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ABSTRACT

PCSKg inhibitors have marked a major advance in the treatment of dyslipidemia and cardiovascular prevention, representing a paradigmatic
example of translational research “from gene to drug”. From the discovery of PCSK9 and its role in LDL receptor degradation to the development
of monoclonal antibodies and siRNA-based therapies such as inclisiran, progress has been linear and biologically driven. Beyond LDL lowering
and cardiovascular risk reduction, ancillary effects on platelet function and glucose metabolism have been investigated. Although PCSKg loss-of-
function variants are associated with a modest increase in diabetes risk, experimental and clinical evidence shows that inhibition of circulating
or hepatic PCSKg does not impair pancreatic 6-cell function, supporting its metabolic safety.
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INTRODUZIONE

Lintroduzione sul mercato degli inibitori della Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9 (PCSK9) nel 2015, a oltre
dieci anni dalla commercializzazione dell’ezetimibe, approvato dalla Food and Drug Administration (FDA) nel 2002
(NdA 21-445), ha rappresentato un autentico cambio di paradigma nel trattamento delle dislipidemie e nella preven-
zione cardiovascolare.

Nonostante questi farmaci abbiano inizialmente suscitato perplessita relative a un potenziale aumento del rischio di
sviluppare diabete o di concorrere a un peggioramento del compenso glicemico nei pazienti diabetici, storia non nuova
per gli ipoglicemizzanti, come per altri gruppi di pazienti ad elevato rischio cardiovascolare, l'arrivo degli inibitori
del PCSKg (PCSKoi) ha rappresentato un importante potenziamento dell'armamentario per il trattamento del rischio
cardiovascolare in questi pazienti. Relativamente alle preoccupazioni concernenti i rischi connessi a questi farmaci,
diverse evidenze hanno dimostrato che l'utilizzo dei PCSK9i non aumenta il rischio di sviluppare diabete di neo-dia-
gnosi, né peggiora il compenso glicemico a lungo termine (1). Di contro, le sotto-analisi dei vari trial hanno dimostrato
cheil beneficio risulta perfettamente conservato nei pazienti diabetici (2). D’altra parte, rappresentando il diabete uno
dei pitt importanti fattori di rischio cardiovascolare, appare evidente che i pazienti diabetici rappresentino uno dei
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principali bacini d'utenza di questo farmaco. Non a caso nel FOURIER, studio di outcome cardiovascolare (CVOT) con-
dotto con evolocumab, quasi il 40% dei pazienti arruolati erano affetti da diabete mellito (3). A conferma di cio, basta
pensare che i valori medi di LDL (Low-Density Lipoprotein) nei pazienti diabetici non trattati con ipolipemizzanti si
attestano al di sopra dei 120 mg/dL (4) e che molti dei pazienti diabetici si pongono a rischio cardiovascolare molto ele-
vato, con un target potenziale di LDL <55 mg/dL (5). Ne deriva che il numero di pazienti che necessitera di una triplice
terapia ipolipemizzante per raggiungere il proprio target di LDL ¢ tutt’altro che trascurabile.

Visto il crescente utilizzo di questi nei pazienti diabetici, ripercorriamo oggi la storia delle scoperte che hanno portato
alla commercializzazione degli inibitori di PCSK9, una storia di sviluppo farmacologico straordinariamente lineare, a
differenza di quanto osservato per numerosi farmaci ipolipemizzanti - e non solo - per i quali la completa definizione
del meccanismo d’azione é talvolta emersa solo dopo I'introduzione clinica. Lezetimibe costituisce un esempio emble-
matico: la sua proteina bersaglio, la Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1), e stata infatti identificata soltanto nel 2004 (6),
due anni dopo I'approvazione regolatoria.

La scoperta dell’esistenza di PCSK9, la comprensione del meccanismo molecolare alla base della sua funzione biolo-
gica, la sua definizione come potenziale bersaglio terapeutico e lo sviluppo clinico dei farmaci si sono susseguiti in
modo rigorosamente sequenziale. Dalla scoperta del ruolo di PCSK9 nella degradazione del recettore delle lipoproteine
a bassa densita, agli studi genetici in modelli umani con mutazioni loss-of-function, fino alla produzione di anticorpi
monoclonali specifici - come alirocumab ed evolocumab - ogni fase ha contribuito in maniera coerente alla traduzione
“dal bancone alla clinica”.

