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SUMMARY

Hyperlipidemias, multifactorial conditions partly genetically and partly life-habit induced, represent
the most important underlying risk factors for cardiovascular disease (CVD). Metabolic syndrome, a
condition comprising a cluster of risk factors including insulin resistance, obesity, hypertension and
atherogenic dyslipidemia, doubles the risk of atherosclerotic CVD. Proprotein convertase subtilisin/
kexin type 9 (PCSK9), the key regulator of low-density lipoprotein (LDL) receptor, has been linked
also with many of lipid parameters as well as with insulin sensitivity indices. Moreover, although pre-
clinical and clinical studies on the relationship between PCSK9 and diabetes mellitus do not show any
association, as seen with statins, genetic variants of PCSK9, associated with lower LDL cholesterol,
positively correlated to an increased risk of type 2 diabetes mellitus. Notably, this evidence is likely
to be confined to subjects with impaired fasting glucose levels. Thus, in the present review, we will
discuss the current knowledge on the role of PCSK9 in the context of metabolic syndrome, alteration

of lipids, glucose homeostasis and inflammation.
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Introduzione

La sindrome metabolica colpisce il 20-
40% della popolazione adulta a livello mon-
diale, rappresentando un attuale problema
clinico per la salute pubblica (1). Clini-
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camente, la sindrome metabolica viene
identificata dalla concomitante presenza
di almeno tre dei cinque fattori di rischio
compresi nella “Harmonization defini-
tion”, ossia:

1

2.
3.

[Sal

. aumentata pressione arteriosa,

aumentati livelli di trigliceridi (TG),

ridotti livelli di colesterolo HDL (lipo-

proteine ad alta densita),

. elevati livelli di glicemia a digiuno,

. obesita viscerale/addominale (Tabella 1).
In presenza di sindrome metaboli-



PCSK9, sindrome metabolica € diabete

47

Tabella | - Fattori di rischio per la diagnosi clinica della sindrome metabolica

Valori Indicatori alternativi

Circonferenza vita *>94 cm nei maschi, >80 cm nelle donne
**>102 cm nei maschi, >88 cm nelle donne

Elevata pressione sanguigna | Sistolica >130 e/o diastolica >85 mm Hg
>100 mg/dL
>150 mg/dL

<40 mg/dL nei maschi

Trattamento dell’ipertensione
Diagnosi di DMT2
Specifico trattamento farmacologico

Elevata glicemia a digiuno

Elevati livelli di trigliceridi
Ridotti livelli di HDL-C

Specifico trattamento farmacologico

<50 mg/dL nelle donne

* International Diabetes Federation (IDF).
*AHA/NHLBI (ATP 1II).
DMT2; diabete mellito di tipo 2.

ca, il rischio di sviluppare malattie car-
diovascolari ¢ raddoppiato nei soggetti
affetti o meno da diabete mellito di tipo
2 (DMT2) (2); in particolare, i pazienti
con una diagnosi di DMT2 mostrano un
aumento pari al 30% del tasso di eventi
cardiovascolari (3). Le linee guida euro-
pee per il trattamento delle dislipidemie
riportano che per i soggetti affetti da
DMT2, I'obiettivo dovrebbe essere il rag-
giungimento di valori di colesterolo LDL
inferiori a 2,6 mmol/L (<100 mg/dL) e in
presenza di malattie cardiovascolari e/o
danno d’organo inferiori a 1,8 mmol/L
(<70 mg/dL) con valori di colesterolo
non-HDL inferiori a 2,6 mmol/L (<100
mg/dL) e di apolipoproteina (apo)B infe-
riori a 80 mg/dL (4).

I soggetti con diagnosi di DMT2 pre-
sentano un insieme di alterazioni nei livelli
plasmatici dei lipidi e nella composizione
delle lipoproteine; in particolare spesso
presentano ipertrigliceridemia, ridotti li-
velli di colesterolo HDL e concentrazioni
aumentate di LDL piccole e dense (5).

Linsulino-resistenza ¢ una condizione
che precede di diversi anni la comparsa di
qualsiasi segno di intolleranza al glucosio,
predicendo, cosi, I'insorgenza di DMT2
[per criteri diagnostici vedere (6)]. In pa-
zienti con DMT2, l'insulino-resistenza a

livello del tessuto adiposo determina un
aumento dellidrolisi intracellulare di TG,
con conseguente rilascio di acidi grassi
liberi. L'assorbimento di questi ultimi da
parte del fegato favorisce la produzio-
ne di lipoproteine a densita molto bassa
(VLDL), con un incremento dei TG circo-
lanti (7). Sebbene i TG non rappresentino
una componente maggiore della placca
aterosclerotica, in presenza di valori mo-
deratamente elevati di TG (2-10 mmol/L),
il colesterolo allinterno delle particelle
ricche in TG contribuisce allo sviluppo
della placca (810). In tale contesto, I'in-
sulino-resistenza svolge un ruolo centrale
nella secrezione e nella clearance di apoB,
che risulta determinante nella promozione
dell’aterosclerosi (11).

Poiché molto deve essere ancora chia-
rito riguardo alla relazione esistente tra le
diverse componenti della sindrome me-
tabolica e le patologie cardiovascolari, la
definizione del ruolo patofisiologico della
proproteina convertasi subtilisina/kexina
di tipo 9 (PCSK9) potrebbe contribuire a
colmare questo legame. PCSK9, uno dei
principali regolatori del metabolismo del
colesterolo LDL, ¢ influenzata da mutazio-
ni del gene PCSK9 (12), dal sesso (13) e
dall'uso di statine (14). Inoltre, PCSKO, la
cui espressione aumenta in risposta all'in-
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sulina (15), modula i livelli post-trascrizio-
nali di apoB (16) ed ¢ positivamente asso-
ciata all'indice di massa corporea (17).
Questa rassegna ha lo scopo di riassu-
mere il ruolo di PCSK9 nel contesto della
sindrome metabolica ponendo particolare
attenzione al diabete mellito di tipo 2.

