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SUMMARY

Despite progress in the management of dyslipidaemias, there is still need of new pharmacological
approaches able to correct alterations in lipid/lipoprotein metabolism to reduce the residual cardiovas-
cular risk, which persists also in optimally treated patients. In the recent years, the physiological mech-
anism of gene silencing, a posttranscriptional process by which cells regulate gene expression by
turning off a selected gene, has been translated into selective pharmacological targeting and both an-
tisense oligonucleotides (ASO) and small interfering RNA (siRNA) technologies have been developed
with the aim to control the expression of specific genes playing key roles in lipid metabolism. Several
antisense oligonucleotides have been developed to target apolipoprotein B, the main structural pro-
tein of VLDL, LDL and chylomicrons, apolipoprotein CIII or angiopoietin-like 3, both playing a role in
regulating triglyceride levels, or apolipoprotein(a), to reduce lipoprotein (a) levels. A siRNA approach
targeting PCSK9, a key modulator of LDL receptor trafficking which impacts plasma LDI-cholesterol
levels, is also under clinical development. These gene-silencing approaches are highly specific and
may be used with improved dose regimen as compared with conventional lipid-lowering therapies and
might help in limiting their side effects. To date, clinical trials have demonstrated the efficacy of these
therapies, but follow-up studies are warranted to demonstrate a benefit on cardiovascular outcome in
parallel, to confirm their long-term safety and exclude off-target effects.
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Le dislipidemie rappresentano uno dei
principali fattori di rischio per le malattie
cardiovascolari; nonostante Iintroduzio-
ne di nuovi farmaci (quali gli anticorpi
monoclonali contro PCSK9) e l'ottimizza-
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zione delle terapie, permane nei pazienti
trattati un rischio cardiovascolare residuo
spesso dipendente da inflammazione e/o
ipertrigliceridemia. Anche pazienti con
ipercolesterolemia familiare geneticamen-
te determinata (Familial hypercholesterole-
mia, FH), caratterizzata da livelli elevati di
colesterolo LDL (LDL-C) sin dalla nascita
e da comparsa di malattia cardiovascolare
precoce se non trattata adeguatamente,
presentano un rilevante rischio cardiova-
scolare residuo nonostante I'ottimizzazio-
ne della terapia.

Negli ultimi anni, anche nell’ambito del
trattamento delle dislipidemie, c’¢ stato
un forte sviluppo dell’approccio basato sul
silenziamento genico, ovvero sulla possi-
bilita di usare oligonucleotidi antisenso
a singolo filamento o sequenze corte di
RNA a doppio filamento per “spegnere” in
modo specifico I'espressione di un gene.
I1 vantaggio di questo approccio consiste
nel fatto che le molecole agiscono all'inter-
no della cellula, prevenendo la traduzione
dell’'mRNA nella proteina corrispondente,
mentre altri tipi di approcci (quali gli an-
ticorpi monoclonali) possono agire solo
sulla proteina circolante. La riduzione dei
livelli di proteine dannose attraverso RNA
interferenza ¢ applicabile a tutti i bersagli
molecolari, inclusi quelli che sono difficil-
mente attaccabili con i tradizionali approc-
ci farmacologici a base di piccole molecole
o proteine. Questo ha portato allo sviluppo
di diversi farmaci biologici per il control-
lo delle dislipidemie. Obiettivo di questa
rassegna e presentare e discutere i dati re-
centi ottenuti con I'approccio del silenzia-
mento genico in ambito cardiovascolare.

Il silenziamento genico

Il silenziamento genico € un processo
post-trascrizionale di controllo dell’espres-
sione genica che sfrutta la capacita di una

sequenza oligonucleotidica “antisenso” di
ibridizzarsi con uno specifico mRNA tar-
get (“senso”), rendendolo non accessibile
per la traduzione nella proteina corrispon-
dente e determinando la sua degradazione
da parte di specifiche nucleasi. Attualmen-
te esistono due strategie di silenziamento
genico che sono state sviluppate a fini far-
macologici: gli oligonucleotidi antisenso
(ASO) e gli small interfering RNA (siRNA)
(Figura 1).

