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Perché & importante

Il trattamento della fibrosi cistica (FC) si puo basare su farmaci che agiscono direttamente sulla
proteina CFTR mutata o, in alternativa, si potrebbe basare sulla modulazione di bersagli diversi
dalla proteina CFTR, al fine di aumentare la fuoriuscita di ioni dalla cellula o inibire I'eccessiva
acidificazione che si osserva nelle vie aeree delle persone con FC. |l ruolo preciso di potenziali
bersagli alternativi, come le proteine TMEM16A, SLC26A9, SLC26A4 e ATP12A, é tuttora poco
conosciuto o controverso.

o

Che cosa hanno usato i ricercatori

Sono state usate cellule epiteliali delle vie aeree ottenute da persone con fibrosi cistica (modelli
ex vivo), di varie etd, genotipi e condizioni cliniche e da persone non FC (controlli sani) mediante
procedure minimamente invasive (spazzolamento della mucosa delle cavita nasali).

Che cosa hanno fatto i ricercatori

Le cellule sono state studiate in vitro per testare l'effetto del potenziamento o dell'inibizione dei
bersagli alternativi sulle caratteristiche della FC.

Sono stati caratterizzati in dettaglio i livelli di attivita dei geni che portano alla produzione di
TMEM16A, SLC26A9, SLC26A4 e ATP12A e la localizzazione dellmRNA di questi bersagli nelle
cellule presenti in diverse regioni delle vie aeree ex vivo e in vitro.

E stato poi valutato il contributo dei bersagli alternativi alla regolazione delle proprieta del fluido
che riveste |'epitelio respiratorio.

Q

Che cosa hanno ottenuto

| geni che codificano per ATP12A e SLC26A4 sono risultati i piU espressi (cioe con livelli piv alti),
soprattutto in condizioni infiammatorie; spesso nelle cellule che producono il muco sono espressi
entrambi. | geni che codificano per TMEM16A e SLC26A9 sono risultati invece meno espressi, con
il secondo che mostra una peculiare localizzazione limitata alle cellule polmonari neuroendocri-
ne.

Si e visto che ATP12A ha un ruolo primario nella regolazione delle proprieta del fluido che riveste
I'epitelio respiratorio, e che la sua inibizione porta effetti benefici sulle proprieta epiteliali.

«Q

Che cosa succedera ora

[l progetto ha individuato ATP12A come bersaglio alternativo pit promettente per lo sviluppo di
nuovi approcci terapeutici per la FC. | modelli cellulari generati potranno essere usati per la ricer-
ca di nuovi farmaci in grado di inibire la funzione o ridurre l'espressione di ATP12A.




C

trasparente

FondaZione per la Ricerca Terapie e approcci InnOPVrQo \e;tl:toel:lzco::r‘le‘llzce)E;
sulla Fibrosi Cistica - ETS Ple & aPProCe, difetto di base, genttica

fibrosicisticaricerca.it

Per saperne di piu 4

l_?_l Obiettivi
©00

Studiare bersagli alternativi a CFTR in cellule delle vie aeree isolate da
persone con FC e da persone non FC

Questo progetto é focalizzato sullo studio e la modulazione di bersagli alternativi a CFTR. At-
traverso vari approcci tecnologici (saggi di immunofluorescenza e microscopia confocale), i
ricercatori si prefiggono di valutare l'espressione e la funzione di bersagli alternativi nelle vie
aeree, in modo da poter sviluppare degli approcci terapeutici mirati. Il progetto prevede l'uti-
lizzo di cellule epiteliali delle vie aeree ottenute da persone con fibrosi cistica (FC), di varie eta,
genotipi e condizioni cliniche e da persone non FC (controlli sani) mediante procedure minima-
mente invasive (spazzolamento della mucosa delle cavita nasali). Mediante studi in vitro sara
inoltre testato |'effetto del potenziamento o dell'inibizione di questi bersagli sul fenotipo FC.
Infine i ricercatori propongono di sviluppare strumenti e saggi per la ricerca di nuovi modulatori
farmacologici.

@ Risultati

ATP12A & emerso come bersaglio alternativo piU promettente per lo
sviluppo di nuovi approcci terapeutici per la FC

Il trattamento della fibrosi cistica (FC) si puo basare su farmaci che agiscono direttamente
sulla proteina CFTR mutata, con lo scopo di ripristinarne la corretta funzione.