Struttura € biologia cellulare
di PCSK9S

Il gene umano di PCSK9 codifica per
una proteina di 692 amino-acidi (pre-
proPCSK9, di 72 kDa), la quale ¢ com-
posta progressivamente da un peptide
segnale (aa 1-30), da un prodomino N-
terminale (aa 31-152), da un domino ca-
talitico serin-proteasico (aa 153-404), da
una regione a cerniera (aa 405-454) e da
un domino C-terminale ricco di cisteina e
istidina (aa 455-692). A livello del reticolo
endoplasmatico, PCSK9 subisce un taglio
autocatalitico ai residui GIn152 e Serl53,
fondamentale per il rilascio della forma ma-
tura di PCSK9 di 62 kDa (VFAQ152:SIP)
(18). All'interno dell’apparato di Golgi, la
proPCSK9 subisce una glicosilazione sul
sito N533CS e una solforilazione nel sito
Tyr38, ed infine viene secreta (19). I livel-
li di PCSK9 sono finemente regolati da 2
pro-ormone convertasi (PC), ovvero la Fu-
rina e il PC5/6 (20). Successivamente, la
forma matura di PCSK9 subisce un taglio
catalitico a livello del sito RFHR218:QA
(R218 e Q219), questo permette il distacco
del pro-domino NH2-terminale e la forma-
zione della forma di troncata di PCSK9 (55
kDa) (21). Nell'uomo, quest’'ultima forma
rappresenta circa il 15-40% della totalita di
PCSK9 circolante, ed equivarrebbe alla
quota inattiva (22). Lipari et al. (23), tutta-
via, hanno evidenziato come la forma cir-
colante di PCSKO tagliata dalla furina sia
capace di regolare 'espressione del recet-
tore delle LDL e la concentrazione di cole-

sterolo, anche se in modo meno efficiente
rispetto alla forma integra.

Lattivita meglio descritta e caratteriz-
zata della proteina PCSKO9 é il suo effetto
post-trascrizionale sui recettori delle LDL,
presenti sulla membrana cellulare (24).
Il legame al recettore delle LDL avviene
nella regione “A” omologa al fattore di cre-
scita epidermico (EGF-A), determinando
due effetti: il primo, in cui PCSK9 agendo
da trasportatore favorisce il passaggio del
recettore delle LDL dal reticolo endopla-
smatico alla membrana cellulare; il se-
condo, in cui PCSK9 determina invece la
degradazione dello stesso recettore sulla
superficie cellulare (25).

Oltre al recettore delle LDL, PCSK9 de-
termina la degradazione, benché con mi-
nor efficienza, di altri recettori che condi-
vidono un determinato grado di omologia
con il recettore delle LDL, quali il recetto-
re dell’apolipoproteina (Apo) E 2 (omolo-
gia al 46%), il recettore delle lipoproteine
a bassissima densita (omologo per il 59%)
(26) e la proteina associata al recettore
delle LDL di tipo 1 (LRP1) (27).

Regolazione trascrizionale
di PCSK9S

La sintesi di PCSKO, a livello trascrizio-
nale, ¢ ampiamente regolata dai fattori di
trascrizione SREBPs (sterol regulatory
element (SRE)-binding proteins) (28, 29)
e da HNF-1 (hepatocyte nuclear factor-1)
alpha (30). Le proteine SREBPs attivano
una molteplicita di enzimi coinvolti nel-
la sintesi endogena di colesterolo, acidi
grassi, TG e fosfolipidi (31). Le isoforme
di SREBP-1, SREBP-1a e 1c, attivano prin-
cipalmente i geni coinvolti nella sintesi de-
gli acidi grassi e dei TG, mentre SREBP-2
trascrive principalmente i geni coinvolti
nella biosintesi del colesterolo (32). In
particolare, topi transgenici, sovra-espri-



PCSK9, sindrome metabolica € diabete

menti SREBP-1a o SREBP-2 mostrano una
maggiore espressione genica di PCSK9
(SREBP-1a: intervallo di incremento: 7-8,6
volte; SREBP-2: intervallo di incremento:
5,6-6,5 volte) (32).

I1 coinvolgimento di HNF-1 alpha, un
importante regolatore delle funzioni me-
taboliche a livello epatico (33) ¢ stato re-
centemente confermato da Shende et al.
(34), i quali hanno dimostrato come, in
topi C57BL/6, un knockdown epatico di
HNF-1 alpha corrisponde a una riduzione
significativa dei livelli di PCSK9 e di cole-
sterolo LDL cosi come a un aumento del
recettore delle LDL.

Percio, poiché in merito alla biologia
di PCSK9, rimane ancora molto da chia-
rire (35), € importante identificare i re-
golatori endogeni di PCSK9, in quanto
potenzialmente sfruttabili come bersagli
terapeutici.

Regolatori fisiologici di PCSK9
nelllambito della sindrome
metabolica

Dieta

Tra i regolatori fisiologici dell’espres-
sione del gene PCSK9, lo stato nutriziona-
le € un aspetto che necessita di ulteriori
approfondimenti. Nei roditori, I'espressio-
ne epatica di PCSK9 diminuisce dopo di-
giuno e aumenta in seguito ad assunzione
di cibo, in particolare dopo una dieta ricca
in carboidrati. I meccanismi molecolari
alla base della regolazione di PCSK9 in
risposta alla deplezione intracellulare di
steroli, sono prevalentemente legati all’at-
tivazione di SREBP-2 (28, 29) sebbene
non sia da escludere un coinvolgimento di
SREBP-1 (15).

