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PRESENTAZIONE

Il Seminario di Primavera di quest’anno & completamente dedicato ad un aggiornamento sui Progressi di ricerca piu
recenti, orientati a mettere a punto nuove strategie terapeutiche per la fibrosi cistica, con particolare attenzione a
quelle rivolte a correggere il difetto di base della malattia. Sotto questo profilo dobbiamo constatare che, nonostante
il grosso investimento di ricerca fatto negli ultimi 18 anni, dopo la scoperta del gene che causa la malattia, si sta an-
cora segnando il passo nei confronti di strategie di cura puntate alla radice della malattia stessa. Nel frattempo, I'or-
ganizzazione assistenziale, con I'ottimizzazione dell’impiego di terapie palliative, ha compiuto nell’ultimo ventennio
passi in avanti assai significativi, se & vero che I’aspettativa di vita &€ andata drammaticamente aumentando, accompa-

gnata ad un sensibile e misurabile miglioramento della qualita di vita delle persone malate.

Tuttavia, assistiamo proprio in questi ultimissimi anni ad un esplodere di nuove proposte e nuove prospettive di cura,
derivate da una migliore conoscenza dei meccanismi patogenetici e dall’individuazione di nuovi potenziali farmaci
che la ricerca di base e preclinica hanno sviluppato. Alcuni di questi farmaci sono gia pervenuti allo studio in vivo sul

malato e gia si misurano per alcuni di essi risultati promettenti.

Si & pensato di offrire a coloro che sono attenti a cid che si muove in questo ambito, un panorama degli aspetti pit
significativi che stanno emergendo e che rappresentano presumibilmente una solida premessa ad innovazioni tera-
peutiche nei prossimi anni. Si & voluto soprattutto render conto dell’enorme lavoro di ricerca che sta sotto ai piccoli
passi, evidenziando come il laboratorio e la ricerca di base abbiano fatto acquisire le conoscenze indispensabili per
arrivare a proposte efficaci per il malato. Il quale malato non perde occasione di esprimere al mondo della scienza la
sua impazienza, talora la sua sfiducia e comunque la sua difficolta di attendere. Tant’@ vero che non infrequentemente
ricorre a cure alternative, a dispetto della loro non ancora dimostrata efficacia e sicurezza. Vi & in questo nostro in-
contro, che & comprensivo delle ansie di molti, I'intento di far conoscere il rigore e lo scrupolo metodologico che guida
il percorso di un farmaco, dalla molecola testata in laboratorio, alla sperimentazione in vivo su animali, ai passaggi
graduali della sperimentazione sull’'uomo, con particolare attenzione ai suoi effetti utili ma anche ai possibili effetti
awversi. Per questo abbiamo chiesto il contributo di tre eccellenti esperti, che rappresentano I’arco delle competenze
che si integrano nel percorso di ricerca: uno scienziato di base (M. Amaral), un manager medico dell’industria farma-

ceutica (G. Recchia) ed un clinico (J. Wagener).

Questo seminario vuole essere anche un nuovo tentativo di mettere insieme, come uditorio, operatori di ricerca,
operatori di assistenza e persone che vivono direttamente la malattia. Sappiamo essere questo un approccio comu-
nicativo difficile, ma esso & guidato dalla convinzione che sia possibile scoprire una modalita comune e un linguaggio
comune per diffondere conoscenze. Lampio spazio che viene dedicato al dibattito dovrebbe consentire al ricercatore
di cogliere preziosamente I’ansia che si esprime nelle domande di chi aspetta dalla ricerca e al multiforme pubblico di
trovare presso |’esperto mediazione rispetto ai complessi circuiti del processo scientifico, liberati almeno in parte dal

gergo per addetti ai lavori.

Il seminario viene preceduto da uno speciale incontro di lavoro per coloro che si occupano in Italia di ricerca CF. Lin-
contro & dedicato a fare il punto sui cosiddetti “modelli animali”, che vengono impiegati in alcuni passaggi di ricerca
per migliorare le conoscenze sulla patogenesi della fibrosi cistica e per valutare terapie sperimentali prima di passare
agli studi sugli umani.

