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Sommario

Le malattie cardiovascolari (MCV) rappresentano la principale causa di morte a livello 

mondiale, con circa 17,9 milioni di decessi all’anno, pari al 32% di tutte le morti globali 

secondo l’Organizzazione Mondiale della Sanità. In Italia, i dati ISTAT indicano che il 38% 

dei decessi annuali è imputabile a patologie cardiovascolari. Tra i fattori di rischio, 

l’ipercolesterolemia svolge un ruolo centrale, contribuendo in modo significativo allo 

sviluppo dell’aterosclerosi e degli eventi cardiovascolari maggiori, come infarto 

miocardico e ictus.

Il colesterolo LDL (low-density lipoprotein) è il parametro lipidico più fortemente associato 

al rischio cardiovascolare. Secondo lo SCORE2 dell’ESC (European Society of 

Cardiology), per ogni riduzione di 1 mmol/L del colesterolo LDL si ottiene una riduzione 

del rischio cardiovascolare maggiore del 20%. Le Statine costituiscono il trattamento di 

prima linea per la gestione dell’ipercolesterolemia, ma fino al 20% dei pazienti non 

raggiunge i target terapeutici raccomandati o manifesta intolleranza agli effetti collaterali.

In questo contesto, un’opzione inn

) che riduce la sintesi epatica della proteina PCSK9, favorendo l’aumento 

tatine, l’efficacia si potenzia, raggiungendo riduzioni fino al 60% 

’a

dislipidemie, fisiopatologia dell’aterosclerosi e della sindrome coronarica acuta, funzione 

ai controlli, consentendo di proseguire con gli studi di attività molecolare. L’analisi 
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aumento di LDLR. L’andamento dose

µ

un’

modulazione dell’asse mantenimento dell’effetto

In ultima analisi, la combinazione con Simvastatina ha confermato in vitro quanto riportato 

in clinica dallo studio INCLIVEN dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata di 

Verona, in cui la somministrazione congiunta dei due trattamenti determinava una riduzione 

aggiuntiva del 15,7% del colesterolo LDL rispetto al solo Inclisiran. La Statina, in 

monosomministrazione, ha indotto un aumento di PCSK9, oltre che di LDLR, mentre 

l’aggiunta di Inclisiran ha attenuato questo effetto, consolidando anche l’incremento del 

recettore. I risultati confermano l’efficacia cellulare della cosomministrazione ed il 

razionale alla base del suo impiego. 
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Introduzione

1

1. Introduzione

1.1 Colesterolo

dell’organismo umano

–

1.1.1 Sintesi del colesterolo

dell’

l’

dall’en

dall’enzima
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. L’acido mevalonico viene

, l’isopentenil pirofosfato , quest’ultimo generato 

dall’isomerizzazione 

Seguono una serie di reazioni di condensazione “testa coda” tra unità 

lanosterolo sintasi, sfruttando l’elevata reattività dell’epossido e la precisa disposizione 

. Data la complessità e l’elevato 

ntetico, l’organismo integra la propria richiesta di 

colesterolo anche tramite l’assorbimento
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–
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1.1.2 Lipoproteine

mentre all’esterno le catene laterali degli 

–

“rimanenze” di chilomicroni, ormai prive di 

inglobate all’interno dell’epatocita 
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Quando l’apporto di acidi grassi e colesterolo eccede i fabbisogni fisiologici 

dell’organismo, questi vengono metabolizzati nel fegato e convertiti, rispettivamente, in 

mediante β

st’ultima class



6

L’ultima classe di lipoproteine che discuteremo 

Esse originano nel fegato e nell’intestino tenue come 

l’apolipoproteina apoA I, insieme ad altre apolipoproteine e all’enzima lecitina

nucleo lipidico all’interno della particella HDL, 

di colesterolo e altri lipidi all’interno della cellula.
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L’assorbimento, il trasporto e il metabolismo del colesterolo sono 

il mantenimento dell’omeostasi lipidica

–
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1.2 Dislipidemie

di rischio per l’insorgenza di malattie 

aratterizzata da un significativo aumento dei livelli plasmatici di colesterolo LDL (≥130 

mg/dL, ovvero ≥3,4 mmol/L), spesso 

un’alterazione funzionale o una ridotta espressione del recettore per le LDL, 

L’ipercolester l’i

≥190 mg/dL

Essendo idiopatica non se ne conosce l’origine ed i motivi per la quale 

l’aumento del colesterolo LDL rappresenta 

l’ipotiroidismo, la sindrome nefrosica,

il diabete mellito non controllato e l’uso cronico di alcuni farmaci (come i glucocorticoidi 



9

’

≥ 130 mg/dL (≥ 3,4 mmol/L) L’insorgenza è dettata 

dall’interazione tra fattori genetici poligenici (ossia la somma di numero

sedentarietà, fumo di sigaretta e sovrappeso. In questa forma, l’alterazione del profilo 

L’ipercolesterolemia familiare (FH)

base dell’insorgenza precoce dell’aterosclerosi e di un incremento significativo del rischio 

ti si osservano frequentemente xantomi cutanei e un’evidente compromissione 

rischio di sviluppare infarto del miocardio prima dei vent’anni.

La genetica alla base dell’ipercolesterolemia familiare è estremamente complessa. Sono 

state identificate più di 1400 mutazioni a carico del gene per il recettore delle LDL, le quali 

possono essere suddivise in cinque gruppi (Fig.6)7: 

 le mutazioni di classe I sono piuttosto rare e portano a una completa assenza di 

sintesi della proteina recettoriale (allele nullo). 
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 Le mutazioni di classe II codificano per proteine recettoriali che, non potendo essere 

trasportate al complesso del Golgi, si accumulano nel reticolo endoplasmatico. 

 Le mutazioni di classe III riguardano il dominio del recettore che lega le LDL: le 

proteine codificate raggiungono la superficie cellulare ma non riescono a legare le 

LDL o lo fanno con una scarsa affinità. 

 Le mutazioni di classe IV codificano per proteine correttamente sintetizzate e 

trasportate verso la superficie cellulare, le quali legano normalmente le LDL ma 

non riescono a collocarsi nelle fossette rivestite di clatrina e di conseguenza, le LDL 

legate non vengono fagocitate. 

 Le mutazioni di classe V codificano per proteine che sono espresse sulla superficie 

cellulare, possono legare le LDL e possono essere internalizzate; tuttavia, non si 

verifica la dissociazione pH-dipendente tra recettore e LDL legate. I recettori 

restano intrappolati negli endosomi, dove vengono degradati, senza riuscire dunque 

a riportarsi sulla superficie cellulare7.

Fig. 6 - Principali classi di mutazione del recettore per le LDL, responsabili di difetti funzionali8.

