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SUMMARY

Apolipoprotein C-III (apoC-III) was identified as a protein constituent of triglyceride rich lipoproteins
(TGR-Lp) more than 40 years ago. The first function assigned to apoC-III was the non-competitive inhi-
bition of Lipoprotein Lipase (LPL). ApoC-III was also found to reduce the removal of TGR-Lp from the
plasma compartment by preventing the interaction of apolipoprotein E present in these lipoproteins with
specific receptors (LDLR and LRP1) on the plasma membrane of hepatocytes. The epidemiological stud-
ies, which have demonstrated that plasma triglyceride level is an independent risk factor for coronary
heart disease (CHD), have also shown a strict association between plasma levels of triglycerides and
apoC-III. For this reason the plasma level of apoC-III has become a strong predictor of CHD risk. Recent
genetic studies have shown that heterozygous carriers of APOC3 gene mutations which cause the loss of
function of apoC-II (LOF mutations) have lower plasma levels of triglycerides, apoC-III and LDI-C and
higher levels of HDL-C than non-carriers. This plasma lipid profile found in mutation carriers was associ-
ated with a substantial reduction of CHD risk. These observations have suggested that apoC-III might be
a target in the treatment of hypertriglyceridemias. This idea has prompted the development of anti-sense
oligonucleotides (ASO) anti apoC-III which have been tested in animal models. These pre-clinical studies
showed that ASO induced a substantial reduction of plasma triglyceride and apoC-III. Safety and efficacy
of this drug were confirmed in phase 1 human studies which paved the way to phase 2 studies. A short
term treatment of three patients affected by severe hypertriglyceridemia (Familial Chilomicronemia)
resulted in a marked reduction of plasma triglycerides and apoC-III with no relevant side effects.

In view of these findings the anti apoC-III ASO might be used in patients with familial chilomicronemia
to reduce the risk of pancreatitis linked to the severe hypertriglyceridemia and in patients with moder-
ate hypertriglyceridemia to reduce the CHD risk.

Keywords: apolipoprotein C-1II; hypertriglyceridemia; lipoprotein lipase; APOC3 gene: mendelian ran-
domization, antisense oligonucleotides.
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na precursore), che costituiscono 6 alfa
eliche anfipatiche, capaci di legare lipidi
e trasportarli in un ambiente acquoso.
L’apoC-III ¢ sintetizzata nel fegato ed in
misura minore nell’intestino. La sua con-
centrazione plasmatica varia da 8-10 mg/
dl nei soggetti normolipidemici, fino a 30
mg/dl ed oltre in pazienti con ipertrigli-
ceridemia (1, 2).

E presente nel plasma in tre isoforme
che differiscono per il contenuto in acido
sialico. La isoforma apoC-III non con-
tiene acido sialico, mentre le isoforme
apoC-III, ed apoC-III, legano uno o due
molecole di acido sialico rispettivamente.
Le isoforme apoC-III, ed apoC-III, rap-
presentano >90% dell’apoC-III presente
nel plasma. LapoC-III € presente in tutte
le classi di lipoproteine, ma particolar-
mente nei chilomicroni, nelle VLDL, nei
loro remnants e nelle HDL.

Durante T'idrolisi dei trigliceridi (TG)
delle VLDL e dei chilomicroni ad opera
della Lipasi Lipoproteica (LPL), I'apoC-
III si trasferisce dalle VLDL alle HDL per
poi essere ritrasferita su altre molecole
di VLDL neo-secrete (1, 2). Nei soggetti
normo-trigliceridemici la maggior parte
dell’apoC-III si trova sulla superficie del-
le HDL; queste lipoproteine di fatto rap-
presentano il “reservoir” di apoC-III nel
plasma umano. Nei soggetti iper-triglice-
ridemici la maggior parte di apoC-III e
sulle VLDL.

Nel caso di soggetti normo-trigliceri-
demici ogni molecola di VLDL contiene
25 molecole di apoC-III; questo valore si
raddoppia nel caso di VLDL di soggetti
iper-trigliceridemici (1, 2).

Il gene codificante 'apoC-III (gene
APOC3) si trova prossimo ai geni APOA4
/APOA1/APOAS5 in un cluster di geni lo-
calizzato sul braccio lungo del cromoso-
ma 11 (11g23). Il gene APOC3 contiene
elementi di regolazione che rispondono

negativamente all'insulina (down-regu-
lation) e positivamente al glucosio (up-
regulation). La trascrizione del gene e
anche regolata dai fattori trascrizionali
della famiglia dei PPAR (Peroxisome Pro-
liferator Activated Receptors).

