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SUMMARY
Angiopoietin-3 (ANGPTL3) is an important inhibitor of the activity of lipoprotein lipase and endothelial 
lipase, thus representing a crucial regulator for the catabolism of very low-density lipoproteins rich in 
triglycerides (VLDL) which, by virtue of their residual cholesterol “remnant”, exert significant pro-in-
flammatory and pro-atherogenic effects on the vascular endothelium.
Pre-clinical evidence (mouse models of ANGPTL3 “knock-out”) have shown that the genetic absence 
of this mediator is associated with robust reductions in plasma triglycerides and LDL cholesterol even 
in the absence of the LDL receptor. This observation was crucial in considering this target for the 
treatment of homozygous forms of familial hypercholesterolemia (FH) resistant to current therapies. 
A monoclonal antibody (Evinacumab) directed against the circulating form of the protein and an an-
tisense oligonucleotide for gene transcript inhibition (Vupanorsen) were therefore developed. Both 
options are providing compelling results in terms of both efficacy and safety in phase I, phase II and 
phase III studies (the latter for Evinacumab). Many data are still to be acquired, especially those con-
cerning the long-term anti-atherosclerotic effect, but there is a lot of expectation on this target for 
which, for the first time in the cardiovascular field, we have come very close to gene editing option 
through CRISPR-Cas9. This review aims to summarize both the molecular bases and the successes, the 
critical aspects and those to be defined regarding the development of this therapeutic perspective, so 
promising for severe dyslipidemias for which an effective therapeutic alternative is currently lacking.

Keyword: Angiopoietin-3, Homozygous Familial Hypercholesterolemia, Hypertriglyceridemia, monoclo-
nal antibodies, antisense oligonucleotides, CRISPR-Cas9.

Introduzione

Elevati livelli di colesterolo nelle lipopro-
teine a bassa densità (LDL-C) sono un fatto-
re di rischio noto per malattia cardiovasco-
lare aterosclerotica (ASCVD). La forte as-
sociazione causale tra il plasma LDL-C e 
l’ASCVD costituisce la base per l’uso di te-
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rapie aggressive volte a ridurre LDL-C in 
particolare negli individui ad alto rischio di 
ASCVD. Attualmente diverse terapie sono 
disponibili per ridurre la colesterolemia 
nella maggior parte delle persone: statine, 
ezetimibe e inibitori di Pro-Protein Conver-
tase Subtilisin-Kexin type 9 (PCSK9). Que-
ste terapie sono efficaci e sono da conside-
rare dei mezzi terapeutici per un tempesti-
vo ed efficace trattamento dei pazienti ad 
alto rischio e molto alto rischio cardiova-
scolare secondo le linee guida internazio-
nali (1). Tuttavia, rimane ancora oggi una 
non trascurabile parte di questi pazienti per 
i quali queste opzioni terapeutiche mostra-
no limitati, se non scarsi, risultati terapeuti-
ci. Tra queste categorie sicuramente sono 
da annoverare i pazienti con ipercolestero-
lemia severa, i soggetti portatori di muta-
zioni di geni che codificano per il recettore 
delle lipoproteine LDL, per PCSK9 o per 
Apolipoproteina B (ApoB) su entrambi gli 
alleli (Ipercolesterolemia Familiare Omozi-
gote (HoFH)) oppure su uno dei due alleli 
nella forma null (HeFH). Per tutti questi 
pazienti che presentano evidenti resistenze 
alle terapie convenzionali, vi è un crescente 
interesse a identificare nuovi trattamenti 
che possano ridurre efficacemente i livelli 
plasmatici di LDL-C.

È stato riconosciuto, più recentemente, 
che il colesterolo plasmatico, benché ri-
manga il marcatore causale per ACVD, ri-
flette la quantità di lipoproteina che mag-
giormente lo trasporta (LDL), ma è meno 
rappresentativo delle lipoproteine circolan-
ti contenenti ApoB, che sono “precursori” 
delle LDL (2). Infatti, le lipoproteine di im-
mediata derivazione epatica a molto bassa 
densità (o “VLDL”) e quelle a intensità in-
termedia (IDL) subiscono in periferia l’atti-
vità lipolitica della lipasi lipoproteica (LPL) 
e di quella endoteliale (EL), progressiva-
mente diventando LDL (3). LPL e EL “sca-
ricano” in questo modo il contenuto di tri-

gliceridi in queste lipoproteine e rendono 
sempre maggiore la quota relativa del cole-
sterolo residuo (“remnant”) (4). In aggiun-
ta a questi aspetti, tutte queste lipoproteine 
sono in grado di penetrare nell’endotelio 
vascolare, causando le medesime reazioni 
infiammatorie e aterosclerotiche indotte 
dalle LDL (5–7).

La quota di queste lipoproteine è consi-
stente e clinicamente rilevante, se conside-
riamo che i prelievi plasmatici per il control-
lo routinario del profilo lipidico sono comu-
nemente prescritti a digiuno, non permet-
tendo quindi una “fotografia” realistica del-
la quantità di VLDL e IDL che sono prodot-
te in misura significativa nella condizione 
“non a digiuno” o, ancor più, nella fase di 
“lipemia postprandiale”. Nella fase di lipe-
mia postprandiale in particolare, se non si 
considera l’effimero aumento di chilomi-
croni di origine intestinale (che si esaurisce 
nell’arco di mezz’ora o al più un’ora) si os-
servano dei significativi aumenti di VLDL 
che persistono dalle quattro alle sei ore 
dopo il consumo di un pasto ad elevato con-
tenuto calorico (8). Questa condizione non 
è sovrafisiologica, in quanto recenti proie-
zioni epidemiologiche hanno indicato che 
nelle popolazioni odierne a più alto rischio 
ASCVD si consumano cibi e pietanze conte-
nenti tra i 20-40 g di grassi alimentari per 
ogni pasto e che vengono consumati dai tre 
ai quattro pasti al giorno (9,10).