L’ipercolesterolemia può essere controllata attraverso terapie ipolipemizzanti, soprattutto 

se associate a un’alimentazione equilibrata e a un regolare es

l’intervento farmacologico
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est’ottica, l’urgenza di sviluppare 

1.2.1 Metodi di misura del colesterolo 

Il valore desiderabile di CT è ≤5,00 mmol/L (≤190 mg/dL 10

 – − (T

 = CT − HDL − (T

 ≤3,00 mmol/L o ≤115 mg/dL in persone sane non affette da 

 ≤2,60 mmol/L o ≤100 mg/dL in persone con altri fattori di rischio per 

 ≤1,8 mmol/L o ≤70 mg/d
10
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metodi “diretti” che 

 ≥1,00 mmol/L o ≥40 mg/dL per i maschi

 ≥1,20 mmol/L o ≥45

rischio cardiovascolare si deve considerare l’indice di rischio, 

10

dall’idrolisi dei TG. Sebbene questi metodi misurino anche il glicerolo libero ottenuto

dall’idrolisi, mediata dalle lipasi, dei TG circolan

l’esercizio fisico e l’alcol sono in grado di modificare i livelli di

≤1,70 mmol/L o ≤150 mg/dL10
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t di colesterolo LDL in relazione al rischio cardiovascolare globale dell’individuo, 
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1.3 Aterosclerosi

L'aterosclerosi è la principale causa di morte sia nei paesi sviluppati che in quelli in via di 

sviluppo e si stima che 17,9 milioni di persone muoiano ogni anno a causa di malattie 

cardiovascolari, rappresentando il 32% di tutti i decessi secondo il rapporto 

dell'Organizzazione Mondiale della Sanità3.

Il termine "aterosclerosi" è stato proposto per la prima volta da Felix Marchand nel 1904, 

il quale ha suggerito che l'aterosclerosi fosse responsabile dell’indurimento delle arterie 

elastiche (aorta) e muscolari, ed è spesso caratterizzata da alterazioni ateromatose.12 La 

parola greca "athere", prefisso di aterosclerosi, significa ‘poltiglia’ o ‘pappa’ e sta ad 

indicare il deposito di lipidi nella parete arteriosa, mentre il suffisso "sclerosi" si riferisce 

all'indurimento.

L'accumulo di lipidi, soprattutto colesterolo, nelle pareti dei vasi sanguigni è la 

caratteristica principale dell'aterosclerosi, alla quale si affianca una costante infiammazione 

dei tessuti dovuto all’interazione delle lipoproteine aterogene con le cellule della parete 

vascolare, monociti/macrofagi, linfociti e mastociti. Queste placche aterosclerotiche 

causano il restringimento delle arterie, che può limitare o interrompere il flusso sanguigno 

e l’apporto d’ossigeno ai tessuti13.

Fig. 7 - Sezione di aorta con strie lipidiche (frecce), distribuite prevalentemente in prossimità delle 

diramazioni vascolari8.

Dal punto di vista morfologico le strie lipidiche (Fig. 7) costituiscono la lesione più precoce 

dell’aterosclerosi. Si presentano come piccole macule giallastre e piatte, che tendono a 
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confluire formando strie allungate, generalmente non 

superiori a qualche centimetro. 

infatti nell’aorta di bambini di età inferiore a un anno 

 

 N

, dove si 

crea un ambiente pro-infiammatorio favorevole alla 

progressione della placca  Con il progredire della 

patologia, si assiste all’ispessimento dell’intima e 

all’accumulo di lipidi extracellulari ed intracellulari, 

determinando la formazione della placca 

aterosclerotica vera e propria (Fig.8). Questa appare 

come un ispessimento del lume arterioso di colore 

giallo-biancastro o rosso-bruno, se c’è la 

compresenza di ulcerazioni o sovrapposizione 

trombotica8.

Fig. 8 - Evoluzione della parete arteriosa, da una condizione 

normale ad una placca molto sviluppata8.

caratteristica legata all’emodinamica locale8
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1.3.1 Meccanismo molecolare
Entrando più nello specifico, le particelle LDL, soprattutto se abbondanti, si accumulano 

nell'intima o nello spazio subendoteliale della parete arteriosa. Questa fase dipende 

principalmente dalla permeabilità/integrità dell'endotelio, alterata da fattori genetici, stress 

ossidativo e meccanico ed infezioni. Una volta nell'intima, lo stress ossidativo dovuto alla 

presenza di specie reattive dell'ossigeno porta all'ossidazione del nucleo lipidico delle LDL. 

L'ossidazione degli acidi grassi polinsaturi delle LDL libera aldeidi e chetoni, che 

modificano i residui di lisina dell'ApoB-100. L'ApoB-100 modificata non è più 

riconosciuta dal recettore LDL, impedendo la sua rimozione dalla circolazione attraverso 

la via classica del recettore LDL. La presenza di LDL ossidate (oxLDL) nella parete 

arteriosa innesca il reclutamento di macrofagi, i quali assorbono le oxLDL attraverso i loro 

recettori scavenger trasformandosi in cellule schiumose. Questo processo promuove la 

produzione e il rilascio di citochine da parte delle cellule endoteliali e muscolari lisce e dei 

macrofagi che potenziano ulteriormente l'infiammazione e il reclutamento dei macrofagi 

nel sito. I macrofagi non sono in grado di processare le oxLDL e finiscono per rompersi 

depositando altro colesterolo ossidato nella parete dell'arteria. Di conseguenza, altri 

macrofagi vengono inviati nell'area, ripetendo il ciclo9.

Fig. 9 – (A). Rottura di placca con trombosi sovrapposta in un paziente deceduto improvvisamente. (B). 

Trombosi coronarica acuta associata ad una placca aterosclerotica caratterizzata da rottura focale del 

cappuccio fibroso8.

Mentre il processo continua e ulteriori lipidi si accumulano nell'intima, si forma un tappo 

fibroso, composto principalmente da cellule muscolari lisce, che separa la placca 
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aterosclerotica dal flusso sanguigno. Col tempo, ciò comporta un restringimento dell'arteria 

che riduce il flusso sanguigno e aumenta la pressione arteriosa9.

1.3.2 Placca aterosclerotica

il segno distintivo dell’aterosclerosi.

stenosi significativa o, in alcuni casi, un’occlusione completa del lume vascolare. Al 

portare rapidamente all’occlusione vascolare e all’infarto, spesso prima ancora che si 

apparire modeste o non critiche all’angiografia. Di conseguenza, l’obiett

mediatori 

dell’infiammazione come i linfociti T e macrofagi sembrano avere un ruolo di prim’ordine.  

I macrofagi sono in grado di secernere numerose classi di proteasi, tra cui le 

metalloproteinasi della matrice (MMP), oltre che   che 

destabilizzano le placche se sovraespresse14. I linfociti T, dal canto loro, rilasciano 
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interferone gamma (INF- γ), una citochina che si è dimostrato inibire la proliferazione della 

cellule muscolari lisce della tonaca, oltre che regolare la produzione di MMP15.

16

Oltre all’azione diretta degli enzimi proteolitici, le citochine pro

cascata coagulativa. Inoltre, i macrofagi stessi contribuiscono all’attivazione del processo 

Sembrerebbe essere quindi la sinergia tra questi mediatori cellulari 

la chiave della patogenesi aterosclerotica15.