Gli oligonucleotidi antisenso, o ASO,
sono brevi sequenze nucleotidiche a sin-
golo filamento di DNA (o RNA) disegnate
per legarsi in modo specifico a un mRNA
e inibire la sintesi della proteina corri-
spondente. Gli ASO tal quali hanno una
bassa affinita per 'mRNA bersaglio; per
questo motivo sono state introdotte mo-
dificazioni chimiche dei nucleotidi (intro-
duzione di gruppi alchilici -2’-O-metile o
2’-0O-metossietile- nella posizione 2’ dello
zucchero) che aumentano l’affinita per la
sequenza complementare, permettendo
cosi di ridurre i dosaggi (1). Inoltre, gli
ASO sono soggetti a rapida degradazione
da parte delle nucleasi; sono quindi state
introdotte una serie di modificazioni chi-
miche della molecola inserendo oligonu-
cleotidi fosforotioati, in cui un atomo di
ossigeno non coinvolto nei legami é sosti-
tuito con un atomo di zolfo: questo deter-
mina una maggiore stabilita, una maggio-
re resistenza all’attivita delle nucleasi e
un’emivita pitt lunga (1). La somministra-
zione di ASO puo indurre tossicita; que-
sta puo derivare sia da un eccessivo effet-
to farmacologico, sia dalla possibilita che
I’ASO leghi un mRNA diverso da quello
target; inoltre ’ASO puo accumularsi, o
indurre una risposta pro-infiammatoria
oppure ancora legarsi a proteine cellula-
ri, o infine dare tossicita epatica o renale
(2). Un altro effetto osservato con la som-
ministrazione di ASO é la comparsa di
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Figura | - Meccanismo d’azione di ASO e siRNA. (A) Loligonucleotide antisenso (ASO) si lega alla sequenza
complementare di uno specifico mRNA, determinando il taglio enzimatico (mediato da RNAsi H) del’'mRNA
stesso e la sua successiva degradazione. (B) il siRNA a doppio filamento si associa al complesso enzimatico
RISC,; il filamento senso viene degradato, mentre quello antisenso puo ibridizzarsi al’'mRNA complementare,
che viene tagliato ad opera di una nucleasi e successivamente degradato ad opera di ribonucleasi.

trombocitopenia (2), che in alcuni studi
ha interessato dal 20% al 60% dei pazienti
trattati, portando all'interruzione del trat-
tamento stesso.

Questo effetto collaterale sembra in-
dipendente dalla sequenza ma piuttosto
legato alla chimica degli ASO. Questa os-
servazione lascia spazio alla formulazio-
ne di ASO con caratteristiche chimiche
differenti volte a minimizzare questo im-
portante effetto collaterale.

Il processo di interferenza dell’RNA
(RNA interference, RNAi) ¢ un meccani-
smo di silenziamento genico post-trascri-
zionale comune a tutti gli organismi e alta-
mente conservato, basato sulla capacita di
frammenti di RNA a doppio filamento non
codificanti (double stranded RNA, dsRNA)
di prevenire I'espressione di uno specifico

gene attraverso 'appaiamento con mRNA
bersaglio, seguito dalla sua degradazione.
Questo avviene fisiologicamente attraver-
so un complesso processo che coinvolge
pitt componenti. Inizialmente una lunga
molecola di RNA a doppio filamento viene
tagliata in un RNA a doppio filamento pit
corto contenente 20-25 nucleotidi (siRNA)
che viene incorporato in un complesso en-
zimatico (RNA-induced silencing complex,
RISC) e ridotto a singolo filamento: il fi-
lamento antisenso (quello attivo) rimane
legato al complesso, mentre il filamento
senso viene degradato. In presenza di un
mRNA complementare, avviene l'ibridiz-
zazione al filamento antisenso, seguita
dall’attivazione di un enzima presente
nel complesso RISC che opera un taglio
sullmRNA e dalla degradazione dei due
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frammenti cosi generati. Il risultato finale
¢ I'inibizione dell’espressione di uno speci-
fico gene (Figura 1). 1l filamento antisen-
so di RNA rimane protetto dal complesso
RISC a lungo, creando una condizione per
cui puo silenziare l'espressione genica
anche in un momento successivo. La sco-
perta di questo meccanismo ha permesso
a C. Mello e A. Fire (3) di vincere il pre-
mio Nobel per la Medicina nel 2006. Que-
sto processo fisiologico ¢ subito diventato
oggetto di intensi studi per sviluppare ap-
procci farmacologici in grado di bersaglia-
re geni specifici. Un vantaggio dell’RNAi
e che non modifica direttamente il DNA,
e quindi pone meno problemi sia dal pun-
to di vista della sicurezza che dal punto di
vista etico.

Anche la struttura dei siRNA viene
ottimizzata attraverso modificazione con
2-O-metile nel filamento antisenso, au-
mento della stabilita (fosforotioati per
inibire I'attivita delle nucleasi) e coniuga-
zione con residui di carboidrati (N-acetil-
galattosamina trivalente, GaINAc) per mi-
gliorare il tropismo epatico. Nell’ultimo
caso infatti, i1 complesso GalNAc viene
riconosciuto da un recettore specifico a
livello epatico (ASGPR o recettore per le
asialoglicoproteine), portando alla vei-

Tabella | - Approcci farmacologici basati sul silenziamento genico nell'ambito delle dislipidemie.

colazione del siRNA nel fegato. Grazie a
queste modificazioni, i siRNA hanno un’e-
levata stabilita, sono resistenti all’azione
delle nucleasi e hanno una farmacocine-
tica migliore rispetto ai siRNA non coniu-
gati. Il risultato farmacologico € un robu-
sto e duraturo silenziamento del’'mRNA
target nel fegato.

