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Con questo numero del Notiziario la Fondazione propone alcune ragioni valide per sostenere la ricerca sulla
fibrosi cistica, con un appello alla Comunita di farsi carico concreto anche di questo pesante problema di salu-
te, che attende soluzioni dalla ricerca scientifica. Viene riportato un’eco del percorso formativo sulla ricerca cli-
nica CF, in corso di svolgimento, rivolto a operatori provenienti da diverse regioni italiane e da diverse espe-
rienze professionali. Si trovera anche I'annuncio di un bando di concorso della Fondazione, aperto a tutti i ricer-
catori italiani, per il finanziamento di nuovi progetti di ricerca per il 2003. Alcuni aspetti emersi nel recente
congresso nordamericano sulla fibrosi cistica sono comunicati da ricercatori italiani che vi hanno partecipato.
Inizia infine con questo numero una specie di “galleria” dei laboratori italiani significativamente coinvolti nella
ricerca per la fibrosi cistica.

I BUON NATALE che il Notiziario rivolge a tutti gli Amici e Sostenitori della Fondazione vuole significare anche
un messaggio di concreta speranza a tutte le persone e alle loro famiglie, che in varia misura sono coinvolte
nella lotta a questa malattia.



La svolta é possibile: ricerca e formazione per oggi e per domani
PERCHE’ SOSTENERE LA RICERCA PER LA FIBROSI CISTICA

Quando, negli anni ‘50, incominciammo a cimentar-
ci in Italia con una malattia ancora pressoché scono-
sciuta al mondo sanitario, la fibrosi cistica, dispone-
vamo di pochissime conoscenze scientifiche e di rudi-
mentali approcci terapeutici. Ci trovavamo allora
impotenti di fronte al destino inesorabile di bambini,
che poco alla volta imparavamo a diagnosticare con
crescente frequenza. Divenne cosi assai presto
impellente il bisogno di cercare uomini, tempo e
mezzi per congiungere l'assistenza al malato con
I'impegno alla ricerca scientifica, che era fatta di stu-
dio (conoscere presto cid che altri andavano sco-
prendo) e di sperimentazione di nuove strade per la
diagnosi, la prevenzione, la cura, la riabilitazione, il
supporto sociale.

Il nostro sforzo era allora sostenuto quasi esclusiva-
mente dalla solidarieta e dal contributo privato di
molte persone: esse erano alcuni familiari dei nostri
pazienti, erano amici ed associazioni di volontariato.
In Italia ed altrove & stata questa la risorsa fonda-
mentale che ha permesso di compiere passi inspera-
ti nella lotta alla fibrosi cistica. Essa ha permesso di
istituire borse di studio, di attrezzare laboratori, di
formare giovani ricercatori (quasi sempre con il
duplice impegno di assistenza e di ricerca), di orga-
nizzare convegni e seminari di studio. Cosi avveni-
va in Italia e cosi in altri paesi d’'Europa e d’America.

E' stato grazie al sostegno del volontariato che si &
giunti a scoprire il difetto di base della malattia (I'a-
nomalia di trasporto del cloro), ad identificare il
gene della fibrosi cistica (il gene CFTR), ad utilizza-
re queste scoperte per identificare i portatori sani
del gene (quasi 3 milioni in Italia), ad implementare
la diagnosi prenatale, ad organizzare lo screening
neonatale su vasti territori (per il riconoscimento
precoce dei malati, prima della comparsa dei sinto-
mi), a riconoscere molte forme atipiche o minori
della malattia. La ricerca clinica poi ha consentito di
mettere a punto nuove modalita di trattamento delle
infezioni polmonari, dell’insufficienza digestiva e del-
I'insufficienza respiratoria, di migliorare le condizio-
ni di nutrizione dei malati e di attuare un’efficace
fisioterapia respiratoria.

E’ stato grazie a questa forte spinta di concreta soli-
darieta, a sostegno della ricerca, che questa malattia
ha cominciato a segnare il passo. Oggi la diagnosi di
fibrosi cistica non e piu una sentenza di morte pre-
coce, oggi 'attesa di vita si € molto allungata e cono-

sciamo piu adulti che bambini: essi vanno a scuola,
fanno progetti di vita, lavorano, si fanno una fami-
glia. Ma la loro vita & guadagnata al prezzo di cure
continue, talora anche assai pesanti, mentre [l'insuf-
ficienza respiratoria avanza insidiosamente in parec-
chi di loro, richiedendo una massiva intensificazione
delle cure, fino al trapianto polmonare, che oggi con-
tribuisce ad un incremento di speranza di vita per
molti malati.

