o con CHD, e con
elevati livelli di colesterolo LDL nonostante la terapia, o con intolleranza alle
statine, deve essere considerato il trattamento aggiuntivo con LDL-aferesi.
L’aferesi settimanale o bi-settimanale riduce il colesterolo LDL del 50-70% e ha
benefici clinici in soggetti con FH grave [100]. Le soglie per l’inizio della

procedura di aferesi variano da Paese a Paese.
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2.10.5 I nuovi farmaci ipolipemizzanti

Lo studio PURE [101] condotto in diversi continenti, con differenti condizioni
socio-economiche, ha dimostrato che I’impiego di statine ¢ largamente
sottoutilizzato nei pazienti in prevenzione secondaria, anche nei paesi ad elevato
sviluppo economico raggiunge solo il 71%. I dati europei forniti dall’ultimo
registro EUROASPIRE III [102] indicano un sostanziale miglioramento della
prescrizione di statine in prevenzione secondaria rispetto alla precedente
rilevazione, anche se la maggioranza dei pazienti rimane con livelli di colesterolo
delle LDL >70 mg/dl. Un recente studio italiano [103] condotto su tutta la
penisola in circa 900 pazienti con precedenti eventi ischemici cardiovascolari,
valutati ad una mediana di 17 mesi dall’evento indice, ha riportato che il 91% di
essi continua ad assumere statine, confermando i1 dati della coorte italiana
del’EUROASPIRE, ma solo il 37% dei pazienti non diabetici ed il 44% dei
pazienti diabetici raggiunge livelli di colesterolo delle LDL <70 mg/dl. I motivi
del mancato raggiungimento dei target sono molteplici e riguardano aspetti
differenti, che vanno dalla sospensione del farmaco al non corretto impiego delle
statine attualmente disponibili [104-106]. Da questi dati emerge la necessita di
terapie diverse da quella statinica che, con meccanismi d’azione differenti,
possano contribuire a portare agli obiettivi raccomandati i pazienti ad elevato
rischio cardiovascolare. I farmaci attualmente in sviluppo hanno caratteristiche
farmacodinamiche completamente differenti dagli inibitori della 3-idrossi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reduttasi e sono rappresentati dagli
oligonucleotidi  diretti al blocco della trascrizione del’mRNA per
I’apolipoproteina B (ApoB, mipomersen), dagli inibitori delle proteine
microsomiali che trasferiscono i trigliceridi e intervengono nella formazione
dell’ApoB a livello epatico ed intestinale (lomitapide) e dagli inibitori di PCSK9.
Di questi, il mipomersen non ¢ stato approvato per 1’'uso in Europa, la lomitapide
¢ stata sviluppata ed ¢ approvata solo per il trattamento dell’ipercolesterolemia
familiare omozigote, mentre gli anticorpi monoclonali inibitori di PCSK9
rappresentano i farmaci di maggiore interesse in fase di sviluppo clinico avanzato

per il trattamento dei pazienti ad alto rischio [107].
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La scoperta di PCSK9

La scoperta e la validazione del ruolo di PCSK9 nel metabolismo lipidico e il
conseguente sviluppo della terapia con anticorpi monoclonali rappresenta uno dei

piu importanti esempi di medicina transazionale dell’ultimo decennio (Figura 21).
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Figura 21. PCSK9: rapida progressione dalla scoperta al trattamento. ADH=autosomal dominant
hypercholesterolemia; CHD=coronary heart disease; FH=familial hypercholesterolemia;
GOF=gain of function; KO=knockout; LDL-C=low-density lipoprotein cholesterol; LDLr=low-
density lipoprotein receptor; LOF=loss of function; mAb= monoclonal antibody.

Questo rapido sviluppo inizid in Francia nel 2003, quando Abifadel e colleghi
studiarono una famiglia che sembrava avere tutti gli aspetti fenotipici dell’FH,
risultando perd negativa alla ricerca di mutazioni note per il recettore delle LDL
(LDLR) o per apolipoproteina B (APOB). Vennero dunque identificate due
mutazioni missenso che aumentavano I’attivita di PCSK9, una proteina all’epoca
solo recentemente scoperta e inizialmente chiamata NARC-1 [24]. La mutazione
“gain of function” determinava una sostituzione amminoacidica (S127R e F216L)
senza determinare modificazioni nel gene di LDLR o APOB, ma inducendo un
fenotipo clinico tipico dell’ipercolesterolemia autosomica dominante. Maxwell &
Breslow negli Stati Uniti studiarono poi topi transgenici con overespressione di
PCSK9 e riportarono che in tali casi la funzione di LDLR era inibita,
determinando elevati livelli plasmatici di colesterolo LDL [108]. Ancora perd non
era noto il motivo per cui PCSK9 riducesse 1’attivita di LDLR. Poco dopo Rashid
e co. mostrarono con topi knock-out che se la produzione di PCSK9 veniva
eliminata, 1’attivita di LDLR veniva sostanzialmente potenziata e si riducevano i
livelli plasmatici di colesterolo LDL [109]. Queste osservazioni nei modelli
animali portarono allo sviluppo di successivi studi umani, e nel 2006 Cohen et al.
[110] pubblicarono dati provenienti da un largo studio longitudinale

epidemiologico in ambito cardiovascolare, nel quale si esaminarono famiglie con
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bassi livelli plasmatici di colesterolo LDL e si trovarono mutazioni in PCSK9
“loss-of-function”. Non era ancora evidente pero il meccanismo mediante il quale
PCSK9 determinasse una riduzione dell’attivita del’LDLR. Questo venne
elucidato nel 2006, quando Lagace et al. [111] dimostrarono che PCSK9
plasmatica legando LDLR determinava la sua internalizzazione e conseguente
degradazione, prevenendo il suo riciclo e riducendone quindi I’espressione sulla
membrana cellulare. Tale informazione fu fondamentale per stimolare la ricerca di
possibili metodi per inibire PCSK9. Entro un anno furono sviluppati anticorpi
monoclonali che dimostrarono sia in topi sia in primati non umani di essere
efficaci nel legame con PCSK9, prevenendo il legame con LDLR e riducendo di
conseguenza i livelli plasmatici di colesterolo delle LDL [112]. Nel 2009 venne
prodotto un anticorpo monoclonale antiPCSK9 completamente umanizzato e fu
per la prima volta somministrato a un umano. Il vantaggio dell’anticorpo
monoclonale completamente umanizzato ¢ che, a differenza di quello umanizzato
e chimerico, non contiene alcuna componente proteica murina, ed evita quindi la
maggior parte delle reazioni locali legate a questa prima generazione di anticorpi.
All’inizio del 2012 fu pubblicato il primo lavoro che dimostrava come dosi
singole e multiple di anticorpi monoclonali anti-PCSK9 portassero ad una

riduzione drammatica dei livelli di colesterolo LDL [113].
Ruolo di PCSK9

PCSKO9 ¢ primariamente sintetizzata nel piccolo intestino e nel fegato [114]. Dopo
una scissione autocatalitica intracellulare del suo prodominio, la PCSK9 matura ¢
secreta dalle cellule epatiche [115]. Studi animali hanno dimostrato che il legame
tra PCSK9 e LDLR induce la degradazione lisosomiale del recettore stesso,
suggerendo un meccanismo mediante il quale PCSK9 potesse influire sul
metabolismo del colesterolo [116]. In assenza di PCSK9, LDLR epatico ¢
riportato sulla membrana plasmatica dopo aver distribuito il colesterolo al
lisosoma per la degradazione. Il legame di PCSK9 previene che il LDLR venga
riportato sulla membrana plasmatica e ne induce invece la degradazione [117]

(Figura 22).
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Figura 22. Meccanismo d’azione di PCSK9 nel modulare I’espressione di LDLR sulla membrana
plasmatica degli epatociti.

L’espressione di PCSK9 e di LDLR ¢ in entrambi 1 casi primariamente regolata
dai livelli intracellulari di colesterolo tramite SREBP-2 (transcription factor
sterol-responsive element binding protein-2). Di conseguenza, riducendo i livelli
intracellulari epatici di colesterolo, I’effetto benefico delle statine sull’espressione
del LDLR ¢ parzialmente contrastata dall’aumentata espressione di PCSKO.
Infatti, diversi studi hanno dimostrato una relazione positiva tra il trattamento con
statine e i livelli circolanti di PCSK9 [118]. L’inibizione di PCSK9 potrebbe

dunque potenzialmente esercitare un effetto sinergico con le statine.
Inibitori di PCSK9: meccanismo d’azione

Gli inibitori di PCSK?9 interferiscono con il ricircolo di LDLR aumentando la loro
espressione sulla superficie cellulare degli epatociti con conseguente riduzione dei
livelli circolanti di colesterolo delle LDL. In condizioni fisiologiche il LDLR
presenta nella sua conformazione un dominio per I’APOB che consente il legame
con il colesterolo delle LDL e I’internalizzazione del complesso LDL/LDLR il
quale viene inglobato in una vescicola rivestita da clatrina che viene ad essere
dissociata all’interno degli endosomi per la presenza di un ambiente acido
[119,120]. La dissociazione lascia libero il LDLR di tornare sulla superficie

cellulare con un meccanismo di ricircolo, mentre il colesterolo delle LDL libero
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viene trasportato ai lisosomi dove viene degradato a lipidi ed aminoacidi [119].
Gli anticorpi monoclonali contro PCSK9 determinano una maggiore espressione
genica a livello epatico del’LDLR, con conseguente pronunciato -effetto

ipocolesterolemizzante che deriva da un aumento dei processi di internalizzazione

delle LDL (Figura 24).
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Figura 24. Impatto dell’Anticorpo contro PCSK9 sull’Espressione del Recettore delle LDL.
PCSK9 mAb = anticorpo monoclonale anti-PCSK9.

Nello studio ARIC [121], una popolazione di soggetti afroamericani portatori di
una mutazione con perdita di funzione di PCSK9 tale da ridurre di circa 1 mmol/l
i livelli di colesterolo delle LDL rispetto ai soggetti con variante genetica

normale, ha dimostrato una riduzione degli eventi cardiovascolari maggiori tra i

40 e 1 55 anni del 90%.

Evolocumab e Alirocumab

Numerosi anticorpi monoclonali inibitori di PCSK9 sono in fase di sviluppo, ma
attualmente i dati principali provengono dagli studi su due di essi, che sono
anticorpi monoclonali di derivazione completamente umana, evolocumab e

alirocumab, entrambi attualmente in commercio.

Il recente Studio Clinico Randomizzato LAPLACE-2 (LDL-C Assessment with
PCSK-9 Monoclonal Antibody Inhibition Combined With Statin Therapy) [122] ¢

stato disegnato per valutare efficacia e sicurezza di evolocumab rispetto a placebo
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o ezetimibe, la piu comune terapia prescritta tolte le statine, in pazienti
randomizzati a terapia con statine a media o alta efficacia, osservati per un
periodo di 12 settimane. In confronto al placebo, con evolocumab, sempre in
aggiunta a terapia con statine a media o alta efficacia, si ¢ riscontrata una
riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL del 66-75% se somministrato ogni 2
settimane e del 63-75% se somministrato una volta al mese. La riduzione di
colesterolo delle LDL, aggiuntiva rispetto a quella ottenuta con statine a media e
alta efficacia, ottenuta con evolocumab (140 mg ogni 2 settimane o 420 mg
sottocute una volta al mese) ¢ risultata fino al 66%, significativamente superiore
rispetto a quella ottenuta con ezetimibe 10 mg, che ha dimostrato invece una
riduzione ulteriore fino al 24%. Con 1’aggiunta di evolocumab la maggior parte
dei pazienti (86-94%) ha ottenuto dei livelli di colesterolo delle LDL inferiori a 70
mg/dl tra la 10° e la 12° settimana e alla 12° settimana. Al contrario, nel braccio
di terapia con statine a media e alta efficacia ed ezetimibe la percentuale di
soggetti che ha raggiunto livelli di colesterolo delle LDL inferiori a 70 mg/dl tra la

10° e la 12° settimana e alla 12° settimana era pari al 17-62% (Figura 25).

Evolocumab Q2W & QM: 63 to 75% reductions in LDL-C versus placebo
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Figura 25. LAPLACE-2: la risposta in termini di livelli di LDL-C tra la 10° e la 12° settimana nei
vari bracci di trattamento.

Inoltre evolocumab ¢& stato ben tollerato, con un tasso di eventi avversi

paragonabile a quelli evidenziati con placebo ed ezetimibe per il periodo di
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trattamento di 12 settimane. Eventi avversi si sono verificati nel 36% dei pazienti
trattati con evolocumab e nel 39% dei pazienti trattati con placebo (Figura 26).
Sintomi muscoloscheletrici o cefalea si sono dimostrati come gli eventi avversi
piu comuni (Figura 26). Gli eventi avversi che hanno determinato 1’interruzione
dello studio sono stati rispettivamente 1’1.9% nel gruppo in terapia con
evolocumab, 1’1.8% nel gruppo ezetimibe, e il 2.2% nel gruppo placebo. Eventi
avversi seri sono stati riportati nel 2.1% dei pazienti trattati con evolocumab, nel
0.9% dei pazienti trattati con ezetimibe e nel 2.3% dei pazienti trattati con placebo
(Figura 26). L’aumento dei livelli di ALT oltre le 3 volte rispetto alla norma sono
stati non comuni, ¢ I’aumento dei livelli di CPK oltre le 5 volte rispetto alla norma
sono stati rari tra i vari gruppi di trattamento. Durante le 12 settimane di
trattamento, si sono verificati eventi cardiovascolari significativi nel 0.4% dei
pazienti trattati con evolocumab, 0.9% dei pazienti trattati con ezetimibe e 0.4%
dei pazienti trattati con placebo. Disturbi neurocognitivi sono stati riportati in 1
paziente trattato con evoloumab (0.1%), 3 pazienti trattati con ezetimibe (1.4%) e
nessun paziente trattato con placebo. Reazioni sul sito di iniezione sono state
riportate nel 1.3% dei pazienti trattati con evolocumab, nel 0.9% dei pazienti
trattati con ezetimibe, e nel 1.4% dei pazienti trattati con placebo. Prima della
somministrazione del farmaco, erano stati rilevati anticorpi leganti (binding
antibodies) in 3 pazienti poi trattati con evolocumab, e di questi 1 solo ne ha

rilevati al termine del protocollo (Figura 26).

Any Statin + Atorvastatin + Any Statin +
Placebo Ezetimibe Evolocumab

n (%) (N =558) (N =221) (N =1117)
Treatment-emergent AEs 219 (39) | 89 (40) 406 (36)
Most common AEs?2

Back pain 14 (3) 7(3) 20 (2)

Arthralgia 9(2) 4(2) 19 (2)

Headache 15 (3) 5(2) 19 (2)

Muscle spasms 6 (1) 6 (3) 17 (2)

Pain in extremity 701) 3(1) 17 (2)
Serious AEs 13 (2) | 2(1) 23 (2)
AEs leading to study drug discontinuation 12 (2) 4 (2) 21 (2)
Positively adjudicated CV events 2(0.4) | 2(0.9) 5(0.4)
CK>5x ULN 2(0.4) 0(0) 1(0.1)
ALT or AST > 3 x ULN 6(1) | 3 (1) 4 (0.4)
Potential injection site reactions® 8 (1) 2(1) 15 (1)
Neurocognitive AEs¢

Disturbance in attention 0 (0) 1(0.5) 0 (0)

Cognitive disorder 0 (0) 1(0.5) 0 (0)

Disorientation 0 (0) 1(0.5) 1(0.1)
Post-baseline binding antibodies NA NA 1(0.1)d

Figura 26. LAPLACE-2: sicurezza e tollerabilita.
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Lo studio inoltre si poneva come obiettivo quello di rispondere alla questione in
merito alla sicurezza nell’esposizione a livelli di colesterolo delle LDL molto
bassi. Tra i pazienti dello Studio LAPLACE-2 in terapia con evolocumab dal 18%
al 25% dei pazienti in terapia basale con statine a media efficacia e il 42% dei
pazienti in terapia basale con statine ad alta efficacia hanno raggiunto livelli di
colesterolo delle LDL inferiori a 25 mg/dl in almeno due misurazioni consecutive.
Uno studio aperto a lungo termine ha dimostrato che evolocumab in aggiunta a
terapia basale con atorvastatina era sicuro ed efficace; in questo trial si sono
osservati tassi di eventi avversi simili tra pazienti con LDL-C inferiori a 25 mg/dl

e pazienti con LDL-C inferiori a 50 mg/dl o 50 mg/dl o superiori [122].

Lo studio MENDEL-2 includeva 625 pazienti con FH che non avevano ricevuto
terapia ipolipemizzante fino ai 3 mesi precedenti I’arruolamento, randomizzati nei
seguenti gruppi: ezetimibe e placebo sottocutaneo, placebo orale ed evolocumab
140 mg ogni 2 settimane, placebo orale ed evolocumab 420 mg una volta al mese,
placebo orale e placebo sottocutaneo. Dopo 12 settimane di trattamento, si €
dimostrato come evolocumab determini una riduzione dei livelli di colesterolo
delle LDL rispettivamente del 57% e del 55% a seconda della dose ogni 2
settimane o una volta al mese. Inoltre, evolocumab induceva effetti benefici anche
sui livelli di altre lipoproteine, in particolare con una riduzione dei livelli di Lp(a)
rispettivamente del 20% e del 18% % a seconda della dose ogni 2 settimane o una
volta al mese. L’incidenza di eventi avversi non era differente nei vari gruppi di
trattamento, a sostegno del fatto che evolocumab sia considerato sicuro e ben

tollerato [123].

