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SUMMARY

Alzheimer’s disease, as can be seen from numerous studies, is also associated with a dysregulation of
cholesterol homeostasis in the brain. Proprotein Convertase Subtilisin / Kexin type 9 (PCSK9), known
for its role in the regulation of plasma cholesterol levels, was initially identified in the brain, assuming
its possible involvement in neuronal development and apoptosis. However, its precise function in the
central nervous system (CNS) and in the pathogenesis of Alzheimer’s disease has not yet been fully
understood and is currently being studied. In this regard, the data currently available in vitro and
in vivo, as well as the results of genetic studies, have led to controversial results. Potential cognitive
disorders associated with treatment with anti-PCSK9 antibodies were excluded in light of the results
of the EBBINGHAUS trial, a subgroup of the FOURIER study with evolocumab. However, a longer
follow-up will be decisive in definitively clarifying this doubt. At the mechanistic level, PCSK9 is able
to influence the expression of neuronal receptors involved in cholesterol homeostasis and in neuro-
inflammation; moreover, higher concentrations of PCSK9 have been found in the cerebrospinal fluid
of Alzheimer’s patients, suggesting its involvement in the pathology. The objective of this review is
to critically analyze the state of the art of PCSK9 as a modulator of the mechanisms underlying the
pathogenesis of Alzheimer’s disease. Furthermore, based on the available literature data, we formulated
the hypothesis that the PCSK9 protein can be considered a negative modulator of cerebral cholesterol
homeostasis and neuro-inflammation and a potential pharmacological target for the development of
new therapeutic approaches to counteract such pathology.
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apolipoprotein E (apoE), receptors for apoE, neuron.

Indirizzo per la corrispondenza

Nicola Ferri

Dipartimento di Scienze del Farmaco,
Universita degli Studi di Padova
E-mail: nicola.ferri@unipd.it




Maria Pia Adorni, Massimiliano Ruscica, Nicola Ferri, €t al.

Introduzione

La proproteina convertasi subtilisina/
kexina di tipo 9 (PCSK9) rappresenta uno
dei principali regolatori dell’'omeostasi del
colesterolo, mediando la degradazione dei
recettori delle lipoproteine a bassa densita
(LDL) a livello epatico (1). E interessante
sottolineare come la proteina PCSK9 sia
stata inizialmente identificata col nome di
NARC-1 (neural apoptosis-regulated con-
vertase-1) proprio nel cervello, in cui la
sua espressione, a livello delle cellule em-
brionali primarie del telencefalo, risultava
massima tra il 13° e il 15° giorno del pro-
cesso di embriogenesi, un periodo gesta-
zionale caratterizzato da un’intensa fase di
neurogenesi (2). E stato anche osservato
come in un modello di zebrafish, ma non
nel modello murino, la delezione del gene
PCSK9 induceva una globale disorganizza-
zione dei neuroni del cervelletto, portando
in ultima analisi alla morte embrionale (3).

Alla luce di queste premesse, questa
breve rassegna si concentra sul ruolo di
PCSKO9 a livello cerebrale con particolare
attenzione al suo potenziale coinvolgimen-
to nelle funzioni neuronali e nella patoge-
nesi della malattia di Alzheimer. Inoltre,
sulla base dei dati presenti in letteratura,
e stata criticamente presa in esame la pos-
sibilita di considerare PCSK9 come un
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modulatore dell'omeostasi del colesterolo
e dellinfiammazione a livello cerebrale e
quindi come un potenziale bersaglio far-
macologico.

Omeostasi del colesterolo cerebrale

11 colesterolo € una delle molecole pil
importanti nell’'ambito della fisiologia del
cervello (4): ¢ infatti un componente im-
portante della mielina, € coinvolto nello
sviluppo neuronale, nella sinaptogenesi,
nello sviluppo dei neuriti e nel manteni-
mento dell'integrita e nei processi di ripa-
razione delle membrane cellulari (5). Il co-
lesterolo, a differenza dei suoi metaboliti
24S- e 27-idrossicolesterolo, non puo pas-
sare dal plasma al compartimento centrale
attraversando la barriera ematoencefalica
(BEE) (6): 11 cervello & quindi in grado
di provvedere alla sintesi del colesterolo
i situ (7). Le cellule del sistema nervoso
centrale (SNC) sono in grado di sintetizza-
re autonomamente il colesterolo anche se
i neuroni perdono progressivamente que-
sta capacita e necessitano del colesterolo
esogeno che viene fornito dagli astrociti
per il mantenimento delle funzioni fisio-
logiche (8, 9). Studi ex vivo hanno dimo-
strato come la deplezione di colesterolo
nei neuroni porti ad un’eccessiva fosforila-
zione della proteina tau, ad alterazioni del
metabolismo del peptide p-amiloide (Ap),
all'induzione di stress ossidativo a livello
neuronale, con conseguente neuro dege-
nerazione (10). Il trasporto di colesterolo
dagli astrociti ai neuroni € mediato da pe-
culiari molecole e recettori che cooperano
tra loro in modo coordinato. Nello speci-
fico, il colesterolo prodotto dagli astrociti
subisce il processo di efflusso di colestero-
lo verso particelle contenenti 'apolipopro-
teina E (ApoE). Tale processo ¢ mediato
dall’attivita di trasportatori di membrana
appartenenti alla famiglia ATP binding
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cassette (ABC) come ABCA1, ABCGI1 e
ABCG4 (11). Infine, il colesterolo traspor-
tato da tali particelle, che per composizio-
ne e dimensioni assomigliano alle lipopro-
teine plasmatiche ad alta densita (HDL),
viene incorporato nei neuroni attraverso il
legame di queste stesse particelle a recet-
tori specifici, come il recettore per le LDL
(LDLyr), il low density lipoprotein receptor-
related protein 1 (LRP1), il recettore per le
VLDL (VLDLr) ed il recettore 2 per ApoE
(ApoEr2) (12). Diversi studi documentano
come PCSK9 sia in grado di degradare tali
recettori (13, 14), mettendo in luce un ruo-
lo di PCSK9 nell’'omeostasi del colesterolo
a livello cerebrale. Questa ipotesi € sup-
portata da studi iz vivo che dimostrano
come l'espressione di LDLr venga ridotta