Oggi vi e dunque bisogno di dare un impulso nuovo
alla ricerca, perché questa malattia non dispone
ancora di una cura risolutiva. E la ricerca che pud
consentire una svolta significativa richiede di mette-
re insieme consistenti risorse per grandi progetti,
nei quali gruppi di ricercatori, laboratori e centri cli-
nici trovino aggregazione. Vi sono in Italia molti qua-
lificati ricercatori, eccellenti laboratori, ma pochi di
loro si dedicano allo specifico della fibrosi cistica e,
quando lo fanno, tendono ad operare isolati, talora
con dispersione e frammentazione di energie, che
potrebbero invece piu efficacemente essere convo-
gliate verso progetti comuni di accertata rilevanza.

La Fondazione per la Ricerca sulla Fibrosi Cistica si
pone in questa ottica di contributo allo sviluppo della
ricerca in Italia. Essa ha gia assunto consistenti
impegni per supportare alcuni progetti originali e
per formare un gruppo di giovani che possano costi-
tuire un riferimento significativo per future ricerche
cliniche: complessivamente uno stanziamento di
693.862 € (1.343.317.000 lire) nel 2002. Con
questi intenti & uscito in questi giorni un nuovo
bando di concorso per I'assegnazione di finanzia-
menti nel 2003 per progetti di ricerca, che verranno
valutati da un panel di esperti internazionali.

Per sostenere un tale impegno, la Fondazione chiede
a quanti si sentono di condividere questi obiettivi di
aiutarci con donazioni a mettere insieme sufficienti
risorse per la ricerca e la formazione di ricercatori.
Oggi infatti, non mancano in Italia risorse pubbliche
per 'assistenza ai nostri malati, grazie ad una legge
ad hoc. Mancano invece in questo, come del resto in
altri campi della medicina, adeguati finanziamenti
dello Stato per la ricerca. A questi, da noi come in
altre nazioni, deve ancora far fronte, come agli inizi,
la solidarieta lungimirante dei cittadini.

Gianni Mastella
(Direttore Scientifico Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica)



OTTIMA PARTENZA DEL PERCORSO FORMATIVO

ORIENTATO ALLA RICERCA CLINICA CF

Il Percorso, di cui si é anticipato il programma
nel numero 3 del Notiziario, ha gia concluso i
primi due moduli, il 26-28 settembre il primo, il
21-23 novembre il secondo. Vi hanno partecipa-
to 29 operatori attivi nell'assistenza o nella
ricerca per la fibrosi cistica provenienti da varie
regioni italiane. La composizione del gruppo di
discenti e stata concepita con il criterio della
multidisciplinarieta: medici di centri di cura,
medici e biologi impegnati nell'attivita laborato-
ristica diagnostica o di ricerca, alcuni infermieri
professionali, alcuni fisioterapisti ed una psico-
loga.

Nel primo modulo é stata tracciata una panora-
mica dei problemi emergenti della fibrosi cistica,
con particolare riguardo alla situazione italiana.
| partecipanti hanno lavorato con metodo inte-
rattivo (lezioni, lavoro di gruppo ed esercitazio-
ni, discussione in plenaria) sulla costruzione di
quesiti clinici adeguati a partire dai problemi del
paziente, per passare quindi all'esercitazione sul-
I'analisi dei problemi e sulla formulazione di
obiettivi per pianificare interventi adeguati.
Questa prima fase e stata considerata prelimina-
re ad ogni intento di programmazione di ricerca.
| docenti del 1° modulo: R.Buzzetti, L.Vettore,
A.Bonaldi, F.Pardo, C. Braggion, A.Giunta e
G.Mastella.

Nel secondo modulo vi e stata immersione tota-
le nel mondo della statistica applicata alla medi-
cina: le basi di metodo per impostare una ricer-
ca, per elaborane i dati, per interpretarne i risul-
tati, per leggere criticamente la letteratura
scientifica. Ha fatto da sfondo ed ha costituito
materiale di esercitazione in gruppi la banca dati
del Registro Italiano Fibrosi Cistica, che si e rive-
lato una fonte preziosa di informazioni sulla
fibrosi cistica in Italia, strumento utilizzabile per

L'aula del corso presso la sede dlla Fondazione (Ospedale Maggiore
Verona)

| docenti del 2° modulo: da sinistra, Luciano Vettore, metodologo della
formazione, Roberto Buzzetti, epidemiologo (conduttore del Percorso),
Anna Bossi, docente di statistica medica.

Un gruppo di lavoro nel 2° modulo di Percorso



formulare nuove ipotesi di ricerca. Si e registra-
to un notevole affiatamento tra i partecipanti e
tra questi e i docenti, con un forte indice di gra-
dimento sia per i contenuti che per la modalita
didattica del percorso. | docenti del 2° modulo:
R.Buzzetti, A.Bossi, L.Vettore.

| partecipanti continuano il lavoro di formazione
anche a casa, nell'intervallo tra i moduli, median-
te compiti, letture, esercitazioni applicative di
quanto appreso nei moduli.