Ad esempio molecole che inducono
PPAR-alfa riducono [lespressione del
gene APOC3 (2).

Ruolo dell'apoC-lll nel metabolismo
lipoproteico

L’apoC-III esercita la sua funzione sia
nel compartimento plasmatico che nel
fegato. Nel compartimento plasmatico I'a-
poC-III agisce come inibitore della lipasi
lipoproteica (3-5) attraverso due mecca-
nismi:

1) spiazzando la apolipoproteina C-II
(apoC-II) che e lattivatore fisiologico
della LPL;

2) dislocando le lipoproteine ricche in tri-
gliceridi (TGR-Lp) (VLDL e Chilomi-
croni) dal legame con la LPL durante
la cascata lipolitica intravascolare.

Le TGR-Lp infatti stabilizzano la LPL
e la proteggono dall'intervento di fatto-
ri inattivanti come la angiopoietin like
protein-4 (ANGPTL-4). La presenza di
apoC-III rende meno stabile I'interazione
delle TGR-Lp con la LPL e pertanto 'enzi-
ma risulta pit suscettibile all’azione inat-
tivante irreversibile di ANGPTL-4 (5). Vi
sono indicazioni che T'apoC-III inibisca
anche la lipasi epatica (HL) (2). Il risul-
tato finale di questa inibizione € un ral-
lentamento della cascata lipolitica intra-
vascolare delle TGR-Lp, che si traduce in
una pit prolungata permanenza di queste
lipoproteine nel compartimento plasmati-
co (Figura 1).

Nel fegato l'apoC-III esplica la sua
funzione a due livelli. In primo luogo at-
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Figura | - Ruolo dell’apoC-III nel metabolismo delle lipoproteine. Nel fegato I'apoC-III promuove la lipidiz-
zazione dell’apoB-100 nelle fasi tardive della formazione delle VLDL. Nel compartimento vascolare 'apoC-III
inibisce l'attivita dell’enzima Lipasi Lipoproteica (LPL). A livello della membrana plasmatica degli epatociti
I'apoC-III riduce la cattura delle IDL e dei remnants dei chilomicroni (CR). Il risultato di queste molteplici
azioni € 'accumulo nel plasma di lipoproteine ricche in trigliceridi.

tenua l'interazione delle TGR-Lp (par-
ticolarmente le VLDL ed i remnants di
chilomicroni e di VLDL) con il Recettore
LDL (LDLR) ed il recettore LRP1 (LDL
Receptor Related Proteinl) presenti sul-
la membrana plasmatica epatocitaria,
probabilmente attraverso una competi-
zione nei confronti della apolipoproteina
E (apoE) e della apolipoproteina B-100
(ApoB-100), i ligandi fisiologici di questi
recettori (6, 7) (Figura 1). Nei topi che
sovra-esprimono l'apoC-III umana e che
presentano ipertrigliceridemia si verifica

una diminuita rimozione delle VLDL dal
plasma in relazione ad una diminuita con-
centrazione di apoE in queste lipoprotei-
ne a vantaggio dell’apoC-III (8).
Viceversa nei topi con deficienza di
apoC-III (topi ApoC3 Knock- Out) si os-
serva una ipotrigliceridemia dovuta ad
un’aumentata rimozione di TGR-Lp sia a
digiuno e nella fase post-prandiale (9, 10).
In secondo luogo l'apoC-III favorisce
I'assemblaggio delle VLDL nell’epatocita,
facilitando il reclutamento di lipidi nelle
fasi tardive di formazione delle VLDL (le
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fasi che seguono la prima lipidizzazio-
ne dell’apoB-100 mediata dalla proteina
MTP) (11, 12). La sovra-espressione di
apoC-III in topi transgenici (condizione
che si associa ad una ipertrigliceridemia
severa) aumenta la secrezione di VLDL
mentre 'opposto si verifica nei topi nei
quali ¢ stato inattivato il gene ApoC3 (12)
(Figura 1).

Studi di cinetica nell'uvomo hanno di-
mostrato uno stretto legame tra incre-
mento della produzione epatica di VLDL-
apoC-III e VLDL-TG. Inoltre in individui
con elevato BMI e resistenza insulinica,
si € osservata un’aumentata produzione
epatica di VLDL apoC-IIl in stretta corre-
lazione con i livelli plasmatici di triglice-
ridi. In pazienti con obesita centrale, gli
elevati livelli plasmatici di VLDL-apoC-
III sono la conseguenza di un’aumentata
produzione di VLDL-apoC-III (13-15).