Terapie ipocolesterolemizzanti
basate sul silenziamento genico

Nel panorama dei numerosi farmaci
per il controllo dell'ipercolesterolemia
(4), occupano uno spazio sempre pill im-
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Figura 2 - Target epatici e approcci farmacologici basati sul silen-

ziamento genico per il trattamento delle dislipidemie.

. Riduzione % il @ Fase di
ASO o siRNA Target del target Riduzioni % sviluppo
Mipomersen Apolipoproteina B 19%-54% LDL-C: 183%-34% Approvato
- LDL-C: Singola dose: 27,9%-41,9%
O/ _ (o)
Inclisiran PCSK9 32%-74,5% Doppia dose: 35,5%-52,6% FASE Il
HTG
TG: Monoterapia: 31,3%-71%
Volanesorsen Apolipoproteina Clll | 19,7%-90% Combinazione con fibrati: 51%-64% FASE Il
FCS
TG: 56%-80%
ANGPTLS-Rx ANGPTL3 46,6%-84.5% TG: 33,2%-63,1% FASE Il
ISIS-APO(a)-Rx | Apolipoproteina(a) | — Lp(a): 26,2%-92% FASE Il

Abbreviazioni: HTG: ipertrigliceridemia; FCS: familial chylomicron syndrome.
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portante i farmaci biologici, che includono
gli anticorpi monoclonali anti-PCSK9 (5) e
i farmaci basati sul silenziamento genico
quali gli inibitori dell’apolipoproteina B
(mipomersen) (6) o di PCSK9 (inclisiran)
(7) (Figura 2, Tabella 1).

Mipomersen

L’apolipoproteina B € la principale
apoproteina presente in LDL, VLDL,
chilomicroni e Lp(a) ed ¢ fondamentale
per I'assemblaggio di queste lipoprotei-
ne a livello epatico ed intestinale. Elevati
livelli plasmatici di apoB rappresentano
un fattore di rischio cardiovascolare (8),
suggerendo che la sua inibizione possa
rappresentare un possibile target farma-
cologico per il trattamento dell’ipercole-
sterolemia. A questo scopo ¢ stato svilup-
pato mipomersen, un oligonucleotide an-
tisenso di seconda generazione, che lega
I’'mRNA che codifica per apoB, inibendo
la sintesi di apoB e, come conseguenza,
di tutte le lipoproteine pro-aterogene con-
tenenti apoB. Dato che il meccanismo di
riduzione dei livelli di LDL-C ¢ indipen-
dente dal recettore LDL (LDLR) (9), il
farmaco ¢ efficace anche nei pazienti con
FH che presentano mutazioni sul gene
che codifica per LDLR associate ad una
mancanza totale o ad una riduzione im-
portante dell’attivita di questo recettore.
Mipomersen € stato approvato negli Stati
Uniti per il trattamento dellipercoleste-
rolemia familiare omozigote, mentre gli
importanti effetti collaterali hanno porta-
to 'EMA a non concedere I'autorizzazio-
ne in Europa. Mipomersen riduce signi-
ficativamente i livelli di colesterolo sia in
monoterapia che quando somministrato
in combinazione con altri farmaci ipolipe-
mizzanti, sia in pazienti con ipercoleste-
rolemia familiare omozigote (HoFH) che
eterozigote (HeFH) (10-12). Il farmaco ¢
caratterizzato da una rapida distribuzio-

ne ai tessuti e ha un’emivita di circa 30
giorni; la concentrazione all’equilibrio
viene raggiunta dopo circa 4-6 mesi di
somministrazione settimanale. Poiché
non viene metabolizzato dal sistema del
citocromo P450 e non inibisce questi en-
zimi, mipomersen non mostra interazioni
farmacocinetiche clinicamente rilevanti
con altri farmaci ipolipemizzanti che po-
trebbero essere somministrati in conco-
mitanza a questi pazienti, quali statine o
ezetimibe (13).