Una efficiente Segreteria assiste i lavori del Percorso (la signora
Capri e il signor Tombari).

BANDO DI CONCORSO PER LASSEGNAZIONE
DI FINANZIAMENTI PER PROGETTI DI RICER-
CA SULLA FIBROSI CISTICA

Riportiamo qui alcuni stralci del bando di concorso pubblicato dalla Fondazione il 1° dicembre 2002, fina-
lizzato a finanziare nuovi progetti di ricerca per il 2003. L'attuazione di questo piano di ricerca dipende-
ra dalle risorse che si riuscira a mettere insieme, grazie anche alle campagne per le donazioni, che sono
gia iniziate. Il bando completo puo essere ottenuto dalla segreteria della Fondazione (tel: 045 807 3438
e-mail: fondazione.ricercafc@azosp.vr.it). Esso e pubblicato anche sul sito internet: www.fibrosicistica.it

Verona, 1 dicembre 2002
La Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica, impegnata nella promozione e nel sostegno alla ricerca nel
campo della Fibrosi Cistica, assegna finanziamenti per progetti di ricerca, di base o clinici 0 misti,
che siano finalizzati alla cura della fibrosi cistica. La scadenza della presentazione dei progetti e
il 10 febbraio 2003.

Per la selezione dei progetti sono considerate prioritarie le seguenti aree di ricerca:

1. Meccanismi di regolazione del canale CFTR e delle funzioni cellulari ad esso correlate

2. Nuovi modelli animali per implementare ricerche di base ed applicazioni terapeutiche per
la fibrosi cistica

3.  Correlazione genotipo/fenotipo: interazioni geniche e geni modulatori

4.  Correzione o addizione terapeutica del gene CFTR

5.  Terapie della fibrosi cistica basate sul controllo dei processi di sintesi e di maturazione di
CFTR

6.  Terapie della fibrosi cistica basate su regolatori del trasporto ionico

7. Microbiologia della fibrosi cistica: patogeni emergenti, epidemiologia e fisiopatologia

8. Inflammazione: basi cellulari e molecolari, implicazioni cliniche, diagnostiche e terapeutiche

9.  Ottimizzazione della profilassi e della terapia antibatterica

10. Innovazioni nella gestione e trattamento dell'insufficienza respiratoria, inclusi gli aspetti

riabilitativi




11. Innovazioni nella gestione e trattamento dei trapianti d’organo
12. Epatopatia CF: meccanismi patogenetici, prevenzione e terapia
13. Sviluppo ed utilizzo dei dati del Registro Italiano CF a fini di studi epidemiologici.

Eleggibilita

- Per I'assegnazione di un fondo di ricerca, sono eleggibili ricercatori che lavorano, a qual-
siasi titolo, presso laboratori di ricerca o centri clinici italiani. Sono preferiti come
Responsabili di progetto (principal investigator) i ricercatori che abbiano una posizione
permanente. Ricercatori con posizione non permanente debbono fornire copia del loro
contratto che dimostri la copertura di salario per tutta la durata del progetto stesso. Un
ricercatore pud essere responsabile principale in un solo progetto ed essere (anche con-
temporaneamente) Partner (co-investigator) in un massimo di 2 progetti multicentrici.

Valutazione dei progetti

II finanziamento dei progetti sara assegnato su base competitiva in relazione al valore scientifi-
co delle proposte. Saranno in particolare valutati: creativita ed originalita del progetto, poten-
ziale valore nello sviluppo di conoscenze, potenziale valore in termini di miglioramento dell’'out-
come clinico e delle ricadute clinico-assistenziali, appropriatezza del disegno complessivo, affida-
bilita dei metodi, fattibilita entro il tempo proposto, adeguatezza del livello di risorse richieste.
Tutte le domande accettate saranno preliminarmente valutate dal Comitato di Consulenza
Scientifica della Fondazione sulla base della loro attinenza alla missione della Fondazione e di un
accettabile livello di qualita scientifica e di competitivita. Successivamente i progetti saranno esa-
minati da esperti internazionali indipendenti, della cui opinione il Comitato di Consulenza
Scientifica terra conto per la definitiva proposta di assegnazione o meno del finanziamento al
Consiglio di Amministrazione della Fondazione.