da PCSK9 durante lo sviluppo del cervello
e dopo ictus ischemico transitorio (15). E
quindi ipotizzabile che la degradazione dei
recettori neuronali deputati all'uptake di
colesterolo mediata da PCSKO9, si traduca
in una ridotta captazione di colesterolo da
parte dei neuroni, con potenziali conse-
guenze deleterie (10) (Figura 1). Tuttavia,
non tutti i dati presenti in letteratura sup-
portano questa ipotesi. Infatti, Liu e colla-
boratori non hanno osservato alcun effetto
significativo da parte di PCSK9 sull’espres-
sione dei recettori LDLr, VLDLr e ApoEr2
a livello cerebrale in un modello murino
(16). Queste discrepanze evidenziano la
necessita di approfondire il possibile coin-
volgimento di PCSK9 nell’'omeostasi del
colesterolo nel SNC.
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Figura | - Potenziale implicazione di PCSK9 nella patogenesi della malattia di Alzheimer a livello astroci-
tario, neuronale e della microglia.

1) Nell'astrocita PCSK9 degrada il recettore LRP1, riducendo la clearance di AB e favorendone la deposizione nelle
placche; PCSK9 riduce I'espressione di ABCAL, impedendo cosi con la lipidazione di ApoE e la generazione di particelle
simil-HDL; 2) PCSK9 degrada i recettori neuronali che internalizzano il colesterolo attraverso l'interazione con le lipo-
proteine contenenti ApoE. Il mancato apporto di colesterolo al neurone ne altera la fisiologia e le funzioni determinando
neurodegenerazione. 3) Nella microglia PCSK9 degrada il recettore LRP1, riducendo la clearance di Ap e favorendone
la deposizione nelle placche. Inoltre PCSK9 modula 'espressione di CD36, amplificando la risposta neuroinfiammatoria
Ap-dipendente.
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PCSK9S € patogenesi
della malattia di Alzheimer

Le patologie neurodegenerative, come
la malattia di Alzheimer, sono caratterizza-
te anche da alterazioni dell'omeostasi del
colesterolo nel SNC (17, 18). Per esem-
pio, attraverso uno studio di associazione
genome-wide (GWAS), tra i geni correlati
alla malattia sono stati identificati diversi
loci coinvolti nel metabolismo lipidico. Un
esempio ¢ l'allele €4 del gene APOE che
codifica per ApoE, la principale apolipopro-
teina che media il trasporto di colesterolo
nel SNC (19). Lisoforma €4 €, a sua volta,
senza dubbio uno dei fattori piu predittivi
per l'insorgenza della malattia di Alzhei-
mer (20). Altri geni sono implicati nel me-
tabolismo lipidico e si associano alla pato-
logia, come BIN1, CLU, PICALM, ABCA?,
ABCA1, ABCG1 e SORL1 (21, 22). Da un
punto di vista molecolare, il colesterolo a
livello cerebrale si accumula nei cosiddet-
ti “lipid rafts”, cioé microdomini di mem-
brana dove avviene la processazione della
proteina precursore dell’amiloide che, a
sua volta, favorisce la formazione e la de-
posizione di frammenti insolubili di beta
amiloide (Ap) nel parenchima cerebrale. A
questo proposito, € stato dimostrato come
il colesterolo promuova I'amiloidogenesi
fornendo stabilita strutturale ai lipid rafts
localizzati a livello della membrana pla-
smatica cellulare (23). Di conseguenza, la
modulazione del contenuto di colesterolo
specificamente a livello dei lipid rafts, € in
grado di influenzare la deposizione di Ap.

I dati disponibili in letteratura sul ruolo
di PCSKO9 nella malattia di Alzheimer sono
ancora limitati e controversi e in questa
rassegna sono riassunti nella Tabella 1.
Per quanto riguarda l'apoptosi a livello
neuronale, PCSK9 svolge un’attivita pro-
apoptotica attraverso un aumento dell’e-
spressione delle caspasi o una riduzione