Livelli plasmatici di trigliceridi
€ di apoC-lli
€ rischio cardiovascolare

E noto da tempo che i livelli plasmati-
ci dei trigliceridi sia in condizione post-
prandiale sia in condizione di digiuno
sono fattori di rischio cardiovascolare in-
dipendente e sono associati ad incremen-
to di malattia coronarica.

Inoltre la dislipidemia associata ad in-
cremento dei livelli plasmatici di TGR-Lp
e considerata causa primaria di aumento
del rischio CVD nei pazienti con diabete
di tipo 2 o con sindrome metabolica. Re-
centi studi epidemiologici e meta-analisi
hanno riaffermato che elevati livelli di
TG plasmatici sono associati a malattia
coronarica (CHD) e rappresentano un ri-
schio incrementale di ricorrenza di CHD
in pazienti con CHD stabile (16-24).

Inoltre il rischio di CHD si riduce
quando i livelli di trigliceridi sono ridotti

(20). Infine livelli elevati di trigliceridi in
“condizione non fasting” aumentano il ri-
schio di stroke (24). Valori estremamente
elevati di trigliceridi (>1.000 mg/dl), qua-
li si osservano tipicamente nella chilomi-
cronemia familiare da deficit di LPL, non
sembrano essere associati ad aumentato
rischio cardiovascolare ma piuttosto ad
aumentato rischio di pancreatite (25).

Elevati livelli plasmatici di apoC-III
sono strettamente correlati alla presenza
di ipertrigliceridemia sia nell'uomo che
nei modelli animali.

Aumentati livelli di apoC-III nelle
VLDL rappresentano un fattore preditti-
vo di malattia coronarica anche in misura
maggiore del livello dei trigliceridi. An-
che ilivelli di LDL che contengono apoC-
III e che si formano durante la lipolisi
parziale di VLDL contenenti apoC-III in
eccesso, sono altamente predittivi di ri-
schio cardio-vascolare (26-29).

ApoC-Illl ed inflammazione

Nel tentativo di comprendere meglio
un eventuale ruolo pro-aterogeno di ele-
vati livelli di apoC-III, sono stati disegna-
ti studi per verificare se 'apoC-III giocas-
se qualche ruolo nei complessi processi
infiammatori che si svolgono nel corso
della aterosclerosi.

Studi iz vitro hanno documentato che
lapoC-III attiva i monociti aumentan-
do l'espressione di pl-integrine, mole-
cole che svolgono un ruolo importante
nel promuovere l'adesione dei monociti
all’endotelio e quindi la loro migrazione
attraverso 'endotelio stesso (30).

Inoltre apoC-III induce I'espressione di
molecole di adesione sull’endotelio, che
facilitano il reclutamento dei leucociti. In-
fine la somministrazione di apoC-IIT uma-
na in topi ipercolesterolemici per difetto
del LDLR (ldir-/-), si associa ad aumento
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dell’apoC-III nelle placche ateromasiche
e ad un incremento della transmigrazio-
ne leucocitaria (31, 32).

ApoC-Illl e diabete

Gli elevati livelli plasmatici di apoC-
IIT riscontrati nei pazienti con diabete di
tipo-1, ha indotto a verificare sperimental-
mente la relazione fra apoC-III e diabete.
Le B cellule esposte a siero di pazienti
diabetici vanno in apoptosi, un effetto che
¢ abrogato da un anticorpo anti-apoC-III
(33, 34). Lo studio di ratti del ceppo BB
(un modello per il diabete di tipo-1) ha di-
mostrato che il livello plasmatico di apoC-
III era aumentato nei ratti pre-diabetici,
e che questo incremento promoveva la
morte delle p-cellule. Infine il trattamento
di ratti pre-diabetici con oligo-nucleotidi
anti-senso nei confronti di apoC-III indu-
ceva un significativo ritardo nella compar-
sa del diabete (34, 35). Da queste osser-
vazioni € emersa 'ipotesi che elevati livelli
plasmatici di apoC-III rappresentino un
fattore diabetogeno nell’'uomo (36).

Varianti genetiche rare di apoC-lil

Importanti progressi nella compren-
sione del ruolo funzionale dell’apo C-III
sono emersi dagli studi di varianti geneti-
che di questa proteina condotti sia su sin-
goli individui/famiglie sia in campioni di
popolazione di diverse etnie.

