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Queste note riportano i contenuti essenziali del Meeting sui 
Farmaci Correttori e Potenziatori nella Fibrosi Cistica, che si è tenuto a 
Firenze presso l’Ospedale Pediatrico A. Meyer il 26 maggio 2012, ed 
alcuni spunti del Congresso Europeo sulla Fibrosi Cistica, che si è 
tenuto a Dublino dal 6 al 9 giugno 2012. Farò periodicamente degli 
aggiornamenti di queste informazioni, che troverete nel sito del Centro. 
Resto a disposizione per rispondere a dubbi e richieste all’indirizzo e-
mail centro.fc@meyer.it. 
 
Vi auguro una buona estate! 
 
Dr. Cesare Braggion 
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reflect CFTR function. Together, the accumulated evidence sup-
ports the measurement of nasal ion transport in proof-of-concept
studies and in early phases of drug development.

A number of statistical methods have been used in previous
studies, representing a potential challenge to NPD analysis. Mul-
tiple and repeated measures from each subject further increase
complexity. For example, Na! transport can be quantified by
(1) the mean basal PD (including the average of multiple mea-
surements at various distances within the inferior meatus), (2)
the most polarizing PD obtained within the inferior meatus,
(3) the stable PD obtained after perfusion of Ringer’s solution
during an NPD tracing, or (4) the change in PD after perfusion
with amiloride (Figure 1). Similarly, CFTR-dependent chloride
transport can be quantified as (1) the change in PD after zero
Cl– perfusion, (2) the change in PD after perfusion with a CFTR
agonist (in general, 0.01 mM isoproterenol), or (3) the sum of

Figure 1. Representative nasal potential difference
(PD) tracing and scoring methods. (A ) Representa-
tive basal PD measurement of a normal subject.
Basal PD can be interpreted as the most polarized
(maximal) basal measure (e.g., 29 mV at 2 cm) or
the mean of the five individual measures (0.5, 1.0,
1.5, 2.0, and 3.0 cm are designated). AT represents
measurement of PD at the anterior tip of the inferior
turbinate (a standardized measure to ensure repro-
ducibility). (B ) Perfusion tracing from a normal sub-
ject. The x axis indicates time (min) and the y axis
represents the potential difference (mV, polarizing).
Initiation of various perfusion solutions is designated
by arrows (bottom). Sodium transport can be quanti-
fied by Ringer’s perfusion (about 20 mV) or by a
change after amiloride (100 "M) perfusion (#Amil).
Chloride transport is quantified by the change in
PD after zero chloride perfusion (#0 Cl–), the change
after isoproterenol (10 "M) or other cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) ago-
nist (#Iso), or the sum of these changes (total chlo-
ride secretion [TCS], shown in red). Both sodium
and chloride transport can be captured in a single
measure by the total change in PD (#PD, shown in
red). (C ) Perfusion tracing from a subject with CF.
Compared with the tracing from a normal subject,
the CF tracing has a relatively polarized PD in
Ringer’s, a large depolarization with amiloride, and
no sustained repolarization with zero chloride and
isoproterenol solutions. The large depolarization
after ATP perfusion serves as a positive control. Mea-
sures for quantifying sodium and chloride transport
are also shown.

these changes (or “total CFTR-dependent chloride secretion,”
which is typically less variable than its individual components).
Analysis of the mean of left and right nostril NPD measures from
each subject (as opposed to considering each nostril individually)
reduces variability, and improves assay sensitivity and specificity
(46). Limiting analysis to the most polarizing nostril is an alterna-
tive approach, but can lead to erroneous conclusions (and lack
of specificity) if a treatment increases the distribution of an NPD
parameter without producing a change in the mean value. This
is of particular relevance to trials that do not use a placebo
arm, or in studies with nasally administered compounds that
potentially disrupt mucosal integrity. Analysis of NPD results
incorporating both Na! and Cl– measures into a single value
(total change in PD or #NPD) was shown to reduce overlap
between CF phenotypes and decreased CFTR activity in smok-
ers compared with control subjects, and in subjects with CF
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Misura della differenza di potenziale nasale  

 
 
 
 
 
 
 

Si parlerà spesso in queste note della misura della differenza di potenziale 
elettrico della mucosa nasale (NPD). Consiste nel misurare la corrente elettrica e 
le sue variazioni al variare del trasporto di cloro e sodio attraverso le cellule della 
mucosa nasale. In condizioni basali (perfusione della mucosa nasale con soluzione di 
Ringer) NPD ha nella fibrosi cistica un valore più negativo rispetto al soggetto normale 
(-60 rispetto a -20 millivolt)(vedi figura): questa differenza è da attribuire al difetto di 
secrezione del cloro e all’aumentato assorbimento di sodio. La misura di NPD 
consente di valutare, perfondendo l’epitelio nasale con farmaci o soluzioni diverse, sia 
il trasporto di sodio che quello di cloro.  