Un approccio alternativo si potrebbe basare sulla modulazione di bersagli diversi dalla protei-
na CFTR, al fine di aumentare la fuoriuscita di ioni dalla cellula o inibire I'eccessiva acidifica-
zione che si osserva nelle vie aeree delle persone con FC.

Nonostante l'elevato interesse nello sviluppo di nuove strategie terapeutiche rivolte a tutte le
persone con FC, il ruolo preciso di potenziali bersagli alternativi, come le proteine TMEM16A,
SLC26A9, SLC26A4 e ATP12A, & tuttora poco conosciuto o controverso. Inoltre, modulatori far-
macologici specifici per questi bersagli non sono ancora stati sviluppati. Pertanto, l'obiettivo
principale di questo progetto era lo studio del'espressione e della funzione nelle vie aeree di po-
tenziali bersagli alternativi, in modo da selezionare quelli pit promettenti e iniziare lo sviluppo
di approcci terapeutici mirati.

Per lo studio sono state usate cellule epiteliali delle vie aeree ottenute da persone con fibrosi ci-
stica (modelli ex vivo), di varie eta, genotipi e condizioni cliniche e da persone non FC (controlli
sani) mediante procedure minimamente invasive (spazzolamento della mucosa delle cavita
nasali) e sono state applicate metodiche di imaging per studi di espressione genica e funzione
su diversi tipi di campioni rappresentativi delle vie aeree.

Sono stati caratterizzati in dettaglio i profili di espressione e la localizzazione cellula-specifica
di TMEM16A, SLC26A9, SLC26A4 e ATP12A nelle diverse regioni delle vie aeree ex vivo e in vitro.
| geni che codificano per ATP12A e SLC26A4 sono risultati i piu espressi, soprattutto in condi-
zioni infiammatorie, e spesso hanno mostrato co-espressione in cellule secretorie. | geni che
codificano per TMEM16A e SLC26A9 sono risultati, invece, meno espressi, con il secondo che
mostra una peculiare localizzazione limitata alle cellule polmonari neuroendocrine. E stato poi
valutato il contributo dei bersagli alternativi alla regolazione delle proprieta del fluido che rive-
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ste 'epitelio respiratorio. Questi studi hanno identificato un ruolo primario per la pompa proto-
nica ATP12A, la cui inibizione ha prodotto effetti benefici sulle proprieta epiteliali.

In conclusione, il progetto ha individuato ATP12A come bersaglio alternativo piu promettente
per lo sviluppo di nuovi approcci terapeutici per la FC. Inoltre, sono stati sviluppati dei modelli
da usare per la ricerca di nuovi farmaci in grado di inibire la funzione o ridurre l'espressione di
ATP12A.
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Generation of an induced pluripotent stem cell line (IGGI002A) from nasal 558
cells of a cystic fibrosis patient homozygous for the G542X-CFTR mutation
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Abdtract ATP12A encodes the catalytic subunit of the non-gastric proton pumg, which is expressed
in many epithelial tissues and mediates the secretion of protons in exchange for potassium ions. In
the airways, ATFIZA<lependent profon seceetion coninbules e comples machaniesms egulating
the composition and properties of the fluid and mucus lining the respiratory epithelia, which are
erernlial b mainkain the airway hosd defemse and e resgriralory health, Inereased o pression and
activily of ATFLIA o combinakion with the loss of other balancing activibes, such as the bxarbonate
sevretion mediaeed h}'{'FTI!_ leads i everssive acidification of the ﬂiﬂ'.‘l.:\' surfaor quid and mucus
dysfunction, processes that play relevant roles in the pathogenesis of oystic Bhrosis and other chronic
inflammatory respiratory disorders. In this review, we summarize the findings dealing with ATP124
eapn—.csinn Function, and modulstion in the airways, which ked to the consideration of ATFI2A as
a petenitial therapeutic tanget for the treatment of oystic Abrosis amd olher aireay diseases; we also
checin for highlight the curnent advances and gaps regarding the development of therapeulic strategies aimed
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Abstract presentati a congressi scientifici

SLC26A9 and ATP12A as potential therapeutic targets for cystic fibrosis
18th ECFS Basic Science Conference, Dubrovnik, Croatia, 29 March - 01 April 2023

Alternative targets for the treatment of cystic fibrosis basic defect
46th European Cystic Fibrosis Conference, Vienna, Austria, 7-10 June 2023
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