1.3.3 Conseguenze dell’aterosclerosi

 accumulo anomalo di sali di calcio all’interno 

l’alterazione dell’integrità strutturale della parete vascolare. A livello molecolare, 
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avanzate dell’aterosclerosi. Le cellule necrotiche rilasciano nel microambiente 

seguito all’iperattivazione dell’enzima

Le PAR presentano un’elevata affinità per gli ioni calcio, con cui formano 

L’accumulo di calcio 

dall’altro, il progressivo indurimento della parete 

.



un’ostruzione del vaso, che impedisce un adeguato apporto di ossigeno al miocardio 

Questa condizione determina un’ischemia miocardica transitoria, lieve e 

nitroglicerina. Quest’ultima, una v

 a rottura o l’erosione di una placca 
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l’attivatore tissutale del pla

 ’ingrandimento progressivo della placca può ridurre il lume 

dell’organo irrorato. Esempi includono: atrofia renale da stenosi dell’arteria r



arete vascolare e favorendo la formazione di aneurismi, tipicamente nell’aorta 

addominale. La rottura di un aneurisma rappresenta un’emergenza vascolare 



che occludono vasi distali. Un esempio clinico è l’occlusione acuta dell’arteria 

gangrena dell’arto

1.3.4 Biomarcatori

 ’apolipoproteina B (apoB) costituisce un indicatore diretto 

Il suo dosaggio, combinato con quello dell’apolipoproteina A1 (apoA1), consente 

all’attività macrofagica e alla formazione della placca, con prodotti ossidativi come 



extracellulare, contribuendo all’instabilità d
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

eventi. Tra le citochine infiammatorie, l’interleuchina



fattori infiammatori. L’omocisteina, aminoacido plasmatico, si associa a un 

V, ma l’efficacia della sua riduzione tramite 



 L’ipertensione arteriosa, sia sistolica che diastolica, rappresenta uno dei principali 



dell’aterosclerosi 



 ’età avanzata e il sesso maschile agiscono come co




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1.4 Sindrome coronarica acuta 

nella maggior parte dei casi dalla rottura o dall’erosione di una placca aterosclerotica 

instabile localizzata a livello delle arterie coronarie. Questo evento comporta l’attivazione 

L’ACS comprende tre princip







Fig. 11 – Distinzione e classificazione della sindrome coronarica acuta22.
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La distinzione tra queste condizioni si basa principalmente sull’interpretazione 

dell’elettrocardiogramma (ECG) e sulla misurazione dei livelli sierici della troponina 

L’angina instabile si manifesta con episodi transitori di ischemia miocardica, in cui il flusso 

l’ischemia è più prolungata o severa, si ha un danno strutturale del miocardio co

di troponine nel circolo ematico, configurando un infarto miocardico acuto. Nell’infarto 

, l’occlusione coronarica è generalmente parziale, e l’ischemia 

nell’infarto , l’occlusione è completa e il danno ischemico interessa l’intera parete 

ventricolare, determinando un’ischemia transmurale

che l’ACS 

Per questa patologia, l’efficacia del trattamento è strettamente legata alla tempestività 

dell’intervento

dalla comparsa dell’ACS, ma rimane 

’

1.4.1 Rottura della placca 

l’ patogenesi dell’infarto miocardico 
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formazione di un trombo occludente, responsabile dell’evento ischemico acuto

 23

 Una capsula fibrosa sottile (<65 μm), composta principalmente da collagene 
23



23

L’a

tipo I e III, essenziale per conferire resistenza meccanica al cappuccio. Inoltre, l’attività 

catepsina S, anch’esse espresse dai macrofagi e capaci di degradare sia elastina che 

23

L’infiammazione cronica che colpisce questi tessuti svolge sempre un ruolo centrale nello 

porta a una perdita di controllo dell’infiammazione locale, 

favorendo l’attivazione continua di macrofagi e l’espressione di MMP23

ltri casi, la rottura della placca può verificarsi in assenza di un’infiammazione sistemica 

23
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1.4.2 Erosione della placca 

meccanismo alternativo di sindrome coronarica acuta (ACS): l’erosione della placca.

l trombo risultante di tipo “bianco”, a prevalenza piastrinica, l “trombo 

rosso” fibrino

’erosione rappresenta circa un terzo delle ACS, con predominanza nei casi di NSTEMI, 

a livello dell’arteria discendente 

Così come per la rottura della placca, anche nell’erosione concorrono diversi 

2), compromette l’integrità dell’endotelio e favorisce la 

desquamazione cellulare. L’attivazione di MMP

1β e TNF α. Questo 

dell’erosione. è l’acido 

ipocloroso (HOCl), un potente ossidante prodotto dall’enzima mieloperossidasi (MPO), 

dai neutrofili attivati. L’HOCl induce danno ossidativo diretto alle membrane 

erdita di integrità e apoptosi. L’integrità 
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(PRR) appartenente all’immunità innata. Nei 

L’attivazione di TLR2 da parte di ligandi endogeni promuove un fenotipo 

attraverso un processo definito NETosi, che comporta l’espulsione di DNA cromatinico 

’ 1α. 

1.4.3 Cause non aterosclerotiche

descritti fin’or

Takotsubo) e l’embolia coronarica

predisponenti. La diagnosi si avvale in modo affidabile del test all’ergon

durante l’angiografia coronarica, mentre il trattamento si basa sull’impiego di nitrati
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dalla formazione di un falso lume all’interno della parete 

l’imaging intracoronarico con tomografia a coerenza ottica 

casi conservativa, mediante l’impiego di β

Anomalia congenita in cui un tratto dell’arteria coronaria decorre all’in

a livello dell’arteria discendente anteriore. 

intramiocardico dell’arteria. La gestione terapeutica include l’impiego di β

l’opzione chirurgica

Il trattamento si basa sull’eliminazione dei fattori 
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È un evento patologico caratterizzato dall’ostruzione delle arterie coronarie da parte di 







si fonda su un’attenta anamnesi, sull’imaging coronarico e sull’identificazione 

della possibile fonte emboligena. L’approccio terapeutico dipende dalla causa sottostante e 
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1.5 Recettore per le Lipoproteine a bassa densità 

circolazione il colesterolo legato all’apolipoproteina B

L’espressione del gene è regolata principalmente dal fattore trascrizionale SREBP2, la cui 

–

all’interno del dominio transmembrana. Questo evento libera il 

promotori di geni target implicati nell’omeostasi lipidica. Tra questi, uno dei principali è il 
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–

guida l’ingresso nel lume del RE. In questa fase i

All’interno del RE avviene la rimozione del peptide segnale, convertendo 

tra cui l’aggiunta di catene zuccherine tramite 
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l’endocitosi tramite invaginazione mediata da clatrina

1.5.1 Struttura recettoriale

–

o di legame con il ligando, situato all’estremità extracellulare N

necessari per l’interazione con Apo B

Dominio simile all’EGF (Epidermal Grow

e una regione YWTD che si ripiega a formare un β

dell’ancoraggio e causare il rilascio del recettore nel plasma.

inio citoplasmatico, all’estremità C

per l’endocitosi clatrina
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1.5.2 Internalizzazione e riciclo del recettore LDL 

ediato principalmente dall’interazione con 

l’apolipoproteina B

i legame per il ligando e consente l’interazione 

–

l’endocitosi è avviata tramite la mediazione della clatrina.

essenziale per il reclutamento dell’adattatore LDLRAP1 e per l’inizio dell’invaginazione 

della membrana. L’intero complesso viene così 

All’interno degli endosomi l’ambiente acidico (pH ~5) induce una modificazione 

–
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–

1.5.3 Regolazione recettoriale

2, rivestono un ruolo centrale nella regolazione dell’omeostasi del colesterolo, 

l’attivazione del pathway 

trascrizionale che induce l’espress

31
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tramite l’azione dei microRNA, piccole 

–

gandosi a specifiche sequenze target nei 3’UTR 3’

come un regolatore diretto di LDLR, in grado di ridurne l’espressione e conseg

 regola l’efflusso di colesterolo

 (ATP-binding cassette transporter 1)31

traduzionale, l’espressione funzionale del recettore LDLR può essere 

modulata dall’azione della proproteina convertasi subtilisina/kexina di tipo 9 (PCSK9). 

del numero di recettori funzionali disponibili per la captazione delle LDL. L’espressione di 

PCSK9 è anch’essa regolata positivamente da SREBP
31
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1.6 Proproteina convertasi subtilisina/Kexina di tipo 9

All’inizio del 2003, presso l’