La perfusione con un inibitore del canale del sodio, l’amiloride, produce nella 
fibrosi cistica una riduzione dell’assorbimento del sodio: NPD diventa più positivo 
passando da -60 a -10 mV; nel soggetto normale la variazione di NPD è minore e va 
da -20 a circa 0 mV. La secrezione del cloro, dipendente dalla proteina CFTR, si 
valuta perfondendo la mucosa nasale con una soluzione priva di cloro (0 Cl- nella 
figura) e successivamente con un farmaco che stimola il canale, l’isoproterenolo (Iso 
nella figura): nel soggetto con fibrosi cistica il canale del cloro non funziona e con la 
prima e la seconda perfusione NPD non si modifica, restando a valori di circa 0; nel 
soggetto sano il trasporto di cloro è normale e NPD diventa più negativo, passando da 
0 a -10 e con l’isoproterenolo da circa -10 a -25 mV.  
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Mutazioni del gene CFTR 

	
  
	
  

La Figura riporta la classificazione delle mutazioni della fibrosi cistica, cioè 
come queste interferiscono con la proteina CFTR. Sulla sinistra è riportata una cellula 
normale: il gene CFTR normale produce una proteina CFTR che si posiziona sulla 
membrana apicale, dove funziona come un canale del cloro (svolge anche un’azione 
sul canale del sodio, che non è rappresentato nella figura). Nel caso delle mutazioni di 
classe I e II non vi è proteina CFTR sulla membrana cellulare, o perchè la proteina 
non viene sintetizzata (classe I) o perchè è mal ripiegata e viene eliminata nel reticolo 
endoplasmatico, non arrivando alla membrana cellulare. Nel caso delle mutazioni di 
classe III, IV e V una quota di proteina CFTR arriva alla membrana apicale delle 
cellule, dove è peraltro poco funzionante: a queste tre classi di mutazioni si associa 
sufficienza pancreatica.  
 

Un filone della ricerca ha come scopo quello di correggere con farmaci lo 
specifico difetto che caratterizza una determinata classe di mutazioni (modulatori 
della proteina CFTR). Alla base c’è uno screening ad alta efficienza (high-troughput 
screening) che saggia una vasta libreria di farmaci su cellule per uno specifico difetto 
della proteina CFTR. I farmaci più promettenti vengono caratterizzati e perfezionati 
per l’uso nell’uomo e studiati in vitro e/o nell’animale di laboratorio per la loro 
efficacia; se efficaci e sicuri segue la verifica in ricerche di fase II e III nel soggetto 
ammalato. 
 

I modulatori della proteina CFTR sono distinti in “potenziatori” come 
l’ivacaftor (Kalydeco®), che agisce direttamente sulla proteina CFTR, presente sulla 
superficie cellulare, e “correttori”, che agiscono, nel caso delle mutazioni di classe 
II, favorendo la maturazione in modo che la proteina esca dal reticolo endoplasmatico 
e arrivi alla membrana cellulare. 
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Uno dei meccanismi di difesa dell’organismo è rappresentato dalla cosiddetta 
clearance (spostamento) del muco bronchiale. Le cellule che rivestono i bronchi 
sono dotate di cilia che si muovono ritmicamente in una sola direzione (verso la 
bocca) per spostare il muco, che è depositato sulla loro superficie. Il movimento 
ciliare è efficiente se le cilia sono integre e se sono immerse in un liquido, detto 
liquido periciliare. Il muco è prodotto da alcune cellule dell’epitelio bronchiale e dalla 
ghiandole mucose della parete bronchiale. Gli agenti estranei ed i batteri contenuti 
nell’aria si depositano sulla superficie del muco, che viene allontanato dal battito 
ciliare. Questo movimento del muco verso la bocca è continuo. Una normale clearance 
muco-ciliare è pertanto una “barriera” contro le infezioni. 
 

Alla base della malattia polmonare della fibrosi cistica vi è, a livello delle 
cellule bronchiali, una ridotta secrezione di cloro ed un aumentato riassorbimento del 
sodio, che dipendono dal difetto della proteina CFTR. L’alterazione dello scambio di 
cloro e sodio comporta una riduzione del liquido periciliare: le cilia si muovono in 
modo inefficiente o non si muovono ed il muco non viene allontanato. A ciò 
contribuisce anche una maggiore viscosità e l’abbondanza del muco bronchiale. I 
germi non vengono allontanati e possono rimanere stabilmente nei bronchi, trovando 
un ambiente favorevole (ristagno di muco con scarsa ossigenazione nel suo strato più 
profondo). I globuli bianchi (neutrofili) non riescono ad allontanare i batteri e 
persistono nelle vie aeree (infiammazione). Le sostanze lesive prodotte dai batteri e 
dai globuli bianchi si accumulano ed alterano la struttura della parete bronchiale 
(bronchiectasie). Persiste un circolo vizioso infezione-infiammazione, con 
l’automantenimento dei due fenomeni. 



www.fibrosicisticatoscana.org – Newsletter N. 1, 29 Giugno 2012	
   Pagina	
  5	
  
	
  

Mutazioni di classe III 

	
  
	
  

Le mutazioni di classe III sono caratterizzate dalla sintesi e dal 
trasferimento della proteina CFTR alla membrana cellulare (vedi la figura). A questo 
livello però, la proteina ha un difetto di apertura (“gating”) del canale ed il cloro 
perciò non passa all’esterno della cellula. Le mutazioni di classe III (ad es. G551D, 
G178R, S549R, S549N, S125N) rappresentano circa il 5% delle mutazioni negli USA e 
UK. La loro frequenza è inferiore allo 0.5% in Italia e pari a circa il 2% in Francia e 
Germania.   
 