In 12 soggetti sani, una condizione di
digiuno per 18 ore ¢ stata associata a una
riduzione del 35% dei livelli plasmatici di
PCSK9. Un digiuno prolungato ha deter-

minato una riduzione pit severa di PCSK9
(-50%) (36). Questi dati sono stati confer-
mati da un ulteriore studio che ha dimo-
strato come un digiuno fino a 48 ore porta
a diminuzione dei livelli di PCSK9, che
raggiungono il punto di minimo dopo 36
ore di digiuno (-58%) (37).

In seguito a dieta Mediterranea, sep-
pur in assenza di perdita di peso, i livelli
plasmatici di PCSK9 si riducono dell’11,7%
ed ilivelli di colesterolo LDL del 9,9% (38).
Le diete arricchite in acido oleico ridu-
cono i livelli di PCSK9, i quali correlano
positivamente con marcatori di sintesi del
colesterolo (rapporto latosterolo-coleste-
rolo) (39). Rispetto ad una dieta ricca in
grassi saturi, dopo diete ricche in acidi
grassi polinsaturi (PUFA) si verifica una
riduzione di PCSK9; cio potrebbe essere
spiegato dal fatto che i PUFA sono in gra-
do di aumentare il colesterolo epatico con
una conseguente diminuzione dell’attivita
di SREBP-2 (40). Al contrario, seppur un
consumo di stanoli vegetali per 6 mesi (3
g/die) sia in grado di aumentare la sin-
tesi del colesterolo tramite attivazione di
SREBP-2, questo non influisce sui livelli
circolanti di PCSK9 (41).

Glucagone e insulina

Sin dal 1993 é stato riportato come il
glucagone possa aumentare il numero di
recettori epatici di LDL attraverso un mec-
canismo post-trascrizionale (42). I ratti,
ai quali € stato somministrato glucagone,
presentano una aumentata espressione
proteica del recettore delle LDL e un calo
del 70% dell’espressione di PCSK9 (43).

Per quanto riguarda il rapporto tra
PCSKO9 e insulina, 'ormone ¢ in grado di
regolare lespressione di PCSK9. In par-
ticolare, esperimenti condotti in epatociti
primari di topo esposti all'insulina hanno
mostrato come i livelli di espressione ge-
nica di PCSK9 e SREBP-1c¢ siano aumenta-
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ti di quattro volte. Tale effetto puo essere
ricondotto all’attivazione di SREBP-1c, poi-
ché l'espressione di un dominante negati-
vo per SREBP-1c¢ abolisce T'effetto dell'in-
sulina (15). Ad ulteriore conferma, uno
studio del 2015 ha dimostrato che, in epa-
tociti primari di ratto, un trattamento con
insulina aumenta di tre volte sia 'espres-
sione di PCSK9 sia la proteina secreta.
Tale dato e stato associato a un incremento
in SREBP-1c e SREBP-1a rispettivamente
di 12 e 2 volte (44). Leffetto dell'insulina
sulla regolazione di PCSK9 é stato valutato
anche in modelli animali. Topi knockout
per il recettore dell'insulina a livello epa-
tico, alimentati sia con dieta standard sia
con dieta aterogena, hanno mostrato una
diminuzione dei livelli di PCSKO9; ratti ma-
schi del ceppo Sprague-Dawley (45) e topi
wild-type (42), trattati con streptozotocina
(un modello farmacologico del diabete
mellito di tipo 1), presentano livelli marcat-
amente ridotti di PCSK9 epatico e circol-
ante. Al contrario, in topi obesi 0b/0b, con
deficit dell’ormone leptina, i dati riguar-
danti PCSK9 sono scarsi e non conclusivi.
Infatti, in tali topi 'espressione epatica di
PCSKO, rispetto ai topi wild-type, risulta in-
variata (42) o maggiore (46, 47).

In volontari sani (n=8) e in soggetti
affetti da DMT2 (n=8), una condizione di
moderata iperinsulinemia per 24 ore ha
determinato, in entrambi i gruppi, una ri-
duzione plasmatica sia di colesterolo LDL
che di apoB; tale cambiamento non € stato
associato a variazione nei livelli plasmatici
di PCSK9 (48).

Resistina e TNF-o.

Nel tessuto adiposo € presente una va-
sta gamma di cellule immunitarie (com-
prese le cellule T, i macrofagi e le cellule
dendritiche). Gli adipociti secernono mo-
lecole bioattive di diversa natura, definite
adipochine, molte delle quali hanno azio-

ni immunomodulanti (45). Tra queste, la
resistina, un polipeptide umano di 12,5
kDa prodotto principalmente dai macro-
fagi (49), e stata proposta come un possi-
bile crocevia nella dislipidemia aterogena
(50). La resistina sembra essere coinvolta
nel processo biochimico della de novo li-
pogenesi epatica e nel controllo del meta-
bolismo lipidico periferico. In soggetti con
sindrome metabolica, i livelli plasmatici di
resistina correlano positivamente con i li-
velli circolanti di TG, apoB e inversamente
con quelli del colesterolo HDL (51). Nel-
le cellule HepG2, la resistina aumenta sia
I'espressione genica (+40%) che proteica
(+30%) di PCSK9; il meccanismo moleco-
lare potrebbe essere legato a una sovra-
espressione di SREBP-2 o a una stabiliz-
zazione post-trascrizionale della stessa
proteina PCSK9 (52).

Gli adipociti producono anche la ci-
tochina immuno-regolatoria TNF-a. Per
quanto riguarda l'interazione tra TNF-o
e PCSKO9, in cellule HepG2, il TNF-a € in
grado di indurre PCSK9 in modo SOCS-
3-dipendente. Infatti, l'utilizzo di siRNA
anti-SOCS3 blocca completamente I'ef-
fetto di induzione di PCSK9 mediato dal
TNF-o (47).