Catherine Boileau presso l’

l’immissione in commercio di 

Fig. 15 – Struttura cristallina della PCSK9 (PDBid: 2PMW). Sono evidenziati i domini della PCSK9 e le 

regioni importanti per lo sviluppo degli inibitori della PCSK932.
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Le proproteine convertasi di tipo subtilisina/kexina (abbreviate in PCSK) sono una famiglia 

di serina proteasi coinvolte nella maturazione post-traduzionale di numerose proteine 

biologicamente attive. Devono il loro nome alla combinazione di due enzimi: subtilisina, 

una serina proteasi di origine batterica, e kexina, una proteasi presente nei lieviti. Entrambi 

questi enzimi condividono caratteristiche strutturali e funzionali con le PCSK e 

rappresentano gli archetipi da cui è derivata l’attuale famiglia.

artengono al sottogruppo “classico”, caratterizzato dalla presenza 

l’attivazione enzimatica

endoplasmatico e l’apparato di Golgi, oppure alla superficie cellulare, a seconda del tipo e 
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1.6.1 Struttura e funzioni 
Il gene umano PCSK9 è localizzato sul cromosoma 1. Questo gene è lungo circa 22-kb e 

comprende 12 esoni che codificano per una glicoproteina di 692 amminoacidi. Sezionando 

la struttura amminoacidica (Fig.17) si possono notare diversi domani funzionali:

 Peptide segnale (SP; amminoacidi 1-30 codificati dall'esone 1)33;

 Prodominio inibitorio (amminoacidi 31-152 codificati dagli esoni 1 e 3)33;

 Dominio catalitico simile alla subtilisina (amminoacidi 153-404 codificati dagli 

esoni 3 e 8)33;

  Regione cerniera (HR; amminoacidi 405-454 codificati dagli esoni 8 e 10)33;

 Dominio C-terminale ricco di cisteina e istidina (CHRD; amminoacidi 455-692 

codificati dagli esoni 10 e 12)34. 

Fig. 17 - Struttura biologica primaria e processo di elaborazione della PCSK9. Il reticolo endoplasmatico 

rilascia la preproproteina PCSK9 immatura che contiene un peptide segnale (SP). Le successive fasi di 

scissione sequenziale producono la proproteina che viene infine scissa in propeptide ed enzima PCSK9 

maturo33.

kDa, e permettendone l’uscita dal RE. Il propeptide funge 
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impedendo l’accesso di altri substrati o potenziali inibitori. Il complesso PCSK9

nei residui serina47 e serina688, di cui quest’ultima svolge un ruolo particolarmente 

1.6.2 Pathway molecolare 

E’ possibile riscontrare il PCSK9 anche nel fluido 

il pH acido dell’ambiente aumenta di 150 170 volte l’affinità tra le 

l’instaurarsi di ponti salini con le catene laterali del recettore bloccandolo in confor
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Fig. 18 - Pathway di LDLR e degradazione dello stesso ad opera di PCSK937.

1.6.3 Regolazione genica di PCSK9
La regolazione trascrizionale del gene PCSK9 è controllata da diversi elementi chiave, tra 

cui spiccano gli SRE (Fig.19) altamente conservati nella regione promotrice prossimale. 

Questo rende l’espressione del gene strettamente dipendente dai livelli intracellulari di 

steroli. Entrambe le isoforme della proteina legante SRE, SREBP-1 e SREBP-2, sono in 

grado di attivare la trascrizione di PCSK9 tramite le SRE, anche se evidenze sperimentali 

indicano che SREBP-2 rappresenta il regolatore principale della risposta sterolo-

dipendente in vivo38. Come visto nel paragrafo incentrato sul recettore LDL, i motivi SRE 

sono presenti anche a livello del promotore di LDLR. Di conseguenza, la riduzione dei 

livelli intracellulari di colesterolo determina un’attivazione coordinata della trascrizione di 

LDLR e PCSK9 attraverso la via mediata da SREBP39.
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con la cessazione dell’attività ovarica

A livello molecolare, l’estradiolo agisce sulla regolazione trascrizionale del gene PCSK9 

attraverso il recettore nucleare ERα (estrogen receptor α

che l’attivazione di ERα da parte di estradiolo o fitoestrogeni è in grado di sopprimere 

l’attività del promotore prossimale del gene PCSK9 in epatociti umani, riducendo così la 

γ (phospholipas γ), 

interferisce con l’endocitosi del complesso PC
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1.7 Terapie ipolipidemizzanti

1.7.1 Statine

sull’inibizione competitiva dell’enzima 3

l’aumento

dell’espressione dei recettori

limitazioni: l’assenza di copertura 

l’impiego nei gran

Le nuove scoperte nell’ambito

ura chimica e migliorarne l’efficacia farmacologica. 

l’attività inibitoria delle dalla loro affinità per il sito catalitico dell’HMG

CoA reduttasi. In condizioni fisiologiche, l’enzima lega inizialmente il substrato HMG

un’affinità superiore per il sito enzimatico rispetto al substrato naturale

’identificazione il β

dell’HMG per l’attività inibitoria. La rimozione di tale 

porzione, infatti, comportava una riduzione dell’efficacia. Il potenziamento dell’attività 

l’introduzione di gruppi metilici, che porta
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’

erto, che ne consente l’attivazione diretta senza necessità di conversione 

(WOSCOPS) e l’

l’efficacia anche in prevenzione primaria e

dell’ipercolesterolemia e la riduzione del rischio cardiovascolare globale. Le molecole oggi 

1.7.1.1 Struttura chimica e classificazione 

CoA, essenziale per l’attività inibitoria sull’enzima 

cemente dall’enzima bersaglio


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

Fig. 20 – Struttura chimica e classificazione delle Statine presenti in commercio45.

l’aggiunta di

Quest’ultime, dal can

lattone inattivi che richiedono un’

la struttura dell’HMG CoA, permettendo loro di legarsi direttamente all’enzima 

tramite l’aggiunta di
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l’interazione con il sito catalitico dell’enzima dell’aumenta

e di tipo II condividono un’analoga porzione HMG

competere con l’HMG CoA per il legame all’enzima HMG

inserirsi in una tasca idrofobica dell’enzima situata tra le eliche La1 e La10. Ogni molecola 

essenziale per l’interazione di tipo polare che sviluppa con l’Arg590



fenilico e acetanilidico. Quest’ultimo è particolarmente rilevante poiché partecipa 

l’affinità per l’enzima. I gruppi isopropile e fenile, oltre a conferire 

al sistema, favoriscono l’instaurarsi di 

all’interno della t



interazione con la regione idrofobica dell’HMG



. Tali interazioni contribuiscono a un’elevata 



. Nonostante l’elevata 

il sito attivo dell’enzima, la molecola è stata ritirata dal commercio a 

all’attività dei 
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

Fig. 21 – Modalità di binding di Compactina (A), Simvastatina (B), Fluvastatina (C), Cerivastatina (D), 
Atorvastatina (E) Rosuvastatina (F) con l’enzima umano HMG-CoAR46.

un’altro

’efficacia farmacologia di questa classe di composti






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–

1.7.1.2 Meccanismo d’azione

Il loro principale bersaglio molecolare è l’enzima 3

dell’HMG

impedendo l’accesso 
46

tatine si inseriscono nel sito attivo dell’enzima in modo da:

 Occupare il sito di legame dell’HMG, impedendo l’accesso del substrato46

 Interagire tramite legami idrogeno e ionici con residui chiave dell’enzima, tra cui 

