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Perché & importante

In Italia, circa il 20% delle persone con fibrosi cistica & portatore di mutazioni stop, responsabili
dellinterruzione della sintesi della proteina CFTR, che risulta monca e viene eliminata. Le muta-
zioni stop non rispondono ai farmaci modulatori approvati. Un approccio terapeutico per questo
tipo di mutazione é rappresentato dal readthrough, cioé il ‘'superamento’ del segnale di stop che
consente la sintesi di una proteina completa. Le molecole con questo tipo di azione vengono
definite TRIDs (Translational Readthrough Inducing Drugs).

o

Che cosa hanno usato i ricercatori

Grazie a precedenti progetti (FFC#1/2014 e FFC#3/2017) sono state individuate tre molecole con
elevata attivita readthrough e una bassa tossicita sia in vitro sia in vivo (nel modello Zebrafish),
chiamate NV848, NV914, NV930. Scopo di questo progetto e stato valutarne stabilita, tossicita
e biodistribuzione in modello di topo oltre all'efficacia su modelli avanzati di FC. Infine, ulteriore
obiettivo é stato quello di valutarne a fondo il meccanismo d'azione, anche con simulazioni al
computer.

«,

Che cosa hanno fatto i ricercatori

| composti sono stati testati sumodelli animali con CFTR normale per valutarne la tossicita e la
biodistribuzione. Sono stati usati anche modelli di topo con mutazioni stop su CFTR.

Per studiare come vengono metabolizzati, ovvero come vengono modificati chimicamente
dall'organismo nel quale sono somministrati, & stato invece usato un modello in vitro di fegato
umano. Infine, la loro attivita ed efficacia su diversi tipi di mutazione é stata valutata grazie a
organoidi intestinali isolati da persone con FC portatrici di specifiche mutazioni stop, come la
G542X o la W1282X. Alcuni dei test sui TRIDs sono stati eseguiti aggiungendo anche i modula-
tori ora disponibili, come elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor.

Q

Che cosa hanno ottenuto

NV848, NV914, NV930 hanno mostrato una buona stabilitad metabolica e biodistribuzione e
non sono emersi effetti di tossicita acuta. Negli organoidi con I'aggiunta dei modulatori, & stato
osservato un moderato recupero dell'attivita di CFTR. Grazie alle simulazioni al computer i ri-
cercatori hanno inoltre identificato un ulteriore possibile bersaglio dei TRIDs, la proteina FTS]1,
coinvolta nel processo di produzione delle proteine.

«Q

Che cosa succedera ora

I risultati di questo studio forniscono in parte la convalida di molecole con attivita di readthrough
per il ripristino della funzione di CFTR. Dovranno essere condotti ulteriori studi per valutare l'effi-
cacia e la specificita di NV848, NV914, NV930. Sono in fase di completamento gli esperimenti sul
modello di topo con mutazioni stop su CFTR.
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Tre molecole, risultate da precedente progetto efficaci nel superare il
segnale di stop nella sintesi della proteina CFTR, verranno valutate su
modello animale per confermarne l'efficacia in vivo

Le mutazioni CFTR stop comportano linterruzione della sintesi della proteina CFTR, che risul-
ta monca e viene eliminata. Questo gruppo di ricerca, con precedenti progetti (FFC#1/2014 e
FFC#3/2017), ha messo a punto tre molecole capaci di superare efficacemente in vitro il segnale
di stop (diverse mutazioni) contenuto nel DNA, consentendo cosi la sintesi completa della pro-
teina. Il nuovo progetto intende avviare uno studio preclinico su un modello di topo transgenico
contenente nel DNA il segnale di stop UGA, per valutarne l'efficacia in vivo. Inoltre si intende
valutare la distribuzione di queste molecole in vivo, sempre su organismo di modello animale,
studiandone altresi il meccanismo d'azione.

@ Risultati

Le molecole NV848, NV914, NV930 mostrano elevata attivita di
readthrough per il ripristino della funzione di CFTR in modelli animali

Le mutazioni stop rappresentano il secondo tipo di mutazione piu frequente del gene CFTR.
Esse causano un fenotipo severo della malattia, poiché comportano la completa assenza
della proteina. Un approccio terapeutico per questo tipo di mutazione é rappresentato dal
readthrough, cioé il 'superamento’ del codone di stop prematuro, meccanismo che consente
di sintetizzare una proteina completa. Questo é reso possibile da farmaci noti come TRIDs
(Translational Readthrough Inducing Drugs).

Grazie a precedenti progetti (FFC#1/2014 e FFC#3/2017) sono state identificate tre molecole
che presentano elevata attivita readthrough e una bassa tossicita sia in vitro sia in vivo (mo-
dello Zebrafish).

Scopo di questo progetto é stato quello di valutarne stabilita, tossicita e biodistribuzione in
modello di topo oltre all'efficacia su modelli avanzati di FC. Infine, ulteriore obiettivo é stato
quello di valutarne a fondo il meccanismo d'azione.

Sono stati usati topi senza mutazioni su CFTR per lo studio di tossicita acuta delle tre molecole
NV848, NV914, NV930 e per la biodistribuzione di queste in vivo. Sono in corso studi di espres-
sione di CFTR dopo il trattamento con le tre molecole in un modello di topo con mutazioni stop
su CFTR. Lattivita delle nuove molecole e stata valutata in organoidi umani intestinali con mu-
tazioni stop del gene CFTR. Studi computazionali sono invece stati effettuati per comprendere
il target biologico e il meccanismo d'azione delle molecole.

| risultati ottenuti hanno mostrato una buona stabilita e tollerabilita delle tre molecole NV848,
NV914, NV930 in vivo, oltre alla capacita di raggiungere differenti distretti dell'organismo
(NV848). E stato anche possibile osservare un recupero dellattivita di CFTR in organoidi
intestinali FC con mutazione W1282X in combinazione a correttori e potenziatori. Inoltre gli
studi hanno mostrato il possibile coinvolgimento della proteina FTS]1 nel meccanismo del
readthrough dei codoni stop.

| risultati di questo studio hanno un elevato potenziale traslazionale e forniscono in parte la
convalida di molecole con attivita di readthrough per il ripristino della funzione di CFTR.
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