Questo rende immediata la conclusio-
ne che la sola considerazione di LDL-C, 
non solo a scopo diagnostico e prognosti-
co, ma anche nell’ottica di un intervento 
terapeutico, precluda la valutazione di un 
iterativo carico o “burden” infiammatorio, 
che certamente complica l’evoluzione del 
rischio ASCVD. 

Tutti gli studi di popolazione e gli ap-
procci genetici di randomizzazione mende-
liana che hanno supportato in maniera ro-
busta la causalità della “trigliceridemia non 



        

L. D’Erasmo, A. Baragetti

20

a digiuno” per l’aumentato rischio ASCVD 
(11–13) sono da considerarsi quindi delle 
importanti lezioni in ambito lipidologico 
che testimoniano, di riflesso, la rilevanza 
dell’accumulo di colesterolo non soltanto 
nelle LDL ma anche, in maniera più genera-
le, in tutte le lipoproteine contenenti ApoB.

Quali strumenti la ricerca farmacologi-
ca ha sviluppato per un approccio mag-
giormente comprensivo nella riduzione 
delle lipoproteine contenenti ApoB, spe-
cialmente in quei casi di “bisogno clinico 
insoddisfatto” (ipercolesterolemia severa 
e ipertrigliceridemia)?

Tra i vari approcci rimasti “al palo” in 
fase sperimentale e quelli che hanno sol-
tanto visto da lontano un approdo in fase 
clinica, l’Angiopoietin like-3 (Angptl3) è il 
target che fin da subito ha suscitato inte-
resse in ambito farmacologico e che, ad 
oggi, ha già mostrato promettenti risultati.

In questa revisione di letteratura, rite-
niamo di dover innanzitutto ricordare gli 
aspetti molecolari legati al metabolismo di 
questa proteina, per poi contestualizzare i 
dati dei trial clinici e suggerire, da ultimo, 
quali sono gli aspetti ancora mancanti da 
esplorare.

La Lipoprotein lipasi  
e la regolazione del trafficking  
di substrati lipidici

L’evoluzione ha portato ad un meccani-
smo attraverso il quale il corpo umano im-
magazzina energia durante i pasti mentre 
usa l’energia che è stata immagazzinata 
durante le fasi di carestia. I TG sono la 
principale forma di lipidi sia da immagazzi-
nare che per fornire energia. Come pro-
cesso fisiologico fondamentale, i TG sono 
immagazzinati nel tessuto adiposo bianco 
(WAT) dopo l’assunzione di cibo, mentre 
durante digiuno i TG vengono indirizzati 
ai tessuti che li utilizzano per alimentare il 

metabolismo ossidativo che li sostiene 
(cuore e muscolatura scheletrica) (“parti-
zionamento” dei TG). In circolo, in virtù 
della loro insolubilità in acqua, i TG vengo-
no trasportati da chilomicroni e VLDL. I 
chilomicroni sono le lipoproteine di deri-
vazione intestinale e vengono formate 
dopo un pasto dai TG provenienti dalla 
dieta a livello dei villi duodenali; al contra-
rio le VLDL vengono prodotte principal-
mente durante il digiuno da parte del fega-
to venendo secrete direttamente nel tor-
rente ematico (4,10). Queste VLDL tra-
sportano e distribuiscono i trigliceridi per 
lo stoccaggio o l’ossidazione. Il partiziona-
mento dei TG tra WAT (stoccaggio) e tes-
suti ossidativi (per produzione energetica) 
dipende proprio dalla LPL. La LPL è l’enzi-
ma chiave responsabile dell’idrolisi dei tri-
gliceridi plasmatici e limita la velocità di 
assorbimento dei trigliceridi sia nei tessuti 
ossidativi che in quelli di accumulo (14). 
L’attività postprandiale di LPL aumenta nel 
WAT, ma diminuisce nei tessuti ossidativi, 
dirigendo così i TG al WAT per lo stoccag-
gio (14). A digiuno, l’attività di LPL si ridu-
ce a livello del WAT, ma aumenta nei tes-
suti ossidativi, indirizzando i TG verso 
muscoli per la produzione di energia (14). 
Pertanto, la LPL è considerato un gatekee-
per per la consegna e l’utilizzo dei substra-
ti a livello dei vari tessuti e l’attività LPL è 
attentamente e accuratamente orchestrata 
in modo specifico a livello di ogni tessuto. 

Per tale motivo diverse proteine sono 
coinvolte nella regolazione dell’attività del-
l’LPL (15). Tra queste, si riconoscono le 
apolipoproteine C1, C2, C3, E e A5 e le 
proteine simili ad Angiopoietina note 
come ANGPTL3, ANGPTL4 e ANGPTL8. 
Queste ultime, in particolare, agirebbero 
in modo coordinato tra di loro regolando, 
grazie ai loro effetti su LPL, la disponibilità 
di substrati a livello dei diversi tessuti nel-
la fase di digiuno e/o post-prandiale. 
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ANGPTL3 e il metabolismo lipidico

Dalla sua scoperta nel 1999 da parte di 
Conklin e colleghi (16), Angptl3 è stata con-
siderata un modulatore molto potente delle 
lipoproteine plasmatiche, in particolar 
modo regolando i livelli di TG, LDL e cole-
sterolo nelle lipoproteine a alta densità 
(HDL-C) attraverso un’inibizione dell’attivi-
tà della LPL (17). È inoltre seminale ricor-
dare che Angptl3 agisce anche come inibi-
tore dell’attività della lipasi endoteliale 
(EL), un enzima espresso sulla membrana 
luminale delle cellule endoteliali vascolari e 
che, mediando il metabolismo di fosfolipidi, 
contribuisce al rimodellamento del conte-
nuto lipidico e delle dimensioni delle HDL. 
A livello trascrizionale, il gene ANGPTL3  è 
regolato da  Liver X receptors (LXRs) e da 
Hepatocyte Nuclear Factor 1α (HNF1α) 
(18). Il primo ne aumenta l’espressione pro-
prio durante la fase di non-digiuno o in ri-
sposta a insulina (19) oppure a leptina (20), 
grazie al legame su una regione specifica 
nel gene di ANGPTL3; HNF1α invece inibi-
sce l’espressione ANGPTL3 indirettamen-
te in quanto richiama la mediazione del re-
cettore per l’ormone tiroideo (21).