46



terminale dell’enzima (residui oltre Gly860), che 

46
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L’analisi delle costanti cinetiche relative all’interazione tra 

evidenzia valori di costante di inibizione (Kᵢ) estremamente bassi, compresi tra 0,1 e 2,3 

nM, a fronte di un valore di Kₘ per l’HMG µ

conferma l’elevata affinità delle tatine per l’enzima bersaglio e la loro efficacia inibitoria 
46

L’inibizione della HMG

l’espressione dei recettori per le lipoproteine a bassa densità sulla 

. L’aumentata presenza di LDLR 

l’eccessiva sovraegolazione degli LDLR e modulandone l’attvità biologica46

1.7.1.3 Aspetti farmacologici 

Potenza inibitoria (IC₅₀)
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L’efficacia delle Statine nell’inibire l’HMG

IC₅₀

l’attività di un determinato target biologico

valori più bassi, indicando una maggiore affinità per l’enzima bersaglio. Al contrario, 

L’assorbimento orale delle 

in netto contrasto con l’assorbimento orale,

tatine presenta un’elevata estrazione epatica (>70%), con 

l’eccezione della 

Emivita plasmatica (t₁ ₂) e volume di distribuzione (Vd)

L’emivita plasmatica varia da 1

, le quali garantiscono una durata d’azione 



50

, responsabile dell’efflusso biliare. Le varianti 
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1.7.1.4 Efficacia dose-dipendente

associato all’impiego delle 

dell’LDL

1.7.1.5 Reazioni avverse
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clinici randomizzati, per un totale di oltre 57.000 pazienti, valutando l’incidenza di nuovi 

L’analisi di cinque

L’inclusione del WOSCOPS ha attenuato quest ’

aumentare l’eterogeneità tra gli studi (I² = 57,7%)

l’espressione del trasportatore

alterazione dell’omeostasi glucidica

β
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50

aminotransferasi (ALT e AST), tipicamente entro i primi 3 mesi dall’inizio della terapia. 

. Solo nel 3% dei pazienti l’innalzamento 

50

ittero. L’insorgenza è generalmente compresa tra 5 giorni e 8 mesi 

dall’inizio del trattamento50

50

severa, talvolta prolungata, e nei casi estremi evolvere in colangite cronica o “vanishing 

bile duct syndrome”50

Il meccanismo patogenetico alla base dell’epatotossicità da 

50
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citocromo c reduttasi). L’inibizione di tali complessi comporta una riduzione della capacità 

dell’oss del radicale superossido (O₂⁻). L’

ulteriormente aggravato dall’inibizione dei centri ferro

Parallelamente, l’eccesso di superossido viene trasformato dall’enzima superossido 

dismutasi in perossido di idrogeno (H₂O₂), il quale, in condizio

tatine, tuttavia, l’elevata produzione di 

H₂O₂ porta all’esaurimento di questi sistemi antiossidan

perossido. L’H₂O₂ in eccesso promuove modificazioni ossidative a carico delle proteine di 

–S), che favorisce l’apertura del

mitocondriale (PTP). L’apertura del PTP è un evento critico che determina il collasso del 

e l’attivazione delle 
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tatine di interferire con l’omeostasi del calcio 

cellulare. Esse possono indurre il rilascio di Ca²⁺ dal reticolo endoplasmatico, 

successivamente trasportato all’interno del mitocondrio tramite canali anionici voltaggio

dipendenti (VDAC) e tramite l’uniport mitocondriale del calcio (MCU), determinando un 

accumulo di Ca²⁺ nella matrice mitocondriale. 

con residui tiolici delle proteine di membrana esposti all’am

aggravando l’inibizione della funzione respiratoria mitocondriale e

cio favorisce l’apertura 

palmitoiltransferasi 2 (CPT2), enzima chiave, insieme a CPT1, nell’ossidazione degli acidi 

grassi a lunga catena all’interno del

predispone i soggetti affetti, o i portatori di varianti genetiche dell’enzima, ad un

Simvastatina e la Fluvastatina, ad alterare l’espressione del trascritto di CPT2 tramite 
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creatinchinasi (CK) e lattato deidrogenasi (LDH). I soggetti omozigoti per l’allele Asp247 

tatine, indipendentemente dall’impiego della CK come marcatore 

diagnostico. A livello fisiopatologico, l’allele Asp247 del gene 

è associato all’espressione della proteina FOXP3 (

, fattore di trascrizione chiave per la regolazione dell’attività 

presenza di autoanticorpi diretti contro l’HMG

L’incidenza stimata nei pazienti in monoterapia con 

l’incidenza raggiunge 

l’ecces
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ntetizzata attraverso il pathway dell’HMG

L’inibizione di questa via biosintetica ne determina la deplezione di ubichinone, con 

–

riduzione dei livelli di ATP e Ca²⁺ 

OATP2B1 e OATP1a4. L’attività di questi 
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trasportatori favorisce l’accumulo intracellulare del farmaco, amplificando l’effett

1.7.2 Inclisiran - LEQVIO®

®

l’espressione del gene L’inibizione 

–

Il farmaco è stato approvato nel 2020 dall’EMA 

seconda dose a distanza di tre mesi e, successivamente, un’un
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1.7.2.1 Sintesi industriale e struttura chimica

) si basa sull’impiego della chimica 3′

gruppi 5′ ono temporaneamente protetti mediante gruppi 4,4′

introducono modificazioni mirate in posizione 2′ del ribosio, quali deossigenazioni o 

modificazioni 2′

Fig. 26 - Fasi principali del processo di produzione del farmaco54.

funzionalizzato con un residuo di adenosina modificata in 2′
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 n nucleotide 2’

 ppo 2’

 una modifica 2’

Fig.  27 –Struttura chimica di Inclisiran55.

suscettibili all’azione delle esonucleasi presenti nel siero

In particolare, la combinazione delle modificazioni in posizione 2’ del ribosio ovvero 2’

fluoro e 2’

nel complesso silenziatore indotto dall’RNA (RISC
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1.7.2.2 Meccanismo d’azione 

– eccanismo d’azione del farmaco Inclisiran

Il farmaco è progettato specificamente per colpire l’mRNA di PCSK9 a livello epati

L’interazione 

tra GalNAc e ASGPR facilita l’endocitosi mediata da recettore, un processo

.

Una volta all’interno del citoplasma degli epatociti, Inclisiran viene incorporato nel 

L’interazione tra il siRNA e l’mRNA avviene secondo un principio 

l’attività endonucleasica dell’enzima 

Il processo si articola attraverso l’az
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selettivamente all’estremità 3’ del siRNA, mentre il dominio Mid interagisce con 

l’estremità 5’ grazie alla presenza di uno ione Mg²⁺ bivalente, 

ll’mRNA target. L’attività catalitica di questo dominio è mediata da un gruppo 

metallici necessari per l’idrolisi dei legami fosfodiesterei dell’mRNA bersaglio

Attraverso l’inibizione della sintesi di PCSK9, Inclisiran impedisce la degradazione

recettori LDL, favorendone il riciclo e l’esposizione sulla superficie cellulare. Di 

conseguenza, aumenta l’efficienza di captazione del colesterolo LDL dal plasma e ne riduce 

 