PCSK9 e parametri metabolici
associati alla sindrome metabolica:
evidenze da studi osservazionali

Ipertrigliceridemia, basse concentra-
zioni plasmatiche di HDL e cambiamenti
qualitativi delle LDL, costituiscono la tipi-
ca triade della dislipidemia associata allo
stato di insulino-resistenza presente nei
pazienti con sindrome metabolica (53).
Questa alterazione metabolica ¢ determi-
nata principalmente da una sovrapprodu-
zione di lipoproteine ricche in TG, da par-
te del fegato e dellintestino, contenenti
apoB48 (46). Nei soggetti con sindrome
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metabolica l'ipertrigliceridemia postpran-
diale € causata da una sovrapproduzione
di lipoproteine ricche in TG, in particolare
chilomicroni e VLDL, di origine intesti-
nale (54). La sovrapproduzione di VLDL
epatiche rappresenta la seconda fonte di
lipoproteine ricche in TG nei soggetti in-
sulino-resistenti con sindrome metabolica
(46). Queste risposte metaboliche sono
principalmente causate da un effetto diret-
to degli acidi grassi liberi e delle citochine
inflammatorie, quali IL-6 a TNF-a, anche
se vi possono essere ulteriori contributi.
In particolare, fegato e intestino sono le
due principali fonti di PCSK9, che regola
I'espressione e la funzionalita del recetto-
re delle LDL e 'omeostasi del colesterolo
LDL. Al contrario, il ruolo di PCSK9 sul
metabolismo delle lipoproteine ricche in
TG ¢ ancora poco chiaro e discusso. Il
possibile coinvolgimento di PCSKO in tale
ambito, € sostenuto dall’osservazione cli-
nica di una correlazione positiva tra i livelli
di PCSK9 e quelli dei TG. In particolare,
nel primo studio di correlazione tra livelli
plasmatici di PCSK9 e LDL-C, condotto in
un piccolo numero di campioni di siero di
donatori sani (26 maschi e 29 femmine),
non si trovo alcuna correlazione tra livelli
di TG e PCSK9 (55). Un’analisi piu detta-
gliata condotta su campioni ematici raccol-
ti a digiuno dai partecipanti al “Dallas He-
art Study” (n=3138) mise in evidenza una
forte e significativa correlazione tra livelli
plasmatici di PCSK9 e le concentrazioni
di colesterolo LDL e di TG. Nello stesso
studio, gli autori descrissero una associa-
zione meno evidente, seppur significativa
tra PCSK9 e diversi indicatori del metabo-
lismo glucidico, inclusi i livelli di glicemia
a digiuno, di insulina, e dell'indice HOMA
(Homeostasis Model Assessment) di insu-
lino-resistenza (17). Per quanto riguarda
il possibile legame tra PCSK9 e i marca-
tori pro-infiammatori, € importante notare

Bullett points

B La sindrome metabolica € una condizio-
ne patologica costantemente in aumento
nella popolazione mondiale, caratterizza-
ta dalla presenza concomitante di almeno
tre dei seguenti fattori di rischio: 1) iper-
tensione (sistolica >130 e/o diastolica
>85 mm Hg), 2) ipertrigliceridemia (>150
mg/dL), 3) ridotti livelli di colesterolo
HDL (<40 mg/dL nei maschi e <50 mg/
dL nelle donne), 4) elevati livelli di glice-
mia a digiuno (=100 mg/dL), e 5) obesita
viscerale (>102 cm nei maschi, >88 cm
nelle femmine).

B Ipertrigliceridemia, bassi livelli di HDL e
presenza di LDL piccole e dense, caratte-
rizzano la dislipidemia aterogena, spesso
presente nei soggetti con sindrome meta-
bolica.

B La proteina PCSK9, sintetizzata a livello
epatico, intestinale e renale, regola il me-
tabolismo del colesterolo e dei trigliceridi
inducendo la degradazione del recettore
delle LDL, delle VLDL, LRP1, apoER2, e
CD36.

M Dieta, glucagone, insulina, resistina e
TNF-a regolano I'espressione di PCSKO.

B PCSKO si associa con i diversi indicatori
del metabolismo glucidico, inclusi i livel-
li di glicemia a digiuno, insulina, e indi-
ce HOMA (Homeostasis Model Asses-
sment) di insulino-resistenza.

B Gli studi clinici condotti con anticorpi
monoclonali anti-PCSK9, alirocumab ed
evolocumab, non hanno mostrato nessu-
na differenza per quanto riguarda I'ome-
ostasi glucidica. Tuttavia, studi genetici
e di randomizzazione Mendeliana hanno
dimostrato come varianti genetiche di
PCSK9 ¢ HMGCR correlino con un au-
mentato rischio diabetogeno in soggetti
prediabetici (glicemia a digiuno >100
mg/dL).

M I dati sul ruolo di PCSKO9 e dei suoi inibi-
tori sull'insorgenza di insulino-resistenza
sono al momento osservazionali. Il nume-
ro crescente di pazienti trattati e I'allunga-
mento della durata del trattamento, potra
definire meglio le relazioni tra PCSKO9,
sindrome metabolica e diabete.
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che, mentre i livelli di proteina C-reattiva
erano correlati con PCSK9, le concentra-
zioni erano associate solo nelle donne e
non negli uomini (17).

PCSK9 € diabete:
possibili connessioni

Come descritto in precedenza, gli or-
moni che regolano il metabolismo gluci-
dico hanno un ruolo diretto nel regolare
I'espressione di PCSKY; tuttavia quale sia
il ruolo di PCSK9 nello sviluppo del dia-
bete rimane a oggi una domanda senza
risposta. Una possibile risposta potrebbe
essere ricercata nella relazione tra terapia
con statine e il rischio di sviluppare diabe-
te (56). Ad oggi, rimangono non del tutto
chiariti i meccanismi molecolari da ascri-
vere a tale associazione (57).