1. Varianti genetiche rare di apoC-I1I iden-
tificate in singoli individui o famiglie
Alcune varianti genetiche rare (defi-

nite anche come “mutazioni”) nel gene

APOCS3, associate a variazioni del profilo

lipidico plasmatico, sono state riportate

fin dagli anni ’80 in alcuni individui o sin-
gole famiglie. Per esempio la sostituzione
aminoacidica (Lys58Glu) riscontrata in

due individui appartenenti alla stessa fa-
miglia, si associava ad una riduzione del
30-40% dei livelli plasmatici di apoC-III e
ad elevati livelli di HDL-C (>95% percenti-
le), senza effetti evidenti sui livelli di TG
e LDL-C (37). Un’altra sostituzione ami-
noacidica (Ala23Thr) é stata descritta in
due individui di una famiglia della popo-
lazione Maya vivente nella penisola dello
Yucatan.

Questi individui (portatori eterozigoti
della mutazione) avevano livelli plasmati-
ci di apoC-III molto piu bassi rispetto ai
loro familiari non portatori (38). Questi
effetti sono stati attribuiti ad una ridotta
capacita della apoC-III mutante di lega-
re lipidi, un difetto che poteva indurne
un accelerato catabolismo intracellulare
(38). Studi funzionali condotti in vitro su
cellule epatiche esprimenti i due mutanti
Lys58Glu e Ala23Thr hanno dimostrato
che queste due mutazioni riducono la ca-
pacita di apoC-III di promuovere la lipi-
dizzazione dell'apoB-100 durante 'assem-
blaggio delle VLDL (39, 40) e quindi sono
causa di ridotta secrezione di VLDL.

E opportuno segnalare che la mu-
tazione Ala23Thr (oggi indicata come
Ala43Thr secondo la nomenclatura cor-
rente che si riferisce alla pre-proteina)
¢ stata ritrovata in studi di popolazione
in individui con ridotti livelli plasmatici
di apoC-III e di TG (vedi oltre, studi di
popolazione). Sono state riscontrate an-
che mutazioni di apoC-III (es. Thr74Ala)
non associate a variazioni della concen-
trazione plasmatica della proteina o del
profilo lipidico, ma alla esclusiva presen-
za nel plasma della isoforma apoC-III,
(41). Viceversa nel caso della mutazione
GIn38Lys, i portatori eterozigoti di questa
mutazione presentavano livelli plasmatici
di TG 30% piu elevati rispetto ai familiari
non portatori (42). Esistono quindi rare
mutazioni di apoC-III che si traducono in
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una perdita di funzione (mutazioni Loss
of Function, LOF) o, piu raramente, in un
guadagno di funzione (mutazioni Gain of
Function, GOF) che si associano a modi-
ficazioni del profilo lipidico plasmatico.

2. Varianti genetiche rare di apoC-III iden-
tificate in popolazioni

La ricerca sistematica di varianti rare
del gene APOCS3 nelle popolazioni ha
preso avvio dai risultati di uno studio di
una popolazione “isolata”, qual € la po-
polazione “Old Order Amish” residente
nella Contea di Lancaster in Pennsylva-
nia (USA). In questa popolazione si € ri-
scontrato che il 5% di individui era por-
tatore eterozigote di una sostituzione di
un singolo nucleotide nel gene APOC3
che induceva la sostituzione dell’argini-
na in posizione 19 con un codone di stop
(mutazione nonsenso) (mutazione indica-
ta come Argl9X o R19X) (43). Tale mu-
tazione determina la formazione di una
apoC-III troncata di soli 18 aminoacidi,
verosimilmente degradata all'interno di
epatociti ed enterociti prima di essere in-
corporata in VLDL e chilomicroni. Si trat-
ta quindi di una classica mutazione con
perdita di funzione (mutazione-LOF).

I portatori eterozigoti della mutazio-
ne presentavano ridotti livelli plasmatici
di apoC-III (-50%), di TG sia a digiuno
che dopo carico orale di lipidi (-46%), di
LDL-C (-13%) e di non-HDL-C (-17%), cosi
come un incremento dei livelli di HDL-
C (+21%). Inoltre i portatori di mutazione
avevano un “Calcium Score” coronarico
molto pitt basso rispetto ai non portato-
ri di pari eta e sesso, suggerendo che il
profilo lipidico plasmatico “favorevole”,
presente fin dalla nascita, risultava pro-
tettivo nei confronti dello sviluppo di
aterosclerosi coronarica (43). Studi ulte-
riori sono stati condotti per determina-
re la prevalenza di questa mutazione in

comunita “Amish” residenti in altre aree
geografiche degli USA (Ohio ed Indiana),
con esito negativo. Tuttavia la ricerca di
questa mutazione nei 19.613 partecipanti
al “National Health and Nutrition Exami-
nation Survery (NHANES III, 1999 to
2002) ha rivelato una frequenza di 0,08%
(44). La presenza di R19X allo stato ete-
rozigote si associava ad una consistente
riduzione dei livelli plasmatici di TG, un
incremento di HDL-C ed una modesta ma
significativa riduzione dei livelli di LDL-
C rispetto ai soggetti non portatori della
mutazione (44).