Questi modelli animali sono in realta basati su modificazioni genetiche che riproducono nell’animale una condizione
simile a quella della malattia in questione. Si sono realizzati sicuramente notevoli progressi in questo campo ma c’e
ancora parecchia strada da fare nello sviluppo di modelli piu vicini al’'uomo anche nelle sue espressioni di malattia.
Lincontro & anche finalizzato ad analizzare 'opportunita di organizzare in Italia delle facilitazioni per poter mettere a
disposizione dei ricercatori modelli animali e competenze per operare con essi. La Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica
¢ intenzionata a promuovere e supportare una tale iniziativa, con la convinzione che essa possa contribuire ad accele-

rare ed ottimizzare i percorsi della ricerca che ci sta a cuore.

Gianni Mastella (Direttore Scientifico Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica)



VI Seminario di Primavera FC

PROGRESSI RECENTI E SVILUPPI FUTURI IN RICERCA CF

Verona, Sabato 24 Maggio 2008
Sala Convegni Unicredit Group, Via Garibaldi 2

Dalla ricerca di base agli studi clinici per nuove

Ore 10,30 - 11,30

Ore 11,30 - 12,30
Ore 12,30 - 13,30

Ore 13,30 - 14,10

Ore 14,10 - 14,40
Ore 14,40 - 15,00

Ore 15,00 - 16,00

Ore 16,00 - 17,00

terapie della fibrosi cistica

From basic research to clinical trials for new

therapies of cystic fibrosis

Programma

Dalla ricerca di base alla ricerca clinica in fibrosi cistica

Cystic Fibrosis: from bench to bedside

Margarida Amaral (Dip.to di Chimica e Biochimica, Facolta di Scienze,
Universita di Lisbona; Centro Genetica Umana, Ist. Nazionale della Salute,
Lisbona, Portogallo)

Moderatore/Discussant: Carla Colombo (Direttore Centro Fibrosi Cistica,
Clinica De Marchi, Universita di Milano)

Discussione

Pausa buffet

Il percorso di un farmaco, dalla molecola al malato:

ma il malato puo attendere?

The drug pathway, from molecule to patient: but can the patient wait?

Giuseppe Recchia (Direttore medico-scientifico Glaxo Smith Kline, Verona)
Moderatore/Discussant: Erancesca Pardo (Direttore Centro Fibrosi Cistica,
Osp. G. Di Cristina, Palermo)

Discussione

Pausa caffe

Aggiornamento sui pits promettenti studi clinici in corso

per la fibrosi cistica

An update on the most promising clinical trials in cystic fibrosis

leffrey Scott Wagener (Centro Fibrosi Cistica, Dip.to di Pediatria,

Universita del Colorado, Denver, USA)

Moderatore/Discussant: Cesare Braggion (Direttore Centro Fibrosi Cistica,
Osp. Meyer, Firenze)

Discussione e conclusioni
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Modelli animali nella ricerca CF
Animal models in CF research

Programma

Confronto tra diversi modelli animali FC: utilita nel “predire” la malattia umana
e I’efficacia di nuovi interventi terapeutici
Comparison among CF mouse models: prediction of the human disease
and their usefulness for novel therapeutic interventions

Ore 14.30 - 15.00  Massimo Conese (Foggia, Italy)
Introduction. Cystic fibrosis mice: usefulness and unresolved questions

Ore 15.00 - 16.00  Bob Scholte (Rotterdam, The Netherlands)
Animal models of CF - Inflammation and tissue remodelling in CF mutant mice

Ore 16.00 - 16.30 Discussion
Ore 16.30 -17.00 Coffee break

Ore 17.00 - 18.00  Zhe Zhou (Heidelberg, Germany)
Inflammation and amiloride response in beta-ENaC overexpressing mice

Ore 18.00 - 18.30 Discussion

Ore 18.30- 19.00  Giulio Cabrini (Verona, Italy)
Conclusions and practical perspectives



Fibrosi cistica: dal laboratorio al malato
Cystic Fibrosis: from the Bench to the Bedside

Professore Ausiliario nella facolta di Scienze dell’Univer-

sita di Lisbona. Coordinatrice dell’Unita di Ricerca in Fi-
brosi Cistica presso il Centro di Genetica Umana dell’sti-
tuto Nazionale per la Salute di Lisbona.

Il maggiore interesse di ricerca di Margarida Amaral con-
siste nello studio di regolazione dell’espressione genica
associata con le malattie umane. In particolare, i mecca-
nismi molecolari e cellulari della fibrosi cistica. La mag-
gior parte delle ricerche & stata orientata a comprendere
i meccanismi molecolari che trattengono la proteina
CFTR con mutazione DF508 nel reticolo endoplasmico.
Attraverso manipolazioni dei meccanismi di controllo di
questo reticolo, particolarmente quelli legati ai chapero-
ni molecolari, il suo gruppo é riuscito a far sfuggire parte
della proteina mutata dal reticolo endoplasmico, risto-
rando cosi il trasporto di cloro a livello della membrana
cellulare.