1.7.2.3 Farmacocinetica 

Gli studi di fase I, in particolare lo studio ALN-PCSSC-001, hanno messo in evidenza una 

farmacocinetica lineare del farmaco Inclisiran. È stata infatti osservata (Fig.29) una 

proporzionalità diretta tra la dose somministrata e le concentrazioni plasmatiche 

sistemiche, nell’intervallo di dosaggio compreso tra 25 e 800 mg. Dopo la 

somministrazione, le concentrazioni plasmatiche hanno evidenziato una fase iniziale di 

plateau, che si è protratta per alcune ore, seguita da una progressiva riduzione dei livelli 

plasmatici fino al ritorno ai valori basali entro 24 ore. Nei diversi studi clinici condotti, 

inclusi quelli a dose singola (SAD), a dosi multiple (MD), e quelli su pazienti con 

insufficienza renale o epatica, il tempo mediano per raggiungere la concentrazione sierica 

massima (Tmax) è risultato compreso tra le 4 e le 8 ore. Nel corso della somministrazione 

a dosi multiple (MD), non sono stati riscontrati accumuli significativi di Inclisiran, 

sfruttando analisi dei profili concentrazione-tempo (Figura 28). Gli schemi di trattamento 

utilizzati comprendevano: quattro somministrazioni settimanali da 125 mg (QW), due 

somministrazioni quindicinali da 250 mg (Q2W) e due somministrazioni mensili da 300 

mg o 500 mg (Q4W)59.
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Una volta in circolo, Inclisiran si lega per circa l’87% alle proteine plasmatiche, sia a

µ µ

ce un’elevata affinità per 
59

–

– –
59
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59

– – –
59

–1) ha rappresentato l’11%, 27% e 86% dei livelli di Inclisiran rispettivamente a 

–2) non è stato rilevato. L’esposizione al 

–
59
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– 59

Inclisiran presenta un’emivita apparente di circa

sottocutanea di una dose da 300 mg. L’eliminazione avviene prevalentemente per via 

o Inclisiran radiomarcato con [¹⁴C], hanno 

le urine, mentre solo l’1,6% veniva recuperato nelle feci

 

1.7.2.4 Studi clinici  

è stata valutata l’efficacia di inc

o a elevato rischio di svilupparla, nonostante l’assunzione della massima dose 
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≥100 mg/dL nei soggetti ad alto rischio


















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





Fig. 32 - Effetto di Inclisiran sui livelli di PCSK9 e sui livelli di colesterolo LDL60.

L’efficacia a lungo termine di inclisiran è stata confermata 


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

L’utilizzo di

farmacologici e poter valutare l’efficacia e sicurezza del passaggio da un anti

–
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o l’efficacia e la sicurezza di inclisiran, anche nel lungo periodo, 

attraverso studi iniziali, sono stati avviati ulteriori trial clinici per valutarne l’effetto in 

popolazioni affette da specifiche condizioni patologiche. In quest’ottica sono stati 

 

terolo LDL ≥ 100 mg/dL, nonostante 

tatine dovevano documentare un’intolleranz

base all’uso di tatine, all’intensità della terapia ipolipemizzante e al profilo genetico 

dell’ipercolesterolemia. In particolare, la riduzione dell’LDL
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11 hanno valutato l’efficacia e la sicurezza di 

≥

nonostante l’assunzione della massima dose tollerata di 
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











PCSK9, ridotti in media dell’83,3% (ORION
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63
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–
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2. Scopo  

ell’

valutare, a varie tempistiche, l’espressione proteica e trascrizionale di PCSK9 

INCEPTION (NCT04873934), presentato al congresso dell’American Heart 

C ≥70 mg/dL (o colesterolo non HDL ≥100 mg/dL), nonostante terapia standard, 

l’aggiunta di Inclisiran abbia comportato una riduzione del colesterolo LDL del 45,6% 

tto all’1,4% osservato nel gruppo controllo.
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    Materiali e Metodi 
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3. Materiali e Metodi 

dell’Argentina

90% di umidità relativa e 5% di CO₂. Le cellule sono state coltivate in 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ad alta concentrazione di glucosio 











n condizioni di sterilità, all’interno di 

–
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di siero che potrebbero inibire l’attività enzimatica della tripsina.

–

all’azione proteolitica della tripsina, potenziata dall’effetto chelante dell’EDTA.

all’inattivazione della tripsina 

n’aliquota opportuna 
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3.1 Semina cellulare

preceduta dalla determinazione della loro densità tramite conta cellulare. Quest’ultima 

iante l’utilizzo della camera di Bürker

Le cellule vengono dapprima distaccate dal fondo della piastra mediante l’impiego di una 

µ

risultano traslucide e localizzate all’interno dei quadranti o sui bordi convenzional

–
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–
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3.2 Vitalità cellulare

–

× ³

µ

na, le colture sono state incubate a 37 °C in atmosfera umidificata con 5% di CO₂ 

per permettere l’adesione e la stabilizzazione cellulare. 
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µ

µ

L’incubazione pro ₂, tempo 

µ

µ

µ

µ

Misurazione dell’assorbanza a 520 nm per valutare la massa proteica totale
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3.3 Analisi dell’espressione proteica mediante Western Blotting

i basa sul riconoscimento selettivo tra un anticorpo e l’antigene di interesse, 

65

Incubazione con anticorpo primario, specifico per la proteina d’interesse

µ µ µ µ µ

µ µ . L’esperimento è stato condotto al 
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l’effetto del trattamento sui livelli di espressione proteica di PCSK9 e 

µ

con l’obiettivo la cinetica d’azione del 

l’espressione proteica di PCSK9 e 

sottoposte a lisi per l’estrazione 

μL di buffer di lisi, seguito dal distacco meccanico delle cellule tramite cell scraper. 

 NaCl 150 mm; 

 1200 μL Inibitore delle fosfatasi 100x; 

 400 μL Inibitore delle proteasi 100x;

 400 μL Tris 50 mm; 

 2 mL Nonidet p40 0.5%; 

 100 μL Acqua milli-Q q.b. a 40 mL.

ghiaccio per 30 minuti. Al termine dell’incubazione, i campioni sono 

l’acido bicinconinico (BCA)
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ed ELISA. Il saggio dell’acido bicinconinico (BC

66

presenti nelle proteine riducono gli ioni rameici (Cu²⁺), provenienti dal solfato di rame 

(CuSO₄), a ioni rameosi (Cu⁺). Nella seconda fase, ogni ione Cu⁺ formato complessa con 

intenso che presenta un picco massimo di assorbimento a una lunghezza d’onda di 562 nm. 

L’intensità della colorazione è direttamente proporzionale alla concentrazione proteic
66

Fig. 39 - Formazione di complesso viola BCA-ione rameoso generato dalla reazione del biureto

Per l’esecuzione del

uito da due componenti: la soluzione A, contenente l’acido bicinconinico, e la 

soluzione B, costituita da solfato di rame (CuSO₄). La soluzione di lavoro è stata preparata 
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L’esperimento è stato eseguito utilizzando una piastra da 96 pozzetti. In ciascun pozzetto 

µ

µ

colorazione. Al termine dell’incubazione, l’assorbanza di ciascun pozzetto è stata misurata 



 β









conservati su ghiaccio o caricati direttamente sui gel per l’elettroforesi.
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L’elettroforesi su gel di poliacrilammide (PAGE) 

67

L’SDS

67

PROTEAN® TGX™ gel, Bio

cui le proteine migrano dall’alto verso il basso sotto l’azione di un campo elettrico. 