LA SCOPERTA DELLA PROPROTEIN CONVERTASE SUBTILISIN/KEXIN TYPE 9

La storia dei farmaci inibitori di PCSK9g rappresenta un chiaro esempio di sviluppo “dal gene al farmaco”. La scoperta
della proteina e del suo ruolo biologico risale al 2003, quando due gruppi di ricerca indipendenti giunsero a risultati
complementari che, nel loro insieme, costituirono il punto di partenza per gli sviluppi successivi. Nel gennaio 2003, un
gruppo di ricercatori canadesi guidato da Nabil G. Seidah identifico, mediante tecniche di biologia molecolare, una nuo-
va proteina appartenente alla famiglia delle convertasi, denominata Neural Apoptosis Regulated Convertase 1 (NARC-1),
espressa in modo rilevante nel fegato, nell'intestino e nei neuroni. Sebbene la funzione biologica della proteina non fosse
inizialmente chiarita né fosse ancora messa in relazione con il metabolismo lipidico, il suo profilo di espressione epatica
e la sua modalita di secrezione suggerirono un coinvolgimento nella regolazione di funzioni epatospecifiche, ponendo le
basi per la successiva comprensione del pathway in cui essa svolge un ruolo centrale (7). Parallelamente, nel giugno 2003,
un gruppo francese guidato da Marianne Abifadel identifico nel gene PCSK9 la mutazione responsabile del fenotipo di
ipercolesterolemia familiare eterozigote (Heterozygous Familial Hypercholesterolemia, HeFH) nella famiglia HC92, non
spiegato da varianti nei geni classici del recettore delle LDL (Low-Density Lipoprotein Receptor, LDLR) e dell'apolipopro-
teina B (APOB). Da questo studio genetico emersero immediatamente indicazioni funzionali rilevanti: I'iperespressione
di PCSKg risultava associata a una ridotta biodisponibilita del LDLR sulla superficie epatica, verosimilmente mediata da
meccanismi di degradazione accelerata del recettore (7). La prova definitiva della funzione biologica di PCSK9 giunse nel
2006, quando Jonathan C. Cohen e Helen H. Hobbs dimostrarono che i soggetti portatori di mutazioni loss-of-function del
gene PCSK9g presentavano bassi livelli di colesterolo LDL e una ridotta incidenza di eventi coronarici (8). Nel complesso,
questi dati definirono in modo chiaro il ruolo cruciale di PCSKg nella regolazione del metabolismo delle LDL, suggeren-
done il potenziale come bersaglio terapeutico. L'inibizione di PCSK9 avrebbe infatti potuto aumentare la biodisponibilita
del LDLR sulla superficie epatica, potenziando la rimozione delle LDL dal circolo e riducendo il rischio cardiovascolare.

GLI ANTICORPI MONOCLONALI ELO SVILUPPO CLINICO

Lo studio di Cohen e Hobbs forni una validazione “umana naturale” del potenziale terapeutico dell'inibizione di
PCSKg. Dal punto di vista concettuale, I'inibizione della proteina appariva non solo efficace nel ridurre i livelli di co-
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lesterolo LDL, ma anche prevedibilmente sicura, in quanto riproduceva un fenotipo protettivo naturale privo di gravi
effetti avversi.

