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SUMMARY

Hypertriglyceridemia is a complex disorder, in most cases of polygenic nature, affecting approximate-
ly 27% of the general population. The severity of hypertriglyceridemia correlates with different types of
complications. In fact, the association between mild to moderate hypertriglyceridaemia and cardiovas-
cular risk and severe hypertriglyceridemia (triglycerides >1.000 mg/dl) and risk of acute pancreatitis
is known. Apolipoprotein C-III (apoC-III) plays a critical role in influencing triglyceride-rich lipoprotein
metabolism through three main mechanisms:

1) it promotes the assembly and production of VLDL in the liver;

2) inhibits the activity of lipoprotein lipase;

3) interferes with ApoB or ApoE binding to hepatic receptors, slowing the removal of TRLs and their
residues (remnants).

Both the studies conducted on animal models and in humans, have shown that apoC-III directly cor-
relates with the elevation of circulating triglyceride concentrations while low or absent apoC-III levels
determine a reduction. A great deal of evidence has shown that in humans the mutations with loss of
function of the APOC-III gene are associated with low risk of atherosclerotic disease. All these data
showed the possibility of using apoC-III as a therapeutic target in hypertriglyceridemia. Although
some commercial drugs are able to reduce circulating apoC-III levels, they are often not sufficient
to achieve therapeutic goals. For this reason, an Antisense Oligonucleotide (ASO) has recently been
formulated to reduce apoC-III mRNA (volanesorsen) and consequently reduce triglyceridemia. In this
review we will show the scientific evidence concerning the role of apoC-III in the metabolism of triglyc-
eride-rich lipoproteins (TRL) showing its importance as a possible therapeutic target for both severe
hypertriglyceridemia (and its complications such as acute pancreatitis) that of the cardiovascular risk
associated with high triglyceride levels.
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Introduzione

Lipertrigliceridemia ¢ un disordine
complesso, nella maggior parte dei casi di
natura poligenica, che colpisce circa il 27%
della popolazione generale. La concentra-
zione di trigliceridi riflette il bilancio tra:
a) sintesi de novo delle lipoproteine ricche

in trigliceridi (TRLs) da parte del fegato

(very low density lipoprotein or VLDL);
b) I'assorbimento intestinale di grassi pro-

veniente dalla dieta (chilomicroni);
¢) la lipolisi nei tessuti periferici;

d) la clearance epatica.

Considerate le evidenze di un’asso-
ciazione tra ipertrigliceridemia e rischio
cardiovascolare (CVD), vi € un crescente
interesse nel determinare i fattori che mo-
dulano il metabolismo dei trigliceridi per
identificare potenziali target terapeutici
(1). Uno di questi fattori € 'apoproteina C-
IIT (apoCIII), una glicoproteina di 8.8 kDa
prodotta principalmente a livello epatico
ed in minore misura a livello intestinale (2-
4). Una volta secrete le apoCIII mature si
trovano associate alle TRLs, LDL e HDL
(5). Come dato molto importante, le apo-
CIII plasmatiche sono correlate positiva-
mente ai trigliceridi plasmatici e al rischio
cardiovascolare (6). Questa associazione
viene confermata dall’osservazione che le
mutazioni che influenzano negativamente
i livelli di apoC-III (7) nell'uomo sono cor-
relate a ridotti livelli di trigliceridi e prote-
zione dalla malattia cardiovascolare (8-10).

Apolipoproteina C-lli

L’Apolipoproteina C-III (apoC-III) &
una piccola glicoproteina costituita, nella
sua forma matura, da 79 aminoacidi (da
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99 amino acidi nella forma di pre-protei-
na precursore), che costituiscono 6 alfa
eliche anfipatiche, capaci di legare lipidi
e trasportarli in un ambiente acquoso.
LapoC-III ¢ sintetizzata nel fegato ed in
misura minore nell'intestino. La sua con-
centrazione plasmatica varia da 810 mg/
dl nei soggetti normolipidemici, fino a 30
mg/dl ed oltre in pazienti con ipertriglice-
ridemia (11, 12). E presente nel plasma in
tre isoforme che differiscono per il conte-
nuto in acido sialico. La isoforma apoC-III,
non contiene acido sialico, mentre le iso-
forme apoC-III; ed apoC-IIl; legano uno
o due molecole di acido sialico rispettiva-
mente. Le isoforme apoC-III; ed apoC-III,
rappresentano >90% dell’apoC-III presente
nel plasma. LapoC-III é presente in tutte le
classi di lipoproteine, ma € particolarmen-
te rappresentata nei chilomicroni, nelle
VLDL, nei loro residui (dunque in quelle
che sono denominate lipoproteine ricche
in trigliceridi o TRL) e nelle HDL. Durante
lidrolisi dei trigliceridi (TG) delle VLDL
e dei chilomicroni ad opera della Lipasi
Lipoproteica (LPL), I'apoC-III si trasferi-
sce dalle VLDL alle HDL per poi essere
ritrasferita su altre molecole di VLDL neo-
secrete (11, 12). Nei soggetti normo-trigli-
ceridemici la maggior parte dell’apoC-III
si trova sulla superficie delle HDL che
rappresentano il “reservoir” di apoC-III
nel plasma umano. Lipertrigliceridemia e
caratterizzata da elevati livelli di trigliceri-
di (TG) e, in particolare, di trigliceridi tra-
sportati nelle VLDL con una significativa
elevazione di apoC-III legato alle TRL. Nel
caso di soggetti normo-trigliceridemici
ogni molecola di VLDL contiene 25 mole-
cole di apoC-III; questo valore si raddoppia
nel caso di VLDL di soggetti ipertrigliceri-
demici (11, 12). In condizioni di ipertrigli-
ceridemia, inoltre, si osserva uno shift tra
il pattern di secrezione di TRL contenenti
apoE (che vengono rimosse velocemente
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dalla circolazione e hanno scarsa tendenza
a formare colesterolo LDL) a favore della
produzione di TRL ricche in apoC-III; que-
sto comporta una pitt lunga permanenza
in circolo delle lipoproteine e una maggio-
re conversione a colesterolo LDL (causata
dalla ridotta clearance periferica).

Il gene codificante 1'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). L'espressione di APOC3
nell’epatocita é regolato da molti compo-
nenti metabolici e nutrizionali inclusi il
glucosio, I'insulina e gli acidi grassi (13,
14). Nelle culture primarie di epatocita di
ratto e negli epatociti umani immortaliz-
zati, elevati livelli di glucosio inducono I'e-
spressione di APOC3 nel fegato mediante
l'attivazione di carbohydrate response-ele-
ment-binding protein e dell’hepatic nuclear
factor-4o. (13). In vivo questa osservazione
si traduce con il fatto che i livelli plasmati-
ci di apoC-III correlano positivamente con
la glicemia sia a digiuno che post-prandia-
le negli individui obesi (13). Similmente
elevati livelli post-prandiali di acidi gras-
si saturi aumentano i livelli plasmatici di
apoC-III e la sua produzione epatica sia
nel modello murino che nell'uomo (14,
15). Questa regolazione € probabilmente
il risultato della induzione indotta dagli
acidi grassi saturi dell’espressione del co-
attivatore 1Ip del peroxisome proliferator
activated receptor v (PGC1 pB) (16). Rego-
latori negativi dell’espressione di apoC-I11
sono invece gli acidi grassi polinsaturi, gli
agonisti del PPARa e i segnali infiamma-
tori che attivano NF-kB (13, 17-20).

ApoC-lll e metabolismo lipoproteico

I meccanismo prevalente attraverso
il quale I'apoC-III modula il metabolismo
delle lipoproteine € ancora controverso.

LapoC-III, non solo agisce come inibitore
della LPL ma:

1) ostacola la clearance epatica delle TRL,;
2) promuove la produzione epatica di

VLDL (Figura 1) (21).