Nello studio GAUSS-2 erano inclusi 307 pazienti ipercolesterolemici che non
tolleravano una dose adeguata di almeno due statine, randomizzati a terapia con
evolocumab 140 mg ogni 2 settimane, 420 mg una volta al mese, o placebo
sottocutaneo oltre a terapia con ezetimibe. Dopo un trattamento di 12 settimane, si
¢ osservata una riduzione media dei livelli di colesterolo delle LDL pari a 38%
rispetto a ezetimibe, che corrispondeva a una riduzione rispettivamente del 56% e
del 53% rispetto ai livelli di base, a seconda della dose 140 mg ogni 2 settimane o
420 mg una volta al mese. Si ¢ osservata inoltre una riduzione dei livelli di Lp(a)

pari rispettivamente al 25% e al 28% rispetto a ezetimibe. Nel complesso,
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evolocumab ¢ stato ben tollerato nel 96% dei soggetti e la percentuale di eventi

avversi era simile nei vari gruppi [124].

Lo studio Descartes aveva lo scopo di valutare efficacia a lungo termine e
sicurezza di evolocumab in un gruppo di 905 soggetti dislipidemici, ossia con
livelli di colesterolo delle LDL > 75 mg/dl e trigliceridemia a digiuno < 400 mg/dl
nonostante terapia ipolipemizzante (solo dieta, dieta e atorvastatina 10 mg,
atorvastatina 80 mg o atorvastatina 80 mg ed ezetimibe), randomizzati a
evolocumab 420 mg una volta al mese o placebo, osservati per 52 settimane, in
corso di proseguimento della terapia ipolipemizzante di base. In tale studio
evolocumab induceva una riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL del 57%
rispetto ai livelli di base dopo 52 settimane di trattamento, simili ai livelli
osservati dopo 12 settimane. Evolocumab inoltre determinava un miglioramento
complessivo del profilo lipidico, inclusi i livelli di Lp(a). Inoltre, nonostante la
percentuale di pazienti con riferiti eventi avversi seri sia superiore nei pazienti
trattati con evolocumab, non ¢’¢ alcuna suggestione sul fatto che tali eventi siano

correlati al trattamento [125].

Lo studio RUTHERFORD-2, uno studio randomizzato, in doppio cieco, arruolava
331 pazienti affetti da FH eterozigote che non raggiungevano 1 obiettivo
terapeutico di colesterolo delle LDL con terapia con statine e 1’aggiunta o meno di
altri farmaci ipolipemizzanti. I soggetti venivano randomizzati a evolocumab 140
mg ogni due settimane, 420 mg una volta al mese, o placebo e osservati per un
periodo di trattamento di 12 settimane. Al termine dello studio, la riduzione dei
livelli di colesterolo delle LDL in terapia con evolocumab rispetto al placebo era
rispettivamente pari al 59% e al 61% a seconda della dose ogni 2 settimane o una
volta al mese. L’incidenza di eventi avversi era paragonabile nel gruppo in terapia
con evolocumab e in quello con placebo, per cui evolocumab era considerato
come ben tollerato. I pit comuni effetti avversi in entrambi i gruppi erano
nasofaringiti (9% dei pazienti in evolocumab e 5% dei pazienti in placebo) e
sintomi muscolari (5% dei pazienti in evolocumab e 1% dei pazienti in placebo)

[126].

Nello studio TESLA B venivano inclusi 50 pazienti affetti da FH omozigote con

eta superiore a 12 anni, in corso di terapia intensiva con statine ma non in LDL-
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aferesi, con una media di livelli di colesterolo delle LDL pari a 350 mg/dl. Questi
soggetti sono stati randomizzati a trattamento con evolocumab 420 mg una volta
al mese o placebo, per un periodo di 12 settimane. Rispetto al gruppo in placebo, i
soggetti in terapia con evolocumab hanno mostrato una riduzione dei livelli di
colesterolo delle LDL pari al 31%. Non sono stati riportati eventi avversi gravi e
nessun paziente ha sospeso la terapia con evolocumab in seguito alla comparsa di

eventi avversi [127].

Nel complesso, questi sei studi in fase III hanno riportato dati di efficacia di
evolocumab in termini di riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL in un totale
di 4275 pazienti. In particolare in tutti i trials si ¢ osservata, in seguito
all’introduzione di trattamento con evolocumab di almeno 12 settimane, una
riduzione significativa dei livelli di colesterolo delle LDL in popolazioni differenti

con differente terapia ipolipemizzante di base [128].

Per quanto riguarda alirocumab, lo studio ODYSSEY ha reclutato 735 pazienti
affetti da FH eterozigote (distinti in FH I, reclutati in 89 centri tra Nord America,
Europa e Sud Africa, e FH II, ritrovati in 26 centri in Europa) e inadeguato
controllo dei livelli di colesterolo delle LDL in corso di terapia ipolipemizzante
massimale tollerata (rosuvastatina 20-40 mg, atorvastatina 40-80 mg, o
simvastatina 80 mg con o senza altre terapie ipolipemizzanti; dosaggi inferiori
erano accettati qualora giustificati per esempio da intolleranza a statine). Tali
soggetti sono stati randomizzati a trattamento con alirocumab 75 mg o placebo
ogni 2 settimane e osservati per un periodo di 78 settimane. Alla 12° settimana la
dose di alirocumab poteva essere potenziata a 150 mg, qualora i livelli di
colesterolo delle LDL rilevati all’8° settimana fossero > 70 mg/dl. In tale studio si
dimostrava come i livelli medi di colesterolo delle LDL, nel gruppo randomizzato
ad alirocumab FH I, si riducessero da 144.7 mg/dl come livelli di base fino a 71.3
mg/dl alla 24° settimana, corrispondenti a una riduzione percentuale pari al 57.9%
rispetto al placebo. Nei pazienti randomizzati ad alirocumab FH II si osservava
una riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL da 134.6 mg/dl fino a 67.7
mg/dl, corrispondente a una riduzione in percentuale pari al 51.4% rispetto al
placebo). Tali livelli venivano mantenuti fino alla 78° settimana. Livelli di
colesterolo delle LDL inferiori a 1.8 mmol/L (circa 70 mg/dl), indipendentemente

dal rischio cardiovascolare, venivano raggiunti alla 24° settimana dal 59.8% e dal
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68.2% dei pazienti trattati con alirocumab, rispettivamente FH I e FH II. Gli
effetti avversi che hanno indotto una sospensione della terapia con alirocumab si
sono osservati nel 3.4% dei pazienti FH I (rispetto al 6.1% dei pazienti in placebo)
e nel 3.6% dei pazienti FH II (rispetto al 1.2% dei pazienti in placebo). La
percentuale di reazioni a livello del sito di iniezione nei pazienti trattati con
alirocumab era 12.4% nei FH 1 e del 11.4% nei FH II (in confronto
rispettivamente al 11.4% e al 7.4% dei pazienti in placebo) [129].

Lo studio FOURIER (Further Cardiovascular Outcomes Research with PCSK9
Inhibition in Subject with Elevated Risk) [130], uno studio clinico internazionale
randomizzato, in doppio cieco, con controllo-placebo, ha analizzato 27.564
pazienti tra 40 e 85 anni con malattia cardiovascolare aterosclerotica stabilizzata e
livelli di colesterolo delle LDL superiore a 70 mg/dl in terapia massimale con
statine con o senza ezetimibe, dei quali 13.784 randomizzati a terapia con
evolocumab e 13.780 a placebo. Da tale studio ¢ emerso come 1’aggiunta di
evolocumab a terapia con statine riduca in modo significativo il rischio di eventi
cardiovascolari, in particolare con una riduzione del 15% del rischio in termini di
endpoint primario composito di morte cardiovascolare, infarto miocardico, ictus,
ospedalizzazione per angina instabile o rivascolarizzazione coronarica, € con una
riduzione del 20% nel rischio di endpoint secondario composito di morte

cardiovascolare, infarto miocardico, o ictus (Figura 27) [130].
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Figura 27. Incidenza cumulativa di eventi cardiovascolari distinta tra end-point primari e
secondari in terapia con evolocumab confrontata con placebo nello studio FOURIER [130].
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Durante una mediana di 26 mesi di follow-up, ’unico effetto avverso che si ¢
notato essere pill comune in associazione a evolocumab ¢ collegato a reazioni sul
sito di iniezione, ma si ¢ trattato comunque di eventi rari, ¢ la frequenza di
sospensione della terapia nel regime di studio non ¢ stata maggiore con
evolocumab rispetto al placebo. Inoltre, i dati provenienti da questo studio hanno
dimostrato una riduzione dei livelli mediani di colesterolo delle LDL maggiore
rispetto ai precedenti trials. Cio dimostra che pazienti con malattia cardiovascolare
aterosclerotica beneficiano di una riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL al

di sotto dei correnti obiettivi terapeutici [130].

Sono stati recentemente pubblicati anche lavori in merito ad analisi “ancillari”
rispetto allo studio FOURIER. All’interno della popolazione dello studio
FOURIER, della quale il 40% era affetta da diabete mellito e il 60% non affetta,
uno studio ha approfondito I’efficacia e la sicurezza di evolocumab in pazienti con
diabete mellito, e I’effetto di evolocumab su glicemia e rischio di sviluppo di
diabete. Da tale analisi si ¢ confermato come evolocumab riduca in modo
significativo gli eventi cardiovascolari in termini di endpoint primario composito
(morte cardiovascolare, infarto del miocardio, ictus, accesso ospedaliero per
angina instabile o rivascolarizzazione coronarica) e di endpoint secondario di
morte cardiovascolare, infarto miocardico e ictus, sia in pazienti affetti da diabete,
sia nei soggetti non affetti, e nei pazienti con diabete si ¢ evidenziata una
riduzione significativamente maggiore di tali eventi. Inoltre si ¢ dimostrato come
la terapia con evolocumab non determini un incremento del rischio di sviluppare

nuovi casi di diabete, cosi come non peggiora i livelli di glicemia [131].

Un'altra analisi ha invece considerato la popolazione dello studio FOURIER per
approfondire efficacia e sicurezza di evolocumab in pazienti con arteriopatia
periferica, definita come presenza di claudicatio intermittens e indice caviglia-
braccio < 0.85 o in caso di precedente procedura vascolare periferica. I soggetti
con arteriopatia periferica sono ad alto rischio di eventi cardiovascolari, ¢ in tale
lavoro emerge come I’inibizione di PCSK9 con evolocumab riduca in modo
significativo tale rischio. Inoltre si ¢ dimostrato che la riduzione dei livelli di
colesterolo delle LDL con evolocumab si associa a una riduzione del rischio di

eventi avversi maggiori a carico degli arti, che includono ischemia acuta dell’arto,
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amputazione maggiore, o rivascolarizzazione periferica urgente per ischemia

[132].

Sono stati recentemente presentati all’American College of Cardiology di Marzo
2018 i dati relativi all’efficacia di alirocumab in termini di riduzione del rischio
cardiovascolare, analizzati nello studio ODYSSEY OUTCOMES. In tale studio
sono stati reclutati 18924 pazienti con recente sindrome coronarica acuta € non
adeguati livelli di colesterolo delle LDL in terapia ipolipemizzante massimale
tollerata, randomizzati a trattamento con alirocumab 75/150 mg ogni due
settimane o placebo e osservati per un periodo di 3 anni. In tale studio emerge
come in tali pazienti, rispetto al placebo, con alirocumab si ottengano dei livelli
medi di colesterolo delle LDL compresi tra 25 e 50 mg/dl, con valori minimi
anche di 15 mg/dl, e si osservi una riduzione significativa di eventi
cardiovascolari in termini di mortalita per cardiopatia ischemica, infarto
miocardico non fatale, ictus ischemico od ospedalizzazione per angina instabile,
una riduzione significativa della mortalita per tutte le cause. Il trattamento con
alirocumab si ¢ inoltre dimostrato come sicuro e ben tollerato per tutta la durata

dello studio. [133].

Linee Guida ESC/EAS 2017

Basandosi sui risultati dello Studio FOURIER [130] e sulle correnti evidenze
scientifiche, la Task Force del 2017 di ESC/EAS [134] raccomanda che la terapia
con inibitori di PCSK9 dovrebbe essere considerata nei seguenti gruppi di

pazienti:

pazienti con malattia cardiovascolare aterosclerotica (ASCVD) definita come a
rischio molto elevato [49, 135] che presentino elevati livelli di colesterolo delle
LDL nonostante la terapia con statine al massimo dosaggio tollerato con o senza
terapia con ezetimibe, cio¢ considerati a rischio particolarmente elevato di

prognosi avversa;

pazienti con ASCVD e a rischio molto elevato, che non tollerino una dose
appropriata di almeno tre statine, che presentino cosi elevati livelli plasmatici di

colesterolo delle LDL;
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pazienti con FH senza diagnosi clinica di ASCVD, con rischio cardiovascolare
elevato o molto elevato, e con livelli plasmatici di LDL-C sostanzialmente elevati
nonostante terapia con statine al dosaggio massimo tollerato associata a terapia

con ezetimibe.

In caso di presenza di ASCVD si indica come livello di colesterolo delle LDL
sopra il quale ¢ raccomandata 1’aggiunta di inibitori di PCSK9 un livello >140
mg/dl in assenza di indici aggiuntivi di severita rischio, mentre un livello > 100
mg/dl in caso di loro presenza (FH, diabete mellito con danno d’organo o con

fattori di rischio maggiori, severa ASCV o sua rapida progressione).

Invece, in caso di pazienti con FH in assenza di ASCVD, si considera come
livello limite di colesterolo delle LDL un livello superiore a 180 mg/dl nel caso
dell’assenza di ulteriori fattori di rischio o 140 mg/dl nel caso di loro presenza
(diabete mellito con danno d’organo o con un fattore di rischio maggiore,
Lipoproteina(a) > 50 mg/dl, presenza di fattori di rischio maggiori come fumo o
marcata ipertensione arteriosa, eta superiore ai 40 anni senza trattamento,
familiarita di primo grado per eventi cardiovascolari precoci, indicatori di

imaging).

Si sottolinea come soggetti con malattia cardiovascolare documentata, diabete
mellito tipo 1 o tipo 2, fattori di rischio cardiovascolare di gravita molto elevata o
insufficienza renale cronica, siano automaticamente considerati a rischio
cardiovascolare totale molto elevato o elevato. Per tutti gli altri soggetti ¢ indicato
utilizzare gli score validati per definire il rischio cardiovascolare totale in base ai
singoli fattori di rischio, la cui combinazione puo anche risultare in un inaspettato

rischio cardiovascolare elevato o molto elevato [49].

Linee guida AIFA 2017

Nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica Italiana del 7 Febbraio 2017 sono stati
definiti i criteri per la prescrizione degli inibitori di PCSK9 [136].

In Italia, infatti, la terapia con inibitori di PCSK9 puo essere prescritta mediante

piano terapeutico nelle seguenti categorie di pazienti:
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pazienti con ASCVD che presentino livelli di colesterolo delle LDL > 100 mg/dl
nonostante la terapia con statine al massimo dosaggio tollerato associata a terapia

con ezetimibe;

pazienti con FH senza diagnosi clinica di ASCVD, con rischio cardiovascolare
elevato o molto elevato, e con livelli plasmatici di colesterolo delle LDL > 130
mg/dl nonostante terapia con statine al dosaggio massimo tollerato associata a

terapia con ezetimibe.
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SCOPI DELLA TESI

Questo lavoro si propone di:

1. Valutare la mappatura genetica dell’Ipercolesterolemia Familiare in
relazione al fenotipo clinico nei pazienti afferenti al Centro Dislipidemie ed
Aterosclerosi della Clinica Medica I dell’Universita di Padova

2. Esplorare la possibilita che la presenza di xantomi tendinei in soggetti con
diagnosi di Ipercolesterolemia Familiare sia correlata ad un fenotipo

aterosclerotico piu aggressivo

3. Valutare I'utilitd dell’impiego dell’ecografia dei tendini achillei come
strumento di approfondimento ed ausilio diagnostico in soggetti con

diagnosi clinica di Ipercolesterolemia Familiare

4. Analizzare dati di efficacia e sicurezza della terapia addizionale con
inibitori di PCSK9 (alirocumab o evolocumab) in termini di riduzione dei

livelli di colesterolo delle LDL e del profilo lipidico complessivo
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MATERIALI E METODI

1_ Soggetti

Sono stati studiati 194 pazienti con diagnosi clinica possibile, probabile o definita
di Ipercolesterolemia Familiare formulata in accordo con i criteri raccomandati
dal Dutch Lipid Clinic Network Score (DLCN score). I pazienti provenivano dagli
ambulatori di Dislipidemie ed Aterosclerosi della Clinica Medica 1°
dell’Universita di Padova e sono stati reclutati nel periodo compreso tra maggio

2015 e luglio 2018.

Criteri specifici di esclusione erano: ipercolesterolemia secondaria e

triglieridemia>400 mg/dl (4,5 mmol/l).

I pazienti coinvolti hanno compreso ed accettato volontariamente di partecipare
fornendo il consenso informato scritto. Per i soggetti minori ¢ stato chiesto ai
genitori o al legale rappresentante di esprimente il consenso alla partecipazione

del minore allo studio.

Questo studio si ¢ sviluppato nel contesto nazionale del Progetto LIPIGEN
(LIpidTransPortDisordersItalianGEnetic Network) della SISA (Societa Italiana

per lo Studio dell’ Aterosclerosi).
2 Metodi

I pazienti sono stati visitati presso gli ambulatori di Dislipidemie ed Aterosclerosi
della Clinica Medica 1 dell’Universita di Padova dove ¢ stata raccolta 1’anamnesi
della storia personale e familiare di malattia cardiovascolare e di dislipidemia,
sono stati eseguiti un esame clinico e un prelievo venoso per I’effettuazione di un

test genetico a scopo diagnostico.
3_ Misure antropometriche

Tutte le misure antropometriche sono state rilevate in soggetti che indossavano
abiti leggeri e senza scarpe. L’altezza ¢ stata misurata utilizzando uno stadiometro
e con un’approssimazione per eccesso di 0,5 cm. Il peso corporeo ¢ stato
determinato, con un’approssimazione per eccesso di 0,1 Kg, con "ausilio di una

bilancia calibrata.
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L’Indice di Massa Corporea (IMC) o Body Mass Index (BMI), ¢ stato calcolato
come il rapporto tra il peso corporeo espresso in Kg e il quadrato dell’altezza

: 2
CSpresso m m

IMC = altezza® (m®) / peso (kg)

4 _Prelievo BuffyCoat per ’estrazione del DNA

Il prelievo di sangue per I’effettuazione del test genetico ¢ stato effettuato
utilizzando una provetta contenente EDTA. Presso i laboratori del Centro di
Aterosclerosi e Dislipidemia dell’Universita di Padova si ¢ proceduto alla
centrifugazione del campione a 3000 rpm per 12 minuti e alla separazone
dell’anello di cellule bianche che si trova tra il plasma (sovranantante) e le
emazie. Tali cellule bianche (Buffycoat) sono state trasferite in una provetta tipo
Eppendorf da 1,5 mL che, etichettata adeguatamente con il codice corrispondente
al nominativo del paziente, ¢ stata congelata a -20°C per essere successivamente

analizzata.