dei livelli del recettore ApoEr2 (24). In
topi knockout per APOE, sottoposti a una
dieta ricca di grassi, I'apoptosi neuronale
a livello dell'ippocampo risultava essere
associata ad un’aumentata espressione di
PCSK9 (25). In linea con queste osserva-
zioni, in modelli murini il silenziamento di
PCSKO9 € coinciso con fenomeni di apopto-
si neuronale indotta da ischemia cerebrale
riducendo cosi il danno cerebrale (26). Al
contrario, € stata messa in luce un’azione
preventiva di PCSK9 sull’apoptosi neuro-
nale che sembra verificarsi attraverso la
riduzione della produzione di Ap (27). Un
effetto diretto di PCSK9 sul metabolismo
di Ap non e ancora del tutto chiarito. Topi
deficitari della proteina PCSK9 hanno una
maggiore espressione del B-site amyloid
precursor protein-cleaving enzyme 1
(BACE1), la proteasi che, nell’Alzheimer,
induce la produzione di Ap tossico che si
va ad accumulare nelle placche neuritiche.
Questo effetto si traduce in una maggio-
re deposizione di Af a livello cerebrale.
Diversamente, una sovra espressione di
PCSKO9 nei topi riduce i livelli di BACE1
(28). D’altra parte, nei cervelli di ratti nei
quali € stato indotto un danno neurologi-
co in seguito a ischemia/riperfusione, la
somministrazione di una piccola molecola
con attivita inibitoria su PCSK9, ha impe-
dito la perdita dendritica a livello della co-
lonna vertebrale mediante una riduzione
sia della aggregazione di Ap che della neu-
ro inflammazione (29). Al contrario, altri
studi hanno escluso una modulazione da
parte di PCSKO9 dei livelli di BACE1 o del
metabolismo di APP nel cervello in model-
li murini (16, 30). Ad oggi, non vi sono dati
disponibili rispetto alla possibile influenza
da parte di PCSK9 del processo di fosfori-
lazione di tau, un altro tipico marcatore di
malattia.

Limpatto di PCSK9 sulla performan-
ce neuro-cognitiva in modelli preclinici €
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Tabella | - Studi sul coinvolgimento di PCSKS nella patogenesi della malattia di Alzheimer (AD).

Modéello
sperimentale

Impatto di PCSK9 nellAD

Effetti sul metabolismo
del colesterolo

€ la neuroinfiammazione

nel fluido cerebrospinale di soggetti
a rischio di AD con i livelli di tau

e p-tau; Individuazione di due
polimorfismi associati a rischio di AD

Kysenius K et al. Modello Promozione dell’apoptosi Riduzione dell’espressione
(2012) (24) cellulare neuronale di ApoEr2
Wu et al. Modello Prevenzione dell’apoptosi
(2014) (27) murino neuronale e riduzione
della produzione di A
Zhao et al. Modello Induzione di PCSK9 associata Accumulo di lipidi nell’ippocampo
(2017) (25) murino ad aumento dell’espressione
di BACET
Wang et al. Modello Attenuazione di apoptosi neuronale Riduzione dell’espressione
(2018) (26) murino causata dall’inibizione di PCSK9 di ApoEr2 nella corteccia
e nell'ippocampo
Jonas et al. Modello L’assenza di PCSK9 induce la Riduzione dell’espressione
(2008) (28) cellulare produzione di AB, la sua del LDLr
sovraespressione riduce i livelli di
BACE1
Apaijai et al. Modello La somministrazione di un inibitore Riduzione del numero di cellule
(2019) (29) di ratto di PCSK9 attenua I'aggregazione CD 11b+/ CD 45+high
di AB e la neuroinfiammazione
Liu et al. Modello PCSK9 non ha impatto sui livelli Nessun effetto sull’espressione
(2010) (16) murino di BACE1 o sul metabolismo di APP | di LDLr, VLDLr e apoEr2
Fu et al. Modello PCSK9 non regola il metabolismo Nessun effetto sull’espressione
(2017) (30) cellulare di APP di LDLr
€ murino
Reynolds et al. (2010) | Studi Varianti genetiche di PCSK9
Shibata et al. (2005) genetici non sono associate al rischio
Benn et al. (2017) sul’'uomo di AD
Mettford et al. (2018)
Paquette et al. (2018)
(82-86)
Zimetti et al. Studio Aumento dei livelli di PCSK9 Correlazione tra livelli di PCSK9
(2017) (50) osservazionale | nel fluido cerebrospinale di pazienti ed apoE4; aumento dei livelli
sull’'uomo con AD di PCSK9 nei portatori
dell'isoforma apoE4
Courtemanche Studio Aumento dei livelli di PCSK9
et al. (2018) (90) osservazionale | nel fluido cerebrospinale di pazienti
sul’'uomo con malattie neurodegenerative
e correlazione con i marcatori
diagnostici
Picard C et al. Studio Aumento dell’espressione di PCSK9 | Aumento del’mRNA ma
(2019) (87) osservazionale | nella corteccia frontale di pazienti non dell’espressione proteica
sull’'uomo con AD; correlazione tra PCSK9 di LDLr; correlazione tra PCSK9

nel fluido cerebrospinale di soggetti
a rischio di AD e i livelli di apoE
e apod
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stato indirettamente suggerito dall’osser-
vazione per cui, nel topo, la delezione del
recettore LRP1, sensibile all’azione degra-
dante di PCSK9 (13), porta ad una ridu-
zione della clearance di AP e a un deficit
cognitivo (31). Coerentemente, topi privi
del recettore per le LDL mostrano segni di
compromissione della capacita di appren-
dimento e di memoria (32) e una riduzione
della proliferazione cellulare ippocampale
e della formazione delle sinapsi (33).