Con queste premesse, anche la valu-
tazione dell'insorgenza di nuovo diabete
in seguito alla diminuzione del colestero-
lo LDL, con terapie diverse dalle statine,
diventa di interesse clinico (58). In parti-
colare, gli effetti della terapia con aliro-
cumab, uno degli inibitori della proteina
PCSK9, sono stati valutati in una meta-
analisi condotta su 10 trial randomizzati
di fase 3 (59) (Tabella 2a). Tale analisi,
condotta su 3.448 pazienti, ha evidenziato
come il rischio di nuova diagnosi di dia-
bete (n=218), in seguito al trattamento
con alirocumab, non é piu alto di quello
registrato nei pazienti trattati con place-
bo (hazard ratio 0,64; 95%IC, 0,36-1-14)
o ezetimibe (hazard ratio 0,55; 95%IC,
0,22-1,41). Anche i valori di emoglobina
glicata (HbAlc), altro parametro impie-
gato nella diagnosi di diabete (60), sono
risultati invariati tra i tre gruppi (placebo,
alirocumab ed ezetimibe).

In modo simile, i soggetti arruolati
nello studio DESCARTES (The Durable
Effect of PCSK9 Antibody Compared

with Placebo Study), che hanno ricevu-
to evolocumab per 52 settimane (420 mg
una volta al mese), non hanno mostrato
nessuna differenza per quanto riguarda
I'omeostasi glucidica tra i soggetti allo-
cati nel gruppo controllo e nel gruppo
evolocumab; infatti, i valori di glicemia e
insulinemia a digiuno, di HbAlc, di pep-
tide-C e dell'indice HOMA risultavano
invariati. In particolare, I'incidenza glo-
bale di nuovo diabete ¢ stata del 5,6% nel
gruppo evolocumab e del 6,6% nel gruppo
placebo. I soggetti con valori borderline
di glicemia a digiuno sono stati quelli che
hanno mostrato I'incidenza piu alta di dia-
bete (placebo: 14,1%; evolocumab: 10,3%)
se confrontati ai soggetti normoglicemici
all'inizio della randomizzazione (placebo:
1,9%; evolocumab: 2,7%) (61).

In conclusione, sebbene i dati dei trial
clinici con gli inibitori di PCSK9 siano
rassicuranti in termini di diabetogenicita
della terapia, non possono essere esclusi
ulteriori effetti a lungo termine. La rela-
zione tra statine e insorgenza di diabete
infatti € stata dimostrata solo dopo meta-
analisi su larga scala. E importante sot-
tolineare che la distribuzione tessutale
di anticorpi monoclonali € molto ridotta,
quindi I'effetto di alirocumab ed evolocu-
mab é prevalentemente limitato ad inibire
PCSK9 a livello plasmatico. Il loro effetto
sulla possibile induzione di insulino- re-
sistenza potrebbe quindi essere conse-
guente alla riduzione di LDL colesterolo
e non all'inibizione di PCSK9 a livello pan-
creatico (62).

Un’altra limitazione dei dati sin qui de-
scritti, riguarda il fatto che molti dei trials
inerenti gli inibitori di PCSK9 vedano
coinvolti soggetti gia in cura con statine,
quindi I'effetto diabetogeno degli anticor-
pi monoclonali potrebbe essere masche-
rato dall’assunzione delle statine (63). E
proprio in quest’area di ricerca che studi
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di associazione genetica, come le rando-
mizzazioni Mendeliane, stanno cercando
di rispondere a quesiti a oggi di difficile
soluzione. Un recente studio, ha riportato
come varianti geniche in PCSK9 siano as-
sociate ad un rischio piu elevato del 19%
di sviluppare diabete, proporzionale alla
diminuzione di 1 mmol/L di colesterolo
LDL (1,19; 95%IC, 1,02-1,38) (64) (Tabel-
la 2b). Anche varianti del gene NPC1L1

(Niemann-Pick Cl-like 1) e HMGCR,
entrambe coincidenti con una riduzione
della colesterolemia LDL, sono positi-
vamente e direttamente associate al ri-
schio di sviluppare DMT2 (NPC1L1: OR
2,42; 95%CI, 1,70-3,43; HMGCR: OR 1,39;
95%CI, 1,12-1,73) (64).

Un ulteriore tassello in tale ambito
giunge dal lavoro di Ference, il quale ha
descritto come la presenza di varianti sui

Tabella 2 - (a) Incidenza di diabete in soggetti in trattamento con alirocumab (59);
(b) associazione tra le varianti genetiche associate alla riduzione della colesterolemia LDL
€ il rischio di sviluppare diabete mellito di tipo 2 (64, 65).

A)
Placebo (n=818) vs Alirocumab (n=1620)

Hazard Ratio
0,64 (0,36-1,14); ns (59)

Ezetimibe (n=428) vs Alirocumab (n=582)

0,55 (0,22-1,41); ns (59)

ns, non significativo

B) Polimorfismo Cromosoma Odds Ratio Note
PCSK9 rs11591147 chr1:55505647 | 1,19 (1,02-1,38) Valori normalizzati
p=0,03 per una riduzione
HMGCR | rs12916 chr5:74656539 | 1,39 (1,12-1,73) di colesterolo LDL
(s5744707 chr5:74890618 | p=0,003 di 38,7 mg/dl (64)
rs16872526 chrb:74675717
NPC1L1 rs2073547 chr7:44582331 | 2,42 (1,70-3,43)
rs217386 chr7:44600695 | p=9x10-7
I T—
PCSK9 rs11206510 chr1_55277238 | i) 1,22 (1,03-1,45; significativo) | Valori normalizzati
rs2479409 chri 55277238 | con glicemia a digiuno per una riduzione
— >100 mg/dl di colesterolo LDL
rs2149041 chr1_55274725 di 10 mg/dl (65)
rs2479394 chr1_565258652 | i) 0,99 (0,84-1,17; ns) con
rs10888897 chr1_55285649 | glicemia a digiuno <100 mg/d
rs7552841 chr1_55291340
rs562556 chr1_55296825
HMGCR rs11206510 = i) 1,19 (1,00-1,41; significativo) | Valori normalizzati
rs2479409 i con glicemia a digiuno per una riduzione
>100 mg/dl di colesterolo LDL
rs2149041 - di 10 mg/dl (65)
rs2479394 = ii) 1,04 (0,89-1,22; ns)
rs10888897 - con glicemia a digiuno
(s7562841 - <100 mg/dl
rs562556 =