Echi da New Orleans

IL 16°CONGRESSO NORDAMERICANO
DELLA FIBROSI CISTICA

3-6 ottobre 2002

Lannuale appuntamento americano, organizzato dalla Cystic Fibrosis Foundation statunitense, rappresenta
una grande opportunita di conoscere cio che si sta muovendo nel mondo scientifico della fibrosi cistica. Vi par-
tecipano soprattutto ricercatori ed operatori sanitari americani, ma vi € in genere anche una larga rappre-
sentanza di europei e di australiani. A New Orleans vi e stata anche una grossa delegazione italiana. Il
Congresso rappresenta un buon esempio di partecipazione integrata: medici addetti all'assistenza, ricercatori
di varia estrazione (clinici, biochimici, genetisti, microbiologi, farmacologi, epidemiologi), fisioterapisti, infer-
mieri, psicologi, assistenti sociali, farmacisti, dietisti. Vi sono sessioni comuni alle varie categorie e sessioni
specialistiche per categoria. Larga parte viene dedicata alla discussione davanti a posters, che riassumono
risultati di ricerche o esperienze organizzative ed assistenziali. Il Congresso é preceduto da alcuni brevi corsi
su tematiche emergenti ed & integrato da tavole rotonde per piccoli gruppi di discussione durante la prima
colazione e nella pausa della colazione di meta giornata. Un incontro quindi di grande tensione culturale, carat-
terizzato dal bisogno di utilizzare intensivamente i tre giorni e mezzo di lavoro.



Come al solito, si e spaziato su tutti i fronti della malattia, ma un rilievo particolare & stato dato agli sforzi di
ricerca verso nuove prospettive di cura. Ad alcuni partecipanti della delegazione italiana abbiamo chiesto di
riferire per questo Notiziario sugli aspetti del Congresso che essi hanno ritenuto piu significativi:una sintesi
sui nuovi approcci sperimentali alla terapia CF (C. Colombo), il grande progetto di screening dei farmaci pos-
sibilmente attivi su CFTR (0. Zegarra-Moran), i nuovi sviluppi sui temi dell'infiammazione (P.Melotti), le tema-
tiche emergenti della genetica e dello screening genetico (C.Castellani), lo stato dell’arte sul trapianto polmo-
nare (C.Braggion), le nuove acquisizioni in campo di fisioterapia e riabilitazione respiratoria (G. Placidi).
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Una delegazione italiana al Congresso di New Orleans

Progressi 2002 nella terapia della fibrosi cistica

Nella seduta plenaria che ha concluso il congresso NACF di New Orleans si & fatto il punto S s ety i ralts L Rele)s ok
sui progressi in campo terapeutico acquisiti nel corso del 2002, un anno che e stato defi- RS FSSA problemi di
nito produttivo ed esaltante per nuove acquisizioni e potenzialita. Lo sviluppo di nuove base della malattia
terapie per la FC & un processo complesso e graduale, che & composto di fasi diverse e che
ha come presupposto essenziale la comprensione scientifica dei problemi che sono alla base della malattia: a
cominciare dalla proteina CFTR con le sue molteplici funzioni (prima tra tutte la regolazione del trasporto dello
ione cloro nelle membrane delle cellule epiteliali), fino alla cascata di eventi che portano dal difetto della CFTR alle
alterazioni dei diversi organi. Queste conoscenze, in continua evoluzione, sono alla base del processo di indivi-
duazione di nuove terapie per la FC, nell'ambito del quale vengono perseguiti tre diversi approcci: il primo con-
siste nel cercare nuovi agenti terapeutici in grado di correggere o sostituire la proteina difettosa; il secondo cerca
invece strategie capaci di trattare le alterazioni che conseguono alla presenza della proteina difettosa, soprattut-
to I'inflammazione e le infezioni; il terzo approccio consiste nell'identificare terapie mediche gia utilizzate in altre
condizioni, che possano essere utili anche nel paziente FC.

Primo approccio: correggere o sostituire la proteina difettosa
II'primo approccio € sicuramente il pil complesso, in quanto si propone di correggere il ¥ EYIER =Tz o)y}
difetto primitivo e si basa sull'utilizzo di tecniche di avanguardia nel campo della genomi- BN R = a0 s & 11 2] /1
ca. Sono stati presentati i dati preliminari del primo trial di terapia genica con obiettivi di




efficacia clinica. Si tratta di uno studio clinico multicentrico americano, controllato, in doppio cieco, con placebo,
che ha utilizzato, per trasferire il gene CFTR normale, un nuovo vettore virale (adeno-virus associato) sommini-
strato per via aerosolica (tre dosi ogni 4 settimane). Lo studio, non ancora completato, si propone di valutare
sicurezza, tollerabilita, dispersione del vettore virale nell’ambiente e comparsa di anticorpi sierici contro il vetto-
re virale, oltre a molteplici parametri clinici. Sono stati arruolati 44 pazienti : in un sottogruppo di 8 pazienti, alla
fine delle 3 somministrazioni di vettore o placebo, € stata eseguita broncoscopia allo scopo di valutare I'avvenu-
to trasferimento genico. Lo studio ha finora dimostrato un efficiente trasferimento genico, ma ha evidenziato
alcuni problemi: una mancanza di espressione del gene e una significativa risposta anticorpale sia sistemica che
locale.