Angptl3 è una proteina da 70 kDa prin-
cipalmente espressa  e secreta dal fegato 
(16, 22) e, in misura minore dal rene (16), 
da cui poi è eliminata (23-25). Angptl3 con-
serva una regione N-terminale e un Fibri-
nogen-like domain (FLD) nella regione C-
terminale, tipica della famiglia delle Angio-
poietine. Inoltre, Angptl3 è caratterizzata 
da una struttura aminoacidica (dall’amino-
acido 245 a quello 460) omologa a quella 
del fibrinogeno (per il 40% identica). Infine 
una sequenza di 16 aminoacidi  (“peptide 
segnale”) permette la sua secrezione epa-
tica (26, 27). Il dominio N-terminale è più 
efficiente nell’inibire l’attività LPL rispetto 
all’ANGPTL3 a lunghezza intera mentre il 
dominio C-terminale interagisce con il re-

cettore α3βν dell’integrina cellulare, possi-
bilmente trasmettendo una segnalazione 
intracellulare.

Essenziale per l’attività di Angptl3 è la 
regione Specific Epitope1 (SE1), un “lin-
ker” (lungo dall’amminoacido 32 a quello 
55) della porzione N- con quella C-termi-
nale. Questa struttura subisce una attiva-
zione subito dopo la sua secrezione epati-
ca, grazie al clivaggio operato dalla furina 
PCSK3 all’interno dell’epatocita e da 
PACE4 (PCSK6) a livello extra-cellulare. 
In questo modo la forma clivata è rilasciata 
in circolo e mostra un’affinità di legame e 
di inibizione dell’attività di LPL superiore 
rispetto alla forma non clivata (27, 28).

I suoi effetti sul metabolismo dei lipidi 
furono originariamente identificati in mo-
delli murini di obesità (ceppo KK (KK/
SAN)) che esprimevano una forma tronca 
di ANGPTL3 associata a iperglicemia ed 
iperinsulinemia. Questi dati hanno sugge-
rito che una perdita di attività di ANGPTL3 
si associa a una riduzione dei livelli di TG. 
Dopo le prime evidenze che hanno confer-
mato come l’ablazione di Angptl3 in model-
li murini favorisce la lipolisi del contenuto 
di TG nelle VLDL e, quindi, il loro cataboli-
smo mediante un’interazione diretta con 
SE1 (29, 30), è stato più recentemente 
chiarito con maggior dettaglio che Angptl3 
favorisce anche la lipolisi del materiale lipi-
dico specificamente dal WAT (31). Infatti 
in topi alimentati con dieta ad alto contenu-
to di grassi l’ablazione genetica totale di 
Angptl3 è sufficiente per ridurre l’accumu-
lo specificamente nel tessuto adiposo (29). 
L’assenza “full-body” di Angptl3, data da 
delezione genica di ANGPLT3, in modelli 
murini sottoposti a dieta ad elevato conte-
nuto di grassi non esercita alcun beneficio 
sull’accumulo ectopico di adiposità nel 
cuore, muscolatura scheletrica e tessuto 
adiposo bruno (32). In aggiunta a questi 
ulteriori aspetti, è sicuramente da sottoli-
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neare che l’attività di Angptl3 nell’aumenta-
re il catabolismo delle lipoproteine conte-
nenti ApoB è indipendente da LDLR (33). 
Questo aspetto molecolare ha posto le basi 
per il crescente interesse verso questa pro-
teina, con la prospettiva di trattare quei 
soggetti dove vi sia un completo deficit di 
questo recettore, ovvero HoFH o altre for-
me severe di ipercolesterolemia.

In aggiunta a tutti questi aspetti derivati 
da modelli sperimentali, la rilevanza di 
Angptl3 nel mediare tutte queste risposte è 
stata confermata ampiamente da studi di 
genetica. Infatti, gli studi di associazione 
genomica (GWAS) sull’uomo hanno ulte-
riormente rilevato l’aggregazione di poli-
morfismi a singolo nucleotide (SNP) nel 
gene ANGPTL3 alle variazioni dei TG nella 
popolazione generale. ANGPLT3 è rimasta 
una proteina interessante fino a quando 
Musunuru e colleghi, mediante sequenzia-
mento delle regioni codificanti del DNA 
(esoma), hanno dimostrato come la perdi-
ta di funzione (LOF) in omozigosi (o etero-
zigosi composta) nel gene ANGPTL3 loca-
lizzato sul cromosoma 1p31 si associava ad 
un fenotipo di ipolipidemia (34). Da allora, 
diverse famiglie con FHBL2 con mutazioni 
in ANGPTL3 sono state identificate e stu-
diate attentamente in particolare grazie 
allo sforzo di alcuni ricercatori italiani che 
hanno identificato la presenza di un parti-
colare cluster di soggetti omozigoti in una 
cittadina montuosa laziale (Campodieme-
le) (35, 36). La presenza di questo genotipo 
si è dimostrato essere associato ad un feno-
tipo unico che è stato successivamente 
chiamato ipolipidemia combinata familiare 
(FHBL2, OMIM #605019). L’FHBL2 è ca-
ratterizzata da una marcata riduzione di li-
poproteine contenenti ApoA1 e ApoB 
(VLDL e LDL), un aumento dell’attività 
della LPL che comporta un accelerato cata-
bolismo VLDL durante la fase di lipemia 
postprandiale (35, 36). Il meccanismo me-

diante il quale l’inibizione della ANGPLT3 
si associa ad una riduzione delle LDL-C è al 
momento sconosciuta sebbene sembre-
rebbe essere indipendente dalla via del re-
cettore del LDLR (17). Questo modello 
umano di carenza di ANGPTL3 ha offerto 
un modello unico per studiare il meccani-
smo di azione ANGPTL3 e le conseguenze 
favorevoli associate alla sua assenza per-
mettendo di caratterizzare molte delle fun-
zioni di questa proteina nell’uomo. L’osser-
vazione relativa agli effetti positivi del defi-
cit di ANGPTL3 non si è tuttavia limitata a 
verificare il suo effetto sulle lipoproteine. 
Infatti, studi di GWAS hanno successiva-
mente evidenziato che i soggetti portatori 
di varianti LOF in ANGPTL3 presentano 
un rischio ridotto di malattia cardiovascola-
re aterosclerotica (37). 