Recettori target di PCSK9 € il loro
ruolo nella malattia di Alzheimer

Oltre ad APOE, sono diversi i geni
implicati nella modulazione dell'omeo-
stasi del colesterolo e studiati per la loro
associazione con la malattia di Alzheimer
(34). Alcuni di questi geni codificano per
recettori sensibili all’'azione degradante
di PCSK9 (Figura 1). Per esempio LRP1
€ uno tra i recettori in grado di interagire
con ApoE e, nonostante alcuni risultati in
merito alla sua associazione con la patolo-
gia nell'uomo siano controversi (35), € sta-
to dimostrato che l'espressione di LRP1
nel cervello e nei capillari cerebrali si ridu-
ce progressivamente all’aumentare dell’e-
ta e in modo ancor piu marcato nell’Alzhei-
mer (36-38). LRP1 media infatti la clearan-
ce di AP mediante attraversamento della
BEE (39) e la presenza dell’allele APO¢4
si associa ad una sua ridotta clearance tra-
mite questo recettore (40, 41). Consisten-
temente, la delezione specifica di LRP1 a
livello dell’endotelio cerebrale aumenta la
deposizione di Ap, determinando deficit
cognitivo e di memoria in modelli speri-
mentali murini (31). LRP1 sembra inoltre
svolgere un ruolo fondamentale nel meta-
bolismo del complesso ApoE-Af, per cui
ApoE puo competere con Af per l'intera-
zione con LRP1, causando una ridotta eli-
minazione del peptide tossico dal cervello

(42). LRP1 € anche coinvolto nella clearan-
ce epatica di A (43). Poiché il recettore
LRP1 e espresso in diversi tipi di cellule
cerebrali, tra cui neuroni, astrociti e cel-
lule vascolari, i suoi livelli possono essere
modificati in modo diversificato e cellula-
dipendente nella malattia di Alzheimer
(44, 45). In effetti, i livelli di LRP1 risulta-
no ridotti a livello neuronale ma aumen-
tati nelle cellule vascolari o negli astrociti
che si trovano in prossimita delle placche
amiloidi tipiche della patologia (44-46).
PCSK9 puo indurre la degradazione di
LRP1 in diversi tipi di cellule, inclusi gli
epatociti (13) e le cellule vascolari (47, 48).
Poiché PCSKO9 é espressa sia nei neuroni
che nelle cellule vascolari, potrebbe quin-
di influenzare i livelli di LRP1 in entrambi
i tipi cellulari (49). Pertanto, gli aumentati
livelli di PCSK9 del liquido cerebrospinale
(CSF) di soggetti con la malattia che sono
stati osservati dal nostro gruppo di ricer-
ca (50) potrebbero essere associati ad un
maggiore turnover di LRP1 nei diversi tipi
cellulari, influenzando cosi 'eliminazione
del peptide Ap attraverso la BEE.

I1 LDLr € un altro importante recetto-
re per 'ApoE espresso a livello cerebrale.
Anche in questo caso gli studi genetici vol-
ti a identificare il suo legame con I'Alzhei-
mer sono controversi, sebbene una ricer-
ca condotta su un’ampia coorte di soggetti
abbia riscontrato un’associazione tra un
comune polimorfismo del recettore e la
prevalenza di malattia, evidenziabile negli
uomini ma non nelle donne (51,52). Inol-
tre, in un modello animale di Alzheimer, il
recettore ha dimostrato un effetto benefi-
co tramite il potenziamento della clearan-
ce di AB (53) rinforzandone I'associazione
con il rischio e ipoteticamente il coinvol-
gimento dell’azione degradante di PCSKO.
Anche il VLDLr puo essere coinvolto nella
clearance del complesso ApoE-Ap (54).
Tuttavia, i risultati di una meta-analisi di
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studi genetici condotta su un polimorfi-
smo del VLDLr ha dato risultati contraddi-
tori in quanto ne sarebbe emerso un ruolo
protettivo nei confronti della malattia nella
popolazione caucasica e un effetto invece
deleterio nella popolazione asiatica (55).
Inoltre, e stata descritta un’associazione
genetica con ’Alzheimer in uno studio ma
i risultati non sono stati successivamente
confermati (56). Pertanto, 'associazione
diretta di VLDLr con la malattia resta da
dimostrare.

Il recettore scavenger CD36 ¢ coinvolto
nell’attivazione della microglia dipendente
da AB e nella conseguente attivazione del-
la risposta immunitaria innata (57-59). E
stato dimostrato che PCSK9 determina un
aumento dell’espressione di CD36 nei ma-
crofagi e in cellule microglia-like (60), sug-
gerendo un coinvolgimento della proteina
sia nella clearance di A mediata da CD36
(Figura 1), che nella risposta innata dell’o-
spite ad agenti tossici come per esempio lo
stesso AP e le LDL-ossidate (oxLLDL) nel-
le cellule cerebrali. In effetti, CD36 funge
da co-recettore nell’etero-dimerizzazione
dei recettori Toll like (Toll like receptors,
TLR), un processo essenziale per l'attiva-
zione di segnali infiammatori intracellulari
e per la conseguente induzione della neu-
ro-degenerazione microglia-dipendente
(61). Questo dato € consistente con I'effet-
to pro-infiammatorio di PCSK9 nei macro-
fagi (62) e con l'osservazione che la som-
ministrazione di un inibitore di PCSK9
determina un’attenuazione della neuro-
infiammazione in modelli sperimentali
murini (29). Il nostro gruppo di ricerca ha
inoltre precedentemente dimostrato che
la PCSK9 ricombinante umana inibisce
I'efflusso di colesterolo mediato dal tra-
sportatore di membrana ABCA1 nei ma-
crofagi (63). A questo proposito, anche i
dati sulla possibile implicazione di ABCA1
nella patologia di Alzheimer sono piuttosto