Un'altra strategia perseguita per tentare di correggere il difetto alla base della FC consiste
nell'utilizzare farmaci che agiscono stimolando altri canali del cloro, compensando cosi la
disfunzione della CFTR e correggendo parzialmente il difetto di trasporto ionico. Sono
stati presentati due studi inerenti due di questi attivatori di canali alternativi del cloro: Moli
1901 e INS 37217. Entrambi stimolano la secrezione del cloro e, somministrati per via aerosolica a dosi cre-
scenti, sono stati ben tollerati, per cui sono stati programmati studi di farmacocinetica, cui seguiranno quelli di
efficacia clinica.

Farmaci che attivano

canali di compenso per
la secrezione di cloro

Secondo approccio: trattamento dell'infezione e dell'infiammazione

Per quanto riguarda il secondo approccio, teso a contrastare infezioni e inflammazione,
sono rilevanti gli studi sulla Pseudomonas aeruginosa, che, come & noto, € il germe mag-
giormente responsabile del danno polmonare progressivo nella FC. La definizione della
sequenza dei suoi geni e stata completata gia nel 2000, e questa importante acquisizione
ha aperto un nuovo campo di ricerca mirato alla comprensione delle strategie di sopravvivenza messe in atto da
questo microrganismo. In pratica vengono messi a confronto i geni dei ceppi di Pseudomonas sensibili alla mag-
gior parte degli antibiotici rispetto a quelli di ceppi che invece presentano multiple resistenze: lo scopo & quello di
stabilire se I'insorgenza di antibioticoresistenza puo essere messa in relazione all'attivazione o all'inibizione di spe-
cifici geni di Pseudomonas, informazione che potrebbe consentire di sviluppare nuove strategie per la sintesi di
antibiotici sempre piu attivi. Anche questo approccio potra dare risultati di grossa portata, ma solo nel lungo ter-
mine.

Nuovi antibiotici con-
tro la Pseudomonas

multi-resistente

Terzo approccio: identificare terapie utili per la fibrosi cistica, gia usate in altre patologie

E’ fondamentale proseguire nel frattempo nella ricerca di farmaci gia in commercio per i quali esista un raziona-
le di impiego anche nella FC, in genere per i loro effetti benefici nei riguardi dell'infiammazione e dell'infezione.
E’ questo il terzo tipo di approccio utilizzato nella ricerca di nuovi trattamenti ed esso ha, per esempio, portato
a utilizzare farmaci come I'antinflammatorio ibuprofen, gli antibiotici macrolidi o la tobramicina, appositamente
formulata per la somministrazione per via aerosolica (TOBI). Si tratta di strategie sicuramente meno innovative,
ma che presentano vantaggi non trascurabili: minori costi e tempi dell'attivita di ricerca ad esse correlati, e anche
ampia disponibilita di informazioni sulla loro sicurezza nella popolazione generale.

I TOBI puo essere utile
nei piccoli per ritardare

E’ stato presentato uno studio randomizzato e controllato sugli effetti della terapia con
TOBI per aerosol, che avrebbe dovuto arruolare 98 bambini di eta inferiore ai 6 anni con
infezione da Pseudomonas aeruginosa. Lo studio € stato interrotto prima del termine per
inequivocabile evidenza di un effetto microbiologico significativo del TOBI rispetto al pla-
cebo nei primi 21 pazienti arruolati, con netta riduzione della carica batterica nel liquido di lavaggio broncoal-
veolare e nell’'escreato. Questo trattamento & quindi divenuto una valida opzione terapeutica per affrontare la
prima infezione da Pseudomonas nei bambini , nel tentativo di ritardare la transizione da colonizzazione inter-
mittente a infezione cronica.

infezione cronica da
Pseudomonas

Il razionale per I'utilizzo dell'azitromicina e di altri macrolidi nella FC si basa innanzitutto su alcuni effetti che
questi antibiotici hanno dimostrato avere nei riguardi della Pseudomonas aeruginosa (soppressione della sintesi
di fattori di virulenza e della produzione di alginato, sostanza che permette al germe di sfuggire alle difese del-