Recenti studi hanno riguardato anche la caratterizzazio-
ne di altre mutazioni CFTR, lo sviluppo di nuove tecniche
di diagnosi genetica, e nuovi approcci farmacologici e ge-
nomici per la terapia CF. Margarida Amaral & coinvolta
altresi in una vasta iniziativa europea rivolta a caratteriz-
zare i meccanismi di maturazione di alcune proteine, tra
cuila CFTR, ed & vice-coordinatrice del progetto europeo
denominato EuroCareCF

Margarida D. Amaral, PhD

Department of Chemistry and Biochemistry
Faculty of Sciences, University of Lisboa
Lisboa, Portugal

The major research interest of Margarida Amaral is to study the
regulation of gene expression associated with human disease. In
particular, molecular and cellular mechanisms of the autosomic
genetic disease Cystic Fibrosis (CF). Most of the research has been
to understand the molecular mechanisms that retain the CFTR
(CF transmembrane Conductance Regulator) protein with the
most frequent mutation in patients (F508del) at the endoplasmic
reticulum (ER). Indeed, through manipulation of these ER quality
control mechanisms, which involve multiple intervenients, namely
molecular chaperones, her group could enable some mutant pro-
tein to escape its ER retention and thus restore (even if partially)
Cl- transport at the cell membrane, with substantial benefit for
CF patients.

Recent work has also focused on the characterization of other
CFTR gene mutations, namely on the effect of CF-causing mu-
tations at the level of: 1) mutations that affect the processing of
mRNA, namely, those impairing the mechanisms of splicing and
stop mutations inducing nonsense-mediated decay; and 2) addi-
tional CFTR traffic mutants, and characterization of genetic re-
vertants which rescue the ER retention defect. A major emphasis
has been on the assessment of basic cellular defects in fresh native
tissues (collected from patients), namely, nasal epithelial cells and
rectal biopsies.

Transcriptomics and proteomics projects have also been underway
in the lab to better understand CF pathophysiology and also, in
collaboration with nanoelectronics centres, towards the develop-
ment of novel chips (based on magnetic sensors) for the quick
and cheap diagnosis of CF. She is also involved in pharmacological
projects (elucidation of the mechanism of action of compounds)
and genomic (human artificial chromosomes) approaches to CF
therapy.

More recently, she got European Union funding to coordinate
a large European initiative (including 4 academic groups and 4
companies) on genome-wide functional genomics, to identify and
characterize proteins involved in the traffic of three model proteins,
namely: CFTR, the epithelial Na+ channel ENaC and the G-pro-
tein coupled receptor (GPCR) melanocortin 4 receptor (MC4R).
Proteins resulting from these functional screens will exploited as
molecular targets for novel therapeutic strategies.

She is also vice-coordinator of EuroCareCF (www.eurocarecf.eu),
another EU initiative to coordinate research in CF across Europe,
where she is in charge of basic research activities, as well as the
creation and distribution of novel tools (reagents and cell lines).



Associate alla fibrosi cistica, sono state finora identifica-
te oltre 1500 mutazioni CFTR [1]. Negli individui normali
la proteina CFTR & un canale del cloro (Cl-) attivato da
cAMP ed espresso a livello della membrana apicale della
maggior parte delle cellule epiteliali comprese le cellule
che tappezzano il lume e i dotti di parecchie ghiandole.
In causa dell’assenza o della compromissione di CFTR
funzionale, generalmente si osserva assai poco o nessun
trasporto di Cl- CFTR-mediato.

Benché, in linea di principio, il ristoro del trasporto di
Cl- CFTR-mediato dovrebbe migliorare clinicamente la
malattia CF, le oltre 1500 alterazioni presumibilmente
patologiche del gene CFTR rendono assai arduo un tale
compito. Tuttavia, una singola mutazione associata con
un fenotipo clinico severo, la deltaF508, & assai frequen-
te, interessando essa circa il 70% dei cromosomi in tutto
il mondo con una presenza nel 90% dei pazienti CF in
almeno un allele. Di conseguenza, la maggior parte degli
sforzi di ricerca sono pertanto orientati a comprendere
i difetti molecolari e cellulari che sono associati con la
mutazione deltaF508.