Gia nel 2007, studi preclinici dimostrarono che era possibile modulare, in modelli animali, la biodisponibilita del
LDLR sulla superficie epatica mediante la somministrazione di PCSK9 umano, indipendentemente dalla preserva-
zione della sua attivita catalitica (9). Da questi risultati allo sviluppo di anticorpi monoclonali anti-PCSKg il passo fu
breve. Nel 2012 furono pubblicati i primi studi di fase 1, che dimostrarono come anticorpi monoclonali completamente
umani, quali alirocumab ed evolocumab, fossero in grado di ridurre i livelli di colesterolo LDL in diversi gruppi di sog-
getti: volontari sani, pazienti ipercolesterolemici - con o senza HeFH - e pazienti in trattamento con statine, o meno
(10, 11). Nello stesso anno vennero pubblicati anche i risultati degli studi di fase 2 (12-15). I dati confermarono quanto
ampiamente prevedibile sulla base delle evidenze molecolari e genetiche, sia in termini di efficacia che di sicurezza,
anche grazie alle caratteristiche farmacocinetiche e farmacodinamiche di anticorpi completamente umani e quindi
scarsamente immunogenici. Cio determino una significativa accelerazione dello sviluppo clinico, portando gia nel
2014 ai primi risultati degli studi di fase 3. Evolocumab dimostro un’elevata efficacia in diversi contesti di terapia
ipolipemizzante di fondo, con una riduzione media del colesterolo LDL del 57% a 52 settimane (16). Nell’aprile 2015
vennero pubblicati i risultati relativi ad alirocumab, che mostrarono una riduzione del colesterolo LDL di circa il 53%
a 78 settimane (17). Entrambi gli studi confermarono il profilo di sicurezza dei farmaci e chiarirono i dubbi relativi al
mantenimento dell’efficacia nel lungo periodo.

Nel corso dell’estate del 2015, a pochi mesi di distanza 'una dall’altra, giunsero le approvazioni regolatorie da parte di
FDA ed European Medicines Agency (EMA). Successivamente, nel 2017 e nel 2018, rispettivamente per evolocumab ed
alirocumab, gli studi di outcome cardiovascolare (CardioVascular Outcome Trial, CVOT) sancirono l'efficacia di questi
farmaci nella prevenzione cardiovascolare (18, 19). Lo studio FOURIER dimostro che evolocumab riduceva del 15% il ri-
schio di eventi cardiovascolariin pazienti con pregresso evento cardiovascolare, quando aggiunto alla massima terapia
orale tollerata, a fronte di una riduzione del colesterolo LDL del 59% (18). Risultati sovrapponibili furono osservati nello
studio ODYSSEY OUTCOMES con alirocumab, che ridusse del 15% il rischio di eventi cardiovascolari in pazienti con
sindrome coronarica acuta recente, associandosi a una riduzione del colesterolo LDL del 55% (19).

L'ARRIVO DELL'INTERFERENZA A RNA

La storia di PCSK9 come bersaglio terapeutico non si esaurisce con gli anticorpi monoclonali. In parallelo, si e svilup-
pata una linea diricerca che ha condotto, nel 2020, all'approvazione della quarta terapia, in assoluto, basata sull'inter-
ferenza a RNA (small interfering RNA, siRNA), la prima in ambito lipidologico.

Gianel 2008, il gruppo guidato da Kevin Fitzgerald dimostro che una sequenza di RNA sviluppata da Alnylam Pharma-
ceuticals era in grado di interferire con il processo di traduzione del’'RNA messaggero in proteina, determinando una
riduzione dei livelli di PCSKg e del colesterolo LDL invitro e in vivo. Nei modelli murini, una singola somministrazione
endovenosa in formulazione di nanoparticelle lipidiche (lipidic nanoparticles - LNP) determinava un effetto persisten-
te per circa tre settimane (20). Nel settembre 2011, Alnylam Pharmaceuticals avvio uno studio di fase 1 con ALN-PCS
(Alnylam - Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9; ClinicalTrials.gov ID NCTo1437059). ALN-PCS & un oligonu-
cleotide di RNA sintetico a doppio filamento, costituito da 21 nucleotidi per ciascun filamento, formulato in LNP di
70-80o nm. Le caratteristiche fisico-chimiche della formulazione consentivano l'ingresso selettivo nei tessuti fenestrati
e un efficace silenziamento genico negli epatociti (21).