I'ospite) e delle cellule infiammatorie (minor produzione di sostanze ossidanti e citochine infiammatorie). Altro
elemento & costituito dall'efficacia che i macrolidi possiedono in una malattia dell’adulto, per molti versi simile alla
FC (infezione cronica da P. aeruginosa, formazione di bronchiectasie ed evoluzione verso
I'insufficienza respiratoria), la pan-bronchiolite diffusa. Il netto miglioramento clinico e
radiologico osservato in questi pazienti dopo trattamento con macrolidi ha indotto a con-
durre studi pilota per valutarne I'efficacia nella FC. E’ stata allo scopo utilizzata I'azitromi-
cina, farmaco gia da tempo in commercio, ben tollerato e con scarsi effetti collaterali, con
risultati incoraggianti. Nello studio americano presentato a New Orleans, sono stati arruo-
lati 185 pazienti, di eta media intorno ai 20 anni, di cui 87 hanno ricevuto azitromicina e 98 placebo, 3 volte alla
settimana a giorni alterni per 6 mesi. Il gruppo dei pazienti trattati ha presentato, entro il primo mese, un miglio-
ramento del FEV1 rispetto ai valori di partenza, non osservato invece nei pazienti trattati con placebo. Tale miglio-
ramento si & mantenuto per tutta la durata del trattamento, mentre alla sua sospensione si & osservato un ritor-
no ai valori di partenza. Nei pazienti trattati con azitromicina, il numero di esacerbazioni broncopolmonari & stato
minore rispetto a quelli trattati con placebo, con una riduzione della concentrazione della P. aeruginosa nell’e-
spettorato e del numero di cicli di terapia antibiotica endovenosa e per via orale. Da segnalare anche un maggior
incremento di peso (in media di 0.8 kg) nei pazienti trattati con azitromicina rispetto al placebo. Gli effetti colla-
terali insorti piu frequentemente sono stati la nausea e la diarrea, in genere di lieve entita. Lo studio multicentri-
co americano ha quindi fornito una certa evidenza di efficacia dell’ azitromicina nella FC, il cui impiego nella pra-
tica clinica viene peraltro supportato anche dai risultati di altri due studi controllati, uno inglese e uno australia-
no, recentemente pubblicati. | meccanismi di azione di questi effetti benefici restano ancora da definire, e sta
emergendo, da studi condotti presso il Centro CF di Verona, una possibile attivazione da parte dell'azitromicina
di un canale del cloro diverso da quello CFTR.

Azjtromicina:
3 studi clinici ne con-

fermano la validita per
l'infezione cronica da
Pseudomonas

Carla Colombo
Centro Fibrosi Cistica della Regione Lombardia, Universita di Milano

Sviluppo di farmaci attivi sulla proteina CFTR:
High Throughput Screening

Il congresso americano ci ha aggiornato sullo stato d’avanzamento dei progetti di sviluppo di farmaci attivatori
della proteina CFTR. La fondazione CF (CFF) decise quattro anni fa di fare grossi investimenti per identificare
nuovi attivatori della CFTR, in particolare della proteina con la mutazione piu frequente, la dF508. Erano ormai
note diverse molecole capaci d'attivare la proteina non mutata, e c’erano evidenze di composti capaci di aumen-
tare in vitro l'attivita della proteina mutata dF508, ma a concentrazioni molto elevate e quindi tossiche. La CFF
considero che era possibile esistessero composti chimici con maggiore affinita e minore
tossicita. Lidea di base era quella di usare le nuove tecnologie per monitorare la funzione
della proteina CFTR mediante sistemi automatizzati, che permettessero di testare migliaia
di composti chimici su un modello cellulare. | saggi effettuati avrebbero dovuto portare
all'identificazione di farmaci con utilita clinica e potenziale efficacia terapeutica. Per fare
Cio ci si doveva basare sulla tecnologia del “High Throughput Screening” (esame a tappe-
to di composti gia in fase avanzata di lavorazione) e della chimica combinatoria. High
Throughput Screening & la ricerca di composti attivi, mediante sistemi robotizzati, usando come punto di par-
tenza delle grosse librerie costituite da sostanze chimiche (da 1000 a 100.000 o piu composti).

Il gruppo finanziato dalla CFF, con il Dr. Alan S. Verkman (UCSF, San Francisco) come coordinatore e con ['atti-
va partecipazione di due chimici per la sintesi dei composti, Dr. Mark J. Kurth e Michael H. Nantz, (UCSD, San
Diego) e di un elettrofisiologo e specialista in colture cellulari, Dr. Luis J.V. Galietta (IGG, Genova), ha presenta-
to i risultati ottenuti dallo screening di 60.000 composti. Sono stati identificati 17 nuovi attivatori che agiscono
sulla proteina CFTR nativa a bassa concentrazione (<200 nM). Alcuni di questi composti sono attivi anche sulla
mutazione G551D, purtroppo a concentrazioni maggiori. Alcuni dei composti sono anche attivi sulla mutazione
dF508, ma soltanto dopo avere forzato I'arrivo della proteina alla membrana plasmatica. Il Dr. Verkman, nella

Indagine automatizzata
a tappeto su migliaia
di farmaci gia disponi-

bili e potenzialmente
efficaci sul difetto di
base CF




sua introduzione alla sessione di lavoro “Nuovi approcci alla terapia CF”, ha informato la
comunita scientifica che il suo laboratorio iniziera immediatamente un nuovo test che
potrebbe portare all'identificazione di composti chimici capaci di correggere il difetto di
“processamento” (selezione, maturazione e perfezionamento) della proteina con mutazio-
ne dF508.