Due studi di randomizzazione Mende-
liana pubblicati nel 2014 hanno rafforzato
il concetto che mutazioni LOF di apoC-
IIT sono associate ad un profilo lipidico
piu favorevole e ad un minore rischio
cardio-vascolare. Nel primo studio, che
coinvolgeva i partecipanti dell’Exome
Sequencing Project (USA) coordinato
dal Dr. S. Kathiresan, era finalizzato ad
identificare rare varianti geniche nella
sequenza codificante (esoma) del geno-
ma umano (45). Cio ha portato alliden-
tificazione di quattro mutazioni LOF del
gene APOCS3, tre delle quali determina-
vano proteine troncate (come la Argl19X
o R19X) (43, 44) o difetti di splicing del
mRNA (come le mutazioni IVS2+ 1G>A e
IVS3+ 1G>T) (con formazione di proteine
anomale) ed una mutazione che deter-
minava una sostituzione aminoacidica
nella proteina (Ala43Thr) (A43T) (gia
nota come Ala23Thr, vedi sopra) (38). Si
e osservato che un individuo su 150 era
portatore eterozigote di qualcuna di que-
ste mutazioni. La presenza di queste mu-
tazioni (considerate insieme) si associava
ad una riduzione dei livelli plasmatici di
apoC-III (46%), di TG (39%) e di LDL-C
(22%) ed un aumento dei livelli di HDL-C
(22%). Estendendo la ricerca ad un cam-
pione di 115.000 individui si € osservato
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che i portatori di qualcuna di queste va-
rianti (498 individui) avevano una ridu-
zione del rischio cardio-vascolare del 40%
rispetto ai soggetti non portatori (110.472
individui). I risultati suggerivano che la
perdita di funzione di apoC-III su base
genetica (e quindi presente sin dalla na-
scita), conferisse protezione nei confron-
ti degli eventi cardiovascolari, probabil-
mente in quanto una minore disponibilita
di apoC-III facilitava ’'azione della Lipasi
Lipoproteica (LPL) e la cattura epatica
recettore-mediata dei remnants dei chilo-
microni e delle VLDL, che sono lipopro-
teine aterogene. Includendo nello studio
genetico i partecipanti del Framingham
Heart Study con un follow-up di 14 anni,
¢ stato possibile calcolare che ad 1 mg di
decremento dei livelli plasmatici di apoC-
III corrispondeva una diminuzione del 4%
del rischio cardiovascolare (45).

Nel secondo studio, che ha coinvolto
piu di 75.000 persone, sono state affron-
tate due domande:

1) se ridotti livelli di TG plasmatici (in
condizioni “non fasting”) fossero asso-
ciati ad un minore rischio cardiovasco-
lare;

2) se mutazioni con perdita di funzione
di apoC-III fossero associate a ridotti
livelli di TG plasmatici e conseguente-
mente a ridotto rischio cardio-vascola-
re (46).

Riguardo alla prima domanda si € os-
servato che gli individui con livelli di TG
inferiori a 1 mmol/1 (90 mg/dl) avevano
un rischio cardiovascolare significativa-
mente pit basso rispetto agli individui
con livelli di TG superiore a 4 mmol/1
(350 mg/dl). Riguardo alla seconda do-
manda si € osservato che la condizione di
portatore eterozigote di mutazioni LOF
di apoC-III (R19X, IVS2+1G>A e A43T)
(tre delle mutazioni riscontrate anche
nello studio di Kathriesan et al.) (45) era
associata ad una riduzione del 44% dei li-
velli plasmatici di TG. Parallelamente, nei
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Figura 2 - Effetto delle mutazioni con perdita di funzione (mutazioni LOF) del gene APOC3. Queste mu-
tazioni hanno un effetto pleiotropico sul profilo lipidico plasmatico che si traduce in una riduzione del rischio

di malattia coronarica (CHD).
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portatori di queste mutazioni il rischio
cumulativo per malattie cardio-vascolari
e malattia ischemica del miocardio erano
ridotti del 41% e 36% rispettivamente. In
modo specifico il rischio cardiovascola-
re presentava un decremento graduale
(“stepwise”) in relazione ai livelli plasma-
tici di TG. Un limite di questo studio e
che i livelli di apoC-III non sono stati mi-
surati. E opportuno segnalare che in que-
sto studio i portatori di mutazioni LOF di
apoC-III presentavano anche una mode-
sta riduzione di livelli di LDL-C (5%) ed
un incremento dei livelli di HDL-C (24%)
attribuibile all’effetto pleiotropico del de-
ficit di apoC-III (46). Entrambi gli studi
di randomizzazione mendeliana erano
concordi nell'ipotizzare che apoC-III po-
tesse rappresentare un nuovo bersaglio
terapeutico per il trattamento delle iper-
trigliceridemie.