Complessivamente appare chiaro come 
tutti questi dati abbiano stabilito la logica 
per lo sviluppo di strategie farmacologiche 
per inattivare ANGPTL3 e ridurre i livelli 
plasmatici di lipoproteine aterogene e, po-
tenzialmente, il rischio cardiovascolare.

Strategie farmacologiche  
di inibizione di ANGPTL3

Ad oggi, sono stati utilizzati due diversi 
approcci per inattivare ANGPTL3 (38): 
–	 la somministrazione di un anticorpo 

monoclonale (mAb) umano contro la 
forma proteica circolante di Angplt3 
(Evinacumab);

–	 un oligonucleotide antisenso (ASOs) 
che colpisce l’espressione del gene 
ANGPTL3 (Vupanorsen) (Figura 1). 
Entrambi questi approcci si sono dimo-

strati sin dall’inizio già molto convincenti 
nel modello murino a garantire riduzioni 
robuste dei livelli plasmatici di TG, di LDL 
e di HDL-C.

Nella restante parte di questa rassegna 
ci occuperemo di esaminare le evidenze 
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dell’utilizzo di queste nuove strategie tera-
peutiche nell’uomo.

Evinacumab

L’anticorpo monoclonale REGN1500 
(Evinacumab) è un anticorpo completa-
mente umanizzato che lega con alta affini-
tà l’ANGPTL3 (Figura 2). In questo para-
grafo sono riassunte le principali evidenze 
relative l’efficacia e la sicurezza di Evina-
cumab nell’uomo (Tabella 1).

Gli studi clinici di fase I hanno dimo-
strato che la somministrazione di Evinacu-
mab (75-250 mg per via sottocutanea o 
5-20 mg/kg per via endovenosa) a 83 vo-
lontari umani sani (39) e con ipertrigliceri-
demia da lieve a moderata (150-450 mg/
dl) o LDL-C 100 mg/dl (40) si associava ad 

mechanism compound

DNA CRISPR-Cas9 based
«BE-Angplt3 Gln135»

RNA ASO IONIS-ANGPTL3-
LRx: Vupanorsen

Proteina mAb: Evinacumab

Figura 1. Opzioni terapeutiche contro Angptl3, suddivise per target molecolare (DNA, RNA e proteina circolante).

Figura 1 - Opzioni terapeutiche contro Angptl3, suddivise per target 
molecolare (DNA, RNA e proteina circolante).
Elenco riassuntivo delle tre opzioni dirette contro Angptl3, tutte caratteriz-
zate da completa estrazione epatica. Le tre opzioni in figura sono suddivise 
per il target molecolare contro cui sono dirette (sequenza genica di ANGPTL3 
“DNA”; trascritto di ANGPTL3 “RNA”; proteina circolante contro cui l’anti-
corpo monoclonale è diretto).

Figura 2. Razionale delle tre opzioni terapeutiche contro ANGPTL3 nell’ipercolesterolemia severa con deficienza del 
recettore delle LDL.

Gene ANGPLT3 attivo

Angptl3

mAb:
Evinacumab

VLDL

IDL/remnants

LDLR

X
X

Crispr-Cas9 gene editing:
BE-Angplt3 Gln135 Cas9

«guide» RNA, 
ingenierizzata+

Gene ANGPTL3
silenziato

IONIS-ANGPTL3-LRx o 
AKCEA-ANGPTL3-LRx 

(Vupanorsen)

LPL

LDL

Figura 2 - Razionale delle tre opzioni terapeutiche contro ANGPTL3 nell’ipercolesterolemia severa con 
deficit del recettore delle LDL.
La figura schematizza il razionale dell’approccio di gene editing di ANGPTL3 (CRISPR-Cas9), quello diretto contro il tra-
scritto del gene (Vupanorsen) e quello diretto contro la proteina circolante (Evinacumab). Il simbolo “X” rosso sul recet-
tore delle LDL (LDLR) indica assenza di questo recettore, raffigurando le condizioni di ipercolesterolemia familiare 
omozigote causate da completo deficit di LDLR. “LPL”= Lipoproteina Lipasi; “LDLR”= Recettore delle LDL; “VLDL”= Li-
poproteine a molto bassa densità; “IDL/remnants” = Lipoproteine a densità intermedia; “LDL”= Lipoproteine a bassa 
densità; “mAb”= anticorpo monoclonale; “mRNA”= RNA messaggero.
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una riduzione dose-dipendente placebo-
controllato dei TG e delle LDL-C fino al 
76% e 23% rispettivamente. 

Due differenti studi di fase I hanno te-
stato Evinacumab nei pazienti con ipertri-
gliceridemia moderata (TG 150–450 mg/
dL) e LDL-C >100 mg/dl (40) (Tabella 1).  
Entrambi gli studi hanno dimostrato una 
consistente riduzione della trigliceridemia 
con un picco tra il giorno 11 e 15 dall’infu-
sione. Il migliore risultato in termini di tri-
gliceridemia si è ottenuto con la dose en-
dovenosa di 20 mg/kg ogni 4 settimane 
(-88.2%). I più comuni effetti collaterali 
sono stati lievi e tra questi in 4 soggetti si 
è rilevata una elevazione dei livelli di tran-
saminasi (AST or ALT > 3 volte ULN) 

mentre in 6 soggetti è stata rilevata una 
elevazione dei valori di CPK (>3 volte 
ULN). Nonostante al momento non vi sia-
no dati disponibili relativamente all’uso 
dell’Evinacumab delle forme più severe di 
ipertrigliceridemia, siamo in attesa dei ri-
sultati di due studi di fase II (NCT03452228 
e NCT04863014 (Tabella 1)) in cui il far-
maco è stato sperimentato nei soggetti 
con ipertrigliceridemia severa e storia di 
pancreatite acuta. Risultati preliminari 
sono stati presentati nel congresso dell’A-
merican College of Cardiology 2021 (41) 
(Tabella 1) dimostrando come questo far-
maco sia in grado di determinare una ridu-
zione dei trigliceridi fino all’81.7%  e che 
questa azione è altamente dipendente dal 

Tabella 1 - Riassunto degli studi di Fase I, di Fase II e di Fase III che hanno valutato l’effetto  
di Evinacumab sui principali marcatori lipidici circolanti.
La tabella riporta, sia per gli studi di Fase I sia per quelli di Fase II, il codice (NCT), il riassunto  
del disegno e i risultati principali (riduzioni medie dei diversi marcatori lipidici).