Il difetto principale causato da deltaF508 sulla proteina
CFTR ¢ a livello della sua localizzazione intracellulare [2].
In effetti, la proteina deltaF508-CFTR fallisce nel suo ac-
cedere alla membrana apicale, essendo per la massima
parte trattenuta a livello del reticolo endoplasmico (ER),
dal quale essa viene identificata per la degradazione. La
ritenzione a livello di ER porta al fallimento dell’acquisi-
zione della naturale (ripiegata) conformazione da parte
della proteina mutante, venendo essa riconosciuta dal si-
stema di controllo di qualita di ER (ERQC) che la manda
alla degradazione (vedere rassegna in [3]). Il poter supe-
rare questa ritenzione intracellulare di deltaF508-CFTR
avrebbe tuttavia un grande valore terapeutlco dal mo-
mento che questa proteina mutante & ancora funzionale
(benché solo all’incirca per il 20% della CFTR normale
[4]) se essa viene manipolata in modo da farle raggiun-
gere la membrana cellulare (ad esempio, incubando le
cellule a bassa temperatura).

Per correggere questi due tipi di difetto (di maturazione e
di funzione di canale), si sta cosi indagando su due recen-
ti categorie di piccole molecole assai promettenti sul pia-
no terapeutico e precisamente: 1) quelle che recuperano
il difetto di maturazione e sono chiamate “correttori”; 2)
quelle che superano e rinforzano I’attivita del canale del
cloro difettoso, chiamate “potenziatori” [5,6].
Chiaramente, questi composti possono anche servire per
ottenere la correzione di altri tra gli oltre 1500 mutanti
CFTR che causano malattia. Tuttavia, per recuperare una
tale varieta di difetti di gene/proteina, i mutanti CFTR de-
vono essere raggruppati in classi funzionali, che teorica-
mente possono essere corrette attraverso la stessa stra-
tegia di recupero applicata alla deltaF508-CFTR o con
una strategia diversa, per mezzo di un approccio coniato
come “terapia mutazione-specifica” [5,6].

Questa strategia si basa cosi sulla classificazione funzio-
nale delle mutazioni CFTR in cinque principali categorie
[7,8] e precisamente: 1) mutazioni di classe |, che impedi-
scono la produzione di proteina, essendo queste spesso
mutazioni non senso o mutazioni stop (es., R1162X), che
generano cioeé dei codoni di stop prematuro che spesso
portano alla degradazione dei rispettivi RNA messaggeri
(mRNAs); 2) mutazioni di classe Il (inclusa deltaF508)
che causano ritenzione intracellulare della proteina mu-
tante e conseguente degradazione, da cui consegue I'im-
pedimento di queste proteine mutanti a raggiungere la
superficie cellulare; mutazioni di classe Il (es. G551D)
che permettono alla proteina di raggiungere la superfi-
cie cellulare ma causano compromissione dell’apertura

del canale CFTR (gating); 4) mutazioni di classe IV che
causano una sostanziale riduzione nel flusso di ioni Cl-
che diffondono attraverso il canale CFTR (es. R334W);
5) mutanti di classe V (incluse le mutazioni di splicing al-
ternativo, come la 3272-26A>G) che ancora permettono
la sintesi di una certa quota di mRNA CFTR e di protei-
na normali ma a livelli fortemente ridotti in causa della
maggior produzione di mRNA CFTR montato in maniera
aberrante. | mutanti di classe IV e classe V, che pur con-
sentono un trasporto residuo di Cl- tramite CFTR, sono
generalmente associati con fenotipi clinici pit miti.

Parecchie strategie terapeutiche che adottano questo ap-
proccio “mutazione-specifico” per correggere il difetto di
base CF sono attualmente in corso di valutazione spe-
rimentale o sono gia progredite fino all’ambito clinico.
Alcuni esempi includono:

Classe I: Alcuni antibiotici aminoglicosidi sono stati de-
scritti come capaci di sopprimere i codoni di interruzio-
ne prematura attraverso I'incorporazione di un aminoa-
cido, consentendo cosi la continuazione della sintesi di
proteina fino al suo termine normale. Un esempio & dato
dal trial clinico condotto in pazienti con mutazioni stop
(precisamente, W1282X) attraverso la correzione indotta
da gentamicina [9], benché un piu recente trial clinico
non sia stato in grado di dimostrare I’efficacia di un tale
approccio [10], suggerendo che questa correzione pud
essere mutazione-specifica.

