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Perché & importante

| farmaci attualmente disponibili per la terapia della fibrosi cistica (FC), come i potenziatori e i
correttori, mirano a colpire direttamente la proteina CFTR. Tuttavia, non sempre hanno un'effi-
cacia ottimale. | ricercatori intendono sviluppare una strategia alternativa basata sul migliora-
mento dellambiente in cui la proteina CFTR si sviluppa e matura.

o

Che cosa hanno usato i ricercatori

Lidea e agire su particolari fattori responsabili della bassa espressione di CFTR sulla membra-
na cellulare e coinvolti nella cosiddetta proteostasi della cellula, cioé nel sistema di regolazione
della sintesi e degradazione delle proteine, specialmente quelle mal funzionanti. Nei precedenti
progetti, FFC#2/2016 e FFC#10/2017, sono stati identificati alcuni di questi fattori, chiamati TG2,
PDI, protein-chinasi, NRF2, e alcune molecole in grado di raggiungere tali bersagli.

|

~

Che cosa hanno fatto i ricercatori

Lazione di TG2, NRF2 e altre proteine ¢ stata approfondita. Inoltre, tramite approcci informatici
e test in vitro su cellule, sono stati scoperti altri fattori capaci di ripristinare i livelli e la funzio-
nalita del canale CFTR. Per testare l'efficacia di queste nuove molecole si sono usate cellule FC
con la mutazione F508del, topi transgenici FC e cellule provenienti da epiteliali nasali di donatori
omozigoti per F508del.

Q

Che cosa hanno ottenuto

| risultati confermano che i fattori TG2, NRF2 e altre proteine sono bersagli promettenti nella
terapia per la FC. | nuovi composti chimici individuati sono risultati efficaci nel ripristinare la
proteostasi alterata in modelli FC e nel recuperare la funzione del canale CFTR sulla membrana
plasmatica.

Q.

Che cosa succedera ora

Un simile approccio, non essendo diretto contro il canale CFTR, presenta la potenzialita di non
essere mutazione dipendente e di poter essere efficace nei casi di mutazioni di CFTR ancora
orfane di una efficace terapia. Alcune delle molecole selezionate, per esempio, oltre arisultare at-
tive in modelli caratterizzati dalla presenza della pit comune mutazione F508del, sono risultate
promettenti anche contro la mutazione N1303K.
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Messa a punto di una strategia alternativa per aumentare il recupero in vitro
e in vivo di CFTR con F508del intervenendo sulla proteostasi difettosa.

La mutazione piu comune in fibrosi cistica, la F508del, & responsabile del difetto di ripiega-
mento e maturazione della proteina CFTR che le impedisce di raggiungere la membrana cel-
lulare. Questo determina nei pazienti un muco bronchiale denso e uno stato di infilammazione
cronica del polmone. Lapproccio terapeutico piu avanzato di cui si dispone, costituito da far-
maci correttori e potenziatori, mira a colpire direttamente la proteina CFTR con la mutazione
F508del. Tuttavia per ora i farmaci disponibili, in particolare i correttori, non hanno efficacia
ottimale. | ricercatori intendono sviluppare una strategia alternativa, basata non sull'attac-
co diretto alla proteina mutata ma sul miglioramento del compartimento intracellulare, ossia
Iambiente in cui la proteina CFTR si sviluppa e matura. Per questo, si andra ad agire su alcuni
fattori della proteostasi responsabili della bassa espressione del CFTR sulla membrana cellula-
re. La proteostasi ¢ il sistemna di regolazione della sintesi e degradazione delle proteine, in parti-
colare di quelle mal funzionanti. Nei precedenti progetti, FFC#2/2016 e FFC#10/2017, sono stati
identificati fattori intracellulari importanti (TG2, PDI, protein-chinasi, NRF2) e alcune molecole
in grado di raggiungere tali bersagli. Ora si vogliono ottimizzare queste molecole e scoprirne
altre. Per farlo, si sfrutteranno approcci informatici, con tecniche quali il Virtual screening e la
Ricerca Farmacoforica, e si effettueranno test in vitro su cellule, per analizzare i migliori can-
didati contro bersagli specifici. Infine l'efficacia delle nuove molecole verra validata in modelli
FC come cellule F508del, topi transgenici FC e cellule primarie da epiteliali nasali di donatori
omozigoti per questa mutazione.

@ Risultati

Identificazione di target alternativi a CFTR e selezione di composti efficaci
nel ripristinare la funzionalita cellulare in modelli sperimentali di FC con
mutazione F508del.

Nellambito della ricerca di nuove molecole in grado di correggere il difetto di CFTR, i ricerca-
tori si sono concentrati su specifici bersagli cellulari diversi dal canale CFTR mutato, sfruttan-
do approcci computazionali e sperimentali e modelli animali preclinici. In particolare, usando
diversi modelli cellulari, tra cui le cellule CFBE41o- (provenienti dall'epitelio polmonare umano
e isolate da paziente affetto da FC con mutazione F508del) e cellule primarie da paziente con
mutazione F508del, i ricercatori hanno identificato le molecole TG2 e NRF2 e specifiche protei-
ne chinasi (enzimi) come bersagli promettenti nella terapia per la FC. Successivamente, sono
stati selezionati diversi composti chimici, risultati efficaci nel ripristinare i livelli e la funziona-
lita del canale del CFTR. Inoltre, i ricercatori hanno dimostrato che, sebbene apparentemente
non correlati, i nuovi bersagli identificati co-partecipano agli stessi eventi cellulari. E stata in
seguito dimostrata |'efficacia della combinazione delle molecole selezionate nel ripristinare la
proteostasi alterata in modelli FC e il recupero di una CFTR funzionante sulla membrana pla-
smatica. Tale approccio, non essendo diretto contro il canale CFTR, presenta la potenzialita di
non essere mutazione dipendente e di poter essere efficace nei casi di mutazioni di CFTR orfa-
ne di una efficace terapia. Infatti, alcune molecole selezionate, oltre a risultare attive in modelli
caratterizzati dalla presenza della pit comune mutazione F508del, sono risultate promettenti
anche contro la mutazione N1303K.
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recognized as an Achilles” heel of cancer, being overexpressed in several malignancies. The beneficial
effects of (- }-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) in the prevention and treatment of several diseases,
including cancer, have been widely reported. However, poor stability and limited bicavailability
hinder the development of EGCG as an effective therapeutic agent. The combination of innovative
nanomaterials and bioactive compounds into nanoparticle-based systems demonstrates the synergis-
tic advantages of nanocomplexes as compared to the individual components. In the present study,
we developed a self-assembled core-shell nanohybrid (SAMN@EGCG) combining EGCG and intrin-
sic dual-signal iron oxide nanoparticles (Surface Active Maghemite Nanoparticles). Interestingly,
nano-immobilization on SAMNSs protects EGCG from degradation, preventing its auto-oxidation.
Most importantly, the nanohybrid was able to successfully deliver EGCG into cancer cells, displaying
impressive protein kinase CK2 inhibition comparable to that obtained with the most specific CK2
inhibitor, CX-4945 (5.5 vs. 3 uM), thus promoting the phytochemical exploitation as a valuable al-
ternative for cancer therapy. Finally, to assess the advantages offered by nano-immobilization, we
tested SAMN@EGCG against Peenudomonas aeruginosa, a Gram-negative bacterium involved in severe
lung infections. An improved antimicrobial effect with a drastic drop of MIC from 500 to 32.7 uM
was shown.
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