Nel 2013, Alnylam Pharmaceuticals e The Medicines Company stipularono un’alleanza strategica per lo sviluppo e la
commercializzazione del composto. Nello stesso anno furono pubblicati i risultati dello studio di fase 1, che dimostra-
rono la riduzione dose-dipendente dei livelli di PCSK9 e di colesterolo LDL, unitamente a un buon profilo di sicurezza
(21). La svolta decisiva avvenne con l'acquisizione di The Medicines Company da parte di Novartis e I'avvio del program-
ma ORION. Inclisiran (precedentemente ALN-PCSsc) comparse per la prima volta in uno studio di fase 1 pubblicato nel
gennaio 2017 (22). In Inclisiran il siRNA sintetico a lunga durata d’azione viene coniugato a carboidrati triantennari di
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N-acetilgalattosamina (GalNAc), che consentono un targeting altamente specifico degli epatociti attraverso il legame
con il recettore asialoglicoproteico (23). Le modifiche chimiche del siRNA ne migliorano la stabilita, rendendo possibile
una somministrazione sottocutanea ampiamente distanziata nel tempo. Dopo il successo della somministrazione
mensile nello studio di fase 1, lo studio ORION-1 di fase 2 valuto l'efficacia di una singola somministrazione a 180 gior-
ni e di un regime trimestrale (24). Gli studi ORION-9, ORION-10 e ORION-11 definirono l'attuale schema posologico,
con una dose iniziale, un richiamo a 9o giorni e successiva somministrazione semestrale. Nei pazienti con HeFH in
trattamento con la massima dose tollerata di statine, con o senza ezetimibe, inclisiran ridusse il colesterolo LDL di
circail 40%, con un effetto stabile fino a 15 mesi (25). Nei pazienti ad alto rischio cardiovascolare, la riduzione osservata
fu del 52% nello studio ORION-10 e del 54% nello studio ORION-11 (26). Inclisiran é stato approvato da EMA nel 2020 e da
FDA nel 2021. Sono attualmente in corso gli studi CVOT (ORION-4; ClinicalTrials.gov ID NCTo3705234), i cui risultati
definitivi sono attesi entro la fine del 2026.

GENE EDITING ED EPIGENETIC EDITING

Tra le strategie pitl innovative in fase di sviluppo si collocano le tecniche di gene editing mirate a PCSK9g. Nel 2021,
Kiran Musunuru e colleghi hanno pubblicato su “Nature” i risultati di uno studio condotto su primati utilizzando
tecnologie di CRISPR base editing, che consentono la sostituzione di una singola base nucleotidica senza indurre il taglio
della doppia elica del DNA. La somministrazione, mediata da LNP, ha determinato una riduzione superiore al 50% del
colesterolo LDL dopo una singola dose (27). Nonostante il profilo di sicurezza teoricamente superiore rispetto alla tecno-
logia CRISPR-Cas9, persistono preoccupazioni legate alla modificazione permanente della sequenza genomica, anche
per approcci di base editing o prime editing (28). Ciononostante, tali strategie hanno portato all’avvio dello studio di fase
1 HEART-1 con VERVE-101. Dopo risultati preliminari incoraggianti, il programma é stato sospeso nel 2024 a seguito
di un grave evento avverso epatico, in uno dei pazienti. E attualmente in corso lo studio HEART-2 con VERVE-102, che
utilizza un sistema di delivery GalNAc-LNP potenzialmente piu sicuro.

In parallelo, sono stati recentemente pubblicati risultati su un approccio di editing epigenetico. Uno studio guidato
da Frédéric Tremblay ha dimostrato, in modelli di primati, che una proteina artificiale in grado di indurre metilazio-
ne del DNA puo sopprimere in modo efficace 'espressione di PCSKg. La proteina viene fornita come RNA messaggero
incapsulato in LNP, successivamente tradotto negli epatociti, e capace di ridurre i livelli circolanti di PCSKg di circa il
90%, con una concomitante riduzione del colesterolo LDL del 70% (29). Leffetto si & dimostrato ereditabile a livello cellu-
lare e reversibile mediante specifici attivatori epigenetici.