Classe II: Chaperoni chimici, molecolari o farmacologici,
generalmente chiamati “correttori”, sono stati descritti
come capaci di stabilizzare |a struttura della proteina e
di promuoverne la maturazione, consentendo I’espressio-
ne dei mutanti maturati a livello della superficie cellulare.
Ci si aspetta che queste piccole molecole imitino I’azione
delle proteine cellulari, chiamate “chaperoni molecolari”,
che entro la cellula vivente aiutino altre proteine (chiama-

“clienti”) ad acquisire la loro conformazione naturale
(vedere rassegna in [11]). Gia agli inizi di quest’anno un
composto correttore, il VX-809 (Vertex Pharmaceuticals
Inc, San Diego, CA) & giunto ad un trial clinico di fase | su
pazienti CF omozigoti per deltaF508 [12]. Ci si attende
che ulteriori composti di questo tipo, provenienti da al-
tre compagnie farmaceutiche, raggiungano molto presto
’ambito clinico.

Classe lll: Si era visto in passato che alcuni attivatori del-
la CFTR, come le alchilxantine (CPX) e il flavonoide geni-
steina, erano in grado di superare il difetto nell’apertura
del canale CFTR, agendo pertanto come “potenziatori”.
La CFTR-deltaF508 ¢ anche un mutante di classe Ill, dal
momento che, quando il canale ad esso corrispondente
¢ localizzato sulla membrana, si presenta anche compro-
messo nella sua apertura e pertanto con ridotta attivita
di canale (vedi sopra). Recentemente, la US Cystic Fibro-
sis Foundation ha annunciato che il VX-770 (pure della
Vertex Pharmaceuticals Inc, San Diego, CA), un farmaco
potenziatore che stimola I'apertura dei mutanti CFTR
con difetto di gating, ha mostrato risultati promettenti
in un trial clinico di fase lla che sta proseguendo e ha
coinvolto pazienti CF portatori della mutazione G551D
che assumevano questo farmaco per bocca [13].

Classe IV: La compensazione del difetto di conduzione
di Cl- da parte di questi mutanti pud essere raggiunta
aumentando la loro espressione complessiva a livello
di membrana cellulare attraverso la promozione della
loro maturazione con composti correttori o/e attraver-
so un’aumentata stimolazione di canali gia esistenti per
mezzo di potenziatori (quali il VX-770).

Classe V: Si era visto che alcuni fattori di splicing che pro-
muovo la normale inclusione di esoni nel mRNA o fat-



tori che promuovono una abnorme omissione di esoni
aumentavano in vitro i livelli di trascritti (mRNA) corret-
tamente montati. Benché questo tipo di correzione ab-
bia ancora una lunga strada da compiere per arrivare alla
clinica, i potenziatori sono pure utili per questi mutanti,
poiché essi accrescono Iattivita dei normali canali gia
presenti sulla superficie cellulare.

Un altro approccio che &€ completamente diverso dai pre-
cedenti, perché indipendente dal difetto primario del gene
CFTR, @ il cosiddetto “approccio di bypass”. Esso consi-
ste nella correzione dei difetti di trasporto ionico che ac-
compagnano il difetto di base CF. In realta. accanto alla
compromissione della secrezione di Cl- cAMP-dipenden-
te , si sa anche da lungo tempo che le vie aeree presen-
tano un aumentato assorbimento di sodio (Na+), che a
sua volta porterebbe ad un aumentato assorbimento di
liquido e di elettroliti attraverso la superficie dell’epitelio,
con contrazione isotonica dello strato liquido di super-
ficie (ASL) [14]. Inoltre, la CFTR & stata implicata nella
regolazione di questo assorbimento e in molti altri tra-
sportatori ionici, venendo cosi a costituire realmente un
regolatore della conduttanza ionica [15]. U“approccio
di bypass” propone di correggere questi altri difetti di
trasporto indipendentemente da CFTR, per esempio ini-
bendo il canale del sodio (ENaC) [6]. In alternativa, esso
preconizza che, attraverso |’attivazione di altri canali del
cloro non-CFTR, la mancanza di CFTR funzionante pos-
sa essere elusa, almeno nelle vie aeree [6]. La strategia
attuale pit promettente consiste nello stimolare alcuni
recettori purinergici ATP-attivati per mezzo di nucleotidi
sintetici, che sono piu stabili del’ATP, quali I'INS365, o
mediante composti tipo denufosol. Quest’ultimo sta gia
andando ad un trial clinico di fase Ill [16] ed ha il vantag-
gio di attivare i canali della conduttanza del cloro calcio
(Ca2+)-attivata (CaCC) ma anche di inibire i canali epi-
teliali del sodio, attenuando pertanto ’eccessivo assorbi-
mento di Na+ e la disidratazione dell’ASL [6].