Nei soggetti HoFH, mipomersen ridu-
ceilivelli di LDL-C fino al 21% (p=0,0003)
e di Lp(a) fino al 23% (p=0,0013) (12). 11
trattamento di pazienti HeFH gia in tera-
pia con farmaci ipolipemizzanti conven-
zionali riduce ulteriormente sia i livelli di
LDL-C (fino a -37%, p<0,001) che di Lp(a)
(fino a -29%, p<0,05) (10). Questa ulterio-
re diminuzione é da attribuirsi al diverso
meccanismo d’azione di mipomersen.
Anche soggetti HeFH con malattia car-
diovascolare beneficiano del trattamento
con mipomersen, che riduce significati-
vamente i livelli di LDL-C (differenza mi-
pomersen-placebo: -28%, p<0,001) e Lp(a)
(-21,1%, p<0,001) (11). Il principale evento
avverso osservato durante lo studio clini-
co ¢ stata la reazione nel sito di iniezione
associata in alcuni casi a sindrome simil-
influenzale (12). In alcuni pazienti e stato
osservato un aumento delle transamina-
si il cui significato clinico € ancora poco
chiaro (11). Questo effetto ¢ stato eviden-
ziato anche in due meta-analisi che, pur
confermando l'effetto ipolipemizzante
di mipomersen, hanno comunque ripor-
tato un aumento degli enzimi epatici e
steatosi (14, 15). Quest’ultimo effetto,
osservato prevalentemente in studi a bre-
ve termine, sembra essere transitorio, in
quanto studi a piu lungo termine (fino a
104 settimane) hanno osservato un ritor-
no ai valori basali dei livelli epatici di TG
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(16, 17). Biopsie epatiche di soggetti in
trattamento con mipomersen hanno evi-
denziato la presenza di steatosi semplice
non associata ad inflammazione o fibrosi
(18), situazione successivamente confer-
mata in uno studio a lungo termine con-
dotto in pazienti con FH (sia HeFH che
HoFH) (19). Laumento dell'incidenza di
steatosi € la conseguenza diretta del mec-
canismo d’azione del farmaco e implica la
necessita di associare una dieta controlla-
ta povera in lipidi durante la terapia con
mipomersen.

Inclisiran

Inclisiran € un oligonucleotide sinte-
tico di RNA a doppio filamento (siRNA)
disegnato con nucleotidi modificati per
aumentarne ’emivita (7) e coniugato con
tre molecole di N-acetilgalattosamina
(GalNAc), che, attraverso il legame ai re-
cettori ASGPR, abbondantemente espres-
si nel fegato, favoriscono la distribuzione
del farmaco negli epatociti con elevata
selettivita. Il siRNA é disegnato per silen-
ziare in modo selettivo PCSK9 nel fega-
to (7). PCSK9 e una proteina che regola
i livelli di LDL-C attraverso il controllo
dell’emivita di LDLR (5). Livelli elevati di
PCSK9 portano ad una riduzione dell’e-
spressione di LDLR e, come conseguen-
za, a elevati livelli di LDL-C; viceversa,
I'inibizione di PCSK9 induce aumento dei
livelli di LDLR e aumento del catabolismo
delle LDL (5).

Studi di fase 1 condotti in volontari
sani con livelli plasmatici di LDL-C =100
mg/dL hanno mostrato che il trattamen-
to con inclisiran per 3 mesi riduce signifi-
cativamente i livelli di PCSK9 (~70% con
dosaggi >300 mg) e LDL-C (~50% con
dosaggi >100 mg) (7). Durante il perio-
do di trattamento non sono stati riportati
eventi avversi clinicamente rilevanti. Suc-
cessivamente, inclisiran e stato testato in

pazienti ad alto rischio cardiovascolare e
con livelli di LDL-C >70 mg/dL in presen-
za di pregressa malattia cardiovascolare
aterosclerotica o >100 mg/dL in assenza
di malattia cardiovascolare (20). I pazien-
ti sono stati randomizzati in due gruppi:
il primo ha ricevuto una singola sommi-
nistrazione di inclisiran (200, 300 o 500
mg) mentre il secondo due somministra-
zioni (la prima al giorno 1 e la seconda
al giorno 90; 100, 200 o 300 mg) (20). A
sei mesi dalla somministrazione della pri-
ma dose, i livelli di LDL-C sono risultati
significativamente inferiori in entrambi
i gruppi rispetto al basale, con riduzioni
medie da -28% a -42% nel gruppo che ha
ricevuto la singola somministrazione e
da -35% a -53% nel gruppo che ha ricevuto
due somministrazioni (20). La riduzione
maggiore é stata osservata nel gruppo
che ha ricevuto il dosaggio di 300 mg e
due somministrazioni; il 48% dei pazienti
trattati in questo gruppo sperimentale ha
raggiunto livelli di LDL-C inferiori a 50
mg/dL (20).