Studi di Fase-I

Studio Disegno Risultati principali

NCT01749878 83 volontari sani; Evinacumab (75-250 mg per via 
sottocutanea o 5-20 mg/kg per via endovenosa

TG: -76%
LDL-C: -23%

NCT01749878
NCT02107872

Soggetti con TG: 150-450 mg/dl e LDL-C ≥100 mg/dl.  
n=83 con single ascending dose study [SAD];  
n=56 for multiple ascending dose study [MAD]) 

TG: -88,2% (dose e.v. 20 mg/kg  
ogni 4 settimane).

Studi di Fase-II

NCT03452228
NCT04863014

(n=17): FCS con mutazioni loss-of-function su entrambi  
gli alleli in APOA5, APOC2, GPIHBP1, LMF1, o LPL.
(n=15): Sindrome chilomicronemica multifattoriale (MCS)  
con mutazioni in eterozigosi sui geni APOA5, APOC2, 
GPIHBP1, LMF1, or LPL.
(n=19): MCS senza mutazioni su LPL.

TG: -81,7% dipendentemente  
da genotipo.
Pazienti FCS con mutazioni  
sul gene LPL responsivi.

NCT03175367 FH portatori di mutazioni in eterozigosi resistenti a terapia 
che presentavano, alla baseline LDL-C 70-100 mg/dl  
con aterosclerosi oppure LDL-C sopra 100 mg/dl  
senza aterosclerosi.
Dosi testate: 450 mg/w; 300 mg/w; 200 mg/2w sottocute.
15 mg/kg o 5 mg/kg intravenosa.

Riduzioni LDL-C:
-56,0%: con 450 mg/w
-52,9%: con 300 mg/w
-38,5%: con 200 mg/2w
-50,5%: con 15 mg/kg
-24,2%: con 5 mg/kg

NCT02265952 9 HoFH (mutazioni su gene LDLR). Riduzione LDL-C: -58,18%

Studi di Fase-III

NCT03399786
ELIPSE HoFH

65 HoFH con infusione intravenosa 15 mg/kg. Riduzione LDL-C: -47,1%
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genotipo sottostante risultando irrilevante 
nei pazienti con sindrome chilomicrone-
mica familiare, portatori di mutazioni con 
perdita di funzione del gene che codifica 
per LPL. Questo dato a riprova del fatto 
che l’inibizione di ANGPTL3 determina un 
effetto sulla trigliceridemia solo in presen-
za di un normale funzionamento del mec-
canismo di idrolisi LPL mediato.

Contemporaneamente, considerati i ri-
sultati sui livelli di LDL-C sono stati effet-
tuati ulteriori studi volti a sperimentare il 
suo utilizzo nei pazienti ipercolesterolemi-
ci. L’Evinacumab, pertanto, è stato speri-
mentato in uno studio di fase II in doppio 
cieco randomizzato (42), controllato con 
placebo, in pazienti con ipercolesterole-
mia resistente con o senza ipercolesterole-
mia familiare (Tabella 1). L’ipercolestero-
lemia resistente era definita come LDL-
C>70 mg/dl in soggetti con ASCVD e > 
100 mg/dl senza ASCVD. In questi pazien-
ti l’utilizzo di Evinacumab si associava ad 
una riduzione di LDL-C oltre il 50% alle 
dosi maggiori con un’incidenza di effetti 
collaterali che si aggirava tra il 3-16%. Evi-
nacumab è stato testato in un altro studio 
di fase II (43), in aperto, proof-of-concept 
che coinvolgeva nove pazienti con HoFH. 
L’HoFH è un disordine genetico raro, a 
trasmissione autosomica dominante, asso-
ciato a una elevazione severa dei livelli di 
LDL-C e, conseguentemente, aterosclero-
si accelerata. I risultati di questo studio 
hanno dimostrato come la terapia con Evi-
nacumab in questi pazienti ha determinato 
una riduzione marcata nei livelli di LDL-C, 
di TG e di HDL-C di circa 50, 47 e 36% ri-
spettivamente. Questi dati hanno inoltre 
dimostrato sorprendentemente come l’ef-
ficacia dell’inibizione di ANGPTL3 sui li-
velli di LDL-C sia indipendente dall’attività 
residua del recettore dell’LDL epatico 
sfruttando un meccanismo indipendente 
da questa via (44). Considerati questi ri-