Riassumendo, parecchi nuovi composti si presentano
come molecole guida per sviluppare farmaci efficaci nei
confronti del difetto di base CF e le prime razionali terapie
per la fibrosi cistica, che si basano sulle conoscenze del di-
fetto di base, hanno incominciato ad entrare nel’ambito
clinico. Sulla base dell’attuale “drug pipeline”, ci si aspet-
ta che queste aumentino in numero molto presto.

La validazione pre-clinica di questo afflusso di nuovi
composti, in termini di loro efficacia, richiede peraltro
ulteriori e sostanziali sforzi, cosicché solo i migliori siano
realmente offerti ai malati, che stanno oraincominciando
a presentare una elevata domanda per la partecipazione
a studi clinici in prospettiva competitivi. Di conseguenza,
la validazione dei composti direttamente su tessuti uma-
ni ex vivo, usando per esempio biopsie rettali, diventa
un’opzione attraente per aiutare a risolvere tali problemi,
dal momento che questi tessuti sono gia raccolti per la
diagnosi e per la prognosi della fibrosi cistica in parecchi
centri europei [17]. Inoltre, lo stabilire adeguate misure
di risultato (endpoints) appare indispensabile per deter-
minare I’efficacia di un farmaco e la sua validazione clini-
ca, per la quale gli attuali metodi di diagnosi (la misura
del cloro nel sudore, la differenza di potenziale nasale o
la secrezione di cloro nelle biopsie rettali) possono essere
estremamente utili. Con una tale concertata azione puo
essere possibile ottenere il circa 10% della normale attivi-
ta CFTR, che generalmente si crede essere sufficiente per
risolvere la fibrosi cistica [3].

To date, over 1,500 CFTR mutations were identified in associa-
tion with Cystic Fibrosis [1]. In normal individuals, CFTR protein

is a cAMP-activated chloride (Cl-) channel expressed at the apical
membrane of most surface epithelial cells but also in cells lining
the lumen and duct of several glands. Due to the absence/ impair-
ment of functional CFTR, in epithelia of CF patients very little or
no CFTR-mediated Cl- transport is generally observed.

Although in principle, restoration of CFTR-mediated Cl- transport
should clinically improve CF, the 1,500 presumably pathological
CFTR gene alterations make this a hard task. However, one single
mutation associated with a severe clinical phenotype, F508del, is
very frequent, accounting for ~70% of CF chromosomes world-
wide and occurring in 90% of CF patients in at least one allele. Ac-
cordingly, most research efforts are thus aimed at understanding
the molecular and cellular defects associated with the F508del
mutation.

The major defect caused by F508del on CFTR protein is at the
level of its intracellular localization [2]. Indeed, the F508del-
CFTR protein fails to traffic to the plasma membrane, being mo-
stly retained at the endoplasmic reticulum (ER) from where it is
targeted for degradation. Retention at the ER results from failure
in the acquisition of a native (folded) conformation by the mutant
protein, being the abnormal misfolded form recognized by the ER
quality control (ERQC) which sends it to degradation (reviewed in
[3]). Overcoming this intracellular retention of F508del-CFTR,
however, would have great therapeutic value, since this mutant is
still functional (albeit at only ~20% of normal CFTR [4]) if it is
manipulated to reach the cell membrane (e.g., by incubating the
cells at low temperature).

To correct for these two types of defects associated with F508del-
CFTR, two kinds of recent and promising therapeutic small mo-
lecules are thus being searched for, namely: 1) those rescuing the
trafficking defect, which are termed ‘correctors’; and 2) those
overcoming/ enhancing the defective Cl- channel activity, which
are called ‘potentiators’ [5,6].