HMGCR, 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase; NPC1L1, Niemann-Pick C1-like 1; PCSK9, proprotein convertase

subtilisin/kexin type 9; ns, non significativo.
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geni di PCSK9 e HMGCR, associate a pill
bassi livelli di colesterolo LDL, correlino
con un aumentato rischio diabetogeno
soltanto in soggetti con una ridotta tolle-
ranza al glucosio a digiuno. In particola-
re, nei soggetti (n=7383) con valori di gli-
cemia a digiuno >100 mg/dL, le varianti
geniche di PCSK9 sono state associate a
un’aumentata incidenza (+22%) di svilup-
pare diabete per una diminuzione di 10
mg/dL di colesterolo LDL (odd ratio 1,22;
C195%, 1,03-1,45) (65) (Tabella 2b). Valori
simili sono stati trovati quando sono sta-
te analizzate le varianti di HMGCR (+19%;
odd ratio 1,19; C195%, 1,00-1,41). Gli effet-
ti di entrambe le varianti sono additivi sul
rischio di diabete (65). La combinazione
farmacologica con statine e inibitori di
PCSK9 permette di raggiungere una ri-
duzione nei valori di colesterolo LDL su-
periore a quanto ottenuto in monoterapia,
quindi sono necessari studi su larga scala
per superare questa preoccupazione teo-
rica (66).

Al contrario, un’analisi della variante
genetica loss-offunction (LOF) p.R46L di
PCSK9, condotta su 4.630 soggetti fran-
cesi partecipanti allo studio prospettico
“Data from an Epidemiological Study on
The Insulin Resistance Syndrome (DE-
SIR)”, non ha evidenziato alcun effetto né
sui marcatori dell’omeostasi del glucosio
(glicemia e insulinemia a digiuno, HBAlc,
HOMA-B, HOMA-IR) né sull'incidenza di
DMT?2 (67).

Poiché questa classe di farmaci € at-
tualmente somministrabile a pazienti ad
alto rischio di eventi cardiovascolari - iper-
colesterolemia familiare o malattie cardio-
vascolari preesistenti con colesterolo LDL
non a target, nonostante la terapia con le
massime dosi tollerate di statine e ezetimi-
be - € improbabile che un modesto effetto
diabetogeno possa modificare le linee gui-
da nell’ambito dei trattamenti farmacologi-

ci anti-PCSK9. Ad oggi, con il buon senso
clinico e semplici test, i medici dovrebbe-
ro continuare a prescrivere gli ipolipemiz-
zanti (principalmente statine) seguendo le
linee guida standard. Bisogna sottolineare
infatti che qualsiasi potenziale effetto dia-
betogeno, sia esso reale o potenziale, po-
trebbe essere controllato, gestito, mitigato
da cambiamenti dello stile di vita (68).

Relazione tra PCSKOS e trigliceridi:
dati clinici e possibile meccanismo

Studi epidemiologici e genomici

Leffetto diretto di PCSK9 sulla produ-
zione di apoB é stato dimostrato in uno
studio clinico condotto su una popolazione
recante la mutazione gain-ofsfunction
(GOF) S127R di PCSK9, una delle cause
di ipercolesterolemia autosomica domi-
nante. Questa mutazione determina un
drammatico aumento dei livelli di apoB, di
circa tre volte se confrontato con un grup-
po di controllo o con i soggetti portatori di
mutazioni del gene codificante per il recet-
tore delle LDL (69). Infatti, il fenotipo di
questi soggetti € molto diverso da quello
osservato in pazienti recanti la mutazione
del recettore delle LDL o del gene APOB,
suggerendo che ci possa essere un dupli-
ce effetto di PCSK9, sia sull’espressione
del recettore delle LDL sia sulla secrezio-
ne di apoB.

Cio nonostante, non puo essere esclusa
la possibilita che I'incremento nella pro-
duzione di VLDL sia dovuto alla mancata
internalizzazione delle stesse per degra-
dazione del recettore delle LDL, il prin-
cipale target di PCSK9 (70, 71). Infine,
la correlazione tra PCSK9 e le IDL, che
rappresentano la frazione piu ricca in TG
(72), potrebbe far supporre che siano le
IDL, lipoproteine a densita intermedia, a
determinare la linearita nella relazione tra
i livelli di PCSK9 e di TG.
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PCSK9 e ipertrigliceridemia
postprandiale: i dati clinici € il
potenziale meccanismo d'azione

Studi Epidemiologici

Dati clinici sul ruolo di PCSK9 nell’i-
pertrigliceridemia familiare sono scarsi.
I livelli di PCSK9, infatti, non vengono al-
terati dopo un carico orale lipidico né in
volontari sani né in pazienti che recano la
mutazione LOF di PCSK9 R104C-V114A
(71). Lo stesso paradigma sperimentale
applicato a soggetti obesi ha evidenziato
come nel periodo post-prandiale, i livelli
circolanti di PCSK9 correlino positivamen-
te con l'area sottesa alla curva (AUC) di
apoB48 e come siano invece inversamen-
te correlati al catabolismo di TG ricchi in
apoB48. Questi dati suggeriscono come,
in individui obesi, nello stato postprandia-
le, PCSK9 potrebbe influenzare il cataboli-
smo dei chilomicroni che contengono TG
e apoB48 (73).

