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Perché & importante

| farmaci modulatori attualmente disponibili sono stati approvati solo per alcune delle mutazio-
ni che causano la fibrosi cistica (FC), ma potrebbero essere efficaci anche per altre. E di estrema
importanza avere a disposizione strumenti che permettano di valutare l'efficacia di farmaci (gia
approvati o in fase di test o sviluppo clinico) su cellule di pazienti con mutazioni comuni o rare.

o

Che cosa hanno usato i ricercatori

Attraverso brushing nasale (spazzolamento della mucosa interna nasale), sono state ottenute
e fatte crescere in laboratorio delle cellule di persone con FC. Tali cellule sono state usate per
studiare |'effetto di farmaci e altri composti sullattivita di CFTR, senza che questi vengano som-
ministrati direttamente ai pazienti. Leffetto dei farmaci sulle cellule e stato valutato con studi
di elettrofisiologia (per il funzionamento elettrico) e di biochimica (per i meccanismi chimici).
Questa strategia & chiamata theratyping, che si puo tradurre come teratipizzazione: significa
disegnare un'apposita terapia (therapy) a seconda del tipo (type) di mutazione presente.

~

Che cosa hanno fatto i ricercatori

| test di efficacia dei farmaci sono stati eseguiti su cellule di pazienti portatori di varie mutazioni,
non solo la pit comune F508del. E stata analizzata a livello molecolare, linformazione portata sia
dal gene CFTR sia dal suo trascritto (RNA), cioé la molecola che porta le istruzioni per produrre
la proteina.

A

Che cosa hanno ottenuto

Per quanto riguarda le analisi sulle cellule isolate con brushing nasale, in circa la meta dei casi
i farmaci si sono dimostrati efficaci nel recupero della funzione di CFTR, a indicare che quelle
specifiche mutazioni di CFTR potrebbero trarre beneficio dal trattamento con i farmaci.

Q.

Che cosa succedera ora

La strategia del theratyping verra messa a punto ed eventualmente usata per altri composti e
altre mutazioni. Gli studi a livello molecolare di CFTR continueranno per valutare se la proteina
mutata & in grado di mantenere qualche tipo di attivita e se possa essere recuperata con | uso
di modulatori.
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Per saperne di piu 4

O
6 6 & Obiettivi

Determinare larisposta di mutazioni orfane di terapia a modulatori di CFTR
gia conosciuti o di nuova sintesi attraverso saggio su colture di cellule nasali.

Le mutazioni che causano fibrosi cistica (FC) possono essere suddivise in diverse classi a se-
conda del meccanismo con cui determinano la perdita di funzione della proteina CFTR. La
ricerca ha permesso di identificare composti chimici, o modulatori, che possono recuperare la
funzione di CFTR, ma non tutte le mutazioni appartenenti a una stessa classe rispondono allo
stesso modo ai diversi modulatori di CFTR. Molti pazienti, inoltre, hanno mutazioni poco stu-
diate, la cui responsivita ai trattamenti rimane da determinare. Devono quindi essere sviluppati
degli approcci personalizzati per il trattamento del difetto di base in fibrosi cistica. Le colture
primarie di cellule nasali derivate da pazienti FC, prelevate attraverso brushing nasale (spaz-
zolamento della mucosa interna nasale), permettono di valutare in maniera poco invasiva l'at-
tivita di CFTR e l'effetto dei modulatori sui singoli pazienti. Lobiettivo principale del progetto e
determinare la risposta a diversi modulatori attraverso l'uso di queste colture. Il saggio (o test)
impiegato potra essere usato per indagare la risposta individuale del malato che possiede mu-
tazioni CFTR suscettibili a farmaci modulatori gia approvati; e per studiare se gli stessi farma-
ci possono essere efficaci anche per mutazioni non ancora incluse nell'approvazione ufficiale
o conosciute per mostrare scarsa risposta clinica ad altri composti. Nel caso di mutazioni che
comportano un difetto di maturazione della proteina CFTR sara testata anche l'efficacia di un
nuovo composto inibitore della proteina RNFS5, oggetto del precedente progetto FFC#9/2017, in
modo da conoscere la possibilita di sviluppare le associazioni farmacologiche piu promettenti.

@ Risultati

Caratterizzate mutazioni orfane di 150 individui e loro responsivita a modu-
latori di CFTR apcrrovati: per la meta di esse la funzionalita é recuperata con
I'uso combinato di potenziatori e correttori.

In Italia molte persone FC hanno mutazioni rare orfane di terapia. Lo studio si proponeva di
studiare il difetto causato da queste mutazioni e valutare la loro responsivita ai farmaci modu-
latori, con l'obiettivo finale di identificare la migliore opzione terapeutica disponibile. Cio e stato
ottenuto attraverso 'uso di cellule nasali dei pazienti, raccolte mediante spazzolamento nasale e
coltivate in laboratorio usando metodologie consolidate. Questi modelli ex vivo sono stati usati
per studiare l'espressione di CFTR, valutarne l'attivita e la risposta ai modulatori.

Grazie alla collaborazione con vari Centri FC sono stati reclutati 150 individui portatori di muta-
zioni orfane (quali P5L, G85E, R347P, N1303K, 1506V, T1036l, V317A, R1066C, M1V, L1077P e altre).
Studi elettrofisiologici e biochimici effettuati sulle cellule nasali dei pazienti hanno permesso di
caratterizzare il difetto molecolare causato dalle mutazioni e la responsivita ai modulatori di
CFTR approvati e a composti in fase preclinica. Gli studi hanno dimostrato che alcune di queste
mutazioni sono sensibili ai modulatori: in particolare, circa il 50% delle persone reclutate ha una
mutazione che puo essere recuperata dall'uso combinato di un potenziatore e correttori e potreb-
be trarre beneficio dal trattamento con questi farmaci.

Il gruppo di ricerca ha ottenuto interessanti risultati anche dalle analisi molecolari del trascritto
di CFTR (cioé della molecola di RNA che porta le informazioni per la produzione della proteina)
in persone che portano mutazioni frameshift (cioé che portano allo slittamento del codice di
lettura). Infatti, mentre in questi casi ci si aspetterebbe la degradazione del trascritto anomalo, i
risultati del progetto dimostrano che, quando la mutazione e nella zona iniziale della sequenza di
DNA di CFTR, il trascritto & presente e potrebbe permettere la produzione di una proteina priva
della parte iniziale. Gli studi dei ricercatori sono adesso rivolti a capire se questa proteina mutata
mantenga una attivita e se sia responsiva ai modulatori.
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