controversi. Per esempio, i portatori della
variante genetica R219K nel gene ABCA1
presentano una riduzione del 33% dei li-
velli di colesterolo totale nel CSF rispetto
ai non portatori. Lo stesso polimorfismo
risulterebbe parallelamente associato ad
un ritardo medio nell'insorgenza della ma-
lattia di 1,7 anni (64). Questi dati suggeri-
scono che la variabilita genetica di ABCA1
potrebbe favorire lo sviluppo della malat-
tia, probabilmente anche tramite un’in-
terferenza con I'omeostasi del colesterolo
nel SNC. Al contrario, la stessa variante
R219K del gene ABCAL in un altro lavoro
¢ stata associata ad un aumentato rischio
(65). A dimostrare 'eterogeneita dei risul-
tati in questo ambito, un buon numero di
osservazioni ha riportato un’associazione
tra varianti genetiche del gene ABCA1 e
riduzione o aumento del rischio (66-68).
Infine, sono stati pubblicati anche alcuni
studi ad esito negativo, in cui non é stata
riscontrata alcuna associazione tra poli-
morfismi del gene ABCA1 (R219K, 1883M
e R1587K) ed il rischio (69). Il coinvolgi-
mento di ABCA1 nella malattia ¢ stato stu-
diato anche in modelli murini di malattia
in cui la proteina ABCAL e stata deleta. In
questi animali, 'assenza di ABCA1 ha de-
terminato una deposizione pill accentuata
di A alivello cerebrale (70-72). Altri risul-
tati hanno tuttavia portato a conclusioni
opposte, poiché non hanno evidenziato
alcun effetto di ABCA1 sulla deposizione
di amiloide (73, 74). Poiché ABCAL1 ¢ re-
sponsabile della secrezione di ApoE a li-
vello degli astrociti e media quindi il primo
step del trasferimento del colesterolo ver-
so neuroni (75), il suo potenziale impatto
sulla fisiopatologia dell’Alzheimer potreb-
be coinvolgere anche PCSK9, che ha di-
mostrato di modularne I'espressione (Fi-
gura 1) (63). Coerentemente con questa
ipotesi, in modelli murini knock-out per
ABCALI ¢ stata osservata, sia a livello della
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corteccia che nel CSF, una marcata ridu-
zione dei livelli di ApoE, che risulta anche
essere meno lipidata (75). Inoltre, il CSF
di pazienti affetti da patologia di Alzhei-
mer ha una ridotta capacita di promuovere
I'efflusso di colesterolo ABCAl-mediato ri-
spetto a soggetti controllo (76, 77). Infine,
un ulteriore livello di complessita in questi
processi potrebbe essere rappresentato
dal possibile legame tra PCSK9 e lipopro-
teine contenenti ApoE come precedente-
mente descritto per le LDL (78), la Lipo-
protein (a) (79) e le HDL (80, 81).

PCSK9 € la malattia di Alzheimer:
evidenze sull'uomo

Gli studi genetici condotti finora sul-
T'uomo (Tabella I) non sono conclusivi ri-
spetto all'impatto delle mutazioni del gene
codificante PCSK9 sulla prevalenza o il
rischio di sviluppare la malattia di Alzhei-
mer. Sebbene alcuni autori abbiano identi-
ficato anche PCSKO tra i geni implicati nel
metabolismo del colesterolo e associati
all’Alzheimer (34), in due studi di coorte,
giapponese e svedese, non é stata riscon-
trata alcuna associazione tra polimorfismi
di PCSK9 e rischio di insorgenza della
patologia (82, 83). Coerentemente, una re-
cente analisi di randomizzazione mende-
liana non ha evidenziato nessuna associa-
zione significativa tra la presenza di una
mutazione con perdita di funzione a carico
di PCSK9 ed il rischio (84), escludendone
quindi un impatto sulla patologia. Ad una
conclusione negativa sono giunti anche i
risultati dello studio genetico REGARDS
condotto su una popolazione afroameri-
cana che presentava o meno le varianti
C697X 0 Y142X con perdita di funzione di
PCSKO. La presenza di tali varianti non ha
avuto alcun impatto sulle performances
cognitive, che rappresentavano lo scopo
principale dello studio (85). Inoltre, In una

coorte di abitanti del Canada francese e
affetti da malattia di Alzheimer, i portatori
di mutazione di PCSK9 con perdita di fun-
zione non differivano dai non portatori in
termini di prevalenza o eta di insorgenza
della malattia (86). Al contrario, un recen-
te studio che ha coinvolto soggetti ad alto
rischio, ha individuato due polimorfismi
di PCSK9 associati ad un aumentato ri-
schio di sviluppare la patologia ed eviden-
ziato questa relazione in modo specifico
nelle donne. Nello stesso lavoro gli autori
hanno riscontrato un’aumentata espres-
sione di PCSK9 in sezioni autoptiche di
corteccia frontale di soggetti affetti dalla
malattia (87).