Anche alcune compagnie farmaceutiche hanno intrappreso un approccio di High
Throughput Screening finanziato dalla CFF. Ricercatori della Genzyme Corporation hanno comunicato a New
Orleans che sono state identificate due famiglie di composti che attivano la dF508 a bassa concentrazione ma non
hanno chiarito i meccanismi. La Vertex Pharmaceutical (ex Aurora) ha analizzato 122.000 composti trovando
alcune molecole capaci d’aumentare I'attivita della dF508, ma non di risolvere il problema principale di “proces-
samento” della proteina. Una nota dolente di molte delle presentazioni di chi lavora su attivatori della CFTR & che,
mentre i gruppi di accademici, non solo quelli che hanno usato la tecnica di High Throughput Screening ma anche
i gruppi che lavorano con poche molecole alla volta, hanno subito messo a disposizione della comunita scientifica
la struttura delle molecole attive da loro identificate, le compagnie farmaceutiche hanno presentato i dati usando
sigle, rendendo pertanto impossibile capire di quale tipo di composti si parlasse.

Anche le aziende far-
maceutiche si attivano,
ma non comunicano

per ora quali sostanze
utili hanno identificato

La proteina CFTR
L'ultimo giorno del congresso, la CFF ha fatto conoscere il Documento di Consenso che  Byliietz Ry 1= s 1=0c)] 114210 o
contiene i criteri raccomandati che un composto chimico deve soddisfare per essere consi- BZIEREIENSINED16%]
derato un buon candidato per la modulazione del difetto di processamento della proteina  §oRIRVE EREIEI N Z 20
CFTR-dF508. Questo documento raccoglie le opinioni di molti dei ricercatori che lavorano  [G7771e) fiz 1ele)s s 1-0 a=lol 1
su questo argomento e contiene indicazioni utili sulle migliori linee cellulari da usare, sul  FFETEYS
tipo e numero di saggi da impiegare, sui criteri da considerare per eliminare un composto
dalla ricerca.

La sfida quindi € ancora aperta: un composto capace di correggere il problema di processamento della mutazio-
ne dF508 non & ancora stato identificato. Ma ci stiamo muovendo in un campo molto dinamico, in rapida evolu-
zione. Siamo quindi in attesa di nuovi e promettenti risultati.

Olga Zegarra-Moran
Lab. Genetica Molecolare, Istituto G. Gaslini, Genova

Fibrosi cistica ed infiammazione

Nel corso del convegno ¢ risultato evidente che moltissimi studi si stanno focalizzando sul- kel ahed e ERul/EEZL
I'inflammazione delle vie aeree, responsabile del grave danno polmonare che si sviluppa nei ST S
pazienti affetti da fibrosi cistica. Il processo inflammatorio continua ad essere considerato
sia come evento primario causato dal difetto molecolare responsabile della fibrosi cistica, sia come processo
secondario all'infezione da parte di germi che colonizzano in maniera peculiare il paziente con fibrosi cistica, come
la Pseudomonas aeruginosa. Anche le proposte di terapie per la fibrosi cistica tengono attualmente in grande con-
siderazione vari agenti anti-infilammatori. Si & confermata, tra I'altro, I'attualita della proposta di somministra-
zione di una molecola anti-infiammatoria che viene considerata carente nei pazienti con fibrosi cistica (interleu-
china 10).

Interleukina 10

E’ stata presentata una relazione sugli studi clinici riguardanti I'utilizzo di un antibiotico del gruppo dei macroli-

di, I'azitromicina, per il trattamento a lungo termine della fibrosi cistica. In tale occasione

& stata annunciata I'imminente pubblicazione dei risultati di uno studio clinico sugli effetti WAEHALARET a1z )i ER
dell’'azitromicina svoltosi in Inghilterra ed é stata riferita quella recente di uno studio REJyENCER{o) RN I o) No)()?
australiano. E’ stato presentato inoltre uno studio nordamericano che, come gli altri due RgelRTilyleEia =g leERo I/
menzionati, prevede I'utilizzo dell’azitromicina in pazienti con fibrosi cistica (in totale sono  F4idge)esl (&1 E]

state coinvolte alcune centinaia di pazienti). Quest'antibiotico risulterebbe in grado di