L’aumento della conce



zona a bassa conducibilità ionica che provoca l’accumulo e l’allineamento delle 
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

è ionizzata (glicinato), eliminando l’effetto di rallentamen

gel. In queste condizioni le proteine, già uniformemente cariche grazie all’SDS, 

viene montato all’interno di una cella elettroforetica verticale (Mini

µ

µ

µ
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







dell’uso 

durante l’intera corsa elettroforetica, assicurando che la separazione avvenga 

Turbo™ Mini 0.2 µm 

Turbo™ Transfer System, Bio

Turbo™ Transfer Pack, Midi Format, 0.2 μm 

di trasferimento. Considerando che, sotto l’azione del campo elettrico

–) verso l’anodo (+), la membrana deve essere posizionata tra il gel e l’anodo 
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Prima di procedere, è essenziale eliminare accuratamente eventuali bolle d’aria tra gel e 

l’efficienza del trasferimento.

Fig. 41 – illustrazione di un trans-Blot di trasferimento 

L’ele
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







no con l’antigene di 

dell’anticorpo.

ente l’anticorpo 

primario, preparata diluendo l’anticorpo nella stessa soluzione di bloccaggio in quantità 

diversa indicazione. L’incubazione avviene overnight a 4 °C, 

Tabella 4. – Anticorpi primari utilizzati per il Western Blot

Il giorno seguente, l’anticorpo primario viene recuperato e la membrana sottoposta a 

ciascuno in TBST20 1X, per rimuovere l’anticorpo non legato 

Segue l’incubazione con l’

dell’anticorpo primario e coniugato con 
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dianione) subisce un riarrangiamento elettronico, reagisce con l’ossigeno e libera azoto 

colare, spostando l’equilibrio della reazione. Il prodotto instabile emette radiazione 

Fig. 42 - Reazione di chemiluminescenza con ossidazione del luminolo mediata dalla HRP.

Dopo l’incubazione, la membrana viene lavata tre volte per 15 minuti in TBST20 1X. 

(Clarity™ Western 

–

 Fig. 43 - Presentazione schematica del rilevamento di proteine sulla membrana western blot mediante 
ECL.
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L’acquisizione del segnale 

e l’analisi densitometrica con il software Image Lab™ v6.0.1











temperatura ambiente, in agitazione continua, seguito dall’incubazione con il nuovo 
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3.4 Analisi quantitativa mediante PCR

di biologia molecolare che consente l’amplificazione specifica di acidi nucleici, 

l’amplificazione del DNA viene monitorata in ogni ciclo mediante l’impiego di molecole 

69

L’andamento della fluorescenza viene registrato durante i cicli di amplificazione e consente

stampo. Questa fase garantisce l’accessibilità delle 

nel campione, favorendo un’amplificazione efficiente fin dal primo ciclo69

°C, consentendo l’ibridazione dei primer forward e reverse alle sequenze 

–
69

–

–

69
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– –

all’interno di un termocicla

del consumo dei reagenti e della riduzione dell’attività enzimatica della polimerasi, fino 

all’arresto dell’amplificazione.

–

Per la quantificazione relativa dell’espressione genica, il valore di Ct ottenuto per il gene 

. In questo lavoro è stato impiegato l’RNA 

per la subunità ribosomiale 18S, caratterizzato da un’elevata e costante espressione in 

L’analisi quantitativa mediante qPCR prevede tipicamente le seguenti fasi operative: 




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

 l’analisi quantitativa vera e propria.

Fig. 45 - Schema riassuntivo delle diverse fasi di esecuzione dell'analisi tramite RT-qPCR.

Semina e trattamento cellulare

n’incubazione iniziale di 

₂, si è pro dall’aggiunta del farmaco in studio. 

 

lisi mediante l’aggiunta del Buffer RL fornito nel kit. La sospensione c è stata

trasferita all’interno delle Mini Column

, insieme a 200 μL di etanolo al 96% preparat dall’operatore. Questa fase è seguita da 
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centrifugazione per 3 minuti a 14.000 rpm, che permette il legame selettivo dell’RNA alla 

quindi aggiunti 50 μL di Elution Solution fornit

ne, la soluzione presente sul fondo dell’

l’RNA purificato, 

NanoDrop™ 2000 UV

µ

di un’elevata purezza dell’RNA, mentre valori inferiori suggerivano una possibile 

Sulla base delle concentrazioni rilevate, sono state effettuate opportune diluizioni per 

portare tutti i campioni ad una densità di materiale genetico uniforme, idonea alla fase 

successiva, utilizzando l’acqua DNasi/RNasi free fornita nel kit di estrazione.
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utilizzati 9 μL di Master Mix e 1 μL di 

μL

calcolata per un volume di 9 μL, è la seguente:

 μ

 1 μL di Primer Mix 5 μM, preparato solubilizzando in 90 μL di acqua RNasi

 2,9 μL di acqua RNasi

 μ

con attenzione per evitare la formazione di bolle d’aria 

e garantire un’omogenea distribuzione dei reagenti. I campioni son

garantire la riproducibilità e l’affidabilità dei dati.



 rimer forward (5’→3’): CGGCTACCACATCCACGGAA

 Primer reverse (3’→5’): CCTGAATTGTTATTTTTCGTCACTACC



 Primer forward (5’→3’): TCTATGGAAGAACTGGCGGC

 Primer reverse (3’→5’): ACCATCTGTCTCGAGGGGTA



 Primer forward (5’→3’): CCTGCGCGTGCTCAACT

 ’→5’): GCTGGCTTTTCCGAATAAACTC
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×

o

o

o

o

Rad CFX Manager™

housekeeping, l’elaborazione dei 
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3.5 Quantificazione delle proteine secrete tramite saggio ELISA

cellule HepG2) viene aggiunto ai pozzetti, permettendo al PCSK9 di legarsi all’anticorpo 

viene poi aggiunto per formare il complesso “sandwich” anticorpo

TMB (3,3’,5,5’ tetrametilbenzidina), l’enzima catalizza una reazione colorimetrica che 

genera un prodotto di colore blu, convertito in giallo dall’aggiunta della solu

acida. L’intensità del colore, misurata come densità ottica, è proporzionale alla 

’anticorpo di cattura anti

µ

consentire l’adsorbimento dell’anticorpo alla superficie del pozzetto.

opo l’incubazione, la soluzione è stata aspira

µ



102

µ

con l’ant

µ

ambiente, consentendo il legame del PCSK9 all’anticorpo di cattura.

erminata l’incubazione, la piastra è stata lavata c

Aggiunta dell’anticorpo di rivelazione µ

incubata per 2 ore a temperatura ambiente, evitando l’esposizione

–

– µ

µ

ambiente, evitando l’esposizione alla luce diretta.

µ
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’assorbanza è stata misurata a 450 nm mediante lettore 

Mithras LB 940 (Berthold Technologies)
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3.6 Time-course con Inclisiran 5 µM 

5 µM su trascritti e proteine target. Per 1 h, 

2 h, 4 h, 8 h 24 h sono state prepa

37 °C, 5% CO₂

µ seguendo l’ordine di 

h, 8 h, 4 h, 2 h e 1 h, così da consentire l’interruzione simultanea di tutte le condizioni 

fornire un riferimento diretto per l’analisi dei dati.
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3.7 Combinazione Inclisiran + Simvastatina

 µ µ

 µ µ

µ

µ µ µ
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Risultati

4.1 Inclisiran non altera la vitalità cellulare in cellule HepG2

un’analisi 

µ µ

–
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4.2 Inclisiran riduce i livelli proteici e trascrizionali di PCSK9 ed 
incrementa quelli di LDLR

l’assenza di citotossicità del trattamento con Inclisiran

µ

µ

µ

µ



Risultati

109

µ µ

µ

µ µ

L’analisi della trascrizione proteica ha invece restituito i seguenti risultati

sono stati normalizzati tramite l’utilizzo 

µ µ

µ

µ
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dell’espressione 

µ

µ µ l’incremento è stato notevole (

µ  

µ
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4.3 Inclisiran non riduce in maniera significativa i livelli di secrezione di 
PCSK9 