sultati promettenti, l’Evinacumab è stato 
testato nei pazienti con ipercolesterolemia 
familiare omozigote (studio ELIPSE 
HoFH (Tabella 1)). Lo studio ELIPSE è 
uno studio di fase III (45), in doppio cieco 
controllato con placebo, volto a valutare 
l’efficacia e la sicurezza del Evinacumab in 
65 pazienti con HoFH indipendentemente 
dal genotipo e dalla terapia farmacologica 
ipolipemizzante di background (LLT). I ri-
sultati di questo studio hanno evidenziato 
che la somministrazione mensile di Evina-
cumab on top alla terapia ipolipemizzante 
di background ha determinato una riduzio-
ne della colesterolemia a 24 settimane del 
49%. Ancora più importante, la riduzione 
dell’LDL-C era indipendente dall’attività 
residua dell’LDLR con i pazienti HoFH 
portatori di varianti LDLR null/null che 
presentavano una riduzione dell’LDL-C di 
circa il 70% rispetto al placebo. L’analisi 
combinata della sicurezza degli studi con-
trollati con placebo con Evinacumab ha 
dimostrato che le reazioni avverse più co-
muni (> 3% dei pazienti) dopo 24 settimane 
di terapia erano rinofaringite (16% vs 13%), 
malattia simile all’influenza (7% vs 6%), 
vertigini (6% vs 0%), rinorrea (5% vs 0%), 
nausea (5% vs 2%), dolore alle estremità 
(4% vs 0% placebo), e astenia (4% vs 0%). 
Pertanto, l’Evinacumab può offrire un’op-
zione sicura ed efficace per migliorare si-
gnificativamente il controllo delle lipopro-
teine aterogene e quindi ridurre gli eventi 
cardiovascolari nei pazienti con HoFH. 
Sulla base di queste evidenze, la Food and 
Drug Administration (FDA) e la European 
Medicine Agency (EMA) hanno approva-
to la terapia con Evinacumab (Evkeeza) 
come trattamento aggiuntivo per i pazienti 
HoFH di età pari o superiore a 12 anni 
(46). La dose raccomandata è di 15 mg/kg 
somministrata per infusione endovenosa 
nell’arco di 60 minuti una volta al mese 
(ogni 4 settimane). 
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Vupanorsen

In modelli murini, l’inibizione duale 
dell’mRNA di ANGPTL3 e PCSK9 median-
te siRNA iniettato in topi con deficit di 
LDLR in eterozigosi induceva una riduzio-
ne di LDL-C che era superiore e cumulati-
va rispetto a quanto ottenuto con l’inibizio-
ne del solo RNA messaggero mRNA per 
PCSK9 o del solo mRNA per ANGPTL3 
(38). Inoltre, il silenziamento dell’RNA di 
ANGPTL3, sempre nel modello murino, 
ha mostrato una importante riduzione nel 
numero e nella dimensione delle VLDL 
(47), mentre non garantiva una robusta ri-
duzione di LDL-C in modelli murini con 
delezione di EL (48). Queste preliminari 
osservazioni hanno suggerito due punti 
fondamentali: 
–	 direzionare il trattamento contro il tra-

scritto epatico di ANGPTL3 permette 
delle convincenti riduzioni di LDL-C, 
anche in assenza di LDLR;

–	 tale effetto è per lo più conseguente 
all’aumento del catabolismo di tutte le 
lipoproteine contenenti ApoB (38). Due 
conclusioni importanti che hanno aper-
to la strada verso lo sviluppo del primo 
oligonucleotide antisenso (ASO) diret-
to contro l’mRNA di ANGPTL3: Vupa-
norsen (IONIS-ANGPTL3-LRx o 
AKCEA-ANGPTL3-LRx) (Figura 2).
Questo ASO è di “seconda generazio-

ne” in quanto coniugato a una molecola di 
N-Acetylgalactosamine (“Gal-Nac) che 
permette una competa estrazione epatica 
del prodotto, oltre che una potenza quindi-
ci volte superiore rispetto allo stesso pro-
dotto non coniugato (38). L’efficacia di 
questo prodotto e la sua indipendenza 
dall’attività residua del recettore delle 
LDL si è palesata sin da subito in modelli 
murini di FH (LDLR knock-out) in cui si 
osservano riduzioni di TG fino a -63% ri-
spetto a LDLR knock-out non trattati (47).

L’ancor maggiore specificità epatica 
permette, inoltre, un importante profilo 
farmacocinetico di Vupanorsen: questo 
ASO dimostra una emivita di circa 3-5 set-
timane con un aumento lineare, dose-di-
pendente, della concentrazione massima 
(Cmax) tra 10-60 mg/dose, grazie anche a 
un ottimo profilo di volume di distribuzio-
ne (49).

Tutti questi vantaggi forniti dalla tec-
nologia Gal-Nac permettono anche un ac-
cettabile punto di vista di safety e dosi mi-
nori necessari per ottenere benefici tera-
peutici con questo ASO rispetto alle for-
me non coniugate. Si riducono così le in-
sorgenze di trombocitopenia, principale 
effetto collaterale osservato, in senso 
lato, con tutte i prodotti ASO di prima ge-
nerazione e non è specifico per il tratta-
mento di ANGPTL3 (38).

In questo paragrafo sono riassunte le 
principali evidenze relative a efficacia e 
sicurezza di Vupanorsen nell’uomo (Ta-
bella 2). 

Vupanorsen è stato testato per la prima 
volta in uno studio clinico randomizzato, 
in doppio cieco, controllato con placebo, di 
fase I (49), progettato per valutare la sicu-
rezza, il profilo degli effetti collaterali, la 
farmacocinetica e la farmacodinamica di 
dosi singole crescenti e dosi multiple cre-
scenti di ANGPTL3-LRx in 44 adulti affetti 
da ipertrigliceridemia tra 90-150 o >150 
mg/dl a seconda della coorte. I risultati di 
questo studio hanno indicato che l’inibi-
zione epatica di ANGPTL3 determinava 
una riduzione dei trigliceridi (32.2-63.1%), 
dei livelli di colesterolo di LDL (1.3-32.9%) 
e dei livelli di apolipoproteina C-III (18.9-
58.8%). Successivamente, uno studio di 
fase II in doppio cieco (50), controllato con 
placebo, ha testato questo farmaco in un 
ampio spettro di soggetti (N = 105): 
1) con elevati livelli di TG plasmatici a di-

giuno (> 150mg/dL);
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2) diabete di tipo 2 con HbA1c >6,5% e 10%;
3) steatosi epatica [frazione di grasso epa-

tico (HFF) >8% quantizzata mediante 
risonanza magnetica (MRI)]. 
I pazienti sono stati trattati per 6 mesi 