Gli studi in vitro su cellule bronchiali umane con la mutazione G551D hanno 
dimostrato che il potenziatore VX-770 (ivacaftor) aumentava la secrezione del 
cloro a circa il 50% rispetto alle cellule normali, dimostrandosi circa 70 volte più 
potente della genisteina. Ivacaftor è stato utilizzato anche sulle cellule bronchiali 
umane con due alleli mutati per la mutazione F508del: il trasporto di cloro, senza 
intervento di un correttore o dell’abbassamento della temperatura, aumentava del 
16% rispetto alle cellule normali. E’ noto che il difetto della proteina CFTR  influenza 
anche il canale del sodio (ENAC) con un aumento del riassorbimento di sodio: gli studi 
in vitro hanno dimostrato che VX-770 non aveva effetto diretto sul canale del sodio 
ma, agendo su CFTR riduceva il riassorbimento di Na. Gli studi in vitro hanno inoltre 
dimostrato che la somministrazione di VX-770 aumentava, attraverso il 
potenziamento del trasporto di cloro e l’inibizione del canale del sodio, il volume di 
liquido periciliare sulla superficie delle cellule con la mutazione G551D di circa il 50%, 
normalizzando il battito ciliare (PNAS 2009; 106(44):18825). Con queste premesse 
sperimentali si è passati a valutare l’efficacia e la sicurezza di VX-770 in soggetti con 
FC e la mutazione G551D e seppur con un effetto dimostrato minore in soggetti 
omozigoti per la mutazione F508del (vedi oltre).   
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Efficacia del potenziatore VX-770 (ivacaftor) 
Studio di fase III in soggetti con mutazione G551D 

	
  
	
  
	
  
	
  

Un primo studio di fase II di 2-4 settimane in 39 pazienti per identificare la 
dose efficace e sicura di VX-770 (ivacaftor o Kalydeco®) ha mostrato buoni effetti, 
confermati nello studio di fase III successivo. La secrezione di cloro, valutata con 
NPD, migliorava significativamente rispetto ai valori basali (in media -5.4 mV) ma non 
rispetto al placebo; i responders (NPD più negativo di almeno 5 mV) erano il 62% dei 
pazienti (N Engl J Med 2010; 363:1991).  

 
Recentemente è stato condotto a termine uno studio di fase III, che ha 

valutato l’efficaca e la sicurezza del farmaco (150 mg per bocca due volte al dì), 
somministrato per 1 anno, rispetto al placebo in circa 160 paziente, nei quali una 
delle due mutazioni era la G551D (N Engl J Med 2011; 365: 1663). La figura mostra 
a sinistra l’aumento di un parametro della spirometria, il FEV1 (volume espiratorio 
forzato al primo secondo): l’aumento era del 10.5% predetto (ad es. in un maschio di 
17 anni il FEV1 pari a 2.24 L, che corrisponde al 60% predetto, aumentava a 2.63 L, 
che corrispondeva al 70.5% predetto). La figura mostra sulla destra la variazione del 
cloro nel sudore: il suo valore pari a circa 100 mmol/L si riduceva ad un valore di 
circa 50 mmol/l. Entrambi questi risultati, stabili per la durata dello studio, e gli altri 
riportati (riduzione del 55% del rischio di esacerbazione polmonare) sono evidenti e 
rilevanti dal punto di vista clinico. 
 

Sono in corso di organizzazione studi clinici di fase III, che valuteranno 
l’efficacia e la sicurezza dell’ivacaftor nei soggetti con le altre mutazioni di classe 
III (ad es. R117H, G178R e S549N) e con alcune mutazioni di altre classi (ad es. 
A455E, P67L, D1152H, S1235R). Gli studi in vitro su cellule di topo o umane hanno 
infatti dimostrato che ivacaftor aveva un effetto di potenziamento della secrezione di 
cloro nel caso di altre mutazioni di classe III e per alcune mutazioni di altra classe, 
per le quali era dimostrato in condizioni basali almeno un minimo trasporto di cloro 
(1-3% rispetto al normale).  
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La mutazione di classe II, F508del 

	
  
	
  

La mutazione F508del (denominata anche “deltaF508” o “ΔF508”) è la più 
frequente mutazione nei soggetti con fibrosi cistica. Mentre negli USA e Nord 
Europa rappresenta circa l’80-90% delle mutazioni, nelle regioni centrali e meridionali 
dell’Italia rappresenta circa il 40-50% delle mutazioni. 
 

La figura mostra che il difetto per questa mutazione è duplice: la proteina 
CFTR esce dal nucleo e arriva nella zona di “assemblaggio”, il reticolo endoplasmatico, 
ma poichè la sua conformazione è anomala, viene eliminata dal sistema di 
“demolizione” cellulare (proteosoma). Solo una piccolissima quantità di proteina CFTR 
arriva perciò alla superficie cellulare e lì ha un difetto di apertura (“gating”) per la 
fuoriuscita del cloro. C’è bisogno di un correttore per far maturare la proteina e farla 
uscire dal reticolo endoplasmatico e di un potenziatore per attivarne l’apertura. 
 