4.1 _Diagnosi molecolare

L’analisi delle mutazioni genetiche ¢ stata centralizzata presso il laboratorio
coordinatore SISA nel Centro per lo Studio dell’Aterosclerosi, Laboratorio di
genetica molecolare e genomica cardiovascolare, Ospedale Bassini di Cinisello B.

(Milano).

La ricerca delle mutazioni associate all’Ipercolesterolemia Familiare ¢ stata
effettuata in parte utilizzando un kit validato (in parte SEQPRO LIPO IS e in parte
LIPIDINCODE) che rileva varianti associate all’Ipercolesterolemia Autosomica
Dominante (ADH) e all’Ipercolesterolemia Autosomica Recessiva (ARH). In
particolare, il saggio rileva sostituzioni e delezioni di esoni ed introni dei seguenti

geni:

* LDLR gene (FH): 18 esoni

* APOB gene: regione degli esoni 26 e 29 coinvolti nel legame con LDLR
* PCSKO9 gene (ADH3): 12 esoni

* APOE gene: regione dell’esone 4
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* LDLRAPI gene (ARH): 9 esoni
* STAPI1 gene: 9 esoni

Le metodiche del kit sono basate sull’amplificazione PCR della sezione del gene
interessata dalla mutazione seguita dalla digestione del prodotto di amplificazione
con un opportuno enzima di restrizione in modo da ottenere un pattern di

digestione diverso dall’allele normale e da quello mutato.

Nei casi in cui la mutazione non consenta di distinguere, in base a differenze del
pattern di restrizione, 1’allele normale da quello mutato, I’amplificazione viene
effettuata con un primer mutagenico che crea, con ’allele normale o con quello
mutato, un sito di restrizione artificiale su uno dei due alleli. In alternativa si
ricorre all’uso dell’amplificazione allele-specifica, utilizzando un primer in grado

di amplificare I’allele mutato ma non quello normale.

In merito al kit validato SEQPRO LIPO IS le varianti sono identificate e
classificate confrontandole con le sequenze di riferimento e il database di

Progenika.

Se una variante (correlata a ADH o ARH) viene identificata, il report indica la
specifica mutazione, il gene, 1’esone, il nucleoide, la posizione dell’aminoacido e
lo stato della patogenicita (patogenico, probabile, possibile). Il rapporto indica

anche se la specifica mutazione ¢ eterozigote o omozigote.

I comuni polimorfismi non sono riportati in quanto considerati non avere effetto
sul livello e sull’attivita delle proteine. Variazioni silenti per cui non sono stati
trovati cambiamenti nello splicing pattern con le analisi bioinformatiche, sono

classificate come non patogenetiche e non sono riportate.

Infine, tra i limiti della metodica si segnalano i casi in cui la mutazione non viene
individuata, in quanto i pazienti potrebbero essere portatori di una variante non

ancora analizzata dal saggio.
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5_Parametri bioumorali

I prelievi per i parametri bioumorali sono stati eseguiti al mattino a digiuno da
almeno 12 ore presso centri validati anche presso altre sedi. I prelievi ematici per
le analisi dei lipidi sono stati raccolti in provette senza anticoagulante e lasciati a

temperatura ambiente per 30 minuti.

La determinazione del colesterolo totale ¢ stata effettuata con metodo enzimatico
colorimetrico automatizzato con Cobas Mira Plus (CHOP- PAP); quella dei
trigliceridi con metodo colorimetrico enzimatico automatizzato (lo stesso usato
per il colesterolo totale), dopo precipitazione selettiva delle lipoproteine

contenenti Apo B (VLDL e LDL) con polianioni (acido fosfotungstico + MgCl).

11 valore di colesterolo delle LDL, espresso in mg/dl, ¢ stato calcolato applicando

la Formula di Friedewald [137]:
colesterolo totale — (Trigliceridi/5 + colesterolo HDL)

I lLivelli di colesterolo non HDL sono stati ottenuti dalla differenza tra il

colesterolo totale e quello delle HDL.

Per la valutazione del CPK plasmatico abbiamo raccomandato ai pazienti non

sottoporsi a sforzi fisici moderati nelle 48 ore precedenti i prelievi.

11 colesterolo LDL ¢ stato calcolato con la formula di Friedwald: C-LDL =

colesterolo totale - (trigliceridi/5) - colesterolo HDL.

5.1_Determinazione delle LDL ossidate

Il dosaggio delle LDL ossidate ¢ stato effettuato con metodica ELISA utilizzando
il kit Mercodiaoxidized LDL ELISA (Mercodia AB, Uppsala-Sweden).

Si tratta di un test immunoenzimatico con tecnica sandwich, determinazione che
prevede I’utilizzo di due anticorpi monoclonali, diretti verso due diversi epitopi di

Apo B.
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Il primo, specifico per un sito antigenico dell’apolipoproteina B nelle LDL
ossidate, ¢ legato alla piastra; il secondo anticorpo, coniugato all'enzima
perossidasi, riconosce un secondo sito antigenico di Apo B.

I campioni sono stati prediluiti con tampone specifico e seminati in doppio nei
rispettivi pozzetti.

Il primo anticorpo, fissato nella piastra da 96 pozzetti, lega solo le oxLLDL con il
primo epitopo antigenico. Dopo 2 ore di incubazione (a temperatura ambiente) ed
una serie di ulteriori lavaggi per 1’eliminazione del “non legato”, si aggiungera il
secondo anticorpo coniugato con perossidasi che lega il secondo sito antigenico. Il
legame Ab primario-oxXLDL-Ab coniugato viene rilevato con I’aggiunta di
3,3’,5,5 -tetrametilbenzidina, substrato della perossidasi.

La reazione enzimatica, bloccata dopo 15 minuti per aggiunta di una soluzione
0,5M di acido solforico, produce una colorazione gialla, letta con il lettore di
piastre Multiskan Go- ThermoScientific (Milano, Italy) alla lunghezza d'onda di
450 nm.

Il livello di LDL ossidate ¢ espresso in unita / litro (U/1).

Nel kit sono forniti una curva standard a 6 punti, e due sieri di controllo.

Caratteristiche di performance di questo metodo sono:

Lower detectionlimit 0,6mU/L calcolato secondo le norme ISO11843
Prova di recupero 85-107% (media valori 95%)

Coeff. di variazione (CV)  CVinter4.7 ;CVintra 6.3

6_Valutazione ecografica.

Alcuni soggetti sono stati sottoposti anche ad ecografia tendinea per valutare
I’eventuale presenza di xantomi ecografici.

Venivano esclusi dallo studio pazienti con:

storia di rotture, traumi o tendiniti dei tendini achillei

storia di arterite dei grossi vasi (A. di Horton, A. di Takajasu)

eta inferiore a 18 anni

eta superiore a 75 anni
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6.1 _Ecografia dei tendini d’Achille

L’ecografia tendinea ¢ stata condotta da un unico operatore utilizzando un
ecografo ad alta risoluzione (Toshiba Aplio XV) con sonda lineare 5-10 MHz.
Ogni soggetto ¢ stato posto in posizione prona sul lettino mantenendo i piedi fuori
dal lettino flessi con un angolo di 90° rispetto alla gamba. Sono state quindi
ottenute sezioni sagittali e trasversali di entrambi i tendini di Achille volte a
valutarne 1’ecostruttura in termini di omogeneita o disomogeneita, a ricercare
eventuali formazioni ipoecogene nel suo contesto e a misurare lo spessore
anteroposteriore del tendine a 1 cm e 2 cm dall’inserzione dello stesso sulla

tuberosita calcaneare oltre allo spessore massimo del tendine.

Il cut-off da noi utilizzato per classificare come patologico o meno lo spessore
tendineo massimo (6,15 mm) ¢ stato tratto dallo studio del collega Simoni F. et al.
(138), il quale prendeva in considerazione tre gruppi di pazienti, uno composto da
soggetti FH, uno da soggetti ipercolesterolemici non FH, e un gruppo di controllo
di individui sani. Poiché i valori di spessore tendineo tendevano in parte a
sovrapporsi tra i soggetti FH e quelli non FH era stata costruita una curva ROC
per determinare la soglia ottimale, in termini di sensibilita e specificita, per il
valore di spessore achilleo massimo. Il cut-off di 6,15 mm si configurava quindi
come il migliore, determinando una sensibilita del 63,6% ed una specificita

dell’85,7%.

6.2 _Ecografia delle carotidi

La valutazione eco-color-doppler delle arterie carotidi ¢ stata eseguita da un unico
operatore esperto nella metodica tramite ecografo ad alta risoluzione Esaote
Technos tramite sonda lineare 5-10 MHz. 1 pazienti sono stati valutati in
posizione supina. La valutazione delle arterie carotidi ha incluso la misura dello
spessore medio-intimale (IMT) e la ricerca di placche. L’IMT, convenzionalmente
definito come la distanza tra I’interfaccia lume/intima e media/avventizia, € stato
misurato in proiezione longitudinale a livello della parete posteriore della carotide
comune su immagini in B-mode statiche magnificate tramite box ad alta
risoluzione e per ogni immagine sono state ottenute piu misure. L’IMT carotideo

¢ stato considerato come qualitativamente aumentato qualora fosse presente un
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valore di IMT massimo maggiore o uguale a 1 mm. Si considerano normali nella
popolazione adulta valori di IMT compresi tra 0,7 ¢ 0,9 mm. Quando 'IMT ¢
superiore a 1 mm si parla di ispessimento, mentre oltre 1,5 mm si entra nella
definizione di placca. Tramite scansioni longitudinali e trasversali dell’asse
vascolare ¢ stata ricercata la presenza di lesioni con caratteristiche morfologiche
riferibili a placche e la percentuale di stenosi ¢ stata misurata a livello della placca

come rapporto tra diametro totale del vaso ed il lume residuo.

Nel complesso, le variabili tenute in considerazione nell’ambito delle dissertazioni

statistiche a proposito dei soggetti studiati sono state dunque:

- dati demografici: data di nascita, eta, sesso

- anamnesi e dati antropometrici: eta alla diagnosi di dislipidemia, altezza, peso,
BMI, abitudini tabagiche, diabete, ipertensione arteriosa, tipo di eventi
cardiovascolari eventualmente occorsi

- anamnesi familiare, con particolare riferimento a presenza di dislipidemia o
CVD precoce

- esame obiettivo: xantomi palpabili, gerontoxon

- tipo di terapia specifica per dislipidemia

- diagnosi molecolare

- esami biochimici: assetto lipidico completo pre-trattamento ipolipemizzante,
assetto lipidico completo in terapia, LDL ossidate

- ecografia tendini achillei: spessore tendineo a 1 e 2 centimetri dalla tuberosita
calcaneare, spessore massimo, omogeneita della struttura, presenza di

formazioni ipoecogene riferibili a xantomi

7_Terapia con inibitori anti PCSK9

20 pazienti, tutti affetti da Ipercolesterolemia Familiare (FH) in eterozigosi, sono
stati introdotti alla terapia con inibitori di PCSK9 nell’arco temporale da
Settembre 2013 a Gennaio 2018. La popolazione ¢ stata stratificata sulla base
della terapia con inibitori di PCSK9, cio¢ 10 pazienti erano in terapia con

evolocumab e 10 pazienti in terapia con alirocumab.

Una parte dei pazienti (5) ha partecipato al Trial Clinico multicentrico di fase III

in doppio cieco iniziato nel Maggio 2013 che voleva analizzare sicurezza ed
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efficacia della terapia con evolocumab rispetto a placebo o ezetimibe, in pazienti
randomizzati a terapia con statine a media o alta efficacia, osservati per un
periodo di 12 settimane. I dati rilevati sono stati in seguito raccolti dallo Studio
LAPLACE-2 [122]. Altri 7 pazienti sono stati arruolati nel Trial Clinico
multicentrico di fase III che analizzava i dati di efficacia e sicurezza di alirocumab
a partire dal 2015. Gli altri hanno iniziato terapia con inibitori di PCSK9 negli
anni successivi e in particolare dall’introduzione in commercio degli stessi. Tutti i
pazienti hanno da allora proseguito la terapia con inibitori di PCSK9 fino al

momento attuale.

7.1_Modalita di somministrazione degli inibitori di PCSK-9

I nuovi farmaci ipolipemizzanti inibitori di PCSK9 sono anticorpi monoclonali
somministrati per via iniettiva sottocutanea. In Figura 25 ¢ riportata un’immagine
relativa a un esempio di iniettore di farmaco. Consiste in un iniettore
preconfezionato con il farmaco, dotato di una finestra attraverso la quale ¢
possibile visualizzare il liquido contenente il farmaco e lo stantuffo giallo che

scende durante la somministrazione, un pulsante grigio superiore da premere per

iniziare la somministrazione, un cappuccio arancio sulla base da rimuovere, una

copertura gialla che protegge 1’ago. Per somministrare il farmaco ¢ necessario

rimuoverlo dal frigo per almeno 15 minuti (deve essere somministrato a
temperatura ambiente), visionare il liquido del farmaco attraverso la finestra per
escludere corpuscoli o cambiamenti del colore, poi disinfettare la cute della sede
di iniezione (addome ad almeno 5 cm dall’ombelico o cosce), rimuovere il
cappuccio arancio di protezione, sollevare la plica di cute e premere con forza
I’iniettore sulla cute per far salire la copertura gialla di sicurezza, quindi premere
il pulsante grigio tenendo I’iniettore appoggiato alla cute per 10-15 secondi
visualizzando la discesa dello stantuffo fino a completa iniezione del farmaco. Al

termine della somministrazione si dovrebbe avvertire un “click™.

I pazienti sono stati adeguatamente informati in merito alle modalita di
conservazione ¢ iniezione del farmaco per svolgere la somministrazione in

autonomia.
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Cappuccio Fianestra del farmaco
; yccio
Finestra del farmacqancio inPepz'lone completata)

(prima dell’iniezione) rancio
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di
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Figura 28. Esempio di iniettore di farmaco.
7.2_Efficacia e sicurezza

L’efficacia alla terapia ¢ stata valutata sulla base della risposta clinica in termini di
riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL. La sicurezza invece ¢ stata
monitorata sulla base dei valori plasmatici di transaminasi (AST, ALT) e CPK ¢
in termini di riferimento anamnestico di sintomi di nuova comparsa in corso di

terapia.

8 Analisi statistica
I valori delle variabili quantitative riportati nelle tabelle rappresentano valori medi

+ deviazione standard (DS).

In riferimento a ciascuna variabile qualitativa nominale e ordinale sono state

calcolate le frequenze assolute e percentuali.

Le differenze di distribuzione di variabili qualitative sono state analizzate con il

test Chi-quadrato.
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I confronti tra le medie degli assetti lipidici al tempo basale e in terapia attuale
sono stati fatti applicando il test t di Student per dati appaiati.

Per il confronto tra piu gruppi di pazienti ¢ stata utilizzata ’analisi della varianza
ad una via (ANOVA) seguita dal Bonferroni t-test.

L’analisi di correlazione ¢ stata valutata su variabili quantitative con la
correlazione di Pearson.

L’analisi logistica multipla ¢ stata usata per verificare 1’associazione tra variabili
risultate significative all’analisi di correlazione.

Nei modelli dell’analisi multivariata 1’eta, il colesterolo LDL al tempo basale e il
colesterolo LDL in terapia attuale sono state considerate come variabili

continuative, mentre il sesso (maschi vs femmine) e la terapia ad elevata efficacia

(presente vs assente) sono state considerate come variabili dicotomiche.

Per tutte le analisi in questione, il livello di significativita ¢ stato definito con un

valore di p<0,05.

1 dati sono stati elaborati utilizzando la versione 23.0 del software statistico IBM

SPSS (Statistical Package for Social Sciences).
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RISULTATI

Ipercolesterolemia Familiare: GENETICA E FENOTIPO

* Caratteristiche cliniche dei soggetti studiati

Tutti 1 194 pazienti sono stati sottoposti a screening genetico ma al momento
attuale 168 pazienti dispongono della diagnosi genetica mentre i restanti 26 sono

ancora in attesa di referto.

Pertanto queste analisi sono state effettuate valutando 168 pazienti (87 maschi e
81 femmine) con etd media pari a 45 anni e nota diagnosi clinica di
Ipercolesterolemia Familiare (FH) secondo i criteri del Dutch Lipid Clinic
Network Score (DLCN Score); gli score dei pazienti andavano da un minimo di 4

ad un massimo di 24 punti.

Le caratteristiche cliniche del gruppo studiato sono descritte nella Tabella II. In
merito alle manifestazioni obiettive del FH, il 55.0% dei pazienti presentava

xantomi, il 12.5% presentava xantelasmi e il 35.9% gerontoxon.

Per quanto riguarda I’anamnesi familiare, il 98.5% dei soggetti aveva almeno un
familiare di I° grado con ipercolesterolemia e 1’81% presentava familiarita per
malattie cardiovascolari aterosclerotiche in eta precoce (eta < 55 anni nei parenti
maschi di I° grado oppure eta < di 60 anni nei parenti femmine di I° grado); in
merito alla storia personale, il 29.0% dei pazienti presentava storia di malattia
cardiovascolare precoce, il 72.3% vasculopatia carotidea, il 9.2% diagnosi di
ipertensione arteriosa, il 3.0% diagnosi di diabete mellito e il 30.7% storia attuale

o pregressa di tabagismo.