Lipotesi che I'attivita di apoC-III non sia
limitata ad agire come inibitore di LPL de-
riva dal fatto che molti degli studi che han-
no legato T'attivita di apoC-III all'inibizione
LPL mediata dell'idrolisi dei trigliceridi,
sono basati sull'utilizzo di concentrazione
sopra-fisiologiche di apoC-III. In queste
condizioni 'apoC-III compete attraverso il
suo residuo aromatico C-terminale per il
legame della LPL alle TRL. Linterpretazio-
ne di questi dati e che il rapporto tra apoC-
II, agonista di LPL, e apoC-III sulle TRL sia
cruciale per T'attivita della LPL. In questo
modo, I'apoC-III impatterebbe sull’attivita
LPL solo quando si trova sulle TRL in con-
centrazioni 5 volte superiori (condizione
che non si osserva né in condizioni norma-
li che di patologia). Questa ipotesi sareb-
be supportata anche da dati sperimentali
sul topo transgenico knockout per APOC3
in cui lipertrigliceridemia viene spiegata
dall’assenza della inibizione apoC-III me-
diata dell’attivita LPL (22, 23). Tuttavia,
I'inibizione della LPL osservata in questo
modello soffre della sproporzione delle
concentrazioni di apoC-II e apoC-III sulle
lipoproteine; infatti, I'inibizione della LPL
€ spesso osservata in molti dei modelli
murini in cui le apoproteine (in partico-
lare, apoAV, apoC-I, apoC-II e apoE) sono
sovra-espresse (24-27). 11 limite di questi
modelli sarebbe legato al fatto che l'iper-
espressione delle apolipoproteine sulla
superficie delle TRL ne limiti I'accesso da
parte della LPL. Un ulteriore problematica
legato all’utilizzo di questi modelli speri-
mentali é il fatto che viene utilizzata LPL
libera invece che quella ancorata alla pro-
teina GPIHBP1. GPIHBP1 € una proteina
fondamentale per la traslocazione della
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LPL sulla superficie luminale dei capillari
dove presenta naturalmente la LPL sulle
cellule endoteliali creando una piattaforma
grazie alla quale la LPL puo esercitare la
propria attivita lipolitica (28). A conferma
di questo, Larsson et al. (29), in uno studio
in vitro, hanno riportato come I'effetto ini-
bitore di apoC-III fosse significativamente
maggiore quando veniva utilizzata LPL
legata a GPIHBP1 piuttosto che quando
veniva utilizzata LPL libera.

Lo studio clinico condotto su pazien-
ti affetti da Sindrome Chilomicronemi-

ca Familiare (FCS) trattati con un ASO
di seconda generazione diretto verso
APOC3 epatico, ha messo in discussione
drammaticamente 'importanza fisiologica
dellinibizione della LPL mediata da apoC-
IIT negli esseri umani. I pazienti affetti da
FCS sono caratterizzati da livelli di trigli-
ceridi plasmatici estremamente alti (2000
mg/dl) come risultato di un’attivita LPL
plasmatica non rilevabile (<5% del livello
normale) a causa di mutazioni genetiche
nel gene LPL o nei suoi cofattori (APOC2,
APOAV, fattore di maturazione della lipa-
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Figura | - ApoC-I1I e metabolismo delle lipoproteine ricche in trigliceridi (TRL).

Apolipoproteina C-III (ApoC-111) e Triglyceride (TG)-rich Lipoprotein (TRL) Metabolism. ApoCIII si trova
prevalentemente a livello dei chilomicroni (CM), very low-density lipoproteins (VLDL), e high-density lipopro-
teins (HDL), e in minore misura all’LDL. ApoC-III influenza il metabolismo delle TRL attraverso diversi
meccanismo: 1) favorisce l'assemblaggio e la produzione delle VLDL a livello epatico 2) inibisce Uattivita della
lipoprotein lipasi 3) interferisce con il legame dell’ApoB o ApoE ai recettori epatici, cosi rallentando la rimo-
zione delle TRL e dei loro remnant. Durante Uidrolisi LPL mediata dei trigliceridi contenuti nelle VLDL, ApoC-
111 si muove dalle VLDL alle HDL con un trasferimento che ¢ proporzionale alla magnitudine degli acidi
grassi (FA) rilasciati [77].
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si-1 (LMF1I), GPIHBPI) (30). Sorprenden-
temente, Gaudet et al. (30) hanno riporta-
to come la riduzione indotta dal’ASO dei
livelli plasmatici di apoC-III in tre pazienti
FCS (con mutazioni in omozigosi nel gene
LPL), fosse associata a una drastica ridu-
zione dei loro livelli plasmatici di triglice-
ridi. Questa osservazione ha suggerito
il fatto che apoC-III possa agire anche in
modo indipendente dalla LPL suggeren-
do la presenza di un’altra patway di idro-
lisi dei trigliceridi. A supporto di questa
ipotesi, in uno studio su alcuni tipi di topi
knockout per i recettori epatici per le TRL,
si e evidenziato come apoC-III agisca pre-
valentemente andando ad inibire la clea-
rance epatica delle TRL (31). In condizioni
fisiologiche, dopo il processo di lipolisi, i
remnant delle TRL subiscono una rapida
clearance da parte del fegato mediante re-
cettori situati sulla membrana basale degli
epatociti. A livello epatico, i recettori en-
docitici piti rappresentati comprendono il
recettore LDL (LDLR), la proteina 1 cor-
relata allLDLR (LRP1) e i proteoglicani
di heparan solfato (HSPG), in particolare
syndecan-1 (SDC1) (31, 32). Il trattamento
con ASO anti apoC-III riduceva del 35-50%
la trigliceridemia plasmatica nei seguenti
modelli murini: nei knockout per LPL, per
HSPG, LDLR o LRP1 come anche negli
animali difettivi sia per i geni codifican-
ti per HSPG che LRLR o LRP1. Tuttavia,
la somministrazione di ASO anti apoC-III
non aveva alcun effetto sul metabolismo
plasmatico dei trigliceridi nei topi privi
sia di LDLR e LRP1. La somministrazione
dell’ASO anti apoC-III non aveva, al con-
trario, alcun effetto sulla secrezione delle
VLDL, sulla riduzione eparino-indotta dei
trigliceridi o sull’uptake dei lipidi a livello
cardiaco o del muscolo scheletrico. Que-
sti dati suggeriscono che apoC-III possa
indurre ipertrigliceridemia inibendo la
clearance epatica delle TRL mediata da

LDLR e LRP1 (31-33). Una grande mole di
lavori ha stabilito il ruolo di HSPGs nella
clearance epatica dei remant delle TRL. In
coltura, i HSPGs possono interagire diret-
tamente con le lipasi e le apolipoproteine
facilitandone '’endocitosi. Nello stesso stu-
dio (31), i topi knockout per SDC1 accu-
mulavano TRL ricche in apoC-III (31-33)
suggerendo che la rimozione delle TRL
ricche di apoC-III avvenga preferenzial-
mente mediante SDC1 (31).

Il meccanismo mediante il quale apoC-
III influenza la clearance epatica recetto-
re mediata delle TRLs non ¢ al momento
chiarito in modo definitivo. Una possibile
spiegazione ¢ che apoC-III prevenga I'eli-
minazione delle TRL mediata da LDLR e
LRP1 indebolendo I'associazione tra apoE
e TRL (31, 34-36). Infatti, 'apoE presente
sulle TRL ¢ un ligando critico per I'elimi-
nazione epatica delle TRL in quanto media
il legame con SDC1, LDLR e LRP1 (33).
Tuttavia, I'ipotesi che questi effetti siano
legati ad uno spiazzamento di apoE € stata
messa in discussione, cosi che non € an-
cora certo il modo in cui apoC-III blocca
il legame delle TRL a LDLR e LPR1 (21).