Gli studi in vitro su cellule di soggetti omozigoti per la mutazione F508del 
hanno dimostrato che: a) il correttore VX-809 migliorava la conformazione 
(“folding”) di una parte della proteina CFTR, permettendogli di arrivare alla membrana 
cellulare; b) VX-809 non funzionava anche come “potenziatore” della proteina CFTR 
arrivata sulla membrana cellulare, mentre funzionava sull’apertura del canale del 
cloro il potenziatore VX-770; c) il trasporto/secrezione del cloro aumentava a circa il 
15% rispetto al normale con VX-809 ed a circa il 25% del normale con la 
combinazione VX-809 + VX-770 (= correttore + potenziatore); d) l’effetto additivo 
di VX-809 e VX-770 era evidente anche per l’incremento dello spessore del liquido 
periciliare sulla superficie delle cellule (incremento del 50%); e) la combinazione di 
correttori diversi, che agiscono con meccanismi diversi, potrebbe avere un effetto 
additivo sul trasporto del cloro (PNAS 2011; 108 (46):18843).  
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Efficacia del correttore VX-809 
Studio di fase IIa in soggetti omozigoti per la mutazione F508del 

 
 
 
 
 
 
 

Uno studio clinico di fase IIa ha mostrato che la monosomministrazione di 
200 mg di VX-809 era efficace e sicura in soggetti omozigoti per la mutazione 
F508del. La figura mostra peraltro a sx che non vi era effetto di questa dose sulla 
spirometria (FEV1) in confronto al placebo ed, a dx, un modesto effetto alla dose 
maggiore sul cloro contenuto nel sudore (riduzione di circa 8 mmol/L)(si confrontino I 
risultati ottenuti con il VX-770)(Thorax 2012; 67:12).  
 

Due studi clinici di fase II hanno considerato soggetti omozigoti per la 
mutazione F508del: a) il potenziatore ivacaftor non è efficace sulla spirometria 
(FEV1) e non modifica il cloro nel sudore (Chest 2012; Mar 1, Epub); b) è in corso 
uno studio clinico che valuta l’effetto della combinazione VX-809 + ivacaftor: non 
si conoscono i risultati definitivi. 
 

Questi studi dimostrano che è più difficile e complesso correggere i due difetti, 
di cui è responsabile la mutazione F508del. La ricerca sta valutando: a) correttori 
diversi (es. VX-661); b) dosi maggiori di VX-809; c) la combinazione di almeno 2 
correttori ed un potenziatore; d) come interferire sui meccanismi di demolizione della 
proteina CFTR malconformata e perciò sul proteosoma, per consentire ad una quota 
maggiore di proteina di arrivare sulla superficie cellulare. 
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Le mutazioni di classe I 

	
  
	
  
	
  
 
 

Le mutazioni di classe I rappresentano circa il 10% delle mutazioni; in Italia 
la loro frequenza è circa doppia. Comprendono ad esempio la G542X, W1282X, 
R1162X e 1717-1G>A. Questo gruppo di mutazioni (vedi figura) è caratterizzato 
dall’interruzione molto precoce del processo di sintesi della proteina: a livello del 
nucleo cellulare ne risulta una proteina troncata, che non procede negli organelli 
cellulari al di fuori del nucleo, come avviene per tutte le altre classi di mutazioni, e 
viene rapidamente degradata (vedi oltre). 
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A livello del nucleo cellulare le informazioni contenute nel DNA vengono 
copiate nell’RNA messaggero (mRNA). Questo filamento contiene delle informazioni a 
cui vengono appaiati specifici aminoacidi; un insieme di aminoacidi costituisce una 
proteina. Nella figura in alto si vede che il montaggio di aminoacidi procede fino ad 
una informazione di stop (codone di stop): si produce una proteina CFTR normale. 
Nella figura in basso si vede che nel filamento dell’mRNA c’è una informazione di stop 
prematura (codone di stop prematuro). Si forma così una proteina troncata, che 
viene rapidamente eliminata. L’antibiotico gentamicina della classe deigli 
aminoglicosidi ed un farmaco come il PTC124 hanno dimostrato in vitro di poter far 
procedere la sintesi della proteina oltre il codone di stop prematuro. 
 

Gli studi nel modello animale (topo transgenico con la mutazione G542X) 
hanno dimostrato che la somministrazione sia sottocute che orale di PTC124 si 
associava all’espressione della proteina CFTR sulla superfice dell’epitelio delle 
ghiandole sottomucose intestinali (microscopia a fluorescenza), come avveniva  
somministrando l’antibiotico gentamicina. La somministrazione sottocutanea ed orale 
di PTC124 aumentava la secrezione di cloro nella mucosa intestinale del 30% rispetto 
al topo normale (studio di NPD): ciò avveniva però in circa il 50% dei preparati, allo 
stesso modo della somministrazione di gentamicina. Rispetto alla gentamicina o altri 
antibiotici aminoglicosidi il PTC124 ha un profilo di sicurezza migliore e con queste 
premesse si è passati alla sperimentazione nel soggetto affetto (PNAS 2008; 
105(6):2064) 
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and 20 mg/kg PTC124 at breakfast, lunch, and dinner, 
respectively, followed by 14 days without treatment.

The primary outcome had three components: change 
in CFTR-mediated total chloride transport; proportion of 
patients who responded to treatment; and normalisation 
of chloride transport. We assessed total chloride transport 
by measurement of nasal PD at baseline, at the end of 
each 14-day treat  ment course, and after 14 days without 
treatment. We assessed all out come measures on day 0 
and day 14 of each 14-day treatment phase. We obtained 
pharma cokinetic blood samples on day 1 and day 14 of 
each 14-day treatment phase. Nasal PD and CFTR mRNA 
were also assessed at the end of the fi nal 14-day follow-up 
period. 