con placebo o Vupanorsen somministrato 
per via sottocutanea alle dosi di 40 o 80 mg 
ogni 4 settimane (Q4W), o 20 mg ogni set-
timana (QW). I risultati di questo studio 
hanno indicato che la riduzione massima 
dei livelli di trigliceridi del 53% rispetto alla 
baseline veniva ottenuta con la dose di 
80mg Q4W ed era associata a una riduzio-
ne di LDL-C di circa 7%. Va notato che il 
trattamento con Vupanorsen non è stato 
associato ad alcun cambiamento significa-
tivo nella conta piastrinica con reazioni a 
livello del sito d’iniezione generalmente 
lievi. Uno studio di fase II, recentemente 
concluso, ha valutato l’efficacia del Vupa-
norsen nel ridurre i livelli dei trigliceridi 
nei soggetti con sindrome chilomicrone-
mica familiare (NCT03360747 (51)), ma i 
risultati non sono al momento disponibili. 
Le aziende produttrici hanno recentemen-

te annunciato la sospensione del program-
ma di sviluppo clinico di Vupanorsen (52). 
L’azienda ha preso questa decisione dopo 
una revisione approfondita dei dati deri-
vanti dallo studio di fase 2b, multicentrico, 
randomizzato, in doppio cieco, controllato 
con placebo, di soggetti con dislipidemia 
trattati con statine - noto anche come 
TRANSLATE-TIMI 70 dall’acronimo di 
TaRgeting ANGPTL3 with an aNtiSense 
oLigonucleotide in AdulTs with dyslipideE-
mia (53). Lo studio ha raggiunto il suo 
obiettivo primario di verificare la presenza 
di una riduzione statisticamente significa-
tiva del “colesterolo non-HDL” (“non-
HDL-C”, sottrazione matematica di HDL-C 
dal colesterolo totale plasmatico) e dei tri-
gliceridi e di angptl3. Tuttavia, l’entità del-
la riduzione di non-HDL-C e dei TG osser-
vata non ha sostenuto la continuazione del 
programma di sviluppo clinico né per la 
riduzione del rischio cardiovascolare, né 
per l’ipertrigliceridemia severa. Inoltre, 
sorprendentemente, il trattamento con Vu-
panorsen è stato associato con un aumen-

Tabella 2 - Riassunto degli studi di Fase I e di Fase II che hanno valutato l’effetto di Vupanorsen  
sui principali marcatori lipidici circolanti.
La tabella riporta, sia per gli studi di Fase I sia per gli studi di Fase II, il codice (NCT), il riassunto 
sommario del disegno e i risultati principali (riduzioni medie dei diversi marcatori lipidici).

Studi di Fase-I

Studio Disegno Risultati principali

NCT02709850 44 volontari sani (TG 90-150 mg/dl).
Studio “single ascending dose” [SAD]  
20, 40, o 80 mg sottocute.
Associato a studio “multiple ascending dose”.
[MAD] 10, 20, 40, or 60 mg a settimana  
per 6 settimane.

TG: - (33,2% - 63,1%)
LDL-C: - (1,3% - 32,9%)
VLDL-C: - (27,9% - 60,0%)
Non-HDL-C: - (10% - 36%)
ApoB: - (3,4% - 25,7%)
ApoCIII: - (18,9% - 58,8%)

Studi di Fase-II

Gaudet D et al.
Eur Heart J 2020

105 pazienti con TG >150 mg/dL, diabete  
di tipo 2 e steatosi epatica.
6 mesi con 40 o 80 mg ogni 4 settimane (Q4W) 
o 20 mg ogni settimana (QW).

TG: -36% con 40 mg Q4W
TG: -53% con 80 mg Q4W
TG: -47% con 20 mg QW
Colesterolo totale: -19% con 80 Q4W;
colesterolo “remnant”: -38% con 80 mg Q4W
non-HDL-C: -18% con 80 mg Q4W.

NCT03360747 3 pazienti FCS dati ongoing
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to dose dipendente della steatosi epatica e 
le dosi elevate sono state associate con un 
aumento significativo nei livelli di alanina 
aminotransferasi (ALT) e aminotransfera-
si dell’aspartato (AST).

Il futuro di ANGPLT3: approccio  
di gene editing mediante tecnologia 
CRISPR-Cas9

La tecnologia “CRISPR-Cas9” scoperto 
nel 2012, si basa sul meccanismo evoluzio-
nisticamente conservato dei batteri nel 
produrre trascritti genici per proteggersi 
da infezioni di DNA esogeno (54, 55). In-
fatti, questo sistema nei batteri sfrutta i 
frammenti di DNA CRISPR che, specifica-
mente in questi procarioti (e.g. Streptococ-
cus Pyogenes), “guida” l’attività dell’enzima 
Cas9 per riconoscere e clivare specifiche 
sequenze di DNA complementari alla se-
quenza CRISPR. Una volta riconosciuto 
l’RNA che contiene la sequenza spacer, la 
proteina Cas9 associata a CRISPR ricono-
sce e taglia il frammento patogeno di DNA 
e introduce specifiche mutazioni in una 
sequenza target del genoma dell’ospite 
(55). CRIPSR-Cas9 permette una specifici-
tà di gran lunga superiore rispetto alle più 
comuni metodiche di silenziamento con 
vettori virali, generando tagli sul doppio 
filamento mirati. Inoltre, a differenza degli 
approcci virali, CRISPR-Cas9 non richiede 
più l’assemblaggio di complessi proteici 
ma soltanto la modifica di poche sequenze 
nucleotidiche della guide di RNA, ulterior-
mente facilitando la specificità. Quest’ulti-
ma caratteristica rende la tecnologia CRI-
SPR-Cas9 utile per il trattamento di mole-
cole di non elevato peso molecolare, codi-
ficate da regioni di DNA relativamente 
piccole; requisito, questo, che si allinea 
bene per un’applicazione su Angplt3.

Il primo sistema CRISPR-Cas9 contro 
ANGPTL3 ha rappresentato anche un’im-

portante esperienza che ha posto le basi 
per miglioramenti più “universali” in ambi-
to biotecnologico. Infatti, nell’intento di 
trattare angplt3 con CRISPR-Cas9 per la 
prima volta è stato utilizzato un più specifi-
co editor della Cas9 (chiamato “BE3”) (Fi-
gura 2). Quest’ultimo è stato concepito per 
superare gli inconvenienti legati a questa 
tecnologia (vedasi mutagenesi on-target e 
off-target data da insufficiente specificità 
della guide di RNA (38)).