FUNZIONI EXTRA-LIPIDICHE DI PCSKg ED EFFETTI ANCILLARI DEGLI INIBITORI

La storia della ricerca su PCSKg rappresenta uno degli esempi pil riusciti di percorso “from bench to bedside”. Nono-
stante le evidenze disponibili collochino la riduzione del rischio di eventi cardiovascolari maggiori (Major Adverse
Cardiovascular Events, MACE) indotta dagli inibitori di PCSK9 sulla stessa linea di metaregressione osservata negli
studi con statine (30) e in coerenza anche con i dati di randomizzazione mendeliana (31), numerosi studi hanno esplo-
rato il ruolo di PCSKo al di 1a del metabolismo lipidico. Tale necessita nasce dall’'osservazione di una correlazione indi-
pendente tra i livelli circolanti di PCSKg e gli eventi cardiovascolari, anche dopo aggiustamento per i fattori di rischio
tradizionali (32, 33), anche se non sono mancati risultati discordanti (34, 35).

Particolare interesse ha suscitato il ruolo di PCSKg nella funzione piastrinica. Studi osservazionali hanno mostrato
una correlazione tra PCSKg circolante e marker di attivazione piastrinica, come il trombossano urinario, nonché con la
reattivita piastrinica e I'incidenza di eventi cardiovascolari in pazienti sottoposti a intervento coronarico percutaneo
(36). Modelli murini knockout per PCSK9 hanno evidenziato una ridotta funzione piastrinica e una diminuita forma-
zione di trombi (37-39). Studi meccanicistici invitro hanno dimostrato che PCSKg puo attivare direttamente le piastrine
umane attraverso il legame con i recettori CD36 e LOX-1, un effetto amplificato dalla presenza di LDL (38, 40). Inoltre,
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le piastrine immagazzinano PCSKg e la rilasciano in seguito all’attivazione, favorendo l'aggregazione piastrinica e il
reclutamento monocitario (41).

Questi dati rappresentano solo uno dei numerosi ambiti di ricerca sugli effetti ancillari di PCSKg e dei suoi inibitori,
che includerebbero anche il bilancio redox, I'infiammazione e la funzione endoteliale (42, 43).

Nel ritorno alla ricerca di base si é cercato anche di capire il perché le iniziali preoccupazioni derivanti dai primi studi
di base, sul potenziale rischio di sviluppare diabete con l'inibizione di PCSK9, non si siano tradotte in reazioni avverse
nella pratica clinica (1).

Studi di randomizzazione mendeliana hanno dimostrato che le varianti associate a loss-of-function di PCSKo, oltre
che alla riduzione di LDL, si associano anche a un modesto ma significativo aumento del rischio di sviluppare diabete
(44). In effetti, la riduzione della biodisponibilita di PCSKg aumenterebbe la biodisponibilita dei LDLR anche sulla su-
perficie delle cellule B delle isole di Langerhans, con conseguente aumento del colesterolo intracellulare. Laccumulo ri-
durrebbe la secrezione da parte delle cellule B di insulina, con le relative conseguenze sull'omeostasi glucidica (44, 45).
Tuttavia, nel 2019, tramite uno studio su modello murino, Da Dalt e colleghi hanno dimostrato che I'omeostasi delle
cellule B, mediata da LDLR, non dipende dal PCSKg circolante, che e il target degli anticorpi come pure dei siRNA (i topi
con epatociti knock-out per PCSKg non presentavano alterazioni della secrezione di insulina), ma dalla secrezione loca-
le della proteina (45). Questa evidenza, frutto della ricerca di base, ha fornito un importante razionale meccanicistico
sulla sicurezza, in termini di bilancio glucidico, della inibizione del PCSKg circolante o della sua produzione epatica.

CONCLUSIONI

Quanto descritto rappresenta uno degli esempi pitt completi e lineari di ricerca traslazionale, in cui la scoperta di
base si e trasformata in terapia clinica attraverso un percorso sorprendentemente privo di interruzioni. Una storia
che continua a reinventarsi, tornando ciclicamente alla ricerca di base per generare nuove ipotesi biologiche e nuove
opportunita terapeutiche.
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