We measured nasal transepithelial PD with standard 
methods,16 by sequentially recording voltage tracings 
from the left and right nostrils while warmed solutions 
were perfused through a nasal catheter. Solutions 
comprised Ringer’s lactate to assess basal PD, amiloride 
to inhibit the epithelial sodium channel, chloride-free 
calcium gluconate to induce an electrogenic chloride 
gradient, and isoproterenol to stimulate CFTR secretion 
of chloride ions from the epithelium. We calculated the 
primary outcome (total chloride transport) as the sum of 
chloride transport during the perfusions of calcium 
gluconate (intrinsic chloride transport) and isopro terenol 
(stimulated chloride transport). We also measured basal 
nasal PD, sodium transport, intrinsic chloride transport, 
stimulated chloride transport, and the total change (∆) in 
PD (change in voltage across the entire tracing from 
beginning to end).17 The nasal PD tracings were 
independently reviewed by an external expert (Dr M 
Sinaasappel, Rotterdam, Netherlands), who was unaware 
of the study timepoint at which each tracing was 
recorded. The reported values are the averages from each 
nostril as recorded by this independent reviewer. 

We extracted total mRNA from nasal epithelium and 
did real-time polymerase chain reaction (PCR) by 
published methods.7 All 19 patients who could be assessed 
for mRNA analysis had either two non sense mutations 
or one nonsense mutation and one ΔF508 mutation. 
Thus, CFTR transcripts with a non sense mutation could 
be quantifi ed by designing primers that recognised 
only non-ΔF508 transcripts (for ward primer 5’-GCACCA
TTAAAGAAAATATCATCTT-3’; re verse primer 
5’ -TTGTCTTTCTCTGCAAACTTGG-3’). We determined 
the average of normalisation to two genes: keratin18 
(forward primer 5’-TGATGACACCAATATCA CACGA-3’, 
reverse primer 5’-GGGGCCATCTACCTC CAC-3’) and 
polymerase RNA II polypeptide A (forward primer 5’ 
GTCCAGTTCGGAGTCTGAG-3’, reverse primer 
5’-GCCAGTCCGCTCAACA-3’). We derived the propor-
tion relative to that of a healthy person by com paring the 
normalised level of CFTR transcripts with a nonsense 
mutation in each patient with the normalised level of 
CFTR transcripts obtained from a volunteer who had no 
known disease-causing CFTR mutation. 

Other outcome measures included FEV1, forced vital 
capa city (FVC), bodyweight, neutrophil counts, 
sweat chloride concentrations, adverse events, and labora-
tory abnormalities, assessed with conventional clinical 
techniques. Patients completed treatment logs and we 
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Figure 1: Total chloride transport* in individual participants during the two treatment cycles 
*Total chloride transport was calculated as the sum of nasal potential diff erence during nasal perfusion with 
calcium gluconate (intrinsic chloride transport) and isoproterenol (stimulated chloride transport). †Data are from 
reference 14. ‡During the treatment phase of the fi rst cycle, patients received PTC124 at 16 mg/kg per day in 
three doses every day for 14 days, followed by 14 days without treatment. During the second treatment phase, 
patients were given 40 mg/kg of PTC124 in three doses every day for 14 days, followed by 14 days without 
treatment. Data are shown for 23 patients in the fi rst cycle, and for 21 in the second.

Cycle 1
(n=23)

p value Cycle 2
(n=21)

p value

Primary outcome measures

Patients with nasal PD within normal range* 
at baseline

0 2 (10%)

Patients with nasal PD within normal range* 
at end of treatment

13 (57%) 0·0003† 9 (43%) 0·02†

Change in total chloride transport (mV) −7·1 (7·0) <0·0001‡ −3·7 (7·3) 0·032‡

Total chloride transport response§ 16 (70%) 
(90% CI 50–85)

<0·0001¶ 8 (38%) 
(90% CI 21–58)

<0·0001¶

Secondary outcome measures

Change in basal nasal PD (mV) +3·3 (7·3) 0·04‡ +3·1 (9·0) 0·13‡

Change in sodium transport (mV) −1·9 (8·8) 0·32‡ −2·0 (9·7) 0·36‡

Change in intrinsic chloride transport (mV) −3·3 (2·8) 0·002‡ −1·1 (6·1) 0·43‡

Change in stimulated chloride transport (mV) −3·8 (3·8) <0·0001‡ −2·6 (3·3) 0·002‡

Change (Δ) in total PD (mV) −8·9 (7·3) <0·0001‡ −5·7 (8·6) 0·007‡

Data are number (%) or mean (SD) unless otherwise specifi ed. *Equal to or more electrically negative than −5 mV. 
†McNemar’s test to compare end-of-treatment value with corresponding baseline value. ‡Paired t test to compare 
end-of-treatment value with corresponding baseline value. §A change of at least –5 mV in nasal transepithelial 
potential diff erence (PD). ¶χ2 test to compare observed response rate with null-hypothesis response rate of 10%.  