Clearly these compounds may also serve to achieve correction
of the other reported ~ 1,500 CFTR disease-causing mutants.
Notwithstanding, to rescue such a variety of gene/protein defects,
CFTR mutants have to be grouped into functional classes, which
potentially can be corrected through the same restoring strategy
applied to F508del-CFTR or by a different one, by an approach
coined as ‘mutation-specific therapy’ [5,6].

This strategy thus relies on functional classification of CFTR muta-
tions into five main categories [7,8], namely: i) class | mutations,
which prevent protein production, often being nonsense mutations
(e.g., R1162X), i.e, generating premature stop codons that often
lead to the degradation of the respective mRNAs; ii) class Il mu-
tations (including F508del) causing intracellular retention of the
mutant protein and subsequent degradation thus preventing these
mutant proteins from reaching the cell surface; iii) class Ill mutan-
ts (e.g, G551D) that allow protein to traffic to the cell surface,
but cause impairment in the CFTR channel opening (gating); iv)
class IV mutants which cause substantial reduction in the flow of
Cl- ions that permeate through the CFTR channel (e.g., R334W);
and v) class V mutants (including alternative splicing mutants,
e.g., 3272-26A>G) which still allow for the synthesis of some nor-
mal CFTR mRNA and protein, but at dramatically reduced levels
due to the major production of aberrantly spliced CFTR mRNA.
Class IV and class VV mutants, which still allow residual CFTR-me-
diated Cl- transport, are generally associated with milder clinical
phenotypes.

Several therapeutic strategies adopting this ‘mutation-specific’ ap-
proach to correct the basic defect in CF are currently under expe-
rimental testing or already progressed to the clinical setting [6].
Examples include:

Class I: aminoglycoside antibiotics have been described to suppress
premature termination codons by allowing the incorporation of an
amino acid, thus permitting protein synthesis to continue until its
normal termination. An example is the clinical trial carried out
in CF patients with stop mutations (namely, W1282X) through
gentamicin-induced correction [9], although a more recent clinical



trial has failed to demonstrate efficacy [10], suggesting that this
correction may be mutation-specific.

Class 1l: Chemical, molecular or pharmacological chaperones,
generally called ‘correctors’ were described to stabilize protein
structure and promote folding, allowing cell surface expression of
trafficking mutants. These small molecules are expected to mimic
the action of the cellular proteins, called ‘molecular chaperones’,
which within the living cell help other (called ‘client’) proteins to
acquire their native conformation (reviewed in [11]). Already
early this year, one corrector compound VX-809 (Vertex Pharma-
ceuticals Inc, San Diego, CA) went to Phase | of clinical trial for
F508del-homozygous patients [12]. More compounds of this type
from a number of other companies are expected to hit the clinical
setting very soon.

Class Ill: CFTR activators such as alkylxanthines (CPX) and the
flavonoid genistein were shown to overcome defects in the gating of
the CFTR channel, thus acting as ‘potentiators’. F508del-CFTR
is also a class Ill mutant, since membrane localized channels also
exhibit impaired gating and thus reduced channel activity (see abo-
ve). Recently, the US Cystic Fibrosis Foundation announced that
VX-770 (also from Vertex Pharmaceuticals Inc, San Diego, CA),
a potentiator drug that stimulates the opening of CFTR mutants
with a gating defect, showed promising results in an ongoing Phase
2a clinical trial involving CF patients carrying the G551D muta-
tion who took this drug orally [13].

Class 1V: Compensation for reduced conductance of these mutants
can be achieved by increasing the overall cell surface expression of
these mutants by promoting their traffic with corrector compounds
or/and through increased stimulation of the existing channels with
potentiators (such as VX-770).

Class V: Splicing factors that promote normal exon inclusion or
factors that promote abnormal exon skipping were shown to in-
crease levels of correctly spliced transcripts in vitro. Although this
kind of correction is still a long way from the clinic, potentiators
are also useful for these mutants, since they enhance the activity of
normal channels already at the cell surface.