PCSK9 é stata identificata nel fluido
cerebrospinale umano anche se ad una
concentrazione molto piu bassa rispetto
a quella plasmatica (88). Le concentrazio-
ni liquorali di PCSK9 sembrerebbero co-
stanti, senza presentare il tipico andamen-
to circadiano che si verifica per PCSK9
nel plasma (89), a suggerire pertanto un
meccanismo di regolazione differente
nei compartimenti periferico e centrale
dell'organismo (88). Sulla base di questa
osservazione il nostro gruppo di ricerca
ha recentemente dimostrato la presenza
di aumentati livelli di PCSK9 nel fluido ce-
rebrospinale di pazienti affetti da morbo di
Alzheimer, fenomeno particolarmente evi-
dente nei portatori dellisoforma APOE4
(50). Questi dati suggeriscono quindi un
possibile coinvolgimento della proteina
PCSKO nella fisiopatologia dell’Alzheimer
e un link con I'isoforma APOE4 che dovra
essere oggetto di ulteriori approfondimen-
ti. La nostra osservazione € stata succes-
sivamente confermata da Courtemanche
e collaboratori, che tuttavia dimostrano
anche una tendenza all’aumento di PSCK9
nel liquor di pazienti affetti da malattie
neurodegenerative non correlate alla ma-
lattia, a suggerire un coinvolgimento nei
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processi neurodegenerativi non legati ad
una specifica patologia (90).

Inibitori di PCSK9 € disturbi
neurocognitivi

Il trattamento con inibitori di PCSK9
alirocumab, evolocumab o bococizumab
ha determinato il raggiungimento di livelli
molto bassi di colesterolo totale plasmati-
co (concentrazioni medie di 30 mg/dL nel-
lo studio FOURIER e 25 mg/dL negli studi
ODYSSEY a LUNGO TERMINE e SPIRE)
(91-93). Questi dati di elevata efficacia
hanno sollevato alcune preoccupazioni in
merito ai potenziali effetti collaterali cor-
relabili all’utilizzo clinico degli inibitori di
PCSKO. In particolare, alcuni studi hanno
evidenziato una potenziale associazione
tra il trattamento con anticorpi monoclo-
nali anti-PCSK9 ed eventi cognitivi avver-
si (92, 94). Bisogna tuttavia ricordare che
tali disturbi sono stati spesso riportati dal
paziente stesso e si sono verificati in un
numero esiguo di soggetti che presentava-
no specifiche condizioni patologiche pre-
esistenti o altri fattori confondenti, come
emerso dai risultati di un’analisi condot-
ta dalla Food and Drug Administration
(FDA) (95-96).

Al fine di chiarire meglio questo dub-
bio, un recente studio ha valutato in modo
prospettico l'effetto dell’anticorpo mo-
noclonale anti-PCSK9 evolocumab sulle
funzioni cognitive, misurate mediante
specifici test neuropsicologici (97). In tale
studio, 1.204 soggetti con eta media di 65
anni, che non presentavano disturbi neu-
rologici durante il trattamento con evolo-
cumab o placebo, sono stati monitorati per
i successivi 1,6 anni senza evidenziare ef-
fetti avversi di tipo cognitivo (98). Questo
risultato e stato ulteriormente confermato
da recenti meta-analisi (99, 100). Tuttavia,
un follow-up di durata maggiore, come

quello di 5 anni dello studio FOURIER an-
cora in corso, fornira ulteriori indicazioni
relative all'impatto a lungo termine degli
inibitori di PCSK9 sulle funzioni neuro-
cognitive. D’altra parte, la mancanza di un
evidente effetto neuro-cognitivo da parte
degli inibitori di PCSK9 € probabilmente
spiegabile dalla presenza della BEE, che
isola il SNC dal compartimento periferico,
con la conseguenza che i livelli plasmatici
di colesterolo in periferia non necessaria-
mente riflettono quelli cerebrali (101). A
supporto di questo concetto, nello studio
con 1 portatori di varianti genetiche asso-
ciate a perdita di funzione di PCSK9, un’e-
sposizione a livelli molto bassi di coleste-
rolo LDL (LDL-C) per tutto il corso della
vita, non e stata associata all'instaurarsi di
disturbi neuro-cognitivi (85,86). Inoltre, la
BEE limita I'accesso al SNC sia di PCSK9
(15) e a maggior ragione di molecole a piu
elevato peso molecolare come gli anticorpi
monoclonali alirocumab ed evolocumab.
Infatti, in condizioni di integrita di BEE, la
presenza delle “tight junctions” impedisce
la diffusione transcellulare degli anticorpi
attraverso i capillari. In queste condizioni,
infatti, la penetrazione di anticorpi nel cer-
vello € stata stimata essere circa lo 0,1%,
sia nell'uomo che negli animali (102). D’al-
tra parte, in alcune condizioni patologiche,
come il diabete, la BEE potrebbe essere
compromessa e risultare pilt permeabile
(103). Nonostante questo, qualche indica-
zione che esclude la possibilita che gli an-
ticorpi attraversino la BEE anche in queste
condizioni é fornita dallo studio EBBING-
HAUS, in cui € stata inclusa una buona
percentuale di soggetti diabetici (37,2%) e
in cui non ¢ stata osservata alcuna varia-
zione delle funzioni cognitive (96). Pertan-
to, sarebbe di grande interesse valutare
I'effetto di piccole molecole attualmente in
fase di studio, che sono invece in grado di
attraversare la BEE e di inibire PCSK9. A
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questo proposito un recente studio ha di-
mostrato che la somministrazione endove-
nosa di Pep2-8 trifluoroacetato, molecola
in grado di inibire PCSK9, ha determinato
una riduzione dell’aggregazione di AP e
attenuazione della neuro-infiammazione

in modelli murini (29).