Table 3: Changes in primary and secondary measures of nasal potential diff erence (PD)

16 mg/kg/die 40 mg/kg/die 

N° 23 N° 21 

Efficacia di PTC124 nelle mutazioni di classe I 
Studio di fase II in pazienti con almeno 1 mutazione di classe I 

	
  
	
  
	
  

Uno studio di fase II, condotto da un gruppo israeliano, ha valutato l’efficacia 
di PTC124 (ataluren) in 23 adulti con fibrosi cistica, considerando come criterio di 
efficacia un aumento del trasporto del cloro, misurato come una NPD che diventava 
più negativo di 5 millivolts (mV). Sono state considerate due dosi di ataluren, 16 e 
40 mg/kg/die, ciascuna somministrata per bocca in tre somministrazioni quotidiane 
per 2 settimane. 
 

La figura mostra i risultati dell’effetto della dose inferiore a sx e della dose 
maggiore di farmaco a dx, rispettivamente in 23 e 21 pazienti su NPD, misurata 
all’inizio e alla fine del ciclo di terapia. Considerando la secrezione di cloro (perfusione 
priva di cloro + isoproterenolo) si osserva una tendenza alla riduzione di NPD con 
entrambe le dosi di farmaco (in media -7.1 e -3.7 mV) rispetto ai valori basali (non vi 
è confronto con il placebo): ciò corrispondeva ad un aumento del trasporto di 
cloro nelle cellule della mucosa nasale. L’aumento del trasporto del cloro era definito 
“significativo” dagli autori, se NPD diventava più negativa di almeno 5 mV (-5 mV): 
ciò avveniva in 16 su 23 pazienti (70%) alla dose inferiore (a sx) ed in 8 su 21 
pazienti (38%) alla dose maggiore (a dx).  La figura mostra anche che si otteneva 
una normalizzazione del trasporto del cloro se NPD diventava inferiore a -5 mV 
(più negativo): ciò avveniva in 13 su 23 pazienti (57%) con la dose inferiore e 9 su 
21 pazienti (43%) con la dose maggiore. 
 

La spirometria aumentava di poco (non specificato) ed il cloro nel sudore non 
si modificava.  Il farmaco si è dimostrato sicuro (Lancet 2008; 372:719). Quindi, circa 
la metà dei pazienti era responsiva alla terapia e ciò non dipendeva dalla dose 
del farmaco, nè dal tipo di mutazione. 	
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Efficacia di PTC124 nelle mutazioni di classe I 

dose groups, respectively (fig. 6); the overall reduction of 23%
for the combined dose groups was statistically significant
(p50.006, paired t-test). For the combined groups, there was
also a time-dependent decrease in median cough duration that
achieved greatest significance (p50.007, paired t-test) at day
84; cough intensity was not significantly changed (data not
shown). Sleeping cough rates remained low and generally
unaltered throughout the study.

Drug compliance and safety
There were no physician-prescribed dose interruptions or
reductions. Median (range) patient compliance was 96%
(91–102%) for the 4-, 4- and 8-mg?kg-1 dose regimen and 99%
(78–99%) for the 10-, 10- and 20-mg?kg-1 dose regimen. With
both regimens, planned doses were only infrequently missed
(,4%) or reduced (,0.2%) by the patients.

We recorded all treatment-emergent adverse events and labo-
ratory abnormalities regardless of their potential relationship
to ataluren therapy (table 2). Most adverse events were mild
(grade 1) or moderate (grade 2) in severity and showed no
obvious dose-dependent increase in frequency or severity.
Three patients had grade 1 dysuria without associated urinary
abnormalities; ataluren was continued and symptoms abated
with hydration after periods of 2, 2 and 20 days. One patient
had a transient ischaemic attack while coughing. This event

was not considered ataluren-related given a past history of
such events in this patient and the fact that cough-induced
hemiplegic migraine or paradoxical embolisation are known
complications of CF [35–37]. Serious adverse events requiring
hospitalisation included fungal infection of a central venous
catheter, DIOS and a CF exacerbation.

Treatment-emergent laboratory abnormalities were infrequent
(table 2). We observed grade 2 or 3 elevation in serum glucose
in several patients; this finding appeared to be a CF-related
phenomenon in patients with a past history of hyperglycaemia.
In nonclinical studies and clinical trials in healthy volunteers,
substantially higher ataluren doses than those used in this
study have not caused perturbations in glucose metabolism
[18, 25]. Three patients had grade 1 increases in creatinine; in
two patients these abnormalities were each ascribed to DIOS
and gentamicin administration while in one patient a grade 1
elevation abated with planned cessation of ataluren on day 84.
Occasional sporadic fluctuations in serum aminotransferase
values were seen but these generally did not persist despite
continued ataluren administration. We monitored plasma
adrenocorticotropic hormone and cortisol because of preclini-
cal data in dogs suggesting that ataluren administration can be
associated with adrenalitis [18]; however, no patient showed a
pattern suggestive of clinical adrenocortical insufficiency.
Collectively, the observed laboratory abnormalities were not
clinically significant.

Long-term (o525 months), post-study safety data were avai-
lable for all study participants. No notable new health con-
ditions were reported.

Pharmacokinetics
Ataluren pharmacokinetics showed rapid drug absorption,
dose-proportional differences in mean plasma exposure be-
tween dose levels, and generally steady maintenance of plasma
concentrations above target trough concentrations (data not
shown). The observed mean concentration values were similar
to those observed in these same patients in the preceding
phase 2a ataluren study [20].