La valutazione della terapia ipocolesterolemizzante in corso al momento
dell’arruolamento, mostrava come il 49.2% del totale dei pazienti (pari al 58.6%
dei 58 pazienti in terapia con statina e/o ezetimibe) assumesse una terapia
ipolipemizzante ad alta efficacia, cio¢ realizzata con atorvastatina 40-80 mg +/-
ezetimibe 10 mg, rosuvastatina 20-40 mg +/- ezetimibe 10 mg oppure
simvastatina 40 mg con ezetimibe 10 mg. Tre dei pazienti in terapia ad alta

intensita si sottoponevano anche a sedute di LDL aferesi.
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Nello specifico, trai pazienti in terapia con farmaci ipocolesterolemizzanti
convenzionali (statine, ezetimibe, combinazione dei due), il 22.4% risultava in
simvastatina associato ad ezetimibe, il 20.7% in rosuvastatina, il 20.7% in
rosuvastatina associata ad ezetimibe, il 17.2% in sola atorvastatina, il 6.9% in
atorvastatina associato ad ezetimibe, il 6.9% in sola simvastatina, il 3.4% era in

sola ezetimibe e 1’1.7% in pravastatina associata ad ezetimibe.

Infine, solo il 4.3% del totale dei pazienti raggiungeva il target di LDL-colesterolo

in accordo con le recenti linee guida EAS/ASC.

Al momento della diagnosi clinica di FH, i1 pazienti presentavano un assetto
lipidico caratteristico con elevati livelli di colesterolo totale (411.1+£93.4 mg/dl) e
di CT-LDL (332.7 £ 91.5 mg/dl) mentre i livelli di trigliceridi e di lipoproteine ad
alta densita (HDL) rientravano ancora nei valori di norma.

Tabella II: Caratteristiche cliniche e bioumorali dei pazienti con Ipercolesterolemia Familiare

(FH). I dati sono espressi come media + deviazione standard. IMC= indice di massa corporea.
DLCN=Dutch Lipid Clinic Network.

Caratteristiche cliniche Valore mv?lll(;;fo n‘:’;sl;)irlﬁo
Sesso (m/f) (n, %) (ggjé)

Eta (anni) 45.0£17.5 11.0 74.0

IMC (kg/m?) 24.6+4.2 15.8 34.4

DLCN Score 11.1+4.8 4.0 24.0
Diagnosi possibile di FH, (%) 10 - -
Diagnosi probabile di FH, (%) 14 - -
Diagnosi definita di FH, (%) 76.0 - -
Xantomi (%) 55.0 - -
Xantelasmi (%) 12.5 - -
Gerontoxon (%) 35.9 - -
Colesterolemia totale (mg/dl) 411.1493.4 - -
Trigliceridemia (mg/dl) 125.2+67.8 - -
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CT-HDL (mg/dl)
CT-LDL (mg/dl)
CK (U/L)
AST (U/L)
ALT (U/L)

Familiarita per ipercolesterolemia
(“o)

Familiarita per CVD precoce (%)

Storia personale di CVD precoce
(“o)

Vasculopatia carotidea (%)
Storia di ipertensione arteriosa (%)
Storia di diabete mellito (%)

Storia di tabagismo (%)

Terapia ipo CT ad elevata efficacia
(o)

LDL Aferesi

Colesterolo LDL a target ( %)

Terapia ipolipemizzante: 84.0%
Ezetimibe (%)
Simvastatina (%)
Simvastatina+ezetimibe (%)
Atorvastatina (%)
Atrovastatina+Ezetimibe (%)
Rosuvastatina (%)
Rosuvastatina+Ezetimibe (%)

Pravastatina+Ezetimibe (%)
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54.3£16.0
332.7491.5
234.0+£263.6
26.4+6.3
26.5£13.7

98.5

81.3

29.0

72.3
9.2
3.0

30.7

49.2

4.3

34
6.9
224
17.2
6.9
20.7
20.7
1.7



* Aspetti genetici dei pazienti con Ipercolesterolemia Familiare

Dei 168 pazienti con diagnosi clinica di FH, 122 soggetti (pari al 72.6%)
presentavano mutazioni nel gene per il recettore delle lipoproteine a bassa densita
LDL (LDLR), di cui 2 in forma omozigote, 15 in associazione a mutazione di
altro gene (2 con STAPI, 2 con APOE, 4 con PCSK9, 7 con APOB) mentre i
restanti 105 in forma eterozigote; 1 paziente presentava mutazioni nel gene
LDLRAPI in forma omozigote e 2 pazienti in forma eterozigote, 7 pazienti
presentavano mutazioni del gene APOB in eterozigosi, 2 pazienti presentava
eterozigosi composta per la presenza di mutazione dei geni APOB e STAPI1 ed
APOB e APOE rispettivamente, 1 paziente presentava eterozigosi per PCSKO9; e
nei restanti 33 pazienti (pari al 19.6%) non veniva ritrovata alcuna mutazione tra

quelle testate (geni di LDLR, PCSK9, LDLRAP1, APO B, STAP 1).

Dei 105 pazienti eterozigoti permutazioni del LDLR, 43 (pari al 41 %)
appartenevano alla classe funzionale allele nullo, che include il maggior numero
di mutazioni note e che normalmente determina un difetto nella sintesi del
recettore con conseguente funzione recettoriale quasi completamente abolita (<5%
rispetto alla norma); i1 restanti 62 pazienti ( pari al 59%) apparteneva alle altre
quattro classi funzionali legate ad un’alterata sintesi della proteina dovuta ad
alterazioni della sequenza amminoacidica che comporta difetti nel trasporto del
recettore, nel legame tra ligando e recettore, nella localizzazione dello stesso a

livello della superficie cellulare e infine nel riciclaggio (Figura 13).

Mutazione Soggetti (n)
LDL-recettore 122
Omozigoti 2
Eterozigoti: 105
» allele nullo 43
62
e aachange
Eterozigosi composta: 15
* LDL-ReSTAP 1 2
* LDL-R e APOE 2
* LDL-RePCSK9 4
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* LDLR-R e APOB

LDL- RAP1
Omozigoti 1
Eterozigoti 2
APOB
Eterozigoti 7
Eterozigosi composta:
* APOB e STAP-1 1
* APOB e APOE 1
PCSK9
Eterozigoti 1
Non rilevate mutazioni note 33

Tabella III: Mutazioni rilevate nei pazienti con Ipercolesterolemia Familiare sottoposti a

genotipizzazione.

In particolare, dei 62 soggetti portatori di una mutazione nel gene LDLR dovuta

ad alterazioni della sequenza amminoacidica, 21 presentavano la mutazione FH

Padova-1 (di cui 2 in forma di eterozigosi composta e 1 in omozigosi), 2 la

mutazione FH Napoli-1, 6 la mutazione FH Palermo-1, 2 la mutazione FH Napoli-

4. Uno dei pazienti con forma omozigote per il gene LDLR era portatore di

un’altra alterazione della sequenza amminoacidica chiamata FH Afrikaner-1

(esone 4, 681C>G, Asp206Glu) (Tabella IV).

Nome Sito Mutazione Classe Attivita Area Italiana | N
mutazione mutazione | amminoacido funzionale recettore
FH Padova-1 | esone 4, | D200G, 2B (completo | <2% Nord-Est 21
662 A>G Asp200Gly trasporto (etero)
(GAC>GGO) difettivo)
FH Napoli-1 Esone 8, C358R, 5 <15-30% | Sud 2
1135 T>C Cys358Arg (riciclo (omo) (Campania)
(TGT>CGT) difettivo)
FH Palermo-1 | Esone 11, G528D, 2A <2% Campania, 6
1646 G>A | Gly528Asp (parziale (omo) Sicilia
(GGT>GAT) trasporto
difettivo)
FH Napoli-4 Esone 12, GS571E, 5 5-15% Sud 2
1775 G>A | Gly571Glu (riciclo (etero) (Basilicata,
(GGG>GAG) | difettivo) Campania,
Puglia)

Tabella IV: Principali mutazioni italiane rilevate nei pazienti con Ipercolesterolemia Familiare.
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*  Mutazioni causa di Ipercolesterolemia Familiare e Dutch Lipid Clinic Network
Score

I 168 pazienti sono stati stratificati in base al Dutch Lipid Clinic Network Score in

diagnosi fenotipica di FH possibile, probabile e definita.

Tra i pazienti per cui non ¢ stata ritrovata una mutazione, oltre il 60% dei casi
presentava una diagnosi clinica probabile o possibile mentre il restante 38% una

diagnosi clinica definita per FH (Figura 29a).

100
90
80
70
60
50
40

30
20
10
0 mmn N

genotipo FH- genotipo FH+

M possibile Mprobabile ®certo

Figura 29a: Distribuzione della diagnosi clinica possibile, probabile, certa di Ipercolesterolemia
Familiare secondo il DCLN Score in base alla presenza o meno di mutazione responsabile di FH.

Inoltre, nonostante quasi il 90 % dei pazienti con diagnosi clinica certa per FH sia
portatore di una mutazione responsabile di FH, quasi il 30% dei pazienti con
diagnosi clinica possibile per FH ¢ portatore di genotipo positivo per la stessa.

(Figura 29b).
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Figura 29b: Riscontro delle mutazioni responsabili di FH in base alla distribuzione della diagnosi

clinica di FH secondo il DLCN Score.

* Caratteristiche cliniche dei soggetti studiati:

Dei 168 pazienti di cui era disponibile la diagnosi genetica, sono stati presi in
considerazione i 105 con eterozigosi per il gene del LDL recettore e i 33 per cui

non era stata trovata alcuna mutazione tra quelle testate.
Pertanto sono stati suddivisi in tre gruppi rispettivamente in base alla:

» classe fenotipica/funzionale delle mutazioni dell’LDLR:
= 43 pazienti con allele nullo (NA),
= 62 pazienti con alterazioni della sequenza amminoacidica (DEF)

» 33 pazienti senza riscontro di mutazioni all’analisi genetica (NM)

I tre gruppi sono risultati simili per quanto riguarda eta, genere e IMC.

I pazienti con classe fenotipica allele nullo e alterazioni della sequenza
amminoacidica (quindi con mutazioni del’LDLR) ricevevano diagnosi di FH con
uno score secondo i criteri Dutch maggiore rispetto ai pazienti senza mutazioni

rilevate (14.1+4.4 vs 8.9+4.7, p = 0.005 vs e 13.1+4.5 vs 8.9+4.7, p= 0.016).
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Tra le caratteristiche fisiche del FH, la presenza di xantomi e di gerontoxon
risultava significativamente diversa tra i due gruppi, con una prevalenza

nettamente maggiore nei pazienti appartenenti alla classe fenotipica allele nullo.

La storia familiare e personale dei pazienti dei tre gruppi risultava priva di

differenze statisticamente significative.

In merito al profilo lipidico alla diagnosi, quindi in assenza di terapia
ipocolesterolemizzante, i livelli di colesterolo totale e di CT-LDL erano
significativamente differenti nei tre gruppi considerati. In particolare i pazienti
con classe fenotipica allele nullo e alterazioni della sequenza amminoacidica
mostravano livelli di colesterolemia totale (430.6£105.8vs 408.2+89.3vs
314.0£105.4: p=0,004Anova) e CT-LDL (316+117 vs 321+109 vs 199+44 mg/dl:
p=0,002Anova) superiori rispetto ai pazienti senza mutazioni. Non vi erano
differenza significative nei tre gruppi per quanto riguardava i trigliceridi e le

lipoproteine ad alta densita (HDL).

Infine, la percentuale di pazienti in terapia ipocolesterolemizzante ad altra

efficacia era statisticamente omogenea nei tre gruppi (Tabella V).
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Tabella V: Caratteristiche cliniche e biochimiche dei pazienti FH suddivisi per il tipo di mutazioni
rilevate. Alcuni dati sono espressi come media + deviazione standard. NA= allele nullo,
DEF=alterazioni della sequenza amminoacidica; NM=assenza di mutazioni responsabili di FH.
IMC= indice di massa corporea. DLCN=Dutch Lipid Clinic Network. n.s. =non significativo.

Caratteristiche cliniche

Sesso (m/f) (%)
Eta (anni)

IMC (kg/m?)

DCLN Score

Xantomi (%)

Xantelasmi (%)
Gerontoxon (%)
Familiarita per ipercolesterolemia (%)
Familiarita per CVD precoce (n, %)
Storia personale di CVD precoce (%)
Vasculopatia carotidea (%)
Storia di ipertensione arteriosa (%)
Storia di diabete mellito (%)

Storia di tabagismo ( %)

Colesterolemia alla diagnosi (mg/dl)

Trigliceridemia alla diagnosi (mg/dl)

CT-HDL alla diagnosi (mg/dl)

CT-LDL alla diagnosi (mg/dl)

Terapia ipoCT ad elevata efficacia (%)

0: 0 vs 2, p<0,05
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=z 0 vs 1, p<0,05

NA
(n=43)
60/40
47.8+16.7
24.943.6

14.1+4.4

71.4

19.0

90.4
66.0
28.5
524
9.0

333

430.6+105.8

115.5+68.2

53.5+13.7

326,5+97,7

57.1

DEF
(n=62)
48/52
44.5+17.0

24.144.7

13.1+4.5

48.5
11.4
28.5
100
71.4
31.4
48.5
11.4
5.0
25.7

408.2+89.3

131.2+69.1

53.6£16.1

316,9+93,9

48.5

o:1vs2,p<0,05

NM ANOVA
(n=33) (p-value)

54/46 n.s.
41.8+20.9 n.s.
26.1+2.5 n.s.

0.005

8.9+4.7

0o

30.7 0.054
0 n.s

15.4 0.047
100 n.s.
69.2 n.s.
15.4 n.s.
46.1 n.s.
0 n.s.
0 n.s
30.7 n.s.
n.s.

0.004

314.0£105.4

0o

102.94£53.2 n.s.

58.8+16.2 n.s.
0.002
211,1+76,3
¢ o
38.4 n.s.



IPERCOLESTEROLEMIA FAMILIARE: ECOGRAFIA TENDINEA

* Caratteristiche cliniche dei soggetti studiati

Tra 1 soggetti reclutati, 101 venivano sottoposti anche ad ecografia tendinea. Le
caratteristiche cliniche sono illustrate nella Tabella VI. Il nostro campione
risultava composto da 63 femmine (pari al 62,4%) e 38 maschi (pari al 37,6%) di
etd compresa tra i 18 e 1 76 anni (etd media=DS 48,0+15,5 anni). L’IMT medio

dei nostri pazienti era di 25,1+4,5 kg/m?, ovvero borderline per sovrappeso.

L’eta media al primo riscontro di ipercolesterolemia era di 26,9+13,4 anni. Vi
erano infatti individui ai quali erano stati riscontrati valori di colesterolo elevati
fin dalla nascita, ma anche soggetti etichettati come dislipidemici all’eta di 60
anni, nell’ambito dello screening a cascata a partire da un familiare noto per
essere FH. Inoltre il primo riscontro di ipercolesterolemia non necessariamente

coincideva in tutti i casi con la diagnosi di ipercolesterolemia familiare.

L’attribuzione ad ogni paziente dello score calcolato sulla base del DCLN ha
permesso di definire una popolazione caratterizzata da uno score medio pari a
10,1+4,9, all’interno della quale erano presenti individui con diagnosi certa
(n=58), ma anche probabile (n=26), possibile (n=17) di ipercolesterolemia

familiare.

Agli esami bioumorali basali, ovvero senza alcuna terapia, i pazienti presentavano
una colesterolemia totale (CT) pari a 351,8£107,3 mg/dl, ed una colesterolemia
LDL di 268,6£106,2 mg/dl. Si segnala la presenza di forme familiari

particolarmente gravi (n=12) con picchi di colesterolo LDL superiori a 400 mg/dl.

All’esame obiettivo volto ad identificare 1 markers clinici di FH, il 34,7% dei
pazienti mostrava la presenza di arco corneale lipidico in eta precoce (<45 anni),
mentre il 10,2% presentava xantomi tendinei apprezzabili alla palpazione

manuale.

I1 97% dei pazienti aveva familiarita per dislipidemia, mentre il 58,2% aveva

anche familiaritd per eventi cardiovascolari prematuri. Per quanto riguardava
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invece la storia personale, il 12,9% aveva dato manifestazione di malattia

coronarica o cerebrovascolare in eta precoce.

Riguardo ai fattori di rischio cardiovascolare, il 20,8% dei soggetti era iperteso e
il 5% diabetico. In merito al tabagismo si rilevava una quota decisamente

maggiore di ex-fumatori (34%) rispetto alla quota di fumatori attivi (13%).

Tabella VI. Caratteristiche cliniche e bioumorali dei pazienti sottoposti ad ecografia tendinea. I
dati sono espressi come mediatdeviazione standard. IMC= indice di massa corporea.
DLCN=Dutch Lipid Clinic Network.

Caratteristiche Cliniche Valore Minimo Massimo
Sesso (m/f) (n, %) 38/63 (37,6/62,4) - -
Eta (anni) 48,0£15,5 18 76
Peso (kg) 70,7149 46,0 122,0
Altezza (m) 1,67+0,10 1,43 1.93
IMT (Kg/m?) 25,144,5 17,8 42,3
Eta alla diagnosi (anni) 26,9+13.,4 0 60
DCLN Score 10,1+4,9 4 24
Diagnosi certa (%) 58 %
Diagnosi probabile (%) 26 %
Diagnosi possibile (%) 16%
Colesterolo totale (mg/dl) 351,83+107,33 144 690
CT-LDL (mg/dl) 268,62+106,20 74 609
APO B100 (mg/dl) 116.69+35.31 27 275
LDL ossidate (U/L) 66.46+24.89 37.99 162.71
Xantomi obiettivi (%) 10,2 - -

88



Gerontoxon (%) 34,7 - -

Familiarita per dislipidemia (%) 97 - -

Familiarita per eventi CVD 58,2 - -

precoci (%)

Storia personale di eventi CVD 12,9

precoci (%)

Ipertesi (%) 20,8 - -
Diabetici (%) 5 - -
Ex fumatori (%) 34 - -
Fumatori attivi (%) 13 - -
Sigarette/die (n) 11,46+9,77 1 50
Anni di fumo (n) 19,31+12,9 1 50
Pacchetti all’anno (n) 209,17+178,27 18,25 912,50

In Tabella VII ¢ possibile apprezzare la suddivisone dei soggetti in base al tipo di
terapia ipocolesterolemizzante assunta. Com’era da attendersi, trattandosi di una
popolazione ad elevato rischio cardiovascolare, la quasi totalitd dei pazienti
assumeva almeno un tipo di presidio farmacologico, mentre il 14,9% non
assumeva alcuna terapia. Le statine utilizzate erano prevalentemente
Rosuvastatina (30,7%) e Simvastatina (25,7%), e il 39,6% assumeva una terapia

combinata statina-ezetimibe.