Glossario

ABCA1, ABCG1, ABCG4: ATP Binding Cassette tran-
sporter Al, G1 e G4. Sono proteine integrali di mem-
brana che utilizzano ATP come fonte di energia per tra-
sportare metaboliti attraverso le membrane. Mediano il
processo di efflusso di colesterolo e fosfolipidi cellulari
in maniera unidirezionale verso specifici accettori ex-
tracellulari.

LRP1: Low density lipoprotein Receptor-related Protein
1. E un recettore posto sulla membrana plasmatica delle
cellule, principalmente espresso a livello di cellule mu-
scolari lisce, epatociti e neuroni. Media il processo di
endocitosi-recettore mediato e svolge un ruolo chiave
nella trasduzione di diversi segnali cellulari regolando
vari processi biologici. .

CD36: Cluster of Differentiation 36. E una glicoproteina
localizzata in microdomini specifici della membrana
plasmatica, le caveole. Appartiene alla famiglia degli
scavenger receptors di classe B. Insieme a SR-BI ¢ stato
identificato come recettore delle LDL ossidate; € coin-
volto nell'immunita naturale contro miceti e batteri; &
in grado di legare anche le lipoproteine ad alta densita
HDL.

TLR: Toll-like receptors. Sono recettori in grado di ricono-
scere agenti patogeni batterici, virali o fungini con un
ruolo determinante nel processo di immunita innata,
poiché attraverso l'attivazione di meccanismi di signa-
ling intracellulare, scatenano la produzione di citochine
pro-infiammatorie e promuovono la maturazione delle
cellule dendritiche. i

APP: Amyloid Precursor Protein. E una proteina il cui cli-
vaggio ad opera di enzimi chiamati secretasi da origine
a frammenti di beta-amiloide (AB). A seconda della se-
cretasi coinvolta (a, B 0 v), si possono formare peptidi
solubili o insolubili e tossici.

BACE1L: Beta-site Amyloid precursor protein Cleaving
Enzyme 1. Chiamata anche B-secretasi, € I'enzima che
induce la proteolisi del’APP causando la formazione
di peptidi di Ap insolubili e tossici che aggregano e si
accumulano nelle placche cerebrali tipiche dei soggetti
affetti da malattia di Alzheimer.

Conclusioni

Sebbene diversi effetti extra epatici di
PCSKO9, indipendenti da quello pitt noto
sui livelli circolanti di LDL-C siano sta-
ti identificati e ben caratterizzati (104),
il ruolo di questa proteina nel cervello
e il suo potenziale coinvolgimento nelle
malattie del SNC sono ancora oggetto di
studio. A questo proposito, gli studi di
fisiopatologia condotti in modelli animali
di malattia di Alzheimer hanno portato a
risultati controversi, lasciando aperta la
questione della potenziale implicazione di
PCSKO9 nella patogenesi di questa malat-
tia. Tuttavia, i limitati studi genetici dispo-
nibili che si sono concentrati sulle varianti
di PCSK9 associate a perdita di funzione
della proteina in genere non supportano
un’associazione tra PCSK9 e rischio di
insorgenza di malattia (85, 86). E impor-
tante notare, tuttavia, come in tutti gli
studi sono state valutate le concentrazioni
plasmatiche di PCSK9, e sappiamo come
PCSKO non sia in grado di attraversare la
BEE e la sua regolazione sembri essere
differente tra i due compartimenti corpo-
rei, centrale e periferico. Sulla base dei
dati ottenuti nel nostro laboratorio, che
dimostrano aumentati livelli di PCSK9
nel liquido cerebrospinale dei pazienti
con la patologia e di dati di letteratura,
che evidenziano la capacita di PCSK9 di
interferire con il trasporto di colesterolo
nel SNC mediante la degradazione dei re-
cettori neuronali per ApoE, responsabili
dell'uptake di colesterolo derivante dagli
astrociti, pensiamo sia possibile ipotizza-
re che nella patologia vi sia una generale
deplezione neuronale di colesterolo me-
diata da PCSK9. Le conseguenze di tale
effetto includono la perdita delle funzio-
ni fisiologiche dei neuroni e, in ultimo,
la neuro-degenerazione. Inoltre, PCSK9
puo contribuire ad aggravare la neuro-
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infiammazione, eventualmente agendo
sui recettori CD36 e TLR4 (61). Queste
ipotesi, che stiamo attualmente valutan-
do, possono costituire la base per testare
nuovi approcci farmacologici, ad esempio
piccole molecole gia esistenti e potenzial-
mente in grado di attraversare la BEE me-
diante processi di diffusione o attraverso

specifici trasportatori, diversamente dagli
anticorpi anti-PCSK9. Queste molecole,
ripristinando il trasporto fisiologico del
colesterolo dagli astrociti ai neuroni nel
cervello, e attenuando la neuro-infiam-
mazione mediante l'inibizione della via
CD36-TRILA4, potrebbero aprire la strada a
potenziali future terapie innovative.