Dopo iniezione di BE3 con guide dell’R-
NA verso il codone Gln-135 del gene 
ANGPTL3 (BE3-Angptl3), in modelli mu-
rini si osservava una elevata specificità di 
gene editing, con il 35% in più di alleli di 
ANGPTL3 editati, senza evidenza di muta-
genesi off-target. Questo effetto si associa-
va, in vivo, a -50% della proteina Angplt3 
circolante, a -35% di TG a digiuno e a -20% 
di colesterolo plasmatico.

In topi LDLR knock-out, BE3-Angptl3 
riduceva significativamente i TG fino a  
56% e il colesterolo fino a 51% (56).

Poco è noto, tuttavia, per ciò che con-
cerne il profilo di safety di questa tecnolo-
gia. È da ricordare che la rarefazione si-
gnificativa di cellule ematopoietiche nel 
midollo osseo riscontrato in topi con defi-
cienza genetica di ANGPTL3 (knock-out) 
(57, 58), non si osservava con il sistema di 
gene editing.

Conclusioni

Sino ad oggi, il trattamento delle forme 
severe di FH, gli HoFH e i portatori in ete-
rozigosi di mutazioni null severe (HeFH) è 
stato limitato dal meccanismo di azione 
della maggior parte delle strategie ipolipe-
mizzanti, le quali sono volte a aumentare 
l’attività di LDLR. La lipoproteina aferesi è 
stata considerata efficace ad oggi, malgra-
do il profondo impatto negativo sulla quali-
tà di vita del paziente. D’altro canto, l’evolu-
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zione terapeutica della Lomitapide, un far-
maco inibitore della Microsomal Triglyceri-
des Transfer Protein, MTTP), è risultata 
complicata dall’accumulo epatico di trigli-
ceridi. In aggiunta, mentre l’utilizzo di anti-
corpi monoclonali contro PCSK9 ha mo-
strato un vantaggio in alcune forme severe 
di mutazioni null in eterozigosi, che man-
tengono ancora una minima attività resi-
dua di LDLR, Evinacumab ha tutti i presup-
posti per presentarsi come valida alternati-
va nelle forme di completo deficit di LDLR. 

Da quanto discusso sino ad ora appare 
chiaro come Angptl3 sia una proteina inte-
ressante e che la sua inibizione possa rap-
presentare un obiettivo terapeutico rivolu-
zionario nella cura delle dislipidemie e 
dell’aterosclerosi. Rimangono ancora da 
chiarire alcuni punti relativamente al suo 
funzionamento/inibizione (e.g. modalità at-
traverso il quale si riducono i livelli di LDL, 
flusso di FFA), nonché l’effettivo beneficio 
per la prevenzione cardiovascolare.

Innanzitutto, i  dati raccolti sino ad oggi 
sembrerebbero indicare che vi siano delle 
differenze nella potenza ipolipemizzante 
tra Evinacumab e Vupanorsen, ma ancora 
non sappiamo se siano ascrivibili al tipo di 
strategia terapeutica utilizzata o al proto-
collo di trattamento. 

Inoltre, nonostante i dati preliminari sui 
soggetti portatori di mutazioni LOF in 
ANGPTL3 e sull’inibizione farmacologica 
di ANGPTL3 abbiano mostrato un buon 
profilo di safety, dobbiamo acquisire anco-
ra dati più robusti circa l’utilizzo nel lungo 
termine. Nel dettaglio di questo aspetto, la 
sicurezza a livello epatico dell’inibizione 
ANGPLT3 rimane un quesito ancora meri-
tevole di studi approfonditi, in particolare 
dopo la decisione di non proseguire lo svi-
luppo del vupanesorsen a causa di questi 
potenziali effetti avversi. In relazione a 
questo ultimo punto, abbiamo ancora biso-
gno di tempo e di trial più ampi e con fol-

low-up più estesi per valutare se questa 
promettente opzione farmacologica si tra-
durrà in un reale effetto anti-ateroscleroti-
co. Solo uno studio mono-centro, che ha 
incluso due soggetti HoFH portatori di 
mutazioni null/null su LDLR, ha dimostra-
to che un’aggressiva multi-terapia, che in-
cludeva anche Evinacumab, riduceva il vo-
lume dell’ateroma coronarico in sei mesi di 
trattamento (valutato tramite tomografia 
computerizzata) (NCT03399786)(59). 

Quest’ultimo esempio, ci serve anche 
per volgere alla conclusione di questa bre-
ve revisione, indicando come approcci di 
biotecnologia farmaceutica così avanzati 
per il trattamento di queste forme severe 
necessitano di diverse valutazioni critiche, 
anche in ambito farmaco-economico. Ben-
ché accettabile per queste forme a rischio 
ASCVD molto alto, il costo elevato della 
terapia richiede una sempre maggiore 
consapevolezza e caratterizzazione del 
quadro clinico del paziente, della sua sto-
ria famigliare e, ove possibile, del quadro 
genetico. Questo nuovo approccio tera-
peutico necessita di algoritmi clinici sem-
pre più personalizzati e più oculati che non 
rinneghino e, anzi, sfruttino, ove possibile, 
le opzioni terapeutiche esistenti. L’avvento 
di terapie geniche (vedasi i siRNA contro 
PCSK9 (60) o le proposte di gene editing 
contro  ANGPTL3) aprono scenari futuri-
stici con riduzione delle somministrazioni 
e, probabilmente, dei costi nel lungo ter-
mine. Tuttavia, il continuo accumulo di 
queste nuove opzioni, senza una visione 
comprensiva e critica di tutto quello di cui 
già disponiamo, rischia di far pagare il 
prezzo di inconvenienti, tra cui il ridotto 
beneficio assoluto di queste terapie nel 
tempo e la ridotta aderenza del paziente.
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RIASSUNTO
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genetica di questo mediatore si associa a robuste riduzioni di trigliceridi plasmatici e di colesterolo 
LDL anche in assenza del recettore delle LDL. Questa osservazione è risultata cruciale nel considerare 
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