Un altro ruolo importante di apoC-III
¢ quello legato al fatto che questa apoli-
poprotiena favorisce I'assemblaggio delle
VLDL nell’epatocita, facilitando il recluta-
mento di lipidi nelle fasi tardive di forma-
zione delle VLDL (le fasi che seguono la
prima lipidizzazione dell’apoB-100 media-
ta dalla proteina MTP) (38, 39). La sovra-
espressione di apoC-III in topi transgenici
(condizione che si associa ad una ipertri-
gliceridemia severa) aumenta la secrezio-
ne di VLDL mentre l'opposto si verifica
nei topi nei quali e stato inattivato il gene
ApoC3 (39). Studi di cinetica nell’'uomo
hanno dimostrato uno stretto legame tra
incremento della produzione epatica di
VLDL-apoC-III e VLDL-TG. Inoltre, in in-
dividui con elevato BMI e resistenza insu-
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linica, si € osservata un’aumentata produ-
zione epatica di VLDL apoC-III in stretta
correlazione con i livelli plasmatici di tri-
gliceridi. In pazienti con obesita centrale,
gli elevati livelli plasmatici di VLDL-apoC-
IIT sono la conseguenza di un’aumentata
produzione di VLDL-apoC-I1I (40-42).

ApoC-lll € infiammazione

Nel tentativo di comprendere meglio
I'eventuale ruolo pro-aterogeno di eleva-
ti livelli di apoC-III, sono stati disegnati
studi per verificare se 'apoC-III giocas-
se qualche ruolo nei complessi processi
infiammatori che si svolgono nel corso
della aterosclerosi. Studi in vitro hanno
documentato che l'apoC-III attiva i mo-
nociti aumentando l'espressione di f1-
integrine, molecole che svolgono un ruo-
lo importante nel promuovere I'adesione
dei monociti all'endotelio e quindi la loro
migrazione attraverso l’endotelio stesso
(43). Altri studi hanno dimostrato come
apoC-III induca I'espressione di molecole
di adesione sull’endotelio cosi facilitando
il reclutamento dei leucociti. Inoltre, in
topi ipercolesterolemici difettivi per LDLR
(Idlr-/-), 1la somministrazione di apoC-III
umana si associa ad aumento dell’apoC-I11
nelle placche ateromasiche e ad un incre-
mento della transmigrazione leucocitaria
(44, 45). In un recente studio, Lu Dai et
al. (46) hanno dimostrato come apoC-III
promuova in modo significativo I'espres-
sione TNF-o-indotta di JAM-1 nelle cellule
endoteliali umane (HUVECS) attraverso
la via del PI3BK-IKK2-p65 pathway. JAM-1
gioca un ruolo essenziale nel processo di
adesione delle piastrine nelle cellule endo-
teliali infiammate, processo che promuove
la formazione di placche e aterosclerosi.
Il silenziamento della via PI3K-IKK2-p65
sopprime il ruolo aterogenico di apoC-III
inibendo I'espressione di JAM-1 (46).

ApoC-lll € diabete

La concentrazione di apoC-III ¢ eleva-
ta nei soggetti con diabete come a sug-
gerire una possibile correlazione positi-
va con l'alterazione del metabolismo dei
carboidrati. LapoCIII aumenta I'apoptosi
della B-cellula pancreatica attraverso un
aumento dei livelli di Ca?* citoplasmatici
nelle cellule che producono insulina. In
aggiunta a questo dato, I'iper-espressione
di apoCIII aumenta la steatosi epatica non
alcolica e esacerba i pathway infiammatori
a livello del muscolo scheletrico, alteran-
do il segnale insulinico inducendo cosi
insulino-resistenza. Recenti studi hanno
inoltre rilevato un possibile meccanismo
di aumento del peso corporeo e produ-
zione di glucosio mediata da una poten-
ziale inibizione di LPL apoC-Ill-indotta a
livello dell'ipotalamo. Altri studi hanno
dimostrato come la presenza di apoC-III
sulla superficie delle lipoproteine ad alta
densita (HDL) determini una alterazione
delle loro proprieta anti-glicemiche e ate-
roprotettive. Tutti questi dati supportano
I'ipotesi che la modulazione di apoC-III
possa rappresentare non solo una cura
per lipertrigliceridemia, ma determinare
anche un miglioramento del metabolismo
dei carboidrati (47).

La lezione imparata dalle varianti
di APOCIII

Importanti progressi nella comprensio-
ne del ruolo funzionale dell’apoC-III sono
emersi dagli studi di varianti genetiche di
questa proteina condotti sia su singoli in-
dividui/famiglie, sia in campioni di popola-
zione di diverse etnie.

Negli anni, molti polimorfismi a sin-
golo nucleotide (SNPs) in APOC3 sono
stati associati ad effetti nel metabolismo
dei trigliceridi e nel rischio cardiovasco-
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lare (48-51). Mediante tecniche di whole-
genome sequencing € stata recentemen-
te identificata una rara mutazione con
perdita di funzione (rs138326449) negli
South Dakota Hutterites, una popolazione
fondatrice di discendenza Europea. Que-
sta mutazione si associa a bassi livelli di
trigliceridi, bassi livelli di HDL e ridotto
rischio cardiovascolare (52). Studi epide-
miologici successivi hanno dimostrato che
verosimilmente questo effetto non € me-
diato unicamente dall'impatto di apoC-III
sull’attivita di LPL ma, come precedente-
mente accennato, da un meccanismo indi-
pendente dalla lipoprotein lipasi (53). Una
recente metanalisi ha raggruppato i dati
provenienti da 29 studi, per esplorare una
correlazione tra rischio cardiovascolare e i
3 SNPs di APOC3 piti comunemente asso-
ciati ad ipertrigliceridemia (Sstl, C-482T,
e T-455C). Precedenti studi hanno dimo-
strato come i portatori del polimorfismo
Sstl avrebbero piu alti livelli di apoC-III e
trigliceridi (54), mentre gli omozigoti per
le varianti C-482T, e T-455C sarebbero re-
sistenti alla regolazione (down-regulation)
insulino-mediata della trascrizione del
gene APOC3 con conseguente aumento
della trigliceridemia (55). In questa me-
tanalisi (53), un significativo aumento del
rischio cardiovascolare € stato osservato
nei soggetti portatori del polimorfismo
SstI (S2 vs S1: odds ratio (OR)=1,30, 95%
confidence interval (CI) 1,10-1,55). Dati si-
mili sono stati confermati anche per i sog-
getti portatori del polimorfismo T-455C (C
versus T: OR =1,28, 95% CI11,16-1,41) men-
tre nessuna associazione € stata osservata
tra C-482T e malattia cardiovascolare.
Nello studio prospettico caso-controllo
European Prospective Investigation of Can-
cer (EPIC)-Norfolk erano stati misurati i
valori basali di apoC-III plasmatico. Questi
dati sono stati recentemente analizzati per
confermare la correlazione tra apoC-III e

malattia cardiovascolare nonché per identi-
ficare le frazioni lipoproteiche responsabili
di questa correlazione (56). Dei 2711 par-
tecipanti allo studio, 823 hanno sviluppato
malattia cardiovascolare e questa era cor-
relata in modo positivo ai livelli di apoC-I11
(odds ratio di 1,47 aggiustato per fattori di
rischio cardiovascolari). LapoC-III era ri-
spettivamente positivamente correlata ai
livelli di TG (r=0,39), alle VLDL (r=0,25),
IDL (r=0,23), alle LDL piccole e dense
(r=0,26), e high-sensitivity proteina C reatti-
va (hsCRP) (r=0,15) ed inversamente con
le particelle LDL (r=-0,11), p<0,001 (51).

1. Varianti genetiche rare di apoC-I111
identificate in singoli individui o famiglie

Alcune varianti genetiche rare (defi-
nite anche come “mutazioni”) nel gene
APOC3, associate a variazioni del profilo
lipidico plasmatico, sono state riportate fin
dagli anni 80 in alcuni individui o singole
famiglie.