E importante ricordare come PCSK9
possa influenzare l'escrezione trans-inte-
stinale di colesterolo in misura dipendente
dal recettore delle LDL (27); tale processo
rappresenterebbe un’ulteriore attivita sul
tratto gastrointestinale da parte di PCSKO.
Inoltre, PCSK9 ¢ capace di legare diret-
tamente il recettore delle VLDL promuo-
vendone la degradazione, e questo effetto
potrebbe mediare I'accumulo di tessuto
adiposo viscerale in modo totalmente di-
pendente dal recettore delle VLDL e non
dal recettore delle LDL (74).

PCSK9 € le lipoproteine
ad alta densita

La dislipidemia aterogena, associata
alla sindrome metabolica, ¢ caratterizza-
ta da ipertrigliceridemia e da bassi livelli
di colesterolo HDL. Pur essendo PCSK9
principalmente coinvolta nella regolazione
dei livelli di colesterolo LDL, da studi clini-

ci € emerso un legame tra i livelli plasma-
tici di PCSK9 e di colesterolo HDL (75).
Tuttavia, una particolare mutazione GOF
del gene PCSK9, Leul08Arg, € stata asso-
ciata a un aumento dell’attivita della protei-
na che trasferisce gli esteri del colesterolo
(CETP); tale associazione potrebbe esse-
re potenzialmente legata all'aumento delle
lipoproteine contenenti apoB, che potreb-
bero comportarsi da accettori di esteri del
colesterolo (76). Uno studio clinico su una
coorte cinese, ha dimostrato come il po-
limorfismo Glu670Gly di PCSK9 sia asso-
ciato a elevati livelli di colesterolo HDL e
apoA-I nei maschi e ad un elevato rapporto
apoA-I/apoB nelle donne (77). Alla luce di
questi risultati, che indicano una possibile
relazione tra livelli di PCSK9 e HDL, non
si evince ancora un chiaro coinvolgimento
nel metabolismo delle HDL, soprattutto
nei pazienti con sindrome metabolica. E
da sottolineare che il trattamento con i due
inibitori di PCSK9, alirocumab e evolocu-
mab, ha determinato un aumento signi-
ficativo dei livelli di colesterolo HDL del
4-6% (78). La relazione tra HDL e PCSK9 e
osservabile anche in pazienti in trattamen-
to con inibitori della CETP (Cholesterol
Ester Transfer Protein), quali anacetrapib,
farmaco in grado di aumentare del 19% i
livelli di PCSK9 (79).

PCSK9 € LDLU piccole € dense

Studi clinici

La dislipidemia diabetica & caratterizza-
ta dalla presenza di LDL piccole e dense
che appartengono ad una sottofamiglia
delle LDL circolanti. Le LDL piccole e
dense rappresentano, nello sviluppo di
coronaropatie, un fattore di rischio piu
importante delle LDL mature (80). Sono
stati proposti molteplici meccanismi che
potrebbero spiegare I'elevata aterogenici-
ta di queste particelle, come, ad esempio,
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I'elevata permeabilita attraverso la parete
vascolare, una maggiore emivita plasma-
tica e una ridotta affinita per il recettore
LDL (81).

Da un recente studio € emerso come,
in soggetti con angina stabile, i livelli pla-
smatici di queste particelle correlino in
modo significativo con quelli di PCSK9;
correlazione che invece non si riscontra
nei pazienti non coronaropatici (82). Una
possibile spiegazione potrebbe risiedere
nel fatto che le LDL piccole e dense siano
generate da molteplici precursori quali, ad
esempio, le VLDL (83); la produzione epa-
tica di queste ultime ¢ indotta da PCSK9,
che, quindi, potrebbe essere indiretta-
mente responsabile dell’aumento delle
LDL piccole e dense. Inoltre, in soggetti
ipertrigliceridemici si osserva un’aumen-
tata conversione da VLDL a LDL piccole e
dense (83). Un’altra possibile spiegazione
potrebbe derivare dalla diversa affinita e
clearance delle LDL piccole e dense per
il recettore delle LDL, rispetto a quelle
mature, influenzando quindi I'azione di
PCSK9 (7).

Nessuna di queste ipotesi, tuttavia, &
in grado di spiegare il motivo per cui la
correlazione tra PCSK9 e le LDL piccole
e dense si verifichi solo nei pazienti coro-
naropatici con angina stabile. Non € quin-
di da escludere il ruolo dell'inflammazione
subclinica nella reciproca regolazione del-
le LDL piccole e dense e di PCSKO9, indi-
pendente dal recettore delle LDL.

Conclusioni

11 ruolo di PCSK9 nella regolazione del
recettore delle LDL e dei livelli plasmatici
di colesterolo LDL é stato definito soltanto
nel 2003 e dopo 12 anni sono disponibili

in clinica le prime terapie anti-PCSK9 per
il trattamento dell'ipercolesterolemia fami-
liare e per i pazienti ad alto rischio cardio-
vascolare, non a target con il colesterolo
LDL.

Uno sviluppo cosi rapido ha fortemente
limitato lo studio e I'approfondimento del
ruolo fisiologico di PCSK9 su altri parame-
tri, che non coinvolgono necessariamente
il colesterolo LDL. Con I'avanzamento
della ricerca di base e clinica su PCSK9,
si stanno delineando per questa protei-
na nuovi ruoli che coinvolgono anche il
metabolismo glucidico e dei TG. Questi
dati si basano sulla correlazione tra livelli
plasmatici di PCSK9 e quelli dei TG, del
glucosio e dei parametri di insulino-resi-
stenza, tutte alterazioni riconducibili alla
sindrome metabolica.

