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Perché & importante

In Italia il 30% delle persone con fibrosi cistica (FC) ha mutazioni non trattabili con farmaci mo-
dulatori, definite ‘mutazioni orfane’. Alcune di queste mutazioni non sono caratterizzate e hanno
una sensibilita sconosciuta ai modulatori, mentre per altre esiste gia la prova della loro utilita.

Le possibili differenze tra gli individui con FC nella risposta ai farmaci, nonché il crescente nu-
mero di modulatori di CFTR in fase di sviluppo preclinico o clinico, evidenziano la necessita di
modelli predittivi affidabili per testare le terapie per il difetto di base della FC.

Che cosa hanno usato i ricercatori

Sono state usate cellule epiteliali nasali raccolte usando la tecnica del nasal brushing (spazzola-
mento della mucosa interna nasale) da circa 200 persone con FC con mutazioni orfane e da 20
individui sani (compresi alcuni portatori di FC). Sono inoltre state usate tecniche elettrofisiologi-
che per valutare l'effetto dei modulatori sulle cellule.

Che cosa hanno fatto i ricercatori

Le cellule raccolte da persone con FC e dagli individui sani sono state coltivate in laboratorio per
aumentarne il numero e fatte differenziare per formare degli “avatar epiteliali’, che replicano le
vie aeree.

Gli avatar epiteliali sono stati trattati con i modulatori e analizzati con diverse tecniche: é stato
misurato il flusso degli ioni cloruro attraverso |'epitelio per valutare |'attivita del CFTR; le proteine
cellulari sono state separate per capire se CFTR fosse presente in forma immatura o matura; e
stato studiato ImRNA di CFTR, che funge da stampo usato dalla cellula per produrre la proteina
CFTR.

Q

Che cosa hanno ottenuto

Si e dimostrato che la mutazione G1244E altera la funzione di CFTR con piU di un meccanismo e
non é recuperabile da un solo potenziatore. Il recupero della mutazione G85E puo essere miglio-
rato combinando Kaftrio e un composto preclinico. Inoltre, sono stati studiati i meccanismi che
regolano il recupero della mutazione N1303K, identificando un composto (gia in uso terapeuti-
co) che potrebbe essere utile come co-trattamento per N1303K e altre varianti.

Q

Che cosa succedera ora

[l lavoro dimostra che le cellule nasali derivate da persone con FC sono un ottimo modello per
studiare l'effetto delle mutazioni di CFTR. Queste cellule replicano infatti le caratteristiche delle
vie aeree e sono fondamentali per studiare e prevedere la risposta cellulare individuale ai modu-
latori.
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Determinare la risposta di mutazioni orfane a modulatori di CFTR
attraverso saggio su colture di cellule nasali per definire trattamenti
personalizzati

Lobiettivo principale del progetto e di determinare la risposta di persone con fibrosi cistica
(FC) di vari centri FC a diversi modulatori, attraverso l'uso delle colture di cellule nasali. Questo
progetto é |'estensione del precedente FFC#9/2019, durante il quale ¢ stata creata una rete di
centri di FC e sono state caratterizzate le persone con FC in termini di sensibilita ai modulatori
CFTR. Per mezzo del nasal brushing, procedura di ottenimento di cellule epiteliali nasali da
persone con FC poco invasiva, saranno coltivate e differenziate in vitro le cellule nasali usando
protocolli appositi. Su di esse, il gruppo di ricerca saggera l'effetto dei modulatori utilizzando
tecniche elettrofisiologiche. | ricercatori si propongono inoltre di valutare possibili effetti secon-
dari in grado di alterare l'espressione di CFTR dovuti alle mutazioni. Lo studio potra aiutare la
selezione di farmaci piu efficaci e definire trattamenti personalizzati per ogni persona con FC,
compresi quelli con mutazioni rare e ancora non caratterizzate.

@ Risultati

Le cellule nasali derivate da diverse persone con FC con mutazione G1244E
o G85E o N1303K si sono dimostrate un buon modello per studiare e
prevedere la risposta cellulare individuale a diversi modulatori

In ltalia il 30% delle persone con fibrosi cistica (FC) ha mutazioni non trattabili con farmaci
modulatori, definite ‘mutazioni orfane’. Alcune di queste mutazioni non sono caratterizzate e
hanno una sensibilita sconosciuta ai modulatori, mentre per altre esiste gia la prova della loro
utilita.

Le possibili differenze tra gli individui con FC nella risposta ai farmaci e il crescente numero di
modulatori di CFTR in fase di sviluppo preclinico o clinico evidenziano la necessita di modelli
predittivi affidabili per testare le terapie per il difetto di base della FC.

| ricercatori hanno raccolto cellule epiteliali nasali usando la tecnica del nasal brushing (spaz-
zolamento della mucosa interna nasale) da circa 200 persone con FC con mutazioni orfane e
da 20 individui sani (compresi alcuni portatori di FC).

Le cellule raccolte da persone con FC e dagli individui sani sono state coltivate in laboratorio
per aumentarne il numero e fatte differenziare per formare degli ‘avatar epiteliali’, che replica-
no le vie aeree.

Gli avatar epiteliali sono stati quindi trattati con i modulatori e analizzati con diverse tecniche
elettrofisiologiche: & stato misurato il flusso degli ioni cloruro attraverso I'epitelio per valutare
I'attivita del canale CFTR; le proteine cellulari sono state separate per capire se CFTR fosse pre-
sente in forma immatura o matura; é stato studiato ImRNA di CFTR, usato dalla cellula come
stampo per produrre la proteina CFTR.

| test svolti hanno permesso di capire i meccanismi molecolari e funzionali con cui le mutazioni
causano il difetto in CFTR e verificare se siano recuperabili dai modulatori. Si & dimostrato che
la mutazione G1244E altera la funzione di CFTR con piU di un meccanismo e non é recuperabi-
le da un solo potenziatore. Il recupero della mutazione G85E puo essere migliorato combinando
Kaftrio e un composto preclinico.
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Inoltre, sono stati studiati i meccanismi che regolano il recupero della mutazione N1303K, iden-
tificando un composto (gia in uso terapeutico) che potrebbe essere utile come co-trattamento
per N1303K e altre varianti.

Il lavoro dimostra che le cellule nasali derivate da persone con FC sono un ottimo modello
per studiare |'effetto delle mutazioni di CFTR. Queste cellule replicano infatti le caratteristiche
delle vie aeree e sono fondamentali per studiare e prevedere la risposta cellulare individuale ai
modulatori.
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