La sostituzione aminoacidica (Lys58Glu)
riscontrata in due individui appartenenti
alla stessa famiglia, si associava ad una ri-
duzione del 30-40% dei livelli plasmatici di
apoC-III e ad elevati livelli di HDL-C (>95%
percentile), senza effetti evidenti sui livelli
di TG e LDL-C (57). Un’altra sostituzione
aminoacidica (Ala23Thr) e stata descrit-
ta in due individui di una famiglia della
popolazione Maya vivente nella penisola
dello Yucatan. Questi individui (portatori
eterozigoti della mutazione) avevano li-
velli plasmatici di apoC-III molto piu bassi
rispetto ai loro familiari non portatori (58).
Questi effetti sono stati attribuiti ad una
ridotta capacita della apoC-III mutante di
legare lipidi, un difetto che poteva indurne
un accelerato catabolismo intracellulare
(58). Studi funzionali condotti in vitro su
cellule epatiche esprimenti i due mutanti
Lys58Glu e Ala23Thr hanno dimostra-
to che queste due mutazioni riducono
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la capacita di apoC-III di promuovere la
lipidizzazione dell’apoB-100 durante I'as-
semblaggio delle VLDL (59, 60) e quindi
sono causa di ridotta secrezione di VLDL.
E opportuno segnalare che la mutazione
Ala23Thr (oggi indicata come Ala43Thr
secondo la nomenclatura corrente che si
riferisce alla pre-proteina) € stata ritrova-
ta in studi di popolazione in individui con
ridotti livelli plasmatici di apoC-III e di TG
(vedi oltre, studi di popolazione).

Sono state riscontrate anche mutazioni
di apoC-III (es. Thr74Ala) non associate a
variazioni della concentrazione plasmatica
della proteina o del profilo lipidico, ma alla
esclusiva presenza nel plasma della isofor-
ma apoC-IIL, (61). Viceversa, nel caso della
mutazione GIn38Lys, i portatori eterozigoti
di questa mutazione presentavano livelli pla-
smatici di TG del 30% piu elevati rispetto ai
familiari non portatori (62). Esistono quindi
rare mutazioni di apoC-III che si traducono
in una perdita di funzione (mutazioni Loss
of Function, LOF) o, piti raramente, in un
guadagno di funzione (mutazioni Gain of
Function, GOF) che si associano a modifi-
cazioni del profilo lipidico plasmatico.

2. Varianti genetiche rarve di apoC-II1
identificate in popolazioni

Diversi studi di sequenziamento su po-
polazioni diverse hanno ormai dimostrato
con convinzione I'associazione tra le mu-
tazioni con perdita di funzione di APOC3
e la protezione dalla malattia coronarica
(CHD) (9, 10, 63). In questi studi i livelli
plasmatici dei trigliceridi e i tassi di CHD
erano di circa il ~40% pit bassi nei soggetti
eterozigoti per mutazioni in APOC3 rispet-
to ai soggetti non portatori. L'associazione
tra bassi livelli di trigliceridi e protezio-
ne verso la CHD nei soggetti eterozigoti
APOC3 é consistente con l'ipotesi che le
TRL siano aterogeniche; nonostante cio
apoC-III ha effetti pleiotropici sul metabo-

lismo lipidico e potrebbe agire attraverso
diversi meccanismi (64). Alcune eviden-
ze mostrano che APOCS3 potrebbe essere
implicata direttamente nel promuovere
aterosclerosi (65). Altri dati sembrereb-
bero invece dimostrare come mutazioni
in APOC3 riducono i livelli di LDL, mi-
gliorano la clearance di remnant circolanti
delle lipoproteine e aumentato i livelli di
HDL (64). Due studi di randomizzazione
Mendeliana pubblicati nel 2014 hanno
rafforzato il concetto che mutazioni LOF
di apoC-III sono associate ad un profilo
lipidico piu favorevole e ad un minore ri-
schio cardio-vascolare osservando come
queste mutazioni fossero associate a una
riduzione nella colesterolemia LDL tanto
importante da poter spiegare I'effetto car-
dioprotettivo (9, 10). In un editoriale di
commento a questi due studi, H. Hobbs e
J. Cohen (Dallas USA) (66) hanno posto
I'accento sull’effetto pleiotropico sulle di-
verse frazioni lipoproteiche legato al defi-
cit genetico di APOC3. In particolare, essi
hanno rimarcato il fatto che in entrambi
gli studi di randomizzazione Mendeliana,
sia pure in misura diversa, i portatori di
mutazioni LOF di apoC-III presentavano
ridotti livelli di LDL-C. I portatori di mu-
tazioni in APOC3 nella coorte di Kathire-
san et al. (10) avevano una riduzione della
colesterolemia LDL del 16% mentre nello
studio di Tybjeerg-Hansen et al. (9) la ridu-
zione media di LDL-C era solo del 3% pit
bassa nei carriers di mutazioni in APOC3
rispetto ai non-carriers. Questa modesta
riduzione tuttavia, difficilmente € in gra-
do di spiegare la drammatica riduzione di
CHD nei soggetti con varianti in APOC3.
Secondo gli autori un fattore che potrebbe
mascherare il contributo effettivo dei livel-
li di LDL-C nel determinare CHD nei sog-
getti con mutazioni in APOCS3, ¢ la terapia
con statine. Le statine sono ovviamente
maggiormente prescritte nei soggetti con
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piu alti livelli di colesterolo LDL, fattori di
rischio cardiovascolari o pregressa CHD.
Se 1 soggetti con mutazioni di APOC3
avessero piu alti livelli di LDL-C sarebbero
dunque maggiormente trattati con statine
andando cosi ad oscurare le differenze nei
livelli di LDL-C tra carriers e non carriers
(66). Gli autori ipotizzano che, considerati
i fattori di confondimento legati a questi
due lavori di randomizzazione Mendeliana
(in modo particolare, la terapia con stati-
ne), questa riduzione di LDL-C potrebbe
essere responsabile degli effetti benefi-
ci sul rischio cardio-vascolare del deficit
di apoC-III (66). Nonostante questi dati
possano apparire convincenti, la recente
osservazione che i soggetti con completo
deficit di APOC3 abbiano livelli normali di
LDL-C rende questo modello meno plau-
sibile (67). Inoltre, sempre con maggio-
re forza negli ultimi anni sta nascendo il
concetto del colesterolo remnant (defini-
to come il contenuto del colesterolo nelle
TRL). Secondo queste recenti evidenze,
I'ipotesi biologicamente plausibile per la
riduzione della malattia cardiovascolare
negli studi genetici sopra-menzionati po-
trebbe essere legata al fatto che la bassa
concentrazione di trigliceridi sarebbe un
marcatore dei bassi livelli di colesterolo
remnant (in particolare quello contenuto
nelle lipoproteine a densita intermedia
(IDL), VLDL nel digiuno e chilomicroni
remnant nella fase post-prandiale). Rispet-
to ai trigliceridi per sé sarebbe proprio
questo colesterolo remnant ad essere di-
rettamente implicato nei processi sia di
formazione che di infiammazione della
placca aterosclerotica (68, 69). A confer-
ma di questo dato, recenti studi di rando-
mizzazione Mendeliana hanno dimostrato
come elevati livelli di colesterolo remnant
siano associati ad un aumentato rischio di
malattia cardiovascolari e mortalita sug-
gerendo un nesso causale diretto (68-74).

Wulff AB et al. (75) hanno condotto una
metanalisi su 137.895 individuai testando
se la riduzione della malattia cardiovasco-
lare nei soggetti eterozigoti per mutazioni
determinanti perdita di funzione (LOF) in
APOC3 fosse mediata da bassi livelli di co-
lesterolo remnant e LDL. Nella metanalisi,
il colesterolo remmnant e LDL erano rispet-
tivamente del 43% (95% IC, 40%-47%) e 4%
(1%-6%) piu bassi nei soggetti eterozigoti
(n=776) per mutazioni con perdita di fun-
zione rispetto i non-carriers. 11 colesterolo
remnant mediava il 37% dell’osservato 41%
minore rischio di malattia cardiovascolare
e il 54% dell’'osservato 36% minore rischio
di malattia coronarica, mentre i valori cor-
rispondenti per il colesterolo LDL erano
rispettivamente 1'1% e 2% (75). In conclu-
sione, tutti questi dati provenienti da stu-
di di sequenziamento su popolazioni o di
randomizzazione mendeliana sembrereb-
bero, dunque, andare a confutare l'ipotesi
che la riduzione della CHD nei carrier di
mutazioni LOF in APOC3 sia mediata dalla
riduzione di LDL-C andando a supportare
I'ipotesi che questi effetti siano legati alla
riduzione del colesterolo remnant.