ridurre la frequenza di aggravamenti clinici, la necessita dei ricoveri in ospedale e di terapie basate su antibiotici
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o anti-inflammatori. E’ stata descritta un’attenuazione del peggioramento della funzionalita respiratoria nei
pazienti trattati. Non sono ancora stati chiaramente dimostrati i meccanismi che a livello molecolare causano tali
effetti e molte sono le ipotesi a questo riguardo. Attualmente si considera che I'azitromicina, pur essendo un anti-
biotico, possa utilizzare meccanismi diversi da quelli battericidi per risultare efficace nel trattamento della fibro-
si cistica. Si propongono, infatti, proprieta anti-inflammatorie, inibitorie nei confronti di
prodotti batterici, o sostitutive del canale della membrana cellulare che risulta difettoso  FavAtidel el (Gl ER= {(a v
nella fibrosi cistica. Nella proposta dell’azitromicina come farmaco per la fibrosi cistica si e\ &IBINLFAL ]
nota lo stato di avanzamento degli studi clinici rispetto a quelli riguardanti i meccanismi  fel\/2 ¢

molecolari. Tuttavia risulta ancora molto opportuna la pazienza di attendere dati conclusivi provenienti da piu cen-
tri. Tra l'altro, si sta valutando, com’e d'obbligo, anche I'eventuale comparsa di effetti indesiderati in sequito al
trattamento a lungo termine. Inoltre sembra che non tutti i pazienti siano in grado di trarre benefici dall’'uso del-
I'azitromicina. Non sono ancora definiti i meccanismi per cui gli effetti dell'azitromicina possono differire tra un
soggetto e l'altro.

E’ risultata di notevole interesse I'applicazione di tecnologie molto sofisticate per studiare I'espressione di nume-
rosissimi geni o proteine. Tali metodi potrebbero permettere l'identificazione di molecole responsabili del pro-
cesso inflammatorio in fibrosi cistica, la classificazione di pazienti secondo nuovi criteri oppure la valutazione del-
I'efficacia di potenziali nuovi farmaci.

Conoscere meglio, per
curarne le anomalie,
i meccanismi dell’in-

Si & notato che molti ricercatori hanno preso in considerazione marcatori dell'infiamma-
zione per valutare I'andamento clinico di pazienti con fibrosi cistica o per selezionare pre-
liminarmente dei potenziali nuovi farmaci. E'stata inoltre descritta un’associazione tra i
livelli di alcune molecole inflammatorie, la funzionalita polmonare ed il tipo di mutazioni
del gene della fibrosi cistica, presenti in alcuni pazienti. In tali valutazioni si e confermata
la tendenza a considerare un mediatore dell'inflammazione, chiamato interleuchina 8. |
suoi livelli sono in grado di rivelare I'attivita di una molecola definita Nuclear Factor —kB (NF-kB) a cui si conti-
nua ad attribuire un ruolo molto importante nel processo inflammatorio che si sviluppa nella fibrosi cistica.

fiammazione.
2 punti cardine: inter-
leukina 8 e NF-kB

Complessivamente si & avvertito un grande sforzo nella ricerca delle molecole e delle modalita pit opportune per
bloccare il processo infiammatorio, che risulta devastante nelle vie aeree dei pazienti con
fibrosi cistica. Le molecole candidate a tale terapia non sono utilizzate solo nei laboratori
ma alcune di esse sono gia arrivate ai pazienti con fibrosi cistica per studi clinici che riscuo-
tono molto interesse a livello internazionale. Tra queste, sono state segnalate un “antago-
nista del recettore del leucotriene B4”, una citochina chiamata “gamma interferone”. Tra
gli antibiotici cosiddetti macrolidi, I'azitromicina sta emergendo come farmaco potenzialmente antinfiammatorio.

Gamma-interferone, un
potenziale e forse

potente farmaco antin-
fiammatorio

Paola Melotti
Laboratorio di Patologia Molecolare, Centro Fibrosi Cistica, Verona

Genetica, screening neonatale e screening di popolazione

Genetica

e E’iniziato un ulteriore studio multicentrico sui geni modificatori della malattia pol-
monare in fibrosi cistica, coordinato dalle universita di Chapel Hill e di Cleveland. I geni
modificatori sono geni diversi dal gene della fibrosi cistica che, pur avendo conse-
guenze cliniche minori rispetto a quest’ultimo, possono influenzare la gravita e la
complessita della malattia. Vengono paragonati pazienti omozigoti per la mutazione
piu frequente, DF508, che abbiano forme estreme o lievi di coinvolgimento respiratorio. Un centinaio di geni
candidati verranno analizzati.

e Sempre in termini di geni modificatori, e stata eseguita un’analisi con microarrays su cellule respiratorie epi-
teliali. La tecnica dei microarray & una tecnologia ad alta capacita di trattamento che permette I'analisi d’e-

I geni modificatori:
possono modulare e

diversificare la gravita
di malattia