In un editoriale di commento a questi
due studi, Hobbs e Cohen (47) hanno po-
sto I'accento sul fatto che il deficit gene-
tico di apoC-III mostrava un effetto ple-
iotropico sul profilo lipidico plasmatico
influenzando tutte le classi di lipoprotei-
ne (Figura 2). In particolare essi hanno
rimarcato il fatto che in entrambi gli stu-
di, sia pure in misura diversa, i portatori
di mutazioni LOF di apoC-III presentava-
no ridotti livelli di LDL-C.

Aloro giudizio potrebbe essere proprio
questa riduzione di LDL-C responsabile
degli effetti benefici sul rischio cardio-
vascolare del deficit di apoC-III e non tan-
to la riduzione dei TG (trasportati dalle
VLDL e/o dai remnants di VLDL e chilo-
microni) o I'incremento delle HDL.

Secondo questi autori per dirimere
questo dubbio sono necessari studi di
randomizzazione mendeliana di varianti
genetiche che abbiano un effetto selettivo
sui livelli di TG senza ricadute sui livelli
di LDL-C o di HDL-C. Cio non toglie che

Hobbs e Cohen, ritengano I'apoC-III un
possibile bersaglio terapeutico nel tratta-
mento delle ipertrigliceridemie (47).

LapoC-lll come bersaglio
terapeutico

La serie di osservazioni su esposte
hanno suggerito l'ipotesi che I'apoC-III
fosse un promettente bersaglio terapeu-
tico per il trattamento dell’ipertrigliceri-
demia, riproponendo una situazione si-
mile a quanto ¢ avvenuto per PCSK9 per
il trattamento delle ipercolesterolemie
primitive.

Nel caso di apoC-III tuttavia, I'idea di
sviluppare un anticorpo monoclonale
specifico, trovava un limite nella “relati-
vamente” elevata concentrazione plasma-
tica di apoC-III (8-10 mg/dl nei soggetti
normo-trigliceridemici e fino ad 30 mg/
dl nelle condizioni di ipertrigliceridemia)
rispetto ai livelli plasmatici di PCSK9 (5-
30 pg/100 ml).

Da cio I'idea di privilegiare lo svilup-
po di una strategia basata sull’inibizione
della produzione di apoC-III ottenuta per
mezzo di oligonucleotidi sintetici anti-
senso (ASO), che legandosi allmRNA di
apoC-III ne inibissero la traduzione e ne
promuovessero il catabolismo intracellu-
lare (Figura 3).

La “proof of principle” di questo ap-
proccio terapeutico, e la sua possibile
estensione all'uomo, sono stati forniti da
Graham et al. nel 2013 (48).

Questi autori hanno valutato I'efficacia
di una serie di ASO specie-specifici in
studi pre-clinici eseguiti in topi normali,
in topi transgenici esprimenti apoC-III
umana ed in topi con deficit di apoC-III,
investigati in diverse condizioni speri-
mentali associate o meno a ipertrigliceri-
demia. Lo studio pre-clinico € stato poi
esteso a primati non-umani.
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Figura 3 - Meccanismo di azione di un oligonucleotide antisenso anti apolipoproteina C-III. Nella parte in
alto e rappresentata la trascrizione del gene APOCS3, e la traduzione del corrispondente mRNA con la forma-
zione dell’apolipoproteina C-III. Loligonucleotide antisenso specifico € una breve sequenza nucleotidica a
singolo filamento che si lega specificamente al’mRNA dell’apoC-I1II. 11 prodotto che si forma, a doppio fila-
mento, rende 'mRNA suscettibile alla degradazione da parte di RNasi. Pertanto la traduzione dell’ mRNA

non si verifica e non si forma quindi apolipoproteina C-III.

Questa ricerca preliminare ha dimo-
strato una buona tollerabilita ed una so-
stanziale efficacia degli ASO testati, che
riducevano i livelli plasmatici di apoC-III
e TG.

Cio ha indotto a proseguire le indagini
con uno studio di fase 1 in volontari sani
nei quali si & ottenuta una sostanziale ri-
duzione dei livelli plasmatici di apoC-III
e una concomitante riduzione dei TG,
senza segni di effetti avversi importanti
attribuibili al farmaco (a parte unareazio-
ne transitoria nella sede di iniezione del
farmaco).