Per avere un quadro ancora piu chiaro della situazione, ¢ stata presa in
considerazione anche la quota di soggetti in terapia ipocolesterolemizzante ad
elevata efficacia, dove per terapia ad elevata efficacia si intendeva una tra le

seguenti opzioni:

89



- Rosuvastatina> 20 mg/die
- Atorvastatina> 40 mg/die
- Atorvastatina + Ezetimibe 10 mg/die
- Rosuvastatina + Ezetimibe 10 mg/die

- Simvastatina 40 mg/die + Ezetimibe 10 mg/die

Nel complesso circa la meta dei pazienti (47%) era sottoposto ad una terapia
ipocolesterolemizzante ad elevata efficacia, con riduzione media attesa del C-LDL

di almeno il 50%.

Tabella VII. Terapia ipocolesterolemizzante nei soggetti valutati (n=101).

Terapia ipocolesterolemizzante Valore (%)
Nessuna 15
Atorvastatina 23
Rosuvastatina 31
Simvastatina 26
Lovastatina 1
Nutraceutici 4
Ezetimibe + statina 40
Terapia ipoCT ad elevata efficacia (%) 47

* Impatto della terapia farmacologica

Sono state analizzate le differenze negli assetti lipidici dei pazienti al momento
della diagnosi di dislipidemia e durante I’assunzione della terapia farmacologica. I
risultati, riportati in Tabella VIII, hanno evidenziato una riduzione statisticamente
significativa dei valori di colesterolo totale (A= -37,7%, p<0,001) e di colesterolo
LDL (A= -49,5%, p<0,001). Trigliceridi e colesterolo HDL non hanno invece

subito variazioni statisticamente significative.
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Tabella VIII. Confronto tra I’assetto lipidico al tempo basale (tB) e 1’assetto lipidico in terapia

attuale (tA). I dati sono espressi come media+deviazione standard. n.s.= non significativo.

Assetto lipidico tB tA Delta % p value
CT (mg/dl) 368,8+106,5 221,9+55,0 -37.7 0,001

CT-HDL (mg/dl) 61,1+£16,5 61,9+16,7 +2.2 n.s.
TG (mg/dl) 112,1+56,1 109,2+61,1 +2.,4 n.s.

CT-LDL (mg/dl) 285,3+105,6 138,1+49,3 -49,5 0,001

* Parametri ecografici

Nel contesto della visita ambulatoriale, ogni singolo paziente ¢ stato sottoposto ad
ecografia dei tendini d’Achille destro e sinistro. Delle varie misurazioni fatte
(spessore tendineo rispettivamente a 1 ¢ a 2 cm dall’inserzione sulla tuberosita
calcaneare e spessore massimo) abbiamo focalizzato la nostra attenzione sullo
spessore massimo rilevato. Lo spessore massimo medio era di 6,59+2,75 mm a
destra, e di 6,69+2,62 mm a sinistra, con valori oscillanti da un minimo di 3,60

mm a un massimo di 22,0 mm (Tabella IX).

Della popolazione studiata 71 soggetti sono stati indagati anche con eco-color-
doppler nel distretto carotideo, con riscontro di un IMT a livello di carotide
comune (CC) destra pari a 0,66+0,22 mm, 0,64+0,26 mm a sinistra. Valori simili
sono stati trovati anche per quanto riguardava I’arteria carotide interna (ACI), con

IMT medio di 0,66+£0,45 mm a destra, e di 0,64+0,40 mm a sinistra.
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Tabella IX. Parametri ecografici tendinei e carotidei. I dati sono espressi come mediatdeviazione
standard. IMT= intima media thickness, CC= carotide comune, ACI= arteria carotide interna.

Misurazioni ecografiche Valore Minimo Massimo
Tendini Achillei
Spessore max destra (mm) 6,59+2,75 3,70 22,00
Spessore max sinistra (mm) 6,69+2,62 3,60 21,10
Carotidi

IMT CC DX (mm) 0,66+0,22 0,30 1,30
IMT ACI DX (mm) 0,66+0,45 0,20 2,80
IMT CC SX (mm) 0,64+0,26 0,3 1,6
IMT ACI SX (mm) 0,64+0,40 0,2 2,5

Da uno studio precedente, condotto in seno al nostro gruppo di ricerca, ¢ stato
deciso di utilizzare il valore di cut-off di 6,15 mm per considerare

patologicamente ispessito il tendine d’Achille.

Applicando alla popolazione da noi studiata il cut-off di 6,15 mm quale
discriminante per parlare di ispessimento patologico, ¢ risultato che circa la meta
dei pazienti (45,9% per il tendine destro, 49,5% per il tendine sinistro) presentava
uno spessore massimo misurato ecograficamente superiore al valore soglia
(Tabella X). Inoltre alla valutazione dell’ecostruttura il 22,7% dei pazienti (23,2%
a destra, 22,2% a sinistra) presentava un certo grado di disomogeneita, mentre una
quota minore mostrava delle formazioni ipoecogene riferibili ad accumuli lipidici

(17,3% a destra, 16,3% a sinistra).

92



Tabella X. Parametri ecografici tendinei. Alcuni dei dati sono espressi come mediatdeviazione

standard.

Tendine achilleo destro Tendine achilleo sinistro
Spessore massimo (mm) 6.59+2.75 6.69+2.62
Spessore > 6,15 mm (%) 45,9 49,5
Ecostruttura disomogenea (%) 23,2 22,2
Formazioni ipoecogene (%) 17,3 16,3

E stato considerato lo spessore tendineo massimo maggiore per ogni coppia di
tendini achillei indagati, assumendolo come parametro indicatore di gravita di
malattia. Ne risultava, come da Tabella XI, che la media dei valori dello spessore
tendineo massimo assoluto era pari a 7,04£2,79 mm, con il 59,2% dei soggetti
aventi almeno uno dei due tendini di Achille ispessito oltre la soglia patologica di

6,15 mm.

Tabella XI. Parametri ecografici tendinei.

Valore
Spessore max (mm) 7,04+2,79
Spessore max> 6,15 mm (n,%) 58 (59,2)

In base al cut-off di 6,15 mm e alle caratteristiche di ecogenicita ¢ stato possibile
stabilire i criteri per considerare I’esame ecografico positivo per presenza di

xantomi tendinei achillei, ovvero:

- spessore tendineo superiore a 6,15 mm e/o
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- presenza di noduli ipoecogeni nello spessore del tendine

Ai 58 pazienti sopra descritti, presentanti uno spessore tendineo massimo
superiore al cut-off, se ne aggiungevano 2 che presentavano solamente le
formazioni ipoecogene in assenza di spessore tendineo patologicamente
aumentato. Secondo i criteri sopraenunciati ne risultava che in totale 60 pazienti

presentavano xantomi ecografici in almeno uno dei due tendini d’Achille.

Prendendo in considerazione I’intero gruppo studiato ne derivava che 38 soggetti
(pari al 38,8% del totale) non avevano xantomi tendinei né all’esame obiettivo
(EO-) né all’ecografia (US-). Al contrario 50 pazienti (pari al 51% del totale)
presentavano xantomi all’ecografia (US+), ma non all’esame obiettivo (EO-).
Com’era da attendersi invece tutti i pazienti (n=10) nei quali la palpazione
manuale aveva rilevato xantomi tendinei erano anche positivi all’imaging

ultrasonografico (US+, EO+) (Tabella XII).

Tabella XII. Relazione tra Xantomi obiettivi e Xantomi ecografici. Xantomi EO+/EO- =
presenza/assenza di xantomi obiettivi; Xantomi US+/US- = presenza/assenza di xantomi
ecografici. P-value = 0.000.

Xantomi EO- Xantomi EO+
Xantomi US — (%) 38,8 0,0
Xantomi US + (%) 51,0 10,2

Pertanto, per meglio definire le caratteristiche del gruppo con xantomi ecografici

ma non obiettivabili, abbiamo messo a confronto i seguenti tre gruppi:

- Pazienti con xantomi ecografici ed obiettivi (pz US+EO+)
- Pazienti con xantomi US ma non EO (US+EO-)

- Pazienti senza xantomi US o EO (US-EO-)

I tre gruppi risultavano omogenei per quanto riguardava il sesso e l’eta alla
diagnosi. I soggetti US+EO+ presentavano un’eta media piu elevata rispetto agli
altri due gruppi (58,8+11,4, 48,4+14,3 e 43,9+17,0 anni, rispettivamente
US+EO+, US+EO- e US-EO-; p=0,023) (Tabella XIII).

94



Il DLCN score mostrava una differenza statisticamente significativa (p<0,001) tra
1 diversi gruppi confrontati, rivelandosi maggiore nel gruppo US+EO+ (16,7+4,9)
rispetto ai gruppi US+EO- (10,7+4,2) e US-EO- (7,6+4,0).

Per quanto riguardava I’assetto lipidico, si notava una tendenza all’aumento del
valore del LDL-C nel gruppo con US+EO+, pur mantenendosi questo parametro
su valori elevati anche negli altri gruppi. Anche il colesterolo totale risultava
significativamente superiore (p<0,001) nel gruppo US+EO+ rispetto agli altri
soggetti considerati. Le LDL ossidate non presentavano una differenza

statisticamente significativa tra i tre gruppi considerati.

I tre gruppi risultavano omogenei in quanto ad anamnesi familiare di dislipidemia,

ed eventi cardiovascolari precoci sia in famiglia che nella propria storia personale.

L’intensita della terapia ipolipemizzante differiva statisticamente (p=0,028) tra i
gruppi. In particolare la terapia ad elevata efficacia era utilizzata maggiormente

per i soggetti US+EO+.

Infine, a proposito della misurazione mediante eco-doppler dello spessore medio
intimale a livello carotideo, ¢ stata rilevata una differenza significativa tra i tre
gruppi sia sullo spessore medio intimale valutato alla carotide comune di destra
(p=0,017) sia alla carotide comune di sinistra (p=0,014). I pazienti che non
presentavano né xantomi obiettivabili né xantomi visibili all’ecografia
presentavano infatti un IMT carotideo inferiore rispetto a quelli con xantomi

rilevati all’EO o tramite imaging.
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Tabella XIII. Confronto dei parametri clinici, bioumorali ed ecografici tra i tre gruppi in base alla
presenza/assenza di xantomi ecografici e obiettivi. US+EO-= presenza di xantomi ecografici ed
obiettivi; US+EO-= presenza di xantomi ecografici ed assenza di xantomi obiettivi; US- EO-=
assenza di xantomi sia ecografici che obiettivi. I dati sono espressi come mediatdeviazione

standard. n.s.= non significativo.

Caratteristiche US+EO+ US+EO- US-EO- ANOVA
cliniche (n=10) (n=51) (n=40) (p-value)
Sesso (m/f) (%) 2/8 (20/80) 22/29 (42/58) 15/25 n.s
y (36,8/63,8) :
0,023
Eta (anni) 58,8+11,4 48,4+14,3 43,9+17,0
0
Eta alla diagnosi 27,149,6 25,8+13,1 28,2+14,9 ns
(anni)
0,025
IMC (kg/m?) 27,9+6,5 25,7+4,7 23,9434
0
0,000
DCLN (score) 16,7+4,9 10,7+4,2 7,6+4,0
Omo
0,000
CT basale (mg/dl)  449,2+69,0 373,3+115,8 291,0+65,3
On
TG basale (mg/dl)  107,2+50,9 117,4+59,9 103,5+53,1 n. s
0,035
(CTHELDLL gty 51,5+12,9 58,8+16,1 64,5+13,6
(mg/dl) 0
0,000
(EAHLIIL Ot 374,0+73,8 289,1+113,5 208,7£65,2
(mg/dl) on
LDL ossidate 66.45422.06  69.71£30.58  62.29+16.69 ns
(mg/dl)
Familiarita
dislipidemia (%) 100 98 94.7 n.s
Familiarita eventi
CVD precoci (%) 60,0 44,7 31,6 n. s
Storia personale
CVD precoce (%) 30,0 14,0 7,9 n. s
ferep andpla 80,0 47,8 30,8 0,028

efficacia (%)
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0,017

IMT CC DX (mm) 0,9+0,2 0,6+0,2 0,6+0,2
0o
0,004
IMT ACI DX (mm) 1,4+1,2 0,5+0,3 0,6+0,2
0
0,014
IMT CC SN (mm) 0,8+0,3 0,7+0,3 0,5+0,2
0
0: 0 vs 2, p<0,05 =2 0 vs 1, p<0,05 o:1vs2,p<0,05

I risultati delle correlazioni tra spessore massimo tendineo achilleo e profilo
lipidico e valutazione ecografica carotidea sono presentati nella Tabella XIV. Per
quanto riguarda I’assetto lipidico, lo spessore massimo achilleo ¢ risultato
significativamente correlato ai valori di CT e LDL-C, ed inversamente correlato ai
valori di HDL-C (Figura 29). Non ¢ emersa una correlazione significativa con le
LDL ossidate. In merito all’esame ultrasonografico carotideo tutti i parametri
considerati sono risultati significativamente correlati con lo spessore massimo del

tendine di Achille.

Tabella XIV. Correlazioni tra spessore massimo del tendine achilleo e alcuni parametri
dell’assetto lipidico e carotidei. n.s.= non significativo. IMT spessore intima media; CC= arteria
carotide comune, ACI= arteria carotide interna

CT CT LDL IMT IMT IMT IMT
Eta CT HDL  LDL ox CC ACI CC ACI
DX DX SX SX

. 0215 0,372 | -0,204 0,411 | -0.150 | 0,489 | 0,779 | 0,457 | 0,707
Spessore | Corr. di

max. Pearson

0: p<0,05
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y= 4,18 + U,U1x

R*=0.169

Figura 29 Correlazione tra spessore massimo tendineo e colesterolo LDL basale in tutti i soggetti.
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Alla luce delle correlazioni rilevate ¢ stata costruita un’analisi logistica
multivariata utilizzando come variabile dipendente lo xantoma ecografico e come
variabili indipendenti quelle variabili risultate significativamente correlate con lo
spessore tendineo massimo. Nel modello rappresentato in Tabella XVa, aggiustato
per eta e sesso, il colesterolo LDL basale risultava il parametro significativamente

associato con la presenza di xantomi (p<0,001).

Tabella XVa. Analisi di regressione logistica multipla con xantoma ecografico come variabile
dipendente, ed LDL-C al tempo basale. n.s.= non significativo

OR (IC 95%) p value
Eta 1,024 (0,993-1,055) n.s.
Sesso 0,748 (0,285-1,963) n.s.
CT-LDL basale 1,014 (1,006-1,021) 0,000

Anche nel modello aggiustato per eta, sesso e terapia ad elevata efficacia il valore
di LDL-C in terapia attuale si confermava statisticamente associato (p=0,012) agli

xantomi tendinei.
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Tabella XVb. Analisi di regressione logistica multipla con xantoma ecografico come variabile
dipendente, ed LDL-C in terapia attuale. n.s.= non significativo.

OR (IC 95%) p value
Eta 1,012 (0,973-1,053) n.s.
Sesso 0,611 (0,205-1,818) n.s.
Terapia ad elevata
2,314 (0,791-6,771) n.s.
efficacia
LDL in terapia attuale 1,020 (1,004-1,035) 0,012

I risultati delle correlazioni statisticamente significative tra LDL ossidate e spessore
massimo tendineo achilleo, profilo lipidico e valutazione ecografica carotidea sono
presentati nella Tabella XVI. Per quanto riguarda 1’assetto lipidico, le LDL ossidate non
sono risultate significativamente correlate ad alcun parametro cosi come non ¢ emersa
alcuna relazione con i parametri ecografici tendinei. In merito all’esame ultrasonografico
carotideo, lo spessore medio intimale (IMT) a livello del bulbo bilateralmente ¢ risultato

significativamente correlato con i valori di LDL ossidate.

Tabella XVI: Correlazioni tra LDL ossidate, LDL e parametri ecografici carotidei.

IMT bulbo DX IMT bulbo SX LDL

LDL ossidate Corr. di Pearson 0.381 ¢ 0.490 ¢ 0.157

0: p<0,05

In tabella XVII ¢ stata analizzata la correlazione di Pearson tra valori di LDL
ossidate nei tre gruppi (US-EO-, US+EO- e US+EO+) e alcuni parametri. In
particolare si vede come i valori di LDL ossidate correlino con lo spessore
massimo dei tendini solo nel gruppo di pazienti con xantomi obiettivi (0,752 con p
value di 0,012). E’ da notare che a dispetto della bassa numerosita del gruppo

(solo 10 pazienti) la correlazione statistica sembra essere molto forte.
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Il colesterolo totale e il C-LDL correlano con le LDL ossidate solo nel gruppo di
pazienti con ecografia positiva (rispettivamente 0,706 con p value <0,001 e 0,732
con p value< 0,001). Questa correlazione si mantiene anche se valutiamo i
pazienti totali (per il colesterolo totale la correlazione ¢ di 0,572 con p value<

0,001 e per il C-LDL la correlazione ¢ di 0,573 con p value < 0,001)

Tabella XVII. Correlazione tra le LDL ox nei tre gruppi e le tre variabili elencate.