20

15

Ataluren
4, 4 and 8 mg·kg-1 

(n=11)

Ataluren
10, 10 and 20 mg·kg-1 

(n=7)

Ataluren
combined

(n=18)

a)

10

5

0

-5

Ataluren Follow-up-10

C
ha

ng
e 

fro
m

 b
as

el
in

e 
FE

V1
 

re
la

tiv
e 

%
 p

re
d

20

15

Ataluren
4, 4 and 8 mg·kg-1 

(n=11)

Ataluren
10, 10 and 20 mg·kg-1 

(n=7)

Ataluren
combined

(n=18)

b)

10

5

0

-5

Ataluren Follow-up-10

C
ha

ng
e 

fro
m

 b
as

el
in

e 
FV

C
 

re
la

tiv
e 

%
 p

re
d

0 28 56 84 112 0 28 56 84 112 0 28 56 84 112
Study day
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mean¡SEM. p-values from paired t-test comparing on-treatment time point versus
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dose groups, respectively (fig. 6); the overall reduction of 23%
for the combined dose groups was statistically significant
(p50.006, paired t-test). For the combined groups, there was
also a time-dependent decrease in median cough duration that
achieved greatest significance (p50.007, paired t-test) at day
84; cough intensity was not significantly changed (data not
shown). Sleeping cough rates remained low and generally
unaltered throughout the study.

Drug compliance and safety
There were no physician-prescribed dose interruptions or
reductions. Median (range) patient compliance was 96%
(91–102%) for the 4-, 4- and 8-mg?kg-1 dose regimen and 99%
(78–99%) for the 10-, 10- and 20-mg?kg-1 dose regimen. With
both regimens, planned doses were only infrequently missed
(,4%) or reduced (,0.2%) by the patients.

We recorded all treatment-emergent adverse events and labo-
ratory abnormalities regardless of their potential relationship
to ataluren therapy (table 2). Most adverse events were mild
(grade 1) or moderate (grade 2) in severity and showed no
obvious dose-dependent increase in frequency or severity.
Three patients had grade 1 dysuria without associated urinary
abnormalities; ataluren was continued and symptoms abated
with hydration after periods of 2, 2 and 20 days. One patient
had a transient ischaemic attack while coughing. This event

was not considered ataluren-related given a past history of
such events in this patient and the fact that cough-induced
hemiplegic migraine or paradoxical embolisation are known
complications of CF [35–37]. Serious adverse events requiring
hospitalisation included fungal infection of a central venous
catheter, DIOS and a CF exacerbation.

Treatment-emergent laboratory abnormalities were infrequent
(table 2). We observed grade 2 or 3 elevation in serum glucose
in several patients; this finding appeared to be a CF-related
phenomenon in patients with a past history of hyperglycaemia.
In nonclinical studies and clinical trials in healthy volunteers,
substantially higher ataluren doses than those used in this
study have not caused perturbations in glucose metabolism
[18, 25]. Three patients had grade 1 increases in creatinine; in
two patients these abnormalities were each ascribed to DIOS
and gentamicin administration while in one patient a grade 1
elevation abated with planned cessation of ataluren on day 84.
Occasional sporadic fluctuations in serum aminotransferase
values were seen but these generally did not persist despite
continued ataluren administration. We monitored plasma
adrenocorticotropic hormone and cortisol because of preclini-
cal data in dogs suggesting that ataluren administration can be
associated with adrenalitis [18]; however, no patient showed a
pattern suggestive of clinical adrenocortical insufficiency.
Collectively, the observed laboratory abnormalities were not
clinically significant.

Long-term (o525 months), post-study safety data were avai-
lable for all study participants. No notable new health con-
ditions were reported.

Pharmacokinetics
Ataluren pharmacokinetics showed rapid drug absorption,
dose-proportional differences in mean plasma exposure be-
tween dose levels, and generally steady maintenance of plasma
concentrations above target trough concentrations (data not
shown). The observed mean concentration values were similar
to those observed in these same patients in the preceding
phase 2a ataluren study [20].
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Estensione dello studio di fase II con somministrazione per 3 mesi 

	
  
	
  
	
  

Gli stessi risultati dello studio precedente sono stati ottenuti con la misura 
di NPD in bambini di età tra i 6 ed i 18 anni con almeno una mutazione di classe I. 
In particolare, circa la metà dei bambini erano “responders”, cioè avevano una 
variazione del potenziale elettrico di almeno 5 mV e questo diventava più negativo 
rispetto alla soglia di -5 mV; inoltre questo effetto era indipendente dalla dose di 
farmaco e dal tipo di mutazione e non si accompagnava a variazione della spirometria 
dopo 2 settimane di terapia con PTC124 (Am J Respir Crit Care Med 2010; 182:1262). 
 