Complessivamente questi studi hanno
dimostrato che T'inibizione della produ-

zione di apoC-III porta ad una serie di ef-

fetti “benefici” sul profilo lipidico poten-

zialmente anti-aterogeni consistenti in:

1) una sostanziale riduzione dei livelli pla-
smatici di apoC-III e dei livelli dei TG
sia in condizione di digiuno che in fase
post-prandiale;

2) un’aumentata rimozione dei TG pla-
smatici in fase post-prandiale;

3) una riduzione dei TG nelle VLDL;

4)la tendenza ad un aumento dei livelli di
HDL.

Nei modelli animali la riduzione dei
livelli plasmatici di apoC-III non era da
ascriversi ad una riduzione della sintesi
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di VLDL e chilomicroni, suggerendo che
tale riduzione fosse il risultato di un’au-
mentata rimozione delle TGR-Lp dal
compartimento plasmatico.

Da queste osservazioni ha preso l'av-
vio una sperimentazione di fase 2, che
prevede il reclutamento di pazienti con
livelli di trigliceridi >500 mg/dl in tratta-
mento dietetico e farmacologico come da
pratica clinica corrente (48).

Nel dicembre del 2014 ¢ comparso il
primo articolo riguardante I'efficacia del
trattamento ASO in tre pazienti con una
ipertrigliceridemia severa dovuta a defi-
cit genetico completo di LPL (chilomicro-
nemia familiare) (49).

In linea di principio tali pazienti non
sembravano “ideali” per testare un far-
maco contro I'apoC-III, poiché la causa
riconosciuta della ipertrigliceridemia era
un grave deficit genetico di LPL che non
si riteneva a priori possibile correggere
riducendo i livelli plasmatici di apoC-III
(inibitore della LPL).

Tuttavia, tenendo conto degli altri ef-
fetti metabolici dell’apoC-III (sull’assem-
blaggio/secrezione di VLDL e sulla rimo-
zione epatica di TGR-Lp) (Figura 1), era
ragionevole assumere che la riduzione
dei livelli di apoC-III potesse attenuare
la ipertrigliceridemia. Loligonucleotide
antisenso (ISIS304801) é stato sommini-
strato in tre pazienti con livelli di triglice-
ridi compresi fra 1.406 e 2.083 mg/dl.

Dopo 13 settimane di trattamento i
livelli di apoCIII presentavano una ridu-
zione del 71%-90% ed i livelli dei TG del
56-86%. Durante il periodo di trattamento
i livelli di TG sono rimasti al di sotto di
500 mg/dl.

Questo risultato non era dovuto ad in-
cremento di attivita di LPL (i cui valori
sono rimasti invariati a seguito del trat-
tamento e comunque sempre inferiori al
3% dei valori controllo) ma probabilmente

ad una ridotta secrezione di VLDL/chilo-
microni e/o ad un aumentata rimozione
di TGR-Lp da parte del fegato (attraverso
un processo di rimozione LPL indipen-
dente).

Queste osservazioni suggeriscono che
un trattamento con ASO se ben tollera-
to, riducendo i livelli dei TG plasmatici,
potrebbe ridurre considerevolmente il
rischio di pancreatite nei pazienti con
chilomicronemia familiare e, a maggior
ragione, il rischio cardiovascolare nei pa-
zienti con altre forme di ipertrigliceride-
mia di grado moderato.

Conclusioni

La storia dell’apoC-III, iniziata piu di
40 anni e che appariva conclusa, sembra
ora proiettarsi nel futuro. In questo sce-
nario 'apoC-III appare come una mole-
cola regolatrice che svolge un ruolo cen-
trale e pleiotropico sul metabolismo delle
lipoproteine.

In condizioni fisiologiche l'apoC-III
contribuirebbe a rallentare la lipolisi in-
travascolare delle TGR-Lp, riducendo
l'attivita della LPL e la rimozione dei rem-
nants delle VLDL e dei chilomicroni. Nel
fegato la disponibilita di apoC-III favori-
rebbe la formazione di VLDL evitando
I’'accumulo di lipidi (steatosi) responsabi-
le di danno cellulare e possibili risposte
infiammatorie.