Pazienti US-

Pazienti Pazienti
tofall EO— .. _ Pazienti
otali Pazienti US+EO US+EO+
s (n=10)
(n=78) (n=29)
LDL ossidate in U/L
Spessore  max
0,127 -0,150 -0,202 0,752 o
(mm)
CT (mg/dL) 0,572 o 0,289 0,706 o 0,324
CT-LDL
(mg/dL) 0,573 0,157 0,732 o 0,431
o: p<0,05

100



IPERCOLESTEROLEMIA FAMILIARE: CARATTERIZZAZIONE
GENETICA, ECOGRAFIA DEI TENDINI ACHILLEI E DUTCH LIPID
CLINIC NETWORK SCORE

Dei 101 pazienti sottoposti ad ecografia tendinea, la diagnosi genetica ¢
attualmente disponibile per 74 soggetti. Di questi ultimi, 52 pazienti presentano
mutazione coinvolgente il gene che codifica il recettore delle LDL (LDL-R) in
forma eterozigote, di cui 23 portatori di allele nullo e 29 di sostituzioni
amminoacidiche (delezioni), 2 soggetti con mutazione coinvolgente il gene per
APOB in eterozigosi, | paziente con mutazione coinvolgente gene che codifica
per PCSKD9 in eterozigosi e 19 soggetti con ricerca negativa per le mutazioni note

responsabili di FH.

Le analisi che seguono hanno preso in considerazione solo i 52 pazienti con

mutazione coinvolgente LDLR e i 19 con ricerca delle mutazioni negativa per FH.

I soggetti sono stati suddivisi in tre gruppi rispettivamente in base alla:

» classe fenotipica/funzionale delle mutazioni dell’LDLR:
= 23 pazienti con allele nullo (NA),
= 29 pazienti con alterazioni della sequenza amminoacidica (DEF)

» 19 pazienti senza riscontro di mutazioni all’analisi genetica (NM)

I tre gruppi sono risultati simili per quanto riguarda eta, genere e IMC.

I pazienti con classe fenotipica allele nullo e alterazioni della sequenza
amminoacidica (quindi con mutazioni dell’LDLR) ricevevano diagnosi di FH con
uno score secondo i criteri Dutch maggiore rispetto ai pazienti senza mutazioni

rilevate (12.5+4.8 vs 12.4+4.7 vs 6.8+4.4, p< 0.005 Anova).

Tra le caratteristiche fisiche del FH, la presenza di xantomi e di gerontoxon
risultava significativamente diversa tra i due gruppi, con una prevalenza

nettamente maggiore nei pazienti appartenenti alla classe fenotipica allele nullo.

La storia familiare e personale dei pazienti dei tre gruppi risultava priva di

differenze statisticamente significative.

101



In merito al profilo lipidico alla diagnosi, quindi in assenza di terapia
ipocolesterolemizzante, i livelli di colesterolo totale e di CT-LDL erano
significativamente differenti nei tre gruppi considerati. In particolare i pazienti
con classe fenotipica allele nullo e alterazioni della sequenza amminoacidica
mostravano livelli di colesterolemia totale (NA vs DEF vs NM 390+120 vs
405+110 vs 284+47 mg/dl: p<0,001 Anova) e CT-LDL (NA vs DEF vs NM
3164117 vs 321+109 vs 199+44 mg/dl: p<0,001 Anova) superiori rispetto ai
pazienti senza mutazioni. Non vi erano differenza significative nei tre gruppi per

quanto riguardava i trigliceridi e le lipoproteine ad alta densita (HDL).

Infine, la percentuale di pazienti in terapia ipocolesterolemizzante ad altra

efficacia era statisticamente omogenea nei tre gruppi (Tabella XVIII).
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Tabella XVIII: Caratteristiche cliniche e biochimiche dei pazienti FH suddivisi per genotipo.
NA= allele nullo, DEF=alterazioni della sequenza amminoacidica; NM=assenza di mutazioni
responsabili di FH. IMC = indice di massa corporea, DCLN Dutch Clinic Lipid Network, CV=
cardiovascolari. I dati sono espressi come mediatdeviazione standard. n.s.= non significativo.

NA

(n=23)

Sesso(m/f) (%)

Eta (anni) 44417
Eta alla diagnosi (anni) 19+13
IMC (kg/m?) 25.4+3.5
DCLN Score (n) 12.5+4.8
Xantomi EO (%) 26,1
Gerontoxon (%) 43
CT basale (mg/dl) 398+120
TG basale (mg/dl) 99441
CT-HDL basale (mg/dl) 59+16
CT-LDL basale (mg/dl) 316+117

APO B (mg/dl)

LDL ossidate (U/L) 64.44+19.1
Familiarita per dislipidemia 100
(%)

Familiarita per eventi CV 41
precoci (%)

Storia personale eventi CV 0
precoci (%)

Terapia ad alta efficacia (%) 59

Fumo (%) 26

Ipertensione arteriosa (%) 0

Diabete mellito(%) 0

9/14 (39/61)

120.86+32.18

DEF NM
(n=29) (n=19)
10/19 (34/66) | 9/10 (47/53)
44+13 54+11
22+10 38+13
25.3+5.8 25.3+2.6
12.4+4,7 6.8+4,4
13,8 0
0 32
405+110 284+47
106+54 127455
58+18 62+14
321+109 199+44
132.50+44.37  106.65+28.9
76.25+34.2 58.9+16.7
100 100
52 0
17.2 0
51 0
0 0
0 37
0 0

ANOVA

p-value

n.s.

0.05

0.000

n.s.

<0,005

0.054
0.057

0.000

n.s.

n.s.

0.000

n.s.

n.s.

n.s.

0.044

n.s.

n.s.

0.007

0.025

n.s.
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Gli spessori tendinei massimi tra i tre gruppi sono significativamente differenti

(7,64+2.06mm vs 7,65+4.03mm vs 5,7+0.75mm; p< 0,005).

Tra i pazienti con Allele nullo, il 78,2% aveva spessore tendineo superiore al cut-
off, tra 1 pazienti con Delezioni il 66,7% e tra i pazienti ipercolesterolemici ma

con genetica negativa per FH, il 26,3% (Tabella XIX).

Tabella XIX: Caratteristiche ecografiche, LDL ossidate ed Apo B dei pazienti suddivisi per
genotipo. Alcuni dati sono espressi come mediat+deviazione standard. n.s.= non significativo.

NA DEF NM ANOVA
(n=23) (n=29) (n=19) p-value
Spessore max (mm) 7,95+2.43 7,77+4.04 5,78+0.80 <0,05
Spessore max> 6,15
i () 18 (78.2) 20(66,7) 5(26,3) <0,001
LDL ossidate (U/L) 64.44+19.1 76.25+34.2 58.9+16.7 n.s.
APO B (mg/dl) 120.86+32.18 | 132.50+44.37 106.65+28.9 n.s.

Tra i pazienti con spessore tendineo superiore al cut off (> 6,15 mm), il 42 %
presentava mutazioni per allele nullo, il 46% sostituzioni amminoacidiche e il

12% non presentava mutazioni tra quelle indagate.

Tra i pazienti portatori di mutazione per allele nullo, il 78,3% aveva xantomi
ecografici (definiti come spessore tendineo superiore al cut off e/o formazioni
ipoecogene), tra 1 pazienti con Delezioni il 72,4% e tra 1 pazienti

ipercolesterolemici ma con genetica negativa per FH, il 31,6% (Tabella XX).
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Tabella XX: Prevalenza degli xantomi tendinei ecografici in base al genotipo. NA= allele nullo,
DEF=alterazioni della sequenza amminoacidica; NM=assenza di mutazioni responsabili di FH.

NA DEF NM ANOVA
(n=23) (n=29) (n=19) p-value
Xantomi US (n,%) 18(78,2) 21 (72.4) 6 (31,6) <0,001

Tra 1 pazienti con xantomi tendinei ecografici, il 64 % presentava mutazioni per
allele nullo, il 25% sostituzioni amminoacidiche e il restante 11% non presentava

mutazioni tra quelle indagate.

Inoltre, non ¢ emersa alcuna differenza statisticamente significativa nella

distribuzione delle formazioni ipoecogene tra i gruppi (Tabella XVII).

Gli xantomi ecografici nei tre gruppi si differenziano quindi per lo spessore

massimo tendineo ma non per la presenza di formazioni ipoecogene.

Il Dutch Lipid Clinic Network Score da solo pud permettere di ottenere diagnosi
clinica di Ipercolesterolemia Familiare (FH). Infatti con score superiore a 8
abbiamo diagnosi certa di FH. Con score inferiore o uguale a 8, si distinguono due

classi: diagnosi possibile se punteggio tra 3-5 e probabile se tra 6-8.

Tra 1 pazienti con test genetico positivo (n=56) il 71,4% aveva diagnosi certa
secondo 1 criteri del Dutch Clinic Lipid Network Score, il 23,2 % diagnosi
probabile, il 5,4% possibile (Figura 30).
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Figura 30: Diagnosi clinica di Ieprcolesterolemia Familiare (FH) secondo i criteri del Dutch
Clinic Lipid Network (DLCN) nei pazienti con genotipo positivo per FH.

Ne risulta che 16 pazienti (il 28% di quelli con mutazione) non ottenevano un
punteggio con il DLCS tale da formulare una diagnosi certa di FH nonostante

fossero portatori di una mutazione responsabile di FH.

Pertanto abbiamo considerato i 16 pazienti la cui diagnosi con DCLS non fosse
certa (<8 punti) e abbiamo valutato la frequenza degli xantomi sia obiettivi (EO)

che ecografici (US). (Tabella XXI).

Tabella XXI: Prevalenza degli Xantomi obiettivi (EO) ed ecografici (US) nei pazienti con
diagnosi genetica di FH.

Pz DLNS<8
(n=16)
Xantomi EO (n, %) 1(6,3)
Xantomi US (n, %) 10 (62,5)

Quindi, dei 10 pz con xantomi US, uno solo aveva avuto reperto obiettivo. Escluso questo
paziente, 9 pazienti presentavano xantoma US la cui presenza non ¢ stata conteggiata nel

DCLC Score.
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IPERCOLESTEROLEMIA
INIBITORI DI PCSK9

FAMILIARE: TRATTAMENTO CON

Nel presente studio sono stati reclutati 20 soggetti con Ipercolesterolemia
Familiare eterozigote, di cui 6 femmine e 14 maschi, che abbiamo esaminato in
toto e stratificati in due gruppi in base alla terapia con inibitori di PCSK9 in atto,

cio€ con evolocumab o con alirocumab.

Dall’analisi dei dati (Tabella XXII) emerge che la popolazione reclutata aveva
un’etda media di 53 anni (deviazione standard 14 anni), senza differenze
statisticamente significative tra il gruppo di pazienti in terapia con evolocumab e

il gruppo in terapia con alirocumab.

Per quanto riguarda i dati antropometrici, 1 soggetti avevano un indice di massa
corporea (IMC) espresso come media + deviazione standard pari a 27,8 kg/m2 +
4,4. Non sono state evidenziate differenze statisticamente significative per quanto

riguarda peso, altezza e indice di massa corporea tra i due gruppi.

Tutti Evolocumab Alirocumab y
P :
Sesso, %ofemmine 30% (6) 40% (4) 20% (2)
() Ns
0, 0, 0,
% maschi (n) 70% (14) 60% (6) 80% (8)
Eta (anni) 52,9+ 14,4 55,5+16,3 50,3+ 12,5 ns
Peso (kg) 81,7+ 15,7 77,8 + 18,3 85,6 +12,3 ns
Altezza (cm) 173 +8.,0 172+9,2 174 +7,0 ns
IMC (kg/m®) 27,8 +4.4 26,3 +4,7 29,3 +3,8 ns

Tabella XXII. Caratteristiche cliniche della popolazione stratificata in base alla terapia in atto con
evolocumab o alirocumab. I dati sono espressi come media + deviazione standard. IMC=indice di massa
corporea. ns=non significativo.

I dati anamnestici relativi a familiarita per dislipidemie e per malattia

cardiovascolare (CVD) precoce sono descritti in Tabella XXIII, da cui si evince
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che tutti i soggetti avevano familiarita per la presenza di dislipidemie e la maggior
parte familiarita per malattia cardiovascolare precoce, senza differenze
statisticamente significative tra il gruppo di pazienti in terapia con evolocumab e

quello in terapia con alirocumab.

Tutti Evolocumab Alirocumab D
Familiarita per 100% (20) 100% (10) 100% (10)
dislipidemie, % (n) o ’ ’ s
Familiarita per CVD o 0 0
precoce, % (n) 85% (17) 80% (8) 90% (9) ns

Tabella XXIII. Familiarita per dislipidemie e malattia cardiovascolare precoce (CVD). I dati sono espressi
come percentuale € come numero puro, ¢ stratificati in base alla terapia in atto con evolocumab o alirocumab.
ns=non significativo.

In Tabella XXIV sono riportati i dati relativi alla storia personale di CVD precoce,
malattia vascolare periferica (intesa come stenosi carotidea almeno del 20%),

ipertensione arteriosa essenziale, diabete mellito e fumo in atto o pregresso.

Tutti Evolocumab Alirocumab y4
CVD precoce, % (n) 55% (11) 50% (5) 60% (6) ns
i IR R R R
s | 00 [ e | |
gli)abete mellito, % 10% (2) 0% (0) 20% (2) ns
Fumo attivo, % (n) 10% (2) 0% (0) 20% (2) ns
fnl;mo pregresso, % 40% (8) 30% (3) 50% (5) ns

Tabella XXIV. Anamnesi relativa a storia personale di CVD precoce, malattia vascolare periferica,
ipertensione arteriosa, diabete mellito, fumo. I dati sono espressi in percentuale e numero puro, e stratificati in
base alla terapia in atto con evolocumab o alirocumab. ns=non significativo.

In merito all’anamnesi personale dei soggetti reclutati, il 55% presentava storia di
CVD precoce, il 50% di malattia vascolare periferica, mentre solo il 20% riferiva

storia di ipertensione arteriosa essenziale e il 10% di diabete mellito. Inoltre, il
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50% dei soggetti riferiva storia di fumo, dei quali il 10% attivo e il 40%
pregresso. I due gruppi in studio non mostravano differenze statisticamente

significative per quanto riguarda tali dati clinici anamnestici.

In Tabella XXV sono rappresentati i dati relativi all’esame obiettivo, con
riferimento nello specifico ai segni clinici obiettivi di FH, cio¢ la presenza di

xantomi tendinei, xantelasmi e/o arco corneale lipidico o Gerontoxon.

Dai dati raccolti emerge come, tra i soggetti in studio, sia stata reperita la presenza
di xantomi tendinei nel 55% dei casi, di xantelasmi nel 15% e di Gerontoxon nel
40%, senza differenze statisticamente significative tra il gruppo di pazienti in

terapia con evolocumab e quello in terapia con alirocumab.

Tutti Evolocumab Alirocumab D
z‘;“t“mi tendinei, % 55% (11) 70% (7) 40% (4) ns
Xantelasmi, % (n) 15% (3) 10% (1) 20% (2) ns
Gerontoxon, % (n) 40% (8) 20% (2) 60% (6) ns

Tabella XXV. Dati relativi a presenza di xantomi tendinei, xantelasmi e Getontoxon (arco corneale), espressi
come percentuale e numero puro, e stratificati in base alla terapia in atto con evolocumab o alirocumab.
ns=non significativo.

Tutti 1 soggetti reclutati nello studio erano in terapia con statine a media/elevata
efficacia al dosaggio massimale tollerato, stabile da almeno 6 mesi. In particolare
un soggetto era in trattamento con pravastatina 40/80 mg, 4 pazienti con
simvastatina 40/80 mg, 3 pazienti con atorvastatina 40/80 mg e 12 con
rosuvastatina 20/40 mg. Tutti 1 pazienti reclutati erano in trattamento aggiuntivo
con ezetimibe, eccetto un soggetto che aveva manifestato intolleranza. Si segnala
inoltre che prima di iniziare il trattamento con inibitori di PCSK9, due dei nostri
pazienti venivano regolarmente sottoposti a trattamento con LDL-aferesi, con

frequenza settimanale o bisettimanale, e che nel corso degli anni di terapia con
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inibitori di PCSK9 hanno potuto sospendere il trattamento aferetico. Tra i nostri
soggetti, i 12 pazienti in prevenzione secondaria erano in terapia farmacologica
massimale tollerata per quanto riguarda la cardiopatia ischemica, in particolare
tutti erano in terapia antiaggregante singola o doppia, 4 in terapia con ace-inibitori

o sartani, 10 con beta bloccanti, 2 con calcio-antagonisti.

In Tabella XX VI sono rappresentati i dati relativi al profilo lipidico, caratterizzato
da colesterolo totale, colesterolo delle LDL (lipoproteine a bassa densitd),
colesterolo delle HDL (lipoproteine ad alta densita), colesterolo non-HDL e
trigliceridi, presentato dai pazienti in studio prima di iniziare qualsiasi terapia
ipolipemizzante e in corso di terapia ipolipemizzante tradizionale massimale,
intesa come statine ad alta efficacia al massimo dosaggio tollerato in associazione

con ezetimibe.

S ¢ . In terapia massimale

enza terapia tradizionale p
Colesterolo Totale 450,5 + 84,4 2432+ 37,8 0,000
(mg/dl) - -
Colesterolo delle LDL 375,9 + 80,5 168,6 +29.8 0,000
Colesterolo delle HDL 46,9 + 14,9 45,8+ 13,6 ns
Colesterolo non-HDL 403,6 + 89,1 197,4 + 39,2 0,000
Trigliceridi 141,3 + 65,5 138,9 + 56,5 ns

Tabella XXVI. Profilo lipidico dei pazienti in studio in assenza di terapia ipolipemizzante e in corso di
terapia ipolipemizzante massimale tradizionale. I dati sono espressi come media + deviazione standard.
ns=non significativo.