E interessante sottolineare come i li-
velli di LDL-C si siano mantenuti ridotti
fino a 240 giorni dopo la prima sommini-
strazione (20). Inclisiran é attualmente in
attivo sviluppo clinico e i principali studi
ne stanno valutando la sicurezza e I'effica-
cia anche in pazienti FH(NCT03397121,
NCT02963311). E attualmente in prepa-
razione ORION-4, uno studio di outcome
cardiovascolari che arruolera oltre 15.000
pazienti con malattia cardiovascolare ate-
rosclerotica che assumeranno il farmaco
per circa 5 anni.

Ad oggi, i dati disponibili mostrano che
inclisiran mantiene la sua efficacia nel di-
minuire i livelli di LDL-C con un regime
posologico di 2 somministrazioni all’anno
rispetto alle 12-16 somministrazioni annue
degli anticorpi monoclonali anti-PCSK9
o la somministrazione giornaliera di altri
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farmaci ipolipemizzanti. Una differenza
importante di inclisiran rispetto agli anti-
corpi monoclonali é che il farmaco riduce
sia i livelli circolanti che quelli intracellula-
ri (epatici) di PCSKO9; I'effetto sui livelli in-
tracellulari potrebbe contribuire a miglio-
rare l'efficacia ma potrebbe anche sma-
scherare effetti inattesi legati al blocco di
PCSKO. Gli studi in corso saranno cruciali
per rispondere a questi quesiti.

Silenziamento genico per il
controllo dell'ipertrigliceridemia

La comprensione dei meccanismi mo-
lecolari responsabili del controllo del
metabolismo delle lipoproteine ricche in
trigliceridi (TG) ha portato negli ultimi
10-15 anni a identificare e caratterizzare
diversi fattori che agiscono come inibitori
o attivatori delle lipasi. Sulla base di que-
ste osservazioni, la ricerca farmacologica
si e orientata verso lo studio di strategie
per controllare quelle proteine che inibi-
scono l'attivita delle lipasi, e in particola-
re della lipasi lipoproteica (LPL), o che
concorrono a rallentarne il catabolismo.
Apolipoproteina CIII e angiopoietina-like
3 rappresentano due di queste proteine
e ad oggi sono in corso diversi studi cli-
nici per valutare 'efficacia di strategie di
silenziamento genico su questi target per
il trattamento delle iperlipidemie miste o
dellipertrigliceridemia (Figura 2, Tabella
1).

Volanesorsen

Apolipoproteina CIII (apoCIII) € una
proteina sintetizzata prevalentemente
nel fegato che svolge un ruolo chiave nel
controllare 1 livelli circolanti di TG, chi-
lomicroni e lipoproteine ricche in TG,
mediante diversi meccanismi. ApoCIII
infatti, inibisce T’attivita della lipoproteina
lipasi (LPL), enzima chiave nel metaboli-

smo delle lipoproteine ricche in TG, in-
terferisce con il legame di apoB o apoE
a recettori epatici, inibendo quindi il ca-
tabolismo delle lipoproteine remnant, e
influenza il processo epatico di assem-
blaggio e secrezione delle VLDL (21).
Elevati livelli plasmatici di apoCIII sono
associati alla progressione della malattia
cardiovascolare indipendentemente dagli
altri fattori di rischio (22). La riduzione di
1 mg/dL dei livelli plasmatici di apoCIII
si associa a una riduzione del 4% del ri-
schio di malattia coronarica (23); in linea
con questa osservazione, individui por-
tatori di mutazioni loss-offunction (LOF)
di apoClIII hanno ridotti livelli di TG e un
rischio significativamente ridotto di ma-
lattia coronarica (-40%) (23) e di malattia
cardiovascolare ischemica (—40%) (24).
Queste osservazioni supportano l'inibi-
zione di apoCIII come possibile approc-
cio per il trattamento dellipertrigliceri-
demia (HTG). Infatti molti farmaci ipo-
lipemizzanti usati per ridurre i livelli di
TG, inclusi fibrati, statine, e acidi grassi
polinsaturi omega-3, agiscono riducendo
i livelli di apoCIII (21) del 10-30%; tutta-
via, un’importante riduzione del rischio
cardiovascolare ¢ stata osservata quando
i livelli di apoCIII scendono almeno del
50%, come nel caso dei soggetti portatori
di mutazioni LOF. Questo ha portato la
ricerca farmacologica a testare 1'efficacia
di un trattamento basato sul silenziamen-
to genico di apoCIII.