Gli autori dello studio israeliano di fase II hanno valutato una estensione 
dello studio agli stessi pazienti, prolungando la somministrazione di ataluren a 3 
mesi. Ogni paziente continuava la dose di farmaco che aveva dato la maggior 
risposta con la misura di NPD: il numero dei soggetti studiati è modesto, trattandosi 
di 12 pazienti con la dose inferiore (16 mg/kg/die) e 7 pazienti con la dose maggiore 
(40 mg/kg/die). I risultati di questo studio sono i seguenti: a) il trasporto del cloro, 
valutato con la misura di NPD, aumentava con l’aumento della durata dello studio, 
arrivando ad un massimo dopo 3 mesi di avvio della terapia; b) considerando 
entrambe le dosi di farmaco, i “responders” (variazione di NPD dopo perfusione di 
soluzione priva di cloro e con isoproterenolo a valori più negativi rispetto a -5 mV) 
erano il 61%; c) il FEV1, parametro della spirometria, aveva un incremento 
modesto e non significativo: considerando i dati per entrambe le dosi di farmaco 
(vedi la figura a destra), vi era un aumento del 4.5% rispetto al valore predetto (ad 
es. in un maschio di 17 anni con FEV1 pari a 2.24 L, che corrisponde al 60% predetto, 
il parametro aumentava al 62.7% predetto, che corrispondeva a 2.34 L); d) il 
numero di colpi di tosse si riduceva di circa il 20%. 
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Efficacia di PTC124 nelle mutazioni di classe I 
Studio clinico di fase III (1 + 1 anno) 

	
  
	
  
	
  
 

I dati di efficacia riportati negli studi di fase II con il PTC124 (ataluren) ed il 
positivo profilo di sicurezza del farmaco hanno portato all’organizzazione di uno 
studio clinico di fase III, multicentrico e multinazionale. Questo trial clinico 
(vedi figura) prevedeva due bracci, ciascuno di circa 100 pazienti (inclusione: età > 6 
anni, FEV1 > 40% pred. e < 90% pred., almeno una mutazione di classe I): un 
gruppo di pazienti assumeva l’ataluren alla dose di 40 mg/kg/die, l’altro gruppo 
assumeva il placebo per 1 anno. L’efficacia del farmaco era valutata considerando le 
variazioni nella spirometria (FEV1). L’assegnazione di ogni paziente all’uno o l’altro 
braccio era casuale (randomizzazione). Trascorso l’anno di terapia in doppio cieco (nè 
i pazienti, nè i ricercatori erano a conoscenza se il singolo paziente assumeva il 
farmaco o il placebo), seguiva uno studio in aperto con tutti i pazienti che 
assumevano per un’altro anno solo l’ataluren. 
 

Lo studio è stato completato ed è in corso di valutazione. Alcuni risultati 
sono stati riportati al congresso europeo di Dublino: l’aumento del FEV1 era 
modesto e di circa il 3% rispetto al valore predetto (ad es. in un maschio di 17 anni 
con FEV1 pari a 2.24 L, che corrisponde al 60% predetto, il parametro aumentava al 
61.8% predetto, che corrispondeva a 2.30 L). L’aumento di FEV1 era superiore e 
significativo nel sottogruppo di pazienti che non facevano antibiotici per via inalatoria: 
l’interpretazione di questo risultato è dubbia. Una valutazione più precisa e puntuale 
dei risultati sarà possibile quando i risultati saranno pubblicati.  
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Alternative Approaches for Restoring Mucociliary Clearance in CF, Florence 2012, Derek Paisley 
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Farmaci attivi sulla clearance muco-ciliare 
Effetto sullo scambio di ioni e/o liquido peri-ciliare 

	
  
	
  
	
  
 

Si possono considerare i nuovi farmaci rispetto al meccanismo con cui 
migliorano la clearance muco-ciliare. Alcuni farmaci osmotici agiscono richiamando 
acqua per aumentare il liquido periciliare: si tratta della soluzione salina al 7% e della 
polvere di mannitolo. Si potrebbero attivare con farmaci anche i canali alternativi del 
cloro, quelli attivati dal calcio (Ca): il gruppo di ricercatori di Genova (Prof. Galietta) 
ha contribuito ad identificare il canale TMEM16A, che si comporta come un canale del 
cloro, calcio-dipendente. Dopo le esperienze negative con l’amiloride, il Moli 1901, il 
denufosol, alcuni gruppi stanno studiano farmaci che bloccano il canale del sodio 
(ENaC): questi farmaci devono avere una lunga durata d’azione e devono non 
determinare un aumento del potassio cellulare.  

Nelle note precedenti abbiamo visto come i correttori ed i potenziatori del 
canale CFTR del cloro modifichino la funzione di canale, il liquido periciliare e la 
clearance mucociliare in dipendenza dalla classe di mutazione e con risultati diversi. 
Benchè a tutt’oggi la terapia genica non abbia dato prova di efficacia e completa 
sicurezza, resta un filone di ricerca attivo. Iniziali sono gli studi sulla terapia cellulare, 
cioè l’uso di cellule staminali, per una terapia antiinfiammatoria o come candidate alla 
terapia genica per poi essere indirizzate al polmone. 
 

La ricerca procede perciò a 360° gradi per i nuovi farmaci ed anche per 
confermare efficacia e sicurezza delle terapie tradizionali. Il filone della terapia 
mutazione-specifica ha dato primi risultati promettenti, ma sembra che per le 
mutazioni di classe I e II vi sia necessità di testare nuovi farmaci, una loro 
combinazione e la loro associazione con un potenziatore. Gli studi mostrano anche 
che vi è una scarsa correlazione tra misura di NPD e la variazione della spirometria o 
di altre misure di esito clinico, mentre a queste ultime sembra meglio correlare la 
variazione di cloro sudorale. 
 
 
 
	
  