Inoltre, recenti studi di randomizzazio-
ne Mendeliana hanno evidenziato come
mutazioni a carico del’HMG-CoA riduttasi
e di PCSKO9, corrispondenti a una riduzio-
ne di colesterolo LDL, si associno all'in-
sorgenza di diabete (64, 65). In partico-
lare, I'associazione risulta statisticamente
significativa soltanto in soggetti prediabe-
tici (glicemia a digiuno >100 mg/dl). I dati
sul ruolo di PCSK9 in questa alterazione
metabolica sono al momento osservazio-
nali, in alcuni casi anche contraddittori. In
particolare, i meccanismi molecolari alla
base del coinvolgimento di PCSK9 nel me-
tabolismo dei TG e dell'insulino-resisten-
za, cosi come nel metabolismo glucidico,
non sono ancora del tutto chiari. Tuttavia,
come nel caso delle statine, il numero cre-
scente di pazienti trattati con inibitori di
PCSK9 e l'allungamento della durata del
trattamento, potra aiutare a definire me-
glio le relazioni tra PCSK9, sindrome me-
tabolica e diabete.
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Glossario

ApoB = apolipoprotein B, apolipoproteina B. Ela principale componente proteica delle LDL, del-
le VLDL e dei chilomicroni (che veicolano i trigliceridi di origine endogena ed esogena). LapoB
¢ essenziale per 'assemblaggio, la secrezione e il metabolismo di queste lipoproteine. Esistono
due isoforme di apoB: apoB100, prodotta a livello epatico e apoB48, sintetizzata esclusivamente
a livello dell'intestino tenue come prodotto di editing del’RNA del gene APOB, processo in cui si
genera un codone di stop (UAA) a livello del residuo 2153 del gene. Come risultato di questo edi-
ting genomico, apoB48 e apoB100 condividono una stessa regione N-terminale, ma apoB48 perde
la regione C-terminale di apoB100 legante il recettore per LDL. apoB48 inoltre € cosi chiamata
perché rappresenta il 48% della sequenza di apoB100.

CETP = cholesteryl ester transfer protein, la proteina di trasferimento lipidico. Promuove il tra-
sferimento degli esteri di colesterolo dalle HDL alle lipoproteine contenenti apo B (VLDL e LDL).

CVD = cardiovascular diseases, malattie cardiovascolari.

DMT2 = diabete mellito di tipo 2.

IDL = intermediate-density lipoprotein, lipoproteine a densita intermedia.
HDL = high-density lipoprotein, lipoproteine ad alta densita.

HMGCR = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase, Idrossi-Metil-Glutaril-Coenzima
A riduttasi.

HOMA-IR = homeostatic model assessment, indice che permette di valutare I'insulino-resitenza.
Si ottiene applicando la seguente formula: (glicemia a digiuno x insulinemia a digiuno) / 405 se la
glicemia € espressa in mg/dL; ove la glicemia fosse espressa in mmol/L, la formula da applicare
¢ (glicemia x insulinemia) /22,5.

GOF = gain of function (o guadagno di funzione; si applica a varianti genetiche che determinano
I'aumento di funzione di una specifica proteina).

LDL = low-density lipoprotein, lipoproteine a bassa densita.
LDL-C = LDL-cholesterol, colesterolo LDL.

LOF = loss of function (o perdita di funzione; si applica a varianti genetiche che determinano la
perdita di funzione di una specifica proteina).

NPC1L1 = Niemann-Pick C1-Like 1, proteina Niemann-Pick C1-Like 1, presente sia nelle cellule
epiteliali intestinali che in quelle epatiche; responsabile della captazione intestinale di colesterolo
e fitosteroli.

PCSKO9 = proprotein convertase subtilisin/kexin type 9, proproteina convertasi subtilisina/kexi-
na di tipo 9. Proteina che interagendo con LDLR ne impedisce il riciclo sulla membrana plasmati-
ca promuovendone la degradazione lisosomiale.

PUFA = polyunsaturated fatty acids, acidi grassi polinsaturi.

SREBP = Sterol regulatory element binding protein, fattore trascrizionale che stimola I'espres-
sione del gene codificante il recettore delle LDL e il gene codificante I'enzima HMG-CoA ridutta-
si, in condizioni di ridotto contenuto intracellulare di colesterolo.

TG = triglycerides, trigliceridi.

VLDL = very low density lipoprotein, lipoproteine a densita molto bassa.

57



58

Nicola Ferri, Chiara Macchi, Margherita Botta, et al.

RIASSUNTO

La sindrome metabolica, una condizione che comprende un cluster di fattori di rischio fra i quali I'in-
sulino-resistenza, 'obesita, 'ipertensione e la dislipidemia aterogena, raddoppia il rischio di malattie
cardiovascolari aterosclerotiche. I livelli circolanti della proteina PCSK9 (proproteina convertasi subti-
lisina/kexina di tipo 9), il principale regolatore del recettore delle lipoproteine a bassa densita (LDL),
studi clinici e preclinici inerenti I'associazione fra PCSK9 e I'insorgenza di diabete non abbiano dimo-
strato un effetto significativo dell'inibizione di PCSK9 sul metabolismo del glucosio, recenti analisi di
randomizzazione Mendeliana hanno evidenziato come mutazioni a carico dei geni HMG-CoA riduttasi
e PCSK9, corrispondenti a una riduzione di colesterolo LDL, si associno all'insorgenza di diabete.
Quindi, lo scopo di questa rassegna é stato quello di riassumere i dati presenti in letteratura inerenti
il ruolo di PCSKO9 nella sindrome metabolica e nell’alterazione del profilo lipidico, dell’'omeostasi del
glucosio e dello stato inflammatorio.

Parole chiave: diabete, insulino-resistenza, ipertrigliceridemia, proproteina convertasi subtilisina/kexi-

na di tipo 9 (PCSK9), sindrome metabolica.
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