Nella popolazione reclutata ¢ evidente come in corso di terapia ipolipemizzante
tradizionale massimale 1 livelli di colesterolo totale, colesterolo delle LDL e
colesterolo non-HDL si riducano significativamente rispetto ai livelli in assenza di
qualsiasi terapia ipolipemizzante. Invece, non sono risultate differenze
statisticamente significative per quanto riguarda i livelli di colesterolo delle HDL
e di trigliceridi in corso di terapia ipolipemizzante tradizionale massimale rispetto

ai livelli in assenza di terapia.
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In Tabella XXVII vengono riportati nuovamente i valori del profilo lipidico nei
pazienti in studio in corso di terapia ipolipemizzante tradizionale massimale,
confrontati con i valori del profilo lipidico in corso di terapia aggiuntiva con

inibitori di PCSK9 (evolocumab o alirocumab).

In terapia massimale In tera;.m.l a'gglflnflva
tradizi | con inibitori di y
radizionale PCSK9

Colesterolo Totale 2432 +37.8 1153 + 23,3 0,000
(mg/dl) - -
Colesterolo delle LDL 168,6 + 29,8 46,0 + 16,0 0,000
Colesterolo delle HDL 45,8+ 13,6 47,1+ 14,1 ns
Colesterolo non-HDL 197,4 + 39,2 68,2 + 18,8 0,000
Trigliceridi 138,9 + 56,5 112,9+ 51,8 0,006

Tabella XXVII. Profilo lipidico dei pazienti in studio in corso di terapia ipolipemizzante massimale
tradizionale e con I’aggiunta di terapia con inibitori di PCSK9. I dati sono espressi come media + deviazione
standard. ns=non significativo.

Nella popolazione in studio si € osservata una riduzione significativa dei livelli di
colesterolo totale, di colesterolo delle LDL, di colesterolo non-HDL ¢ di
trigliceridi in corso di terapia aggiuntiva con inibitori di PCSKO rispetto a quelli
in corso di terapia ipolipemizzante tradizionale massimale. Non si sono
dimostrate, invece, differenze statisticamente significative per quanto riguarda i

livelli di colesterolo delle HDL.

Nella Figura 31 ¢ illustrata [Defficacia rispettivamente della terapia
ipolipemizzante tradizionale massimale e della terapia aggiuntiva con PCSKO.
Essa viene espressa in termini di percentuale di riduzione dei livelli di colesterolo
delle LDL rispettivamente in corso di terapia ipolipemizzante tradizionale
massimale e in corso di terapia aggiuntiva con inibitori di PCSK9 rispetto ai

livelli basali in assenza di terapia ipolipemizzante.
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Figura 31. Riduzione media dei livelli di colesterolo delle LDL in terapia ipolipemizzante massimale e
terapia aggiuntiva con inibitori di PCSK9 rispetto ai livelli basali in assenza di terapia (espresso in mg/dl e
percentuale rispetto ai livelli basali).
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Nella popolazione reclutata per lo studio si ¢ dimostrata in corso di trattamento
ipolipemizzante tradizionale massimale una riduzione media dei livelli di
colesterolo delle LDL pari al 53% rispetto ai livelli in assenza di terapia, in un

range da un minimo di 21,6% a un massimo di 69,4%.

In seguito all’aggiunta di trattamento con inibitori di PCSKO si ¢ ottenuta, rispetto
al trattamento ipolipemizzante tradizionale massimale, una riduzione media
ulteriore dei livelli di colesterolo delle LDL del 72,4%, con valore minimo pari a
41,5% e massimo pari a 87,5%. Osservando i livelli di colesterolo delle LDL in
seguito all’aggiunta di terapia con inibitori di PCSK9 rispetto alla situazione
basale in assenza di terapia ipolipemizzante, nei pazienti in studio si ¢ dimostrata
una riduzione media pari a 86,9%, con valore minimo di 72,8% e massimo di

95,9%.

112



Il confronto tra il trattamento con i due diversi anticorpi monoclonali anti-PCSK9
(evolocumab e alirocumab) in termini di percentuale di riduzione dei livelli di

colesterolo delle LDL ¢ rappresentato nella Figura 32.
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Figura 32. Riduzione percentuale dei livelli di colesterolo delle LDL, confrontando terapia con evolocumab e
con alirocumab.

Nella popolazione in studio non sono emerse differenze statisticamente tra il
trattamento con evolocumab e quello con alirocumab in termini di percentuale di
riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL, sia confrontando i livelli di
colesterolo LDL in seguito all’introduzione della terapia con inibitori di PCSK9
rispetto ai livelli di colesterolo delle LDL in corso di terapia ipolipemizzante
tradizionale massimale, sia confrontandolo con il valore di colesterolo delle LDL

in assenza di terapia ipolipemizzante.

All’interno della popolazione in studio, il 35% dei soggetti era da considerarsi in
prevenzione primaria per cui 1’obiettivo di colesterolo delle LDL era pari a 100
mg/dl. Per il restante 65%, essendo nella categoria relativa alla prevenzione
secondaria, era previsto I’obiettivo in termini di colesterolo delle LDL pari a 70

mg/dl.
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In corso di terapia ipolipemizzante tradizionale massimale si otteneva 1’obiettivo
di colesterolo delle LDL previsto in base al personale livello di rischio
cardiovascolare nello 0% dei casi. Con 1’aggiunta della terapia con inibitori di
PCSK9, invece, il 100% dei soggetti reclutati per lo studio otteneva il

raggiungimento dell’obiettivo di colesterolo delle LDL previsto.

Nella Figura 33 sono rappresentati i livelli di CPK, AST e ALT (espressi come
media + deviazione standard) nei pazienti in studio in corso di terapia
ipolipemizzante tradizionale massimale e in corso di terapia aggiuntiva con

inibitori di PCSKO.
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Figura 33. Livelli di CPK, AST e ALT espressi in UI/L come media + deviazione standard, in terapia
ipolipemizzante massimale e in terapia aggiuntiva con inibitori di PCSK9.

Nei pazienti in studio, in corso di terapia ipolipemizzante tradizionale massimale,
i livelli di CPK espressi come media + deviazione standard erano 147,6 + 76,0
UI/L, con valore minimo di 66 ¢ massimo di 368. Con I’introduzione del
trattamento con inibitori di PCSK9 i livelli di CPK non presentavano un aumento
statisticamente significativo rispetto alla terapia ipolipemizzante tradizionale

massimale, essendo pari a 169,5 + 116,3 UI/L, con valore minimo di 18 e
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massimo di 480. Nessuno dei pazienti in studio ha riferito sintomatologia

muscolare significativa in seguito all’aggiunta di terapia con inibitori di PCSKO9.

Per quanto riguarda le transaminasi, in corso di terapia ipolipemizzante
tradizionale massimale i livelli di AST e ALT espressi come media + deviazione
standard erano rispettivamente pari a 24,3 + 5,0 UI/L e pari a 29,2 + 10,3 UI/L. In
seguito all’aggiunta di terapia con inibitori di PCSK9, non si osservava un
aumento statisticamente significativo di AST e ALT, i cui livelli espressi come
media + deviazione standard risultavano rispettivamente pari a 25,9 + 6,7 UI/L e
pari a 29,0 + 11,8 UI/L. Due pazienti di genere femminile, una in trattamento con
evolocumab e una con alirocumab, hanno riferito comparsa di lieve rinorrea
autolimitantesi al mattino, forse da considerate come quadro di “rinite allergica”,
che tuttavia non ha influenzato la prosecuzione della terapia. Alcuni soggetti
hanno riferito delle reazioni cutanee transitoric nel sito di iniezione, come
“rossore” e/o “prurito” non meglio caratterizzate e mai evidenziate alla nostra

osservazione.

Per analizzare I’efficacia e la sicurezza a lungo termine della terapia con inibitori
di PCSK9 abbiamo osservato 1’andamento dei livelli di colesterolo delle LDL nel
corso degli anni di trattamento aggiuntivo con inibitori di PCSK9 oltre a terapia
ipolipemizzante tradizionale massimale tollerata, disponibile per 14 dei pazienti in
studio (il 70% del totale della popolazione reclutata). Tale andamento ¢ illustrato
in Figura 34 per i 14 pazienti in toto e in Figura 35 distinto tra pazienti in

trattamento con evolocumab e con alirocumab.
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Figura 34. Andamento negli anni del colesterolo delle LDL nei pazienti in studio in trattamento
aggiuntivo con inibitori di PCSK9.
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Figura 35. Andamento negli anni del colesterolo delle LDL nei pazienti in studio in trattamento
aggiuntivo con inibitori di PCSK9, distinto tra evolocumab e alirocumab

Si puo osservare che i livelli di colesterolo delle LDL si mantengono abbastanza
stabili nel corso degli anni. Nel 2015 i livelli di colesterolo delle LDL nei pazienti
in studio espresso come media + deviazione standard era pari a 49,6 + 12,2 mg/dl,
con valore minimo di 31 e massimo di 61, mentre nel 2018 si sono osservati livelli

di colesterolo delle LDL pari a 55,8 + 30,7.

Confrontando la terapia aggiuntiva con evolocumab e alirocumab, non si

osservano differenze in merito al mantenimento dei livelli di colesterolo delle

LDL nel corso degli anni.
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DISCUSSIONE

A fronte dell’enorme mole di conoscenze ed evidenze scientifiche che negli ultimi
quarant’anni hanno permesso di comprendere i meccanismi di malattia, le cause
genetiche e le possibilita di trattamento, I’Ipercolesterolemia Familiare (FH)
rimane sotto-diagnosticata e sotto-trattata comportando tra I’altro nella pratica un
evidente aumento della spesa sanitaria per ’assistenza di pazienti nei quali

I’evento clinico si sarebbe potuto prevenire [3, 5].

In Italia, infatti, come anche in altre realta europee, I’Ipercolesterolemia Familiare
¢ sotto-diagnosticata con solo 1’1% degli affetti con diagnosi genetica certa, e
sotto-trattata con la maggior parte dei soggetti FH che non raggiunge il target per
LDL-colesterolo (CT-LDL) [49]. La problematica del sotto-trattamento in questa
tipologia di pazienti emerge anche dal nostro lavoro, in cui solamente il 49.2% del
totale dei pazienti con FH assume una terapia ad elevata efficacia e solo il 4.3%
del totale dei pazienti riesce a raggiungere il target per LDL-colesterolo (CT-
LDL<100 mg/dl). Questi dati sono in accordo con la letteratura esistente che
mette in luce come anche nei migliori centri internazionali il raggiungimento
dell’obiettivo terapeutico divenga piu difficile all’abbassarsi del CT-LDL target
[139].

Va sottolineato come solo la precoce identificazione di tali pazienti e il precoce
raggiungimento del target terapeutico siano gli unici strumenti in grado di ridurre
il rischio cardiovascolare in questi pazienti; gli FH infatti hanno il “LifetermRisk”
piu alto se confrontati con le altre categorie di pazienti a rischio, proprio perché

I’esposizione ad elevati livelli di LDL-colesterolo inizia alla nascita (Figura 15).

In questo contesto si inserisce la necessita di creare un network fondato su una
stretta interazione tra centri clinici e territorio, al fine di identificare pazienti con
dislipidemie genetiche, facilitarne la diagnosi genetico-molecolare di
dislipidemia, contribuire ad aumentare la consapevolezza e la cultura nell’ambito
delle dislipidemie genetiche, creare un database nazionale e favorire la ricerca
consorziata nel campo delle dislipidemie genetiche. In Italia tali necessita sono
state recepite e, sotto 1’egida scientifica della Societa Italiana per lo Studio

dell’Arteriosclerosi — SISA, ha preso forma il progetto LIPIGEN
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(LIpidTransPortDisordersItalianGEnetic Network) che attualmente vede coinvolti

numerosi centri [69].

Nella pratica attuale, D’individuazione delle forme genetiche avviene
prevalentemente in modo opportunistico (riscontro a seguito di contatti richiesti
dal paziente per i motivi piu diversi), dato che le procedure di screening attivo non
sono ancora compatibili con le risorse disponibili e con la pratica clinica
comunemente messa in atto da colleghi specialisti e medici di medicina generale.
L’elevato numero di contatti con la gran parte della popolazione assistita nel corso
di pochi anni permette comunque un approccio sistematico ed efficace a questo
problema semplicemente applicando quanto gia previsto dalle linee guida come

normale buona pratica clinica.

La diagnosi clinica di FH pud avvalersi di un utile strumento, 1’algoritmo
diagnostico, che, con un opportuno sistema di punteggi permette di formulare una
diagnosi certa attraverso una semplice anamnesi clinica e biochimica del paziente
e dei familiari di primo grado, pur non raggiungendo I’accuratezza diagnostica di

un’indagine genetica.

Anche 1 nostri dati confermano quanto emerge in letteratura in merito al grado di
sovrapposizione tra diagnosi clinica e diagnosi molecolare nei pazienti FH; i dati
pubblicati evidenziano come un 10-40% dei soggetti con diagnosi clinica non ha
una mutazione causale rilevabile [39, 40]. I pazienti arruolati nel nostro studio,
avevano un DCLN Score piuttosto elevato (11.1+4.8), a fronte del quale pero nel
19.6% dei casi non ¢ stata riscontrata una mutazione rilevabile; i pazienti per cui
non ¢ stata ritrovata una mutazione presentavano in quasi il 60% dei casi una
diagnosi clinica probabile o possibile e nel restante 30% una diagnosi certa per
FH. Pertanto, nonostante il raffinato contributo della genetica, 1’assenza del
riscontro di una mutazione riconosciuta non deve far cambiare ne ritardare la

terapia ipocolesterolemizzane nel paziente con diagnosi clinica di FH.

L’indagine genetico-molecolare pud comunque fornire la certezza della diagnosi
con differenziazione delle varie forme di ADH e pud promuovere e facilitare il
counseling genetico, screening a cascata per identificare soggetti affetti
appartenenti allo stesso nucleo familiare, possibilita di aumentare I’aderenza alla

dieta ed al trattamento farmacologico, identificare soggetti a rischio molto elevato
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di CAD precoce o aterosclerosi preclinica.

A tal proposito con il nostro studio abbiamo cercato di analizzare il possibile
rapporto tra genotipo e fenotipo in base alle differenti classi funzionali di
mutazione e all’assenza di rilievo di mutazione. Dalle nostre analisi non sono
emerse differenze rilevanti tra il sottogruppo portatore di allele nullo ed il
sottogruppo portatore di altre alterazioni della sequenza amminoacidica,
probabilmente a causa della forma eterozigote che vede il difetto compensato da
parte dell’allele sano. Anche dai nostri dati ¢ comunque emersa la tendenza ad un
fenotipo piu severo da parte della variante nulla LDLR. La correlazione genotipo-
fenotipo comunque merita di essere indagata, perché una delle principali
implicazioni della individuazione del difetto molecolare nell’ambito di una data
famiglia affetta da FH ¢ un piu preciso orientamento clinico e terapeutico cosi che

la scelta terapeutica possa essere mirata in base al deficit presente.

Il riscontro all’esame obiettivo di gerontoxon, xantelasmi e xantomi palpabili a
livello dei tendini di Achille sono reperti suggestivi per poter indirizzare il clinico
verso la diagnosi di FH. Infatti il riscontro di xantomi alla palpazione manuale

rende conto da solo di un punteggio pari a 6 all’interno del DCLN Score.

L’utilita di questo segno ¢ stata finora limitata dalla bassa sensibilita della
palpazione, in quanto il rilievo di xantomi tendinei ¢ soggettivo e si basa
sull’esperienza del medico, e d’altronde vi possono essere ispessimenti cosi lievi
(ma specifici) e noduli xantomatosi cosi minuti da sfuggire alla palpazione anche

da parte del clinico piu esperto.

Oggigiorno I’ecografia come strumento diagnostico ¢ una tecnica molto utilizzata
anche al letto del paziente grazie alla sua facilita di esecuzione, non invasivita ed
economicitd. In tale contesto da qualche anno questa metodica sta prendendo
piede anche come supporto nella diagnosi clinica di individui FH. L’interesse per
questo tipo di approccio nasce nell’ambito di alcuni studi pilota risalenti gia alla
fine degli anni ‘80, grazie alle intuizioni dei giapponesi Yuzawa L.S. et al.,[140] o
il gruppo di Ebelinget al. [141] per citarne alcuni, i quali cominciarono ad

utilizzare I’ecografia dei tendini di Achille come ausilio per la ricerca di xantomi
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ancora subclinici, quale strumento di supporto nella diagnosi di soggetti sospetti

per essere FH eterozigoti.

Nell’ambito della valutazione ecografica tendinea abbiamo posto particolare
attenzione nell’indagare lo spessore massimo misurato per ogni coppia di tendini
achillei. Tale parametro ¢ stato quello su cui si ¢ focalizzata anche la maggior
parte della letteratura a tal riguardo[140, 141, 142]. Il cut-off da noi utilizzato per
classificare come patologico lo spessore tendineo massimo (6,15 mm) ¢ stato
tratto dallo studio del collega patavino Simoni F. et al.[ 138] e tale cut-off ¢
peraltro in linea con quelli proposti da altre casistiche presenti in letteratura:
Deschamps et al.[143] hanno proposto un limite analogo (5,8 mm), riportando
valori di sensibilita e specificita associati sovrapponibili a quelli del nostro studio
(75% e 85% rispettivamente); Junyent et al.[142] hanno proposto cut-off specifici
per sesso ed eta ovvero 5,3 mm per gli uomini <45 anni, 5,7 mm per gli uomini >
45 anni, 4,8 mm per le donne <50 anni e 4,9 mm per le donne > 50 anni,
riportando valori di sensibilita piu bassi (49-75%) e specificita piu alta (81-91%).
E possibile che tali differenze derivino dalle differenze nelle modalita di selezione

e nella numerosita della casistica.

In base al cut-off di 6,15 mm e alle caratteristiche di ecogenicita abbiamo definito
I’esame ecografico positivo per presenza di xantomi tendinei achillei in presenza
di spessore tendineo superiore a 6,15 mm e/o presenza di noduli ipoecogeni nello
spessore del tendine. Tale definizione ¢ in accordo con la maggior parte di quelle
che si stanno proponendo in letteratura e che considerano lo xantoma ecografico
come la presenza di uno spessore tendineo superiore ad un determinato cut-off,
associato o meno a disomogeneita ecografiche. Va sottolineato che questa
definizione ¢ ancora oggetto di discussione, visto 1’esiguo numero di studi in tal
senso, € che sarebbe auspicabile la produzione di una maggior letteratura a
riguardo per poter supportare con studi piu solidi una definizione di interesse

clinico cosi promettente.