ApoClll come bersaglio terapeutico
nell'ipertrigliceridemia severa

Elevati livelli di trigliceridi si associano
ad un aumentato rischio di pancreatite.
Nonostante non vi sia ancora un consen-
so relativamente la definizione dei diversi
gradi di ipertrigliceridemia, si definiscono
come affetti da ipertrigliceridemia severa
i soggetti con trigliceridi >1.000 mg/dl
(76). Le attuali opzioni terapeutiche per la
cura dell'ipertrigliceridemia includono la
riduzione del peso (5-20% per ottenere una
riduzione della concentrazione dei triglice-
ridi del 20%), la dieta (inclusa I'abolizione
degli alcolici) (10-15% di riduzione), I'atti-
vita fisica (15-20%), i fibrati (30-50%), acidi
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grassi omega 3 (20-50%), statine (10-30%)
ed ezetimibe (10%) (76). Nonostante cio,
gli individui con ipertrigliceridemia se-
vera frequentemente non riescono a rag-
giungere valori ottimali di trigliceridemia
a digiuno con persistente rischio di andare
incontro a pancreatite acuta (76).

Terapie "convenzionali”
che modulano i livelli plasmatici
di apoC-lil

ApoC-III € un target terapeutico di di-
versi farmaci usati per ridurre i livelli di
trigliceridi (77). I fibrati, attraverso l'at-
tivazione di specifici recettori nucleari
(PPARa) inibiscono la trascrizione del-
I'mRNA di apoC-III riducendone i livelli
circolanti e contribuendo alla riduzione
della trigliceridemia osservata con questi
farmaci. In aggiunta, il Tasaglitazar (un
dual PPARa and PPARy agonista) e il pio-
glitazone (un PPARy agonista) riducono
i livelli di apoC-III e trigliceridi (TG) cir-
colanti e migliorano I'insulino-resistenza.
Gli esteri etilici degli omega 3 riducono i
livelli plasmatici di TG determinando una
riduzione della malattia cardiovascolare.
Similmente a questo, I'atorvastatina e la
rosuvastatina riducono la produzione ed
aumentano il catabolismo delle VLDL e
apoC-III, meccanismo che spiega la ridu-
zione della concentrazione di trigliceridi
che si osserva nei pazienti con sindrome
metabolica o diabete trattati con questi
farmaci. Comunque, tutte queste strategie
farmacologiche riescono a determinare
una riduzione della trigliceridemia che si
aggira tra il 10-30%. Una maggiore riduzio-
ne dell’apoC-III si potrebbe probabilmen-
te associare a benefici addizionali simili a
quelli osservati nei pazienti con mutazioni
genetiche che determinano una riduzione
dei livelli di apoC-III del 50% rispetto ai
controlli. Per queste ragioni, la cura del-

la ipertrigliceridemia, in particolare nella
sua forma severa, rappresenta un bisogno
clinico che, al momento, risulta ancora in-
soddisfatto. Sono necessari nuovi farmaci
che aiutino a ridurre i trigliceridi in modo
efficace e sicuro. Nei paragrafi preceden-
ti abbiamo ampiamente discusso come
I'apoC-III, glicoproteina sintetizzata pre-
valentemente a livello epatico, abbia un
ruolo centrale nell'inibire il catabolismo
dei trigliceridi ed aumentarne la secrezio-
ne epatica. Considerato il ruolo di apoC-
III come regolatore del metabolismo dei
trigliceridi e potenzialmente del rischio
cardiovascolare, sono in via di sperimen-
tazione nuove tecnologie farmacologiche
volte ad inibire apoC-III.

Uinibizione diretta di apoC-lli
mRNA per ridurre i livelli di apoC-lli
circolante

L'uso di anticorpi anti apoC-III sarebbe
problematico a causa delle elevate con-
centrazioni plasmatiche di apoC-III (10-20
mg/dL) (77). Gli oliglonucelotidi antisen-
so (ASO) sono una classe di RNA terapeu-
tici disegnati per legarsi selettivamente
allmRNA di una proteina specifica. Dopo
il legame con 'mRNA selezionato, ’ASO
induce la degradazione dell’RNA attraver-
so la ribonucleasi ubiquitaria RNasiH1,
determinando, cosi, una riduzione della
sua produzione e, dunque, dei livelli pla-
smatici (Figura 2) (77-81). Questi approc-
ci di silenziamento dei geni rappresenta-
no al momento le strategie tecnologiche
emergenti per la gestione della dislipide-
mia e 'ISIS APOCIIIRx (ISIS 304801), un
ASO di seconda generazione modificato
con -O-(2-methoxyethyl) (20-MOE), e
stato disegnato proprio per ridurre la sin-
tesi epatica di apoC-III determinando una
caduta dei suoi livelli circolanti (Tabella
1) (77).
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I risultati del trial di Fase |

I1 primo studio sull'uomo é stato quel-
lo pubblicato da Graham et al. (82) che
consisteva in uno studio di fase 1 in dop-
pio cieco, controllato vs placebo, con dosi
crescenti di ISIS 304801 (volanesorsen)
somministrato ad adulti volontari sani
normotrigliceridemici (N=33, 25 han-
no ricevuto ISIS 304801 e 8 placebo). La
somministrazione di ISIS 304801 ha de-
terminato una riduzione prolungata e
dose dipendente della apoC-III circolante
e dei livelli di trigliceridi. Nello specifico,
i soggetti sono stati trattati con 6 diverse
dosi di farmaco o placebo nei 22 giorni di
studio; le dosi erano 50, 100, 200 o 400 mg.
Le percentuali di riduzione della concen-
trazione di apoC-III rispetto al basale una
settimana dopo l'ultima dose (giorno 29)

erano rispettivamente del 19,7%, 17,3%,
70,5% e 78,0% per le dosi di 50, 100, 200
0 400 mg. Le riduzioni corrispondenti dei
livelli di trigliceridemia erano del 19,5%,
25,0%, 43,1% e 43,8%, rispettivamente (82).
La riduzione osservata sia di apoC-III che
della trigliceridemia si manteneva anche a
4 settimane dall’'ultima dose per i dosaggi
di farmaco maggiori (100, 200 e 400 mg).
Questo effetto era spiegato dalla lunga
emivita del farmaco (11,7 e 31,2 giorni).
Non si sono osservate variazioni signifi-
cative delle altre frazioni lipoproteiche se
non per un trend in aumento (non dose
dipendente) della colesterolemia HDL. Lo
studio ha evidenziato come I’eliminazione
del farmaco sia legata prevalentemente
all’eliminazione renale dei suoi metaboliti.
Nello studio di fase 1, ISIS 308401 si & di-
mostrato ben tollerato; infatti, non si sono

DNA
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Figura | - La tecnologia degli oligonucleotidi anti-senso.

Gli oliglonucelotidi antisenso (ASO) sono una classe di RNA terapeutici disegnati per legarsi selettivamente
all'mRNA di una proteina specifica. Dopo il legame con 'mRNA selezionato, 'ASO induce la degradazione
dell’RNA attraverso la ribonucleasi ubiquitaria RNasiH1, determinando, cosi, una riduzione della sua produ-
zione e, dunque, dei livelli plasmatici [77-81].
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Tabella | - Principali studi che hanno valutato I'efficacia del Volanesorsen.

. Durata : .
Ref. Fase Patologia N. (sett) Risultati
1) 1 Volontari sani 8 - Riduzione dose-dipendente prolungata dei livelli
di apoC-lll e trigliceridi
2) 2 DT2 in scarso controllo 15 15 Riduzione dell’apoC-Ill (-88%, P = 0.02)
(Hbalc>7,5%) e TG a digiuno e dei TG (-69%, P = 0.02) ed aumento
del’HDL (HDL-C) (42%, P = 0.03) vs placebo
> 200 mg/dl e <500 mg/dL Miglioramento del 57% della sensibilita insulinica
(P < 0.001)
8) 2 TG >350 e <2000 mg/dL 57 8 Riduzione prolungata e dose dipendente dei livelli
nonostante terapia con fibrato di ApoC-lll (40.0+£32.0% nel Gruppo a 100 mg,

63.8+22.3% nel Gruppo a 200 mg, e 79.6+9.3%
nel Gruppo a 300 mg vs. un aumento di 4.2+41.7%
nel Gruppo placebo se somministrato singolo;
ridotto del 60.2+12.5% nel Gruppo a 200 mg

e 70.9+13.0% a 300 mg, vs. una riduzione del
2.2+25.2% nel Gruppo a placebo se somministrato
in aggiunta al fibrato). Riduzione concordante

dal 31,3 al 70,9% dei livelli di trigliceridi.