1) Il colesterolo presente

a livello cerebrale:

a) Viene prodotto in situ

b) Deriva dalla circolazione periferica me-
diante l'attraversamento della barriera
ematoencefalica.

¢) Non ¢ ancora nota 'origine del coleste-
rolo cerebrale.

2) Il trasporto di colesterolo

tra neurone e astrocita:

a) E fondamentale in quanto gli astrociti
perdono progressivamente la capacita
di sintetizzare autonomamente il cole-
sterolo.

b) Coinvolge molecole e specifici recetto-
ri di membrana deputati all’efflusso e
all'uptake di colesterolo che cooperano
in maniera coordinata.

¢) E mediato dalle lipoproteine a bassa
densita LDL.

3) E stato dimostrato che:
a) PCSK9 previene I'apoptosi neuronale.
b) PCSK9 promuove I'apoptosi neuronale.
¢) Rispetto all’effetto di PCSK9 sull’apop-
tosi neuronale i dati sono contrastanti.

4) 11 recettore LRP1:

a) Dimerizza con il recettore CD36 e pro-
muove l'attivazione di processi pro-in-
fiammatori.

b) Appartiene alla famiglia degli apoE-re-
ceptors e media l'internalizzazione del
colesterolo a livello neuronale.

¢) E responsabile della lipidazione di apoE

Questionario di auto-apprendimento

ad opera degli astrociti e favorisce la
produzione di particelle simil-HDL.

5) I livelli di PCSK9 nel fluido
cerebrospinale:

a) Sono pil elevati nei soggetti con Alzhei-
mer ed in particolare nei portatori dell’i-
soforma apoE4.

b) Sono pit elevati nei soggetti affetti da
altre demenze ma non nella patologia
di Alzheimer.

¢) Sono pill bassi nei soggetti affetti da
Alzheimer e correlano con i neuro-bio-
marker utilizzati per la diagnosi.

6) Il trial clinico EBBINGHAUS

ha dimostrato che

a) I1 trattamento con lanticorpo anti-
PCSK9 evolocumab e stato associato
all'insorgenza di eventi cognitivi avver-
si correlati al raggiungimento di livelli
plasmatici molto bassi di colesterolo.

b) Il trattamento con Ilanticorpo anti-
PCSK9 evolocumab ¢ stato associato
all'insorgenza di eventi cognitivi avversi
unicamente in un sottogruppo di sog-
getti diabetici.

c) Il trattamento con Ilanticorpo anti-
PCSK9 evolocumab non € stato asso-
ciato all'insorgenza di eventi cognitivi
avversi.

Risposte corrette:
1A, 2B, 3C, 4B, 5A, 6C
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RIASSUNTO

La malattia di Alzheimer come si evince da numerosi studi, ¢ anche associata ad una disregolazione
dell’omeostasi del colesterolo a livello cerebrale. La Proproteina Convertasi Subtilisina/Kexina tipo 9
(PCSKD9), nota per il suo ruolo nella regolazione dei livelli di colesterolo plasmatico, € stata inizialmente
identificata a livello cerebrale, ipotizzandone un eventuale coinvolgimento nello sviluppo neuronale e
nell’apoptosi. Tuttavia, la sua precisa funzione nel sistema nervoso centrale (SNC) e nella patogenesi
dell’Alzheimer non € ancora stata pienamente compresa ed € attualmente oggetto di studio. A questo
proposito, i dati attualmente disponibili iz vitro ed in vivo, cosi come i risultati di studi genetici, hanno
portato a risultati controversi. Potenziali disturbi cognitivi associati al trattamento con anticorpi
anti-PCSK9 sono stati esclusi alla luce dei risultati del trial EBBINGHAUS, un sottogruppo dello
studio FOURIER con evolocumab. Tuttavia, un follow-up pit lungo sara determinante nel chiarire
definitivamente questo dubbio. A livello meccanicistico, PCSK9 ¢ in grado di influenzare I'espressione
dei recettori neuronali coinvolti nell’omeostasi del colesterolo e nella neuro inflammazione; inoltre
sono state trovate concentrazioni piu elevate di PCSK9 nel fluido cerebrospinale di pazienti affetti
da Alzheimer, a suggerirne un suo coinvolgimento nella patologia. L'obiettivo di questa rassegna e
quello di analizzare criticamente lo stato dell’arte di PCSK9 come modulatore dei meccanismi che
stanno alla base della patogenesi della malattia di Alzheimer. Inoltre, sulla base dei dati di letteratura
disponibili, abbiamo formulato I'ipotesi per cui la proteina PCSK9 possa essere considerata un
modulatore negativo dell'omeostasi del colesterolo cerebrale e della neuro inflammazione e un
potenziale bersaglio farmacologico per lo sviluppo di nuovi approcci terapeutici per contrastare tale
patologia.

Parole chiave: Proproteina convertasi subtilisina/kexina di tipo 9 (PCSK9), malattia di Alzheimer,

colesterolo, apolipoproteina E (apoE), recettori per apoE, neurone.
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