Nella nostra popolazione 1’ecografia tendinea si ¢ dimostrata infatti in grado di
rivelare una notevole prevalenza di xantomi ecografici dei tendini achillei in
soggetti il cui esame obiettivo era apparentemente normale, con il 51% di

ecografie positive in pazienti FH classificati prima erroneamente come indenni.
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L’esame obiettivo mediante palpazione manuale aveva invece riscontrato la

presenza di xantomi solamente in un 10,2% dei soggetti esaminati.

Pur consapevoli dei limiti numerici del nostro studio, nei nostri pazienti abbiamo
riscontrato delle correlazioni significative tra la presenza di xantomi tendinei
(ecografici e non) ed uno spessore medio-intimale aumentato. Questo dato
supporterebbe 1’ipotesi (gia esplorata in letteratura (144, 145, 146) secondo la
quale la presenza di xantomatosi tendinea sottenderebbe ad un fenotipo clinico piu
aggressivo in termini di danno vascolare. Tuttavia non ¢ ancora possibile stabilire
con certezza D’entita del rischio cardiovascolare aggiuntivo conferito dalla
presenza di xantomi tendinei, vista la molteplicita di fattori implicati nello
sviluppo di malattia CV, come ad esempio lo stato di inflammazione sistemica o

la presenza di altri fattori genetici indipendenti.

Per poter interpretare meglio questi risultati, va sicuramente notato come nei
nostri pazienti la storia naturale della malattia sia stata pesantemente modificata
dall’intenso regime terapeutico al quale la maggioranza di loro era sottoposta da
molti anni. Tuttavia 1’analisi multivariata ha permesso, nonostante quelli che
potevano essere dei fattori confondenti come 1’etd e per D’appunto la
somministrazione di terapia ad elevata efficacia, di stabilire che ¢ il valore di
colesterolemia LDL (sia al momento della diagnosi sia durante la terapia

ipolipemizzante) il maggiore determinante per la presenza degli xantomi tendinei.

In questo lavoro si ¢ voluto valutare una possibile correlazione tra i livelli di LDL
ossidate e lo spessore del tendine d’Achille. Il razionale di cio ¢ quello di pensare
che il processo di sviluppo ed evoluzione dello xantoma tendineo siano uguali a
quelli della placca aterosclerotica presente a livello subintimale dei vasi arteriosi.

Dai dati analizzati emerge che i tre gruppi di pazienti stratificati in base alla
presenza/assenza di xantomi ecografici ed obiettivi sono omogenei per quanto
riguarda 1 livelli di LDL ossidate ma non si evidenzia una correlazione
statisticamente significativa tra i livelli di LDL ossidate e lo spessore dei tendini.

Questo probabilmente dipende dal fatto che i tendini rappresentano una zona di
accumulo del colesterolo ma non di infiammazione: nei tendini infatti non ¢

presente un endotelio e dei macrofagi che attivano la risposta infiammatoria.
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Quindi I’ispessimento tendineo si sviluppa a causa dei livelli elevati di LDL
colesterolo in circolo ma a questo accumulo non fa seguito tutta la cascata

patogenetica infiammatoria che permetto lo sviluppo della placca aterosclerotica.

Solo nel gruppo che presenta sia xantomi obiettivi che ecografici risalta una
correlazione significativa tra le LDL ossidate e lo spessore tendineo (0,752, p
value = 0,012), ¢ questo infatti il gruppo con manifestazioni xantomatose
apprezzabili gia obiettivamente oltre che ecograficamente, verosimilmente quindi
un fenotipo clinico piu grave o uno stato di malattia piu avanzato. A questo stesso
risultato ¢ giunto lo studio olandese svolto nel 2009 [52] nel quale si ¢ vista una
correlazione tra la presenza di xantoma valutato all’esame obiettivo e alcuni
polimorfismi dei geni responsabili della pathway delle LDL ossidate. Questo
portava gli studiosi a rafforzare 1’idea che lo xantoma e la placca aterosclerotica
condividessero lo stesso meccanismo patogenetico. Probabilmente in realta c’¢
una causa comune che gli accumuna e cio¢ i livelli elevati di LDL in circolo.
Inoltre va aggiunto che la grandezza delle LDL in circolo nei pazienti con FH ¢
molto grande quindi tendono a ossidarsi con piu difficolta [147].

Interessante a tal proposito sara lo sviluppo di ricerche riguardanti lo studio del
trasporto inverso del colesterolo al fine di valutare se un livello elevato di C-HDL

possa far regredire gli xantomi del tendine d’Achille.

Questo lavoro, seppure abbia preso in considerazione un limitato numero di
paziente con diagnosi genetica positiva per Ipercolesterolemia Familiare (n=10),
ha inoltre cercato di sondare che spazio potrebbe avere I’ecografia tendinea nella
riformulazione della diagnosi clinico-strumentale di Ipercolesterolemia Familiare
soprattutto in quei pazienti con diagnosi probabile o possibile di FH tramite

DLCN Score.

Col limite della numerosita, ne ¢ emerso come in pazienti con DLCN Score da 3 a
8 punti, quindi con diagnosi clinica non certa di FH, in cui era presente xantoma
ecografico ma non obiettivo, I’aggiunta dei 6 punti legati alla presenza di xantomi

tendinei, avrebbe portato a diagnosi certa di FH.
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In questo contesto, viene dunque da chiedersi se non sia giunto il momento di
approfondire gli studi in questa direzione, puntando in un futuro prossimo al
possibile inserimento dell’ecografia tendinea (esame di facile esecuzione anche a
livello ambulatoriale, con un’elevata sensibilita e specificita, dal basso costo e che
non utilizza radiazioni ionizzanti quindi privo di rischi per il paziente) anche
all’interno degli stessi criteri di attribuzione del DCLN score. Tale strumento
potrebbe infatti rivelarsi un valido alleato per il clinico, aiutandolo nel
raggiungimento di una diagnosi sempre piu precoce, ed una garanzia per il
paziente di ricevere quanto prima il trattamento farmacologico piu adeguato alla

sua fascia di rischio.

I continui sforzi della ricerca porteranno verosimilmente ad opzioni di trattamento
piu efficaci e a strategie ottimali di trattamento in questo gruppo di pazienti, anche
se in ogni caso ¢ necessario ed opportuno mantenere I’attenzione sulla tutela della

salute e la qualita di vita del paziente.

\

Dalla scoperta di PCSK9, entro circa 10 anni ¢ stata possibile la sintesi di
anticorpi monoclonali inibitori di tale proteina, dei quali evolocumab e
alirocumab sono attualmente i farmaci in commercio, da somministrare in
aggiunta a terapia ipolipemizzante tradizionale massimale secondo le linee guida

definite [134,136].

In letteratura sono stati pubblicati recenti studi di efficacia e di sicurezza sia per
evolocumab sia per alirocumab, esplorando popolazioni differenti con differente
terapia ipolipemizzante di base [122-129]. In particolare lo studio LAPLACE-2,
pubblicato nel 2014, in un trial di 12 settimane condotto in pazienti affetti da FH o
dislipidemia mista, ha dimostrato come la terapia con evolocumab, in aggiunta a
trattamento con statine a moderata o elevata intensita, determini una riduzione
ulteriore significativa di colesterolo delle LDL [122]. Nello Studio ODYSSEY
pubblicato nel 2015, analizzando pazienti affetti da FH eterozigote senza un
adeguato controllo del colesterolo delle LDL in terapia ipolipemizzante

tradizionale massimale, un trattamento per 78 settimane con alirocumab
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determinava una significativa ulteriore riduzione dei livelli di colesterolo delle
LDL favorendo il raggiungimento dell’obiettivo di colesterolo delle LDL,
risultando anche ben tollerata [133]. Nel nostro studio, si conferma tale dato, con
una riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL ulteriore pari a circa il 72%
(riduzione superiore all’atteso, che si puo giustificare con la dispersione delle
misure dovuta alla scarsa numerosita del sottocampione) rispetto alla terapia
ipolipemizzante massimale tollerata. Confrontandoli con la situazione basale in
assenza di terapia ipolipemizzante, i nostri soggetti hanno presentato una

riduzione dei livelli stessi pari a circa 1’87%.

Alla nostra conoscenza, in letteratura al momento non sono disponibili dati
riguardo al confronto tra I’efficacia di evolocumab e alirocumab in termini di
riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL. Nel nostro studio abbiamo
stratificato la popolazione in base al trattamento con evolocumab o alirocumab,
ottenendo due gruppi sostanzialmente omogenei, dal momento che non sono state
evidenziate differenze statisticamente significative in termini di eta, sesso, indice
di massa corporea e rischio cardiovascolare. Con queste premesse, dalle analisi
dei nostri dati, non abbiamo ottenuto differenze statisticamente significative di
efficacia tra il trattamento con evolocumab e quello con alirocumab in termini di
percentuale di riduzione dei livelli di colesterolo delle LDL, sia confrontando i
livelli di colesterolo delle LDL in seguito all’introduzione della terapia con
inibitori di PCSK9 rispetto agli stessi livelli in corso di terapia ipolipemizzante
tradizionale massimale, sia confrontandoli con i livelli basali in assenza di terapia

ipolipemizzante.

Il recente studio FOURIER pubblicato nel 2017 evidenziava inoltre come
I’inibizione di PCSK9 con evolocumab, sempre in aggiunta a terapia
ipolipemizzante massimale tollerata, oltre a ridurre i livelli di colesterolo delle
LDL sotto una mediana di 30 mg/dl, portasse a una riduzione degli eventi
cardiovascolari [130]. Risultati analoghi sono stati ottenuti nello studio
ODYSSEY OUTCOMES recentemente presentati all’American College of
Cardiology in Marzo 2018. [133]. Il nostro studio non consente, per la bassa
numerosita del campione, di dare una valutazione adeguata in merito alla
riduzione del rischio cardiovascolare, ma possiamo sottolineare come 1 nostri

pazienti, tutti ad elevato rischio cardiovascolare e 12 dei quali in prevenzione
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secondaria, non raggiungessero 1’obiettivo terapeutico di colesterolo delle LDL in
terapia ipolipemizzante massimale tollerata. Con I’introduzione del trattamento
con inibitori di PCSKO, la totalita dei nostri soggetti ha ottenuto il raggiungimento
del proprio obiettivo terapeutico di colesterolo delle LDL, ossia < 100 mg/dl in
prevenzione primaria ¢ 70 mg/dl in prevenzione secondaria. L’efficacia del
trattamento con inibitori di PCSK9 ha inoltre consentito a due dei nostri pazienti

di sospendere il trattamento con LDL-aferesi nel corso dello studio.

I piu recenti studi di outcome, oltre a dimostrare I’efficacia della terapia, hanno
provato la buona tollerabilita dei farmaci in termini di eventi avversi e collaterali.
In particolare, nello studio FOURIER, I'unico effetto avverso che si ¢ notato
essere pil comune in associazione a evolocumab era collegato a reazioni sul sito
di iniezione, ma si trattava comunque di eventi rari, ¢ la frequenza di sospensione
della terapia nel regime di studio non ¢ stata maggiore con evolocumab rispetto al
placebo. Inoltre, i dati provenienti da questo studio hanno dimostrato che pazienti
con malattia cardiovascolare aterosclerotica beneficiano di una riduzione dei
livelli di colesterolo delle LDL anche al di sotto dei correnti obiettivi terapeutici,
dal momento che alcuni pazienti raggiungevano livelli di colesterolo delle LDL
anche inferiori ai piu comuni trials clinici [130]. Da un recente studio ancillare
rispetto al precedente ¢ emerso inoltre come la terapia con evolocumab non
determini un incremento del rischio di sviluppare nuovi casi di diabete, cosi come
non peggiora i livelli di glicemia [131]. In parallelo, nello studio ODYSSEY
OUTCOMES il trattamento con alirocumab si ¢ dimostrato come sicuro e ben
tollerato per tutta la durata dello studio [133]. I principali effetti avversi esplorati
nelle precedenti analisi rispecchiano, oltre agli effetti avverse legati a reazioni
locali al sito di iniezione e a quelli nel complesso riferiti dai pazienti, quelli
descritti per la terapia con statine. Di recente, perd, in letteratura ¢ stato
dimostrato come una terapia a lungo termine con statine sia notevolmente sicura
con un basso rischio di eventi avversi clinicamente rilevanti, in particolare
concentrandosi sull’effetto sull’omeostasi della glicemia, sulla funzione cognitiva,
sulla funzione renale ed epatica, sullo stroke emorragico e sulla cataratta [148].
Nello specifico di recente ¢ stato pubblicato un lavoro in cui in terapia con
evolocumab non sono state riscontrate differenze statisticamente significative in

merito alla funzione cognitiva rispetto al placebo [149]. In accordo con la
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letteratura, nel nostro studio non abbiamo evidenziato eventi avversi significativi,
per cui nessun paziente ha sospeso il trattamento con inibitori di PCSK9. Non
abbiamo inoltre rilevato un aumento clinicamente rilevante dei livelli di CPK e
transaminasi e i pazienti non hanno riferito sintomatologia muscolare. Due
pazienti femmine, delle quali una in terapia con evolocumab e una con
alirocumab, hanno riferito la comparsa di lieve rinorrea mattutina autolimitantisi,
che potrebbe essere riferibile a rinite allergica, ma non ha determinato una

sospensione della terapia.

Data la recente introduzione degli inibitori di PCSK9, alla nostra conoscenza non
ci sono al momento studi in letteratura che documentino 1’andamento a lungo
termine (oltre 3 anni) dell’efficacia e della sicurezza nella pratica clinica
quotidiana di tali farmaci. Per la maggior parte dei pazienti inclusi della nostra
analisi (14 soggetti), abbiamo la possibilita di osservare i valori del profilo
lipidico a distanza di anni dall’introduzione della terapia con PCSK9; tra questi,
per 5 pazienti trattati con evolocumab abbiamo dati relativi al profilo lipidico a
partire dal 2013, per gli altri a partire dal 2015 o dal 2016 fino al 2018. Dalla
nostra analisi emerge come i livelli di colesterolo delle LDL si mantengano
abbastanza stabili nel corso degli anni, a confermare la persistenza dell’efficacia
degli inibitori di PCSK9 nel tempo. Nel nostro studio inoltre non abbiamo
evidenziato differenze significative tra il trattamento con evolocumab e il

trattamento con alirocumab nel corso degli anni.
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CONCLUSIONI

A fronte dell’enorme mole di conoscenze ed evidenze scientifiche che negli ultimi
quarant’anni hanno permesso di comprendere i meccanismi di malattia, le cause
genetiche e le possibilita di trattamento, la FH rimane sotto-diagnosticata e sotto-
trattata comportando tra I’altro nella pratica un evidente aumento della spesa
sanitaria per I’assistenza di pazienti nei quali ’evento clinico si sarebbe potuto

prevenire.

In Italia, infatti, come anche in altre realta europee, I’Ipercolesterolemia Familiare
¢ sotto-diagnosticata con solo 1’1% degli affetti con diagnosi genetica certa, e
sotto-trattata con la maggior parte dei soggetti FH che non raggiunge il target per

LDL-C.

Va sottolineato come solo la precoce identificazione di tali pazienti e il precoce
raggiungimento del target terapeutico siano gli unici strumenti in grado di ridurre
il rischio cardiovascolare in questi pazienti; gli FH infatti hanno il “LifetermRisk”
piu alto se confrontati con le altre categorie di pazienti a rischio, proprio perché

I’esposizione ad elevati livelli di LDL-colesterolo inizia alla nascita.

In questo contesto si inserisce la necessita di creare un network fondato su una
stretta interazione tra centri clinici e territorio, al fine di identificare pazienti con
dislipidemie genetiche, facilitarne la diagnosi genetico-molecolare di
dislipidemia, contribuire ad aumentare la consapevolezza e la cultura nell’ambito
delle dislipidemie genetiche, creare un database nazionale e favorire la ricerca

consorziata nel campo delle dislipidemie genetiche.

La diagnosi clinica di FH pud avvalersi di un utile strumento, 1’algoritmo
diagnostico che, con un opportuno sistema di punteggi permette di formulare una
diagnosi certa attraverso una semplice anamnesi clinica e biochimica del paziente
e dei familiari di primo grado, pur non raggiungendo I’accuratezza diagnostica di

un’indagine genetica.

La caratterizzazione genotipica funzionale si conferma essere associata a fenotipi
clinici diversi, anche in termini di spessori tendinei e prevalenza di xantomi

ecografici, confermando come il paziente con allele nullo presenti una maggiore
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aggressivita clinica della patologia.

I risultati preliminari di questo studio suggeriscono inoltre come 1’ecografia dei
tendini di Achille possa essere uno strumento da considerare nell’ aiutare a
riclassificare quei pazienti per in cui il DLCN score ¢ compatibile con diagnosi
possibile o probabile di FH. E’ infatti questo un gruppo di pazienti che si colloca
spesso in una zona grigia per quanto riguarda la diagnosi di FH e la necessita di
trattamento ipocolesterolemizzante pit o meno aggressivo. Tale strumento
potrebbe inoltre rivelarsi un valido alleato per il clinico, aiutandolo nel
raggiungimento di una diagnosi sempre piu precoce, ed una garanzia per il
paziente di ricevere quanto prima il trattamento farmacologico piu adeguato alla

sua fascia di rischio.

L’utilizzo degli anticorpi monoclonali anti-PCSK9, evolocumab ed alirocumab,
rappresenta un approccio terapeutico innovativo, caratterizzato da elevato profilo
di sicurezza ed altamente efficace in associazione alla terapia massimale
attualmente disponibile nei pazienti eterozigoti per FH. Tali risultati non sono mai

stati raggiunti da alcuna terapia ipolipemizzante sino ad oggi disponibile.
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