4) 2 FCS 3 13 Riduzione dei livelli di ApoC-lll tra 71 e 90%
e dei trigliceridi dal 56 all’86%
5) e 6) 8 FCS e TG a digiuno 67 57 | pazienti con piu di 2 episodi di pancreatite

nei 5 anni precedenti non hanno presentato
episodi di pancreatite (p=0.02).

> 750 mg/d| La riduzione dei trigliceridi in 3 mesi & stata

del 77% nel Gruppo con VLN 18% nel Gruppo
con placebo (p,0.0001).

6)e7) 8 TG a digiuno 114 26 Dopo 3 mesi di terapia il VLN ha ridotto
| trigliceridi del 73%
> 500 mg/dl (p,0.0001) (n=75) vs il 2% nel Gruppo trattato

con placebo (n=38)
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2) Digenio A, Dunbar RL, Alexander VJ, Hompesch M, Morrow L, Lee RG, Graham MJ, Hughes SG, Yu R, Singleton W, Baker BF, Bhanot
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avuti eventi avversi seri (SAE) o interru-
zioni anticipate del trial dovute ad effetti
collaterali avversi (AE). Gli effetti collate-
rali pit comuni sono state le reazioni nel
sito di iniezione, che si sono osservate in
circa il 53% dei partecipanti. Un aumento
transitorio della proteina C reattiva (PCR)
¢ stato osservato nel 28% dei soggetti trat-
tati con ISIS 304801. Tale effetto era dose
dipendente e, in questa fase, non era asso-
ciato ad alcun sintomo sistemico.

I risultati dei trial di Fase 2

Considerati i risultati del trial di fase 1,
Gaudet et al. (83), hanno deciso di esami-
nare gli effetti della inibizione di APOC3
mediante ISIS 304801 nei pazienti con
Sindrome Chilomicronemica Familiare
(FCS). LFCS € una patologia ultra-rara a
trasmissione autosomica recessiva dovuta
a mutazioni nei geni codificanti per la LPL
o0 i geni che ne modulano il funzionamento
(84). I pazienti affetti da FCS presentano
livelli molto alti di chilomicroni circolanti,
ipertrigliceridemia severa (>1.000 mg/dl)
e, come complicanza, episodi ricorrenti di
dolori addominali gravi e pancreatite acu-
ta (85). La sindrome ¢ associata anche ad
una serie di altre manifestazioni quali xan-
tomi eruttivi, artralgie, sintomi neurologi-
ci, lipemia retinalis ed epatosplenomegalia
(87). Gli episodi ricorrenti di pancreatite
acuta generalmente comportano lo svilup-
po di pancreatite cronica con la comparsa
di sintomi di insufficienza pancreatica eso-
crina ed endocrina (diabete) (83). Al mo-
mento attuale, non vi sono molte opzioni
terapeutiche in quanto le attuali strategie
farmacologiche non sono adeguatamen-
te efficaci e la terapia dietetica prescritta
con basso contenuto in grassi (<20 gr/
die; <15% delle calorie totali) sono impos-
sibili da mantenere a lungo termine (87).
Nel 2012, la European Medicines Agency

(EMA) ha approvato alipogene tiparvovec
(Glybera), una terapia genica di LPL gene-
replacement (88), per il trattamento della
FCS. Nonostante cio, a causa degli elevati
costi di produzione ed al numero piuttosto
esiguo di pazienti candidabili al trattamen-
to (solo pazienti con massa LPL dosabile
<5%), l'azienda produttrice ha deciso di
interrompere la produzione e commercia-
lizzazione del farmaco che dal 2017 non e
piu disponibile (89).

Nello studio in aperto di Fase 2, sono
stati seguiti i tre pazienti con FCS, attivi-
ta LPL <5% del normale e trigliceridi tra
1.406 e 2.083 mg/dL. 1l paziente 1, un
uomo di 45 anni, e il paziente 3, una donna
di 28 anni, erano entrambi omozigoti per
una mutazione null nel gene LPL. La pa-
ziente 2, una donna di 67 anni, era una ete-
rozigote composta per mutazioni null nel
gene LPL. Tutti e tre i pazienti arruolati
nello studio erano aderenti ad uno stretto
regime dietetico in accordo con le linee
guida (90). Dopo 13 settimane di tratta-
mento con ISIS 304801, a dosaggio di 300
mg SC, i livelli di apoC-III si sono ridotti
tra il 71-90% e i trigliceridi tra il 56-86%.
Tutti e tre i pazienti hanno raggiunto va-
lori di trigliceridi <500 mg/dL in corso di
terapia e risultati simili sono stati ottenuti
anche con i chilomicroni, apolipoproteina
B-48 (apoB-48) e il non-HDL-C. In 2 dei 3
pazienti € stato eseguito anche uno studio
post-prandiale con un pasto liquido stan-
dard prima e dopo la terapia, dimostrando
una marcata riduzione sia della trigliceri-
demia totale sia dei chilomicroni. Lattivita
della LPL si ¢ mantenuta <5%, supportan-
do ulteriormente l'ipotesi che T'apoC-III
agisca regolando i trigliceridi attraverso
una via LPL-indipendente. Anche nello
studio di Fase 2, i piu frequenti effetti col-
laterali sono state le reazioni nel sito d’i-
niezione. Il paziente 1, che aveva una sto-
ria di pancreatiti ricorrenti, ha presentato
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un episodio di pancreatite acuta durante il
follow-up, 1 mese dopo l'ultima iniezione
del farmaco sperimentale (probabilmente
legato anche ad una scarsa aderenza alla
dietoterapia ed all’abolizione del consumo
di alcolici). Il paziente 3 ha avuto 5 episo-
di di diarrea lieve che sono stati giudicati
come relati o possibilmente relati alla tera-
pia farmacologica.

In un ulteriore studio sono stati invece
esaminati gli effetti di ISIS 304801 in una
coorte di pazienti con ipertrigliceridemia
(91). Questo era uno studio randomizzato,
controllato vs placebo, in doppio cieco di
Fase 2 in cui si valutavano gli effetti di ISIS
304801 in un gruppo di pazienti non tratta-
ti con livelli di trigliceridi a digiuno com-
presi tra 350 mg/dL e 2.000 mg/dL (coor-
te in monoterapia), e in un altro gruppo di
pazienti trattati in modo stabile con fibrati
e con livelli di trigliceridi a digiuno tra 225
mg/dL e 2.000 mg/dL (add-on coorte). I
pazienti sono stati randomizzati a terapia
con ISIS 304801, a dosi tra 100 e 300 mg
(nella corte in add-on sono stati usati i do-
saggi di 200 e 300 mg) o placebo, 1 volta
a settimana ogni 13 settimane. L'obiettivo
primario era la riduzione percentuale di
apoC-III rispetto al basale. Nella coorte in
monoterapia, dei 57 pazienti trattati con
ISIS 30480, 41 hanno ricevuto ISIS 304801
e 16 placebo, mentre nella coorte add-on
20 pazienti hanno ricevuto ISIS 30480 e 8
placebo. I valori di trigliceridi basale nel-
le coorti in monoterapia e add-on erano
rispettivamente 581 mg/dl e 376 mg/dL
11 trattamento con ISIS 304801 ha deter-
minato una prolungata, dose-dipendente
riduzione dei livelli di apoC-III plasmati-
ca sia quando il farmaco e stato sommi-
nistrato come singolo agente (riduzione
del 40,0%, 63,8%, 79,6% nei gruppi trattati
rispettivamente con 100 mg, 200 mg e 300
mg e un aumento del 4,2% nel gruppo con
placebo) che quando in farmaco € stato