–

Al fine di valutare l’espressione della proteina PCSK9 secreta nel terreno di coltura, è stato 

eseguito un saggio ELISA, con l’obiettivo di caratterizzare in modo più approfondito 

l’effetto farmacologico di Inclisiran anche sul cont

µ µ µ µ µ

µ

L’unica variazione statisticamente significativa è stata osservata alla concentrazione di 5 

µ
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4.4 Inclisiran risulta essere efficace anche a tempistiche molto brevi

Dopo aver valutato l’attività del farmaco Inclisiran 

µ

course. L’obiettivo 

si osserva una flessione dell’effetto farmacologico 

all’incremento 
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–

L’analisi trascrizionale evidenzia come Inclisiran sia in grado di modulare 

ll’mRMA di PCSK9 

−50% e al −56% rispetto al controllo, a conferma dell’efficacia del silenziamento mediato 

(−18%

(−27%) e a 24 (−44%)

 Parallelamente, l’espressione del recettore per le LDL mostra un andamento opposto, con 

una tendenza non significativa a crescere a tutte le tempistiche testate (Fig. 52).

–

I risultati ottenuti sono stati normalizzati tramite l’utilizzo di 18S come gene 

di riferimento. 
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4.5 Inclisiran non modula la secrezione di PCSK9 a tempi brevi

–
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4.6 Inclisiran contrasta l’induzione di PCSK9 indotta da Simvastatina  

–

2%), suggerendo come l’aggiunta di 

nclisiran ad un regime farmacologico comprendente l’utilizzo di 

l’andamento dell’



Risultati

116

µ

µ µ µ

L’obiettivo

l’incremento

Fig. 55 –

µ µ µ µ

µ

µ

Come atteso, Inclisiran ha determinato una significativa riduzione dei livelli intracellulari 

di PCSK9, con un trend dose-dipendente 

la 

Simvastatina ha indotto un aumentato significativo dell’espressione di PCSK9 

. 

L’aggiunta di Inclisiran al trattamento con Simvastatina (10  ha ridotto 

significativamente i livelli proteici di PCSK9 in entrambe le condizioni testate, suggerendo 

come tale aggiunta sia efficace nel contrastare l’incremento di PCSK9 indotto dalla 

Simvastatina (Fig. 55). 
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Per quanto riguarda il recettore per le LDL, la combinazione di Inclisiran + Simvastatina 

comporta un incremento netto nei confronti di LDLR a fronte del calo prodotto sul PCSK9 

(Fig. 55), a corroborare ancora una volta l’efficacia del trattamento combinato, in accordo 

con le evidenze cliniche che hanno mostrato risualtati favorevoli (Fig. 54).  

Fig. 56 –

µ µ µ µ I risultati 

ottenuti sono stati normalizzati tramite l’utilizzo di 18S come gene di riferimento.

µ µ

µ

L’analisi trascrizionale di PCSK9 evidenzia un andamento pienamente coerente con quanto 

simvastatina 20 µM determina un aumento significativo dell’mRNA di PCSK9 (111%, p < 

an di contrastare l’induzione trascrizionale di 

suo meccanismo d’azione.

L’espressione di LDLR mostra un incremento significativo in seguito al t

µ µ

0,001). L’aggiunta di Inclisiran determina tuttavia un andamento non lineare

µ µ

µ µ

µ µ
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4.7 L’aumentata secrezione di PCSK9 indotta da Simvastatina viene 
modulata efficacemente da Inclisiran

qPCR, anche l’analisi 

dell’espressione proteica secreta pari al 

µ

µ µ µ

µ µ µ

µ µ

µ µ µ µ

µ
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5. Discussione 

motivo per il quale vari studi si sono concentrati sul beneficio che l’introduzione degli 

meccanismo cellulare di interferenza dell’RNA, mediata dal complesso RISC, per ridurre 

in modo selettivo l’espressione epatica di PCSK9 ed aumentare i

L’efficacia clinica del farmaco è stata dimostrata dal programma ORION, che ha 

pazienti SCA. L’ag nclisiran entro 4 giorni dall’evento e dopo aver valutato i 

colesterolo totale e di colesterolo LDL a 15 giorni e a 30 giorni dall’evento, corroborando 

l’ipotesi che l’immediato utilizzo di 
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scenario permettendo di valutare l’effetto molecolare del trattamento a molto breve termine di 

µ µ

con l’analisi degli effetti farmacologici sui target PCSK9 e LDLR

L’incubazione di

µ

µ

µ

’analisi delle proteine extracellulari 

brevi, che non hanno consentito un’adeguata 

dell’attività farmacologica della molecola ha quindi 

µ dall’esigenza 

µ
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ancora raggiunto un’efficienza sufficiente a determinare un 

decremento misurabile dell’mRNA totale cellulare. Tale comportamento è coerente con la 

l’accumulo 

è di poche ore, ma l’interazione siRNA

dall’attivazione di 

l’incubazione

all’aumento.

. L’incremento

comporta una diminuzione dell’indirizzamento lisosomiale del recettore, con accumulo 

che la riduzione dell’mRNA totale sia 

L’ultima parte del progetto 

l’Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata di Verona

significativo derivante dall’associazione 

l’interazione farmacologica tra i 2 trattamenti
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dall’inibizione di Inclisiran

intermedi tra l’inibizione mediata da Inclisiran e l’incremento indotto da Simvastatina. 

L’effetto di 

Parallelamente, l’analisi dei livelli di LDLR 

, l’aumento dei livelli proteici e trascrizionali 

, avvalora l’ L’obbiettivo 

riduce la disponibilità viene efficacemente limitata. Considerando questi dati, il solo 

Inclisiran non appare sufficiente per raggiungere la massima risposta, così come la sola 

Simvastatina risulta penalizzata dall’aumento compensatorio di PCSK9. L’impiego 

combinato dei due farmaci emerge quindi come un approccio terapeutico solido e 

promettente, in attesa che nuove molecole o strategie dimostrino un’efficacia superiore.
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6. Conclusione

In conclusione, l’aggiunta immediata di Inclisiran alla terapia gold standard in pazienti 

SCA – una classe di pazienti esclusa dai criteri di inclusione degli studi ORION e per la 

prima volta oggetto di inclusione nello studio VICTORION-INCEPTION - è fortemente 

avvalorata da questi esperimenti in vitro. Infatti, la sua azione rapida rappresenta un 

vantaggio particolarmente promettente in questo contesto clinico, in cui le terapie 

tradizionali per la riduzione dei lipidi, anche quando ottimizzate, spesso richiedono diverse 

settimane per raggiungere il loro massimo effetto, lasciando i pazienti a un rischio 

aumentato di eventi cardiovascolari ricorrenti nel periodo post-SCA precoce, un momento 

in cui il rischio di complicanze è particolarmente elevato. Riducendo significativamente i 

livelli di LDL-C in pochi giorni, Inclisiran potrebbe contribuire efficacemente a colmare 

questo importante vuoto terapeutico, offrendo la possibilità di migliorare gli esiti e 

proteggere meglio i pazienti durante questo periodo vulnerabile. In aggiunta, la vantaggiosa 

opportunità di due infusioni/anno potrebbe favorire l’uso di inclisiran nei pazienti SCA 

piuttosto che l’uso dei monoclonali e quindi migliorare l’aderenza alla terapia nel lungo 

periodo.
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