Volanesorsen (ISIS-APOCIIIz) € un
ASO modificato di seconda generazio-
ne ideato per ridurre la sintesi epatica
e i livelli circolanti di apoCIII. Dati pre-
clinici in diversi modelli animali hanno
dimostrato che volanesorsen inibisce la
sintesi di apoCIII (riduzione dell’'mRNA:
66%-98%) e riduce massivamente i livelli
di TG (fino all’'89%) e VLDL, con un buon
profilo di tolleranza e sicurezza, senza de-
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terminare aumentata deposizione epatica
di TG o epatotossicita (25). Studi di fase I
in volontari sani hanno riportato una ri-
duzione dose-dipendente dei livelli di
apoCIII (19,7%>77%) e TG (19,5%-43,8%)
in seguito a trattamento con volanesor-
sen per circa 3 settimane, senza mostrare
cambiamenti importanti nei livelli degli
enzimi epatici (25). Gli studi di fase 2 han-
no dimostrato I'efficacia di volanesorsen
sia in monoterapia sia in combinazione
con fibrati in soggetti con diverse forme
di HTG (26-28). Il farmaco e risultato ef-
ficace in pazienti con diabete di tipo 2 e
HTG portando anche ad un miglioramen-
to della sensibilita all'insulina (29). In sog-
getti affetti da sindrome da chilomicro-
nemia familiare (FCS), una dislipidemia
genetica causata da mutazioni nel gene
LPL o in geni che codificano per proteine
che modulano I'attivita di LPL e caratte-
rizzata da elevati livelli di chilomicroni e
severa HTG (30), volanesorsen riduce i
livelli circolanti di apoCIII fino al 70-90%
con una conseguente riduzione dei livelli
di TG dal 55 all’85% (31). Gli studi di fase
3 APPROACH (condotto in pazienti con
FCS) e COMPASS (condotto in pazienti
con HTG) hanno confermato 1'efficacia
di volanesorsen nel ridurre in modo si-
gnificativo i livelli plasmatici di TG (del
77% e del 71%, rispettivamente) (32, 33);
questo effetto é stato associato anche alla
riduzione della frequenza di pancreatiti
che caratterizza i pazienti affetti da FCS
(33, 34). Durante il trattamento non sono
stati osservati eventi avversi a livello re-
nale o epatico; nello studio APPROACH ¢
stata osservata una riduzione della conta
piastrinica che ha portato 5 soggetti a so-
spendere lo studio (2 dei quali con con-
te <25,000/ul, risolto con la sospensione
del trattamento) (32), mentre non ¢ stata
riscontrata trombocitopenia nello studio
COMPASS (33). Anomalie della coagula-

zione e trombocitopenia sono stati ripor-
tati anche in seguito alla somministrazio-
ne di altri ASO, suggerendo la possibilita
di un effetto di classe. Tuttavia, I'analisi
dei dati ottenuti in diversi studi clinici che
hanno testato 1'effetto degli ASO non ha
riportato evidenze di trombocitopenia cli-
nicamente rilevanti (35).

Attualmente ¢ anche in corso uno stu-
dio per la valutazione di volanesorsen in
pazienti con lipodistrofia parziale familiare
(BROADEN, NCT02527343), patologia ca-
ratterizzata da HTG, anomalie nella distri-
buzione del grasso corporeo e disordini
metabolici quali insulino-resistenza, stea-
tosi epatica, dislipidemia. Lo studio, oltre
a indagare la riduzione dei livelli di TG
dopo 13 settimane di trattamento, valutera
anche variazioni del contenuto di grasso
epatico.

ANGPTL3LRx

Angiopoietina-like 3 (ANGPTL3) é un
inibitore endogeno di due enzimi coinvolti
nel metabolismo delle lipoproteine, LPL e
lipasi endoteliale (EL) (36). La mancanza
del gene ANGPTLS3 in topi apoE KO ridu-
ce notevolmente la formazione di placca
aterosclerotica (37). Nell'uomo, mutazioni
LOF nel gene ANGPTL3 sono associate
a ridotti livelli di TG, LDL-C e HDL-C e a
una significativa riduzione del rischio di
malattia coronarica e di infarto del mio-
cardio. In accordo, soggetti con livelli di
ANGPTL3 nel terzile pit basso hanno
una significativa riduzione del rischio di
infarto miocardico rispetto a soggetti con
livelli nel terzile piu alto (38, 39). Queste
osservazioni hanno suggerito ANGPTL3
come possibile target farmacologico per il
trattamento delle iperlipidemie miste, ed
¢ interessante il fatto che Tattivita ipoco-
lesterolemizzante sia indipendente dal re-
cettore LDL, suggerendo che l'inibizione
farmacologica di questa proteina potrebbe
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avere un importante applicazione anche
nel trattamento dei pazienti FH (40). Sono
stati sviluppati due approcci per inibire
ANGPTL3, uno mediante l'utilizzo di un
anticorpo monoclonale (evinacumab),
I'altro tramite il metodo del silenziamento
genico. ANGPTL3g,, rappresenta un oligo-
nucleotide antisenso di seconda genera-
zione contenente nucleotidi modificati che
conferiscono un’aumentata affinita per
I'mRNA target, una maggiore resistenza a
endonucleasi ed esonucleasi e una ridot-
ta tossicita alle alte dosi, associato quindi
a un migliore profilo di sicurezza (41). Il
composto € stato inoltre modificato per
migliorare l'attivita dell’enzima RNasi H1
attraverso l'introduzione di modificazioni
nella porzione centrale dell’oligonucle-
otide (41). Lulteriore evoluzione della
sintesi degli ASO ha portato a formulare
ANGPTL3-Lg,, un ASO di terza generazio-
ne a cui sono stati legati covalentemente
tre residui di GalNac per favorire il rico-
noscimento specifico da parte dei recetto-
ri ASGPR del fegato (41), aumentandone
I'efficacia nel tessuto che la produce mag-
giormente e permettendo la riduzione del
dosaggio.