somministrato in aggiunta alla terapia con
fibrati (riduzione dei livelli di apoC-1II del
60,2% e 70,9% nei gruppi trattati con 200 e
300 mg e solo del 2,2% nel gruppo trattato
con placebo). Una parallela riduzione si ¢
osservata anche a carico della trigliceride-
mia che si e ridotta tra il 31,3 e il 70,9%.
Le reazioni nel sito d’iniezione si sono os-
servate nel 13% delle iniezioni nei pazienti
in terapia con ISIS 304801, del 15% delle
iniezioni nella coorte in add-on e nello 0%
nel gruppo in placebo. Le reazioni nel sito
di iniezione, riferite come dolore o eritema
lieve, generalmente non erano progressi-
ve e si sono risolte spontaneamente. I1 10%
dei soggetti trattati con il farmaco speri-
mentale hanno interrotto il trattamento a
causa degli AE (nessuna correlazione tra
I'interruzione e il dosaggio del farmaco).
In un caso si € osservato un evento avver-
so serio caratterizzato dalla comparsa di
sindrome da siero che € comparsa 3 gior-
no dopo l'undicesima dose settimanale
di 200 mg di ISIS 304801 nella coorte in
add-on. La biopsia cutanea, il pannello per
vasculite, I'autoimmunita come anche gli
anticorpi contro il farmaco sperimentale e
la PCR, sono stati tutti misurati mostran-
do risultati negativi. Nella coorte in add-on
sono stati osservati altri quattro eventi av-
versi seri occorsi tutti in un unico paziente
in trattamento con 300 mg di ISIS 304801
e caratterizzati dalla stenosi di un graft ar-
terioso. Gli altri effetti collaterali riportati
sono stati: astenia (8,3%), dolori muscolari
(9,8%), nausea (9,8%), brividi (7,3%) e mial-
gie (7,3%).

Digenio et al. (92) hanno condotto uno
studio randomizzato, controllato vs place-
bo, in doppio cieco, nei pazienti (N=15)
con diabete mellito di tipo 2 ed ipertrigli-
ceridemia (definita come valori di triglice-
ridi tra 200 e 500 mg/dL). I pazienti sono
stati randomizzati 2:1 con volanesorsen
300 mg SC una volta a settimana o place-
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bo. In questi pazienti € stato condotto un
clamp euglicemico-iperinsulinemico al
fine di esaminare la secrezione insulina
e linsulino-sensibilita prima e dopo trat-
tamento con il farmaco sperimentale. In
questo studio la terapia con Volanesorsen
ha ridotto dell’88% dei livelli di apoC-I1I e
del 69% dei trigliceridi. CHDL € aumentato
del 43%. Il trattamento con Volanesorsen si
¢ associato ad un miglioramento del 57%
della sensibilita insulinica e del controllo
glicemico (valutato come riduzione della
emoglobina glicosilata e della fructosa-
mina una settimana dopo T'ultima dose di
farmaco).

| trial di fase 3

Gli studi di fase 3 sono lo studio AP-
PROACH (uno studio sull’utilizzo di ISIS
304801 su una coorte di pazienti con
Sindrome Chilomicronemica Familiare
NCT02211209) e lo studio COMPASS (uno
studio con ISIS APOC-IIIRx nei pazienti
con ipertrigliceridemia NCT02300233).
Questi studi sono volti a testare I'ipotesi
che la terapia con Volanesorsen, rispetto
a placebo, riduca i livelli di trigliceridi ri-
spettivamente nei pazienti con FCS o iper-
trigliceridemia.

Lo studio APPROACH (93-94) & uno
studio multicentrico, randomizzato, con-
trollato con placebo, in doppio cieco, in
pazienti con FCS e trigliceridi >750 mg/dl
con randomizzazione 1:1 a terapia con Vo-
lansorsen 300 mg SC una volta a settimana
o placebo per una durata complessiva di 52
settimane (arruolamento completato con
67 pazienti). Lobiettivo primario di questo
studio era quello di valutare I'efficacia del-
la terapia con Volanesorsen rispetto a pla-
cebo nel ridurre la trigliceridemia a digiu-
no dopo 3 mesi di terapia (primary analysis
time point) (77). Alla fine dello studio i
pazienti potevano entrare nello studio in

aperto (open-label o OLE) oppure, coloro
che non partecipavano alla fase OLE, ve-
nivano inclusi in un periodo di valutazione
post-trattamento di 13 settimane. Alcune
informazioni sui pazienti inclusi nello stu-
dio APPROACH sono state recentemente
pubblicate da un gruppo di ricercatori.
I dati presentati in questo lavoro hanno
dimostrato come non vi siano differenze
sostanziali del fenotipo tra i pazienti LPL
FCS e i non-LPL FCS (portatori di varianti
in omozigosi nei geni causali non FCS) e
che i soggetti LPL FCS hanno minore atti-
vita LPL post-eparina e livelli di trigliceridi
lievemente maggiori, mentre i non-LPL
FCS avrebbero piu alti livelli di colesterolo
LDL (95). Lo studio COMPASS (96-97) e
uno studio multicentrico della durata di 26
settimane, doppio cieco, controllato con
placebo che ha incluso pazienti con trigli-
ceridemia a digiuno >500 mg/dl. I pazienti
sono stati randomizzati 2:1 a ricevere 300
mg di Volanesorsen SC una volta a setti-
mana o placebo per 26 settimane (arruola-
mento completato con 114 pazienti).

I risultati degli studi COMPASS e AP-
PROACH sono stati recentemente combi-
nati mostrando come la riduzione osser-
vata della trigliceridemia si sia tradotta
in una significativa riduzione del tasso di
pancreatite acuta (1 evento in un pazien-
te trattato con Volanesorsen vs 9 eventi in
6 pazienti trattati con placebo p=0,0185)
(98). Nello studio APPROACH, la riduzio-
ne percentuale media dei trigliceridi dopo
3 mesi dall'inizio della terapia € stata del
77% rispetto al basale nel gruppo tratta-
to con Volanesorsen (n=33), mentre nel
gruppo in trattamento con placebo si € os-
servato un aumento della trigliceridemia
del 18% (n=33), p=0,0001. Questa signifi-
cativa riduzione della trigliceridemia si €
tradotta nel fatto che il gruppo di pazienti
che presentavano in anamnesi piu di 2 epi-
sodi di pancreatite nei 5 anni precedenti
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l'arruolamento, non abbiano presentato
alcun evento durante tutta la durata dello
studio APPROACH (p=0,02). Nello studio
COMPASS 1la riduzione della trigliceride-
mia dopo 3 mesi di terapia, ¢ stata del 73%
e del 2% rispettivamente nel gruppo tratta-
to con Volanesorsen e placebo.

I pitt comuni effetti collaterali riporta-
ti nei pazienti trattati con il farmaco spe-
rimentale sono state le reazioni nel sito
d’iniezione. Un effetto collaterale partico-
larmente sorprendente nello studio AP-
PROACH é stata la riduzione dei livelli di
piastrine che ha determinato la necessita
di interrompere il trattamento in 5 pazienti
(in 2 dei quali la conta delle piastrine si e
ridotta <25.000/ml). Questo effetto collate-
rale € prontamente regredito dopo l'inter-
ruzione della terapia farmacologica. Diver-
samente da quanto osservato nello studio
APPROACH, nello studio COMPASS non
si € osservato alcun evento avverso serio
legato alla riduzione delle piastrine ma un
solo evento interpretato come “malattia da
siero” che sarebbe occorso 2 settimane
dopo l'ultima dose di farmaco. Le ragioni
per le quali si sono osservati questi effetti
collaterali, in particolare la riduzione mar-
cata delle piastrine nei pazienti FCS arruo-
lati nello studio APPROACH, sono attual-
mente oggetto di discussione.