LapoC-III potrebbe anche costituire
una delle molecole coinvolte nella im-
munita innata e nei processi difensivi.
Condizioni che inducono I'aumento del-
la produzione di apoC-III (es. insulino-
resistenza) si associano ad un aumento
del livello di TGR-Lp con possibile incre-
mento del rischio cardiovascolare (nelle
ipertrigliceridemie di media gravita) o
il rischio di pancreatite nei casi di iper-
trigliceridemie severe (chilomicronemia
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familiare). Losservazione che individui
portatori di mutazioni LOF di apoC-III
hanno un profilo lipidico “favorevole” ed
un minore rischio di CHD, ha indotto ad
ipotizzare trattamenti farmacologici che
abbiano T'apoC-III come bersaglio tera-
peutico primario.

Limpiego di Oligonucleotidi Antisenso
(ASO) anti apoC-III in modelli pre-clinici
ed in studi di Fase 1 e Fase 2 nell'uomo si
¢ dimostrato efficace nel ridurre i livelli
plasmatici di apoC-III e TG senza impor-
tanti eventi avversi, almeno nel breve pe-
riodo di trattamento.

Ovviamente rimangono problemi aper-
ti dei possibili effetti a lungo termine di
questo trattamento con ASO, anche alla

luce dell’esperienza del Mipomersen (I’A-
SO anti apoB-100) proposto per il tratta-
mento delle forme gravi di ipercolestero-
lemia familiare.

Anche per ’ASO anti apoC-III si pone il
problema del possibile accumulo di lipidi
nel fegato dovuto ad una possibile ridu-
zione della secrezione di VLDL o comun-
que di un minore carico di lipidi incorpo-
rati nelle VLDL.

Infine rimane da dimostrare se il trat-
tamento a lungo termine riduca il rischio
cardiovascolare correlato ad una modera-
ta ipertrigliceridemia e il rischio di pan-
creatite nelle forme di ipertrigliceride-
mia severa quale quella che si riscontra
nei deficit genetici della LPL (50).

RIASSUNTO

Lapolipoproteina C-III (apoC-III) fu identificata come componente proteico delle lipoproteine ricche in
trigliceridi (TGR-Lp) piu di 40 anni or sono. Una delle prime funzioni ad essa attribuita fu la capacita
di esercitare un’inibizione non competitiva nei confronti della Lipasi Lipoproteica (LPL). Successiva-
mente fu dimostrato che I'apoC-III riduceva la rimozione dal plasma delle TGR-Lp, competendo con
I'apolipoproteina E (apoE) per l'interazione con recettori specifici (LDLR e LRP1) a livello della mem-
brana plasmatica degli epatociti.

Numerosi studi epidemiologici, che hanno rivelato un’associazione indipendente tra livelli di trigliceri-
di e rischio cardio-vascolare, hanno anche documentato una stretta associazione tra livelli plasmatici
di trigliceridi e livelli di apoC-III, che € divenuta di “per sé” un marcatore di rischio cardio-vascolare.
Recenti studi di genetica hanno documentato che i portatori di mutazioni del gene APOC3 che indu-
cono la perdita di funzione della proteina (mutazioni LOF) hanno pit bassi livelli plasmatici di apoC-111,
di trigliceridi e di LDL-C e piu elevati livelli di HDL-C rispetto ai non portatori. A questo profilo dei lipidi
plasmatici corrisponde una sostanziale riduzione del rischio cardio-vascolare.

Queste osservazioni hanno suggerito che 1'apoC-III potesse rappresentare un bersaglio terapeutico
per il trattamento delle ipertrigliceridemie. In questa prospettiva sono stati sviluppati oligonucleotidi
antisenso (ASO) contro 'apoC-III che, testati in modelli animali, hanno fornito incoraggianti risultati
sia in termini di riduzione dei livelli plasmatici di trigliceridi e di apoC-III sia in termini di sicurezza.
Lo studio di fase 1 nell'uvomo ha dato risultati positivi che hanno consentito I'avvio di studi di fase 2. Il
trattamento con ASO anti apoC-III di tre pazienti con ipertrigliceridemia severa dovuta a deficit genet-
ico di LPL (Chilomicronemia Familiare) ha dimostrato che questo farmaco, almeno in esperimenti di
trattamento a breve termine, ¢ efficace nel determinare una sostanziale riduzione dei livelli di trigliceri-
di senza indurre effetti avversi importanti.

Pertanto tale farmaco potrebbe essere impiegato nel trattamento della chilomicronemia familiare per
ridurre il rischio di pancreatite connesso alla ipertrigliceridemia estrema, cosi come nel trattamento
delle forme di ipertrigliceridemia moderata per ridurre il rischio cardio-vascolare.

Parole chiave: apolipoproteina C-I1I; ipertrigliceridemia, lipasi lipoproteica; gene APOC3; randomizza-
zione mendeliana; oligonucleotidi anti-senso.
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