In diversi modelli animali, il trattamen-
to con ANGPTL3g, ha ridotto notevol-
mente i livelli di proteina ANGPTL3, con
contemporanea riduzione dei livelli di TG,
LDL-C, contenuto epatico di TG, progres-
sione dell’aterosclerosi e miglioramento
della sensibilita allinsulina (41). La som-
ministrazione per 6 settimane in sogget-
ti con elevati livelli di TG plasmatici ha
prodotto una riduzione dose-dipendente
dei livelli circolanti di proteina ANGPTL3
(47%-84%), associata ad una riduzione dei
livelli di TG (33%-63%), LDL-C (1.3%-33%),
VLDL-C (28%60%) e apoCIIl (19%-59%)
(41). Durante il trattamento non sono sta-
ti riportati eventi avversi gravi, e rispetto
agli ASO delle precedenti generazioni non

¢ stata riportata evidenza di effetti pro-
trombotici, episodi di sanguinamento, ri-
duzione della conta piastrinica, suggeren-
do il superamento dei problemi legati alla
formulazione dell’ASO con oligonucleotidi
fosforotioati (41).

Silenziamento genico
per il controllo di elevati livelli
di lipoproteina (a)

ISIS-APO (a) Rx

Numerosi studi epidemiologici hanno
evidenziato come livelli elevati di lipopro-
teina (a) (Lp(a)) si associno ad aumentato
rischio cardiovascolare (42). Piu recente-
mente, studi genetici hanno suggerito un
ruolo causale per Lp(a) nella comparsa di
infarto al miocardio, malattia ischemica e
stenosi alla valvola aortica (43-46). I mec-
canismi attraverso i quali Lp(a) favorisce
I'aterotrombosi sono ancora discussi e
coinvolgono sia la componente LDL che
apo(a). Quest’'ultima sembra avere un
importante ruolo pro-inflammatorio, asso-
ciato a disfunzione endoteliale, aumento
del reclutamento di monociti nella parete
vascolare, maturazione a macrofagi e tra-
sformazione in cellule schiumose; inoltre
rappresenta una molecola in grado di tra-
sportare fosfolipidi ossidati ma anche di
inibire la fibrinolisi (47).

Queste osservazioni hanno supporta-
to lo sviluppo di strategie farmacologi-
che volte a controllare Lp(a). Tra queste
sembra essere particolarmente promet-
tente la possibilita di silenziare apo(a)
(Figura 2) ed a questo scopo € stato ge-
nerato un oligonucleotide antisenso in
grado di ridurre I'espressione epatica e
la concentrazione plasmatica di apo(a)
nei primati di piu dell’80% (48). Gli studi
di fase I hanno mostrato come sei som-
minstrazioni di ASO (ISIS-APO(ary) a
dosaggi da 100 a 300 mg in soggetti con
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livelli di Lp(a) attorno ai 40 mg/dL porti
ad una riduzione dei livelli di Lp(a) dose-
dipendente dal 40% fino al 78% (49). Suc-
cessivamente sono state apportate modi-
fiche alla molecola per favorirne la vei-
colazione epatica attraverso ’'aggiunta di
GalNac che favorisce il riconoscimento
selettivo da parte del recettore epatico
ASGPR. Questo ASO di terza generazio-
ne (ISIS-APO (a)-Lg,) € risultato essere
30 volte piu potente di quello preceden-
te, permettendo di utilizzare dosaggi di
farmaco inferiori (10-40 mg). I dati degli
studi di fase II hanno mostrato in pazien-
ti con livelli di Lp(a) al basale attorno ai
60 mg/dL una riduzione dei livelli fino
al 92% (50) (Tabella 1). Non sono stati
osservati effetti collaterali maggiori nei
pazienti trattati con ASO, tuttavia nel 20%
dei pazienti sono emersi sintomi collega-
ti a risposta simil-influenzale. Attualmen-
te € in corso uno studio di fase 2b con
lo scopo di verificare la sicurezza e I'effi-
cacia di diversi dosaggi di APO (a)-Lg«in
270 pazienti con elevati livelli di apo(a)
(NCT03070782) ed i risultati sono attesi
per fine 2018. I risultati di questo studio
saranno cruciali per decidere dosaggio
e frequenza di somministrazione per gli
studi di fase III pianificati per valutare il
beneficio della terapia sull’outcome car-
diovascolare.