Recentemente sono stati pubblicati i
dati dello studio ReFOCUS (99). Quest’ul-
timo & uno studio retrospettivo globale ba-
sato su un registro web dei pazienti con
FCS che sono stati trattati per almeno 3
mesi con Volanesorsen nella fase OLE.
Questo registro includeva informazioni
relative alle condizioni cliniche dei pazien-
ti prima e dopo il trattamento con Volane-
sorsen. I 22 pazienti che hanno risposto
al questionario, hanno ricevuto il farmaco
per una mediana di 222 giorni. La terapia
con Volanesorsen ha significativamente
ridotto la quantita di sintomi riferiti dal

paziente dal punto di vista fisico, emotivo
come anche della capacita di svolgere at-
tivita fisica. I pazienti hanno riferito una
significativa riduzione della steatorrea,
del dolore pancreatico e della componen-
te emozionale legata alla costante paura
delle complicanze pancreatiche legate ad
FCS. Tutti questi dati hanno portato ad un
miglioramento dell'impatto della malattia
sulle loro attivita scolastiche o lavorative
con miglioramento della qualita della vita.

Un altro studio multicentrico, rando-
mizzato, controllato con placebo, in dop-
pio cieco, di fase 2/3 con Volanesorsen &
lo studio BROADEN nei pazienti con lipo-
distrofia (100). L'obiettivo primario di que-
sto studio € stato valutare l'efficacia e la
sicurezza della terapia con Volanesorsen
rispetto a placebo nel ridurre i trigliceri-
di rispetto al basale dopo 3 mesi di tera-
pia farmacologica, somministrato in una
coorte di pazienti con Familial Partial Li-
podystrophy che frequentemente si associa
a ipertrigliceridemia moderata (101) ed
elevati livelli di apoC-III (102). Lo studio
aveva la durata di 52 settimane, ha coinvol-
to 60 pazienti randomizzati con rapporto
1:1 ed ha previsto una fase in OLE di 104
settimane (NCT02639286). I pazienti non
entrati nella fase di OLE sono stati seguiti
per le successive 13 settimane.

Stato dell'arte relativo
all'autorizzazione del Volanesorsen

I1 24 agosto 2018 la US Food and Drug
Administration (FDA) ha annunciato di
non approvare il Volanesorsen per il tratta-
mento dei pazienti con FCS; questa decisio-
ne ha scatenato un grande dibattito in quan-
to 'FCS rimane, al momento, una malattia
orfana grave ed invalidante. Diversamente
da quanto deciso dalla FDA, il 28 febbraio
2019 il Comitato per i Medicinali per Uso
Umano (CHMP) dell’Agenzia Europea del
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Farmaco (EMA) ha raccomandato I'auto-
rizzazione allimmissione in commercio
condizionata di Volanesorsen per i pazienti
con FCS geneticamente confermata e ad
alto rischio di pancreatite, nei quali 1a rispo-
sta alla dieta e alla terapia di riduzione dei
trigliceridi si é rivelata inadeguata.

Prospettive future: ASO anti
apoC-lll di terza generazione

Considerati gli effetti collaterali osser-
vati nello studio APPROACH (94, 98), con
particolare riferimento alla comparsa di
piastrinopenia severa (per la quale non &
disponibile ancora una spiegazione defini-
tiva), attualmente € in fase di sperimenta-
zione un oligonucleotide antisenso di III
generazione diretto verso apoC-III; questo
ASO sarebbe coniugato con un dominio di
N-acetylgalactosamina (GalNac) (AKCEA-
APO-CIII-LRx) e sembrerebbe associato a
minore rischio di trombocitopenia. In un
recente poster (103) sono stati presentati
i dati preliminari di uno studio in doppio
cieco, controllato con placebo, di fase 1-2
su volontari sani con valori di trigliceri-
di >200 mg/dL, in cui dosi multiple di
AKCEA-APO-CIII-LRx hanno determina-
to una riduzione di apo C-III del 83% e di
trigliceridi del 65%; questo dato sarebbe
associato ad una riduzione significativa
del colesterolo totale, apoB, non-HDL co-
lesterolo e VLDL e a un aumento della co-
lesterolemia HDL. AKCEA-APO-CIII-LRx
sembrerebbe essere ben tollerato e non si

RIASSUNTO

assocerebbe a sintomi simil-influenzali, ri-
duzione delle piastrine o effetti collaterali
epatici e renali.

Considerata I'associazione tra ipertri-
gliceridemia e rischio cardiovascolare, e
attualmente in corso un trial multicentrico
di fase 2 con AKCEA-APO-CIII-LRx, (ISIS
678354) in doppio cieco, randomizzato,
controllato con placebo volto a valutare la
sicurezza e la tollerabilita di differenti dosi
e regimi posologici di ISIS 678354 nel ri-
durre i trigliceridi in una coorte di pazienti
ipertrigliceridemici con malattia vascolare
conclamata (104).

Conclusioni

Sia gli studi condotti sui modelli ani-
mali che nell'uomo hanno stabilito con
chiarezza come la modulazione genetica e
farmacologica di apoC-III abbia un impatto
significativo sui livelli delle TRL e dei loro
remnant. Queste lipoproteine sono consi-
derate di grande interesse da parte della
comunita scientifica per il loro ruolo cau-
sale nella malattia cardiovascolare. Come
ulteriore dato molto importante, I'inibizio-
ne farmacologica di apoC-III ha mostrato
recentemente risultati promettenti nella
cura di malattie gravi, associate ad elevata
mortalita e complicanze, quali la FCS.

Tutti questi dati supportano con forza
I'importanza di apoC-III come modulatore
della cascata lipolitica riservando alla sua
inibizione un ruolo centrale per lo sviluppo
delle nuove terapie per l'ipertrigliceridemia.

Lipertrigliceridemia € un disordine complesso, nella maggior parte dei casi di natura poligenica, che
colpisce circa il 27% della popolazione generale. La severita dell'ipertrigliceridemia correla con diversi
tipi di complicanze. E nota infatti, I'associazione tra ipertrigliceridemia lieve-moderata e rischio car-
diovascolare e ipertrigliceridemia severa (trigliceridi >1.000 mg/dl) e rischio di pancreatite acuta. La
apolipoproteina C-III (apoC-III) ha un ruolo critico nell'influenzare il metabolismo delle lipoproteine
ricche in trigliceridi attraverso tre principali meccanismi:
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1) favorisce 'assemblaggio e la produzione delle VLDL a livello epatico;
2) inibisce l'attivita della lipoprotein lipasi;
3) interferisce con il legame dell’ApoB o ApoE ai recettori epatici, rallentando la rimozione delle TRL
e dei loro residui (remnants).
Sia gli studi condotti su modelli animali che nell'uvomo, hanno dimostrato come apoC-III correli in
modo diretto con I'elevazione delle concentrazioni di trigliceridi circolanti mentre bassi o assenti livelli
di apoC-III ne determinino una riduzione. Una grande mole di evidenze ha mostrato come nell'uomo le
mutazioni con perdita di funzione del gene APOC-III si associno a basso rischio di malattia ateroscle-
rotica. Tutti questi dati hanno evidenziato la possibilita di utilizzare apoC-III come target terapeutico
nell'ipertrigliceridemia. Sebbene alcuni farmaci in commercio siano in grado di ridurre i livelli di apoC-
III circolanti, spesso non sono sufficienti a raggiungere gli obiettivi terapeutici. Per tale motivazione
e stato recentemente formulato un Oligonucleotide Antisenso (ASO) in grado di ridurre 'mRNA di
apoC-III (Volanesorsen) e conseguentemente, ridurre la trigliceridemia. In questa rassegna mostre-
remo le evidenze scientifiche relative il ruolo di apoC-III nel metabolismo delle lipoproteine ricche
in trigliceridi (TRL) mostrando la sua importanza come possibile target terapeutico per la cura sia
dell'ipertrigliceridemia severa (e le sue complicanze quali la pancreatite acuta) che del rischio cardio-
vascolare associato ad elevati livelli di trigliceridi.

Parole chiave: ApoCIII, ipertrigliceridemie severe, nuove terapie farmacologiche.
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