E importante ricordare come basse
concentrazioni di Lp(a) siano state asso-
ciate con un aumento del rischio di diabe-
te di tipo II (51, 52), in particolare per livel-
li inferiori a 5 mg/dL. Dato che una terapia
aggressiva con gli ASO potrebbe ridurre
fino al 90% i livelli di Lp(a), questo aspet-
to andra monitorato con attenzione negli
studi futuri; tuttavia e difficile ipotizzare

che in pazienti con livelli elevati di Lp(a) la
terapia con ASO anti-apo(a) riduca Lp(a) a
livelli cosi bassi. L'osservazione che livelli
elevati di Lp(a) sono associati a protezione
da sanguinamenti maggiori nel cervello e
nelle vie aeree (53) suggerisce anche la
necessita di valutare negli studi clinici di
outcome cardiovascolare se un approccio
aggressivo di riduzione dei livelli di Lp(a)
possa aumentare il rischio di sanguina-
mento.

Dato il ruolo causale di Lp(a) nella
malattia cardiovascolare, la riduzione dei
suoi livelli nei soggetti a rischio cardiova-
scolare rappresentera uno degli obiettivi
terapeutici futuri e la strategia di silenzia-
mento genico e ad oggi quella in fase piu
avanzata di sviluppo clinico.

Conclusioni € prospettive future

Lapproccio di silenziamento genico
con ASO o con siRNA rappresenta un
passo decisivo verso lo sviluppo di una
terapia personalizzata anche nell’ambito
delle dislipidemie. L'evoluzione del dise-
gno di questi farmaci ha portato allo svi-
luppo di molecole con un ottimo profilo
farmacocinetico che permettono di ridur-
re la frequenza di somministrazione e di
migliorare il profilo di sicurezza. Nume-
rosi studi clinici supportano 'efficacia dei
diversi trattamenti nel ridurre i livelli di
lipidi o lipoproteine circolanti; tuttavia ¢
necessario attendere i risultati degli studi
di follow-up a lungo termine per capire se
la riduzione dei livelli di lipidi circolanti
si possa tradurre in un beneficio cardio-
vascolare e rassicurare sul profilo di si-
curezza e tollerabilita di questo approccio
farmacologico.
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RIASSUNTO

Nonostante i progressi nel trattamento delle dislipidemie, c¢’e ancora la necessita di sviluppare nuovi
approcci farmacologici in grado di correggere le alterazioni nel metabolismo di lipidi/lipoproteine per
ridurre il rischio cardiovascolare residuo, che persiste anche nei pazienti trattati con terapia ottimale.
Negli ultimi anni, il meccanismo fisiologico di silenziamento genico, un processo post-trascrizionale
tramite cui le cellule regolano I'espressione genica “spegnendo” selettivamente geni specifici, € stato
traslato in ambito farmacologico e, in particolare, e stata sviluppata una tecnologia basata sia su oli-
gonucleotidi antisenso a singolo filamento (ASO) che su piccoli RNA a doppio filamento (siRNA) in
grado di inibire I'espressione di specifici geni coinvolti nel metabolismo lipidico. Tra questi sono stati
sviluppati oligonucleotidi antisenso contro gli mRNA che codificano per apolipoproteina B, la principa-
le proteina presente nelle lipoproteine aterogene, apolipoproteina CIII o angiopoietina-like 3, coinvolte
nella regolazione dei livelli di trigliceridi, o apolipoproteina(a), per ridurre i livelli di lipoproteina(a). E
stato sviluppato anche un siRNA per inibire PCSK9, una proteina che regola i livelli circolanti di cole-
sterolo LDL. Questi approcci di silenziamento genico sono altamente specifici e quindi possono essere
usati a basse dosi e somministrati con frequenze inferiori rispetto alle terapie convenzionali. Rispetto
alle prime generazioni di ASO o siRNA, le modificazioni introdotte nelle molecole hanno permesso di
migliorare il quadro degli effetti tossici off-target. Gli studi clinici condotti finora hanno dimostrato
I'efficacia di questo tipo di approccio, ma sono necessari ulteriori studi per valutare sia la sicurezza a
lungo termine che I'efficacia in termini di protezione cardiovascolare.

Parole chiave: Silenziamento genico, oligonucleotidi antisenso; siRNA; dislipidemia, malattia cardio-

vascolare.
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