Another approach which is completely different from the above
because it is independent of the primary CFTR gene defect is the
so-called ‘bypassing approach’, which relies on the correction of the
ion transport defects occurring in CF. Indeed, besides the impaired
cAMP-dependent Cl- secretion, the CF airways are also known for
long to exhibit enhanced sodium (Na+) absorption which in turn has
been postulated to lead to hyperabsorption of fluid and electrolytes
by the surface epithelium and isotonic contraction of the airway sur-

face liquid (ASL) [14]. Moreover, CFTR has been implicated in the
regulation of this Na+ hyperabsorption and in many more ion tran-

sporters, being thus truly a conductance regulator [15]. The ‘bypas-

sing approach’ proposes to correct for these other ion transport
defects independently of CFTR, for example, by inhibiting the Na+

epithelial channel (ENaC) [6]. Alternatively, it also preconizes that
by activation of other non-CFTR Cl- channels, the lack of functional
CFTR can be circumvented, at least in the airways [6]. The most
promising current strategy is to stimulate ATP-activated purinergic
receptors by synthetic nucleotides which are more stable than ATP,

such as INS365 or by compounds like denufosol. The latter is alrea-

dy going to Phase Ill of clinical trial [16] and has the advantage of
activating both calcium (Ca2+)-activated Cl- conductance (CaCC)

channels but also of inhibiting epithelial Na+ channels, thus atte-

nuating excessive Na+ absorption and ASL dehydration [6].

In summary, several novel compounds appear as promising leads
to develop effective drugs against the basic defect in CF and the
first rationale therapies for CF relying on the understanding of the
basic defect have started to hit the clinical setting. Based on the
current ‘drug pipeline’, these are expected to rise in numbers very
soon.

Pre-clinical validation of this affluence of novel compound in terms

of their efficacy thus requires additional substantial efforts, so that
only the best are actually given to patients who are now starting
to be in high demand for the several competing clinical trials in
perspective. Accordingly, validation directly on human tissues ex
vivo using for instance rectal biopsies becomes an attractive option
to help solving such problems, since these tissues are already com-
monly collected for the diagnosis and prognosis of CF in several
European centres [17]. Moreover, establishing adequate therapy
endpoints is indispensable to assess drug efficacy and clinical vali-
dation, for which the current diagnosis methods (sweat Cl- measu-
rements, nasal potential difference or Cl- secretion assessment in
rectal biopsies) may be extremely helpful. With such a concerted
action, it may be possible to achieve the ~ 10% normal CFTR acti-
vity, generally believed to be sufficient to cure CF [3].
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1. Introduzione

Perseguendo 'obiettivo di scoprire e sviluppare farmaci
e vaccini in grado di offrire benefici incrementali rispetto
alle terapie disponibili, |a ricerca farmaceutica innovativa
rappresenta una delle risposte maggiori ai problemi di
salute della persona e della societa. Scoprire e sviluppare
un nuovo farmaco innovativo € un processo complesso,
caratterizzato da notevoli incertezze, costi ingenti e tempi
lunghi, il cui svolgimento puo essere sintetizzato in quat-
tro fasi principali: Ricerca di Genetica, Ricerca di Disco-
very, Ricerca di Drug Discovery e Ricerca di Sviluppo del
Prodotto, ognuna delle quali con un obiettivo fondamen-
tale da raggiungere (figura 1). In questo arco di tempo
vengono utilizzate circa 2.000 molecole prima che una
sola di queste posso essere candidata a raggiungere la
prima somministrazione umana (figura 2).

Figura 1 - Fasi della Ricerca e dello Sviluppo del Farmaco
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2. Ricerca di Genetica

Ha lo scopo di identificare i nuovi “targets” molecolari
che formeranno la base per la ricerca di composti chimici
da attuarsi nella ricerca di discovery. La ricerca di geneti-
ca permette anche di stabilire le relazioni tra varianti ge-
netiche e suscettibilita alle malattie ed individuare le basi
genetiche della risposta individuale ai farmaci.

3. Ricerca di Discovery

Ha lo scopo di generare nuovi composti chimici specifici
per i targets molecolari precedentemente identificati. Lo
studio di questi composti chimici permette di valutare le
loro caratteristiche per trasformarliin “lead compounds”
ossia in potenziali farmaci candidati.

4. Ricerca di Drug Discovery

Ha lo scopo di far progredire i lead compounds fino alla
prima dimostrazione di efficacia clinica, attraverso le pri-
me fasi di sviluppo e la prima somministrazione nell’uo-
mo (First Time In Human - FTIH).

La dimostrazione di efficacia e tollerabilita da parte dei
lead compounds viene identificata come “Proof of Con-
cept” (POC). Successivamente alla POC clinica possono
essere condotti ulteriori studi di approfondimento atti a
valutare la sviluppabilita prima dell’eventuale impegno
allo sviluppo completo del nuovo composto.

Figura 2 - Lattrito della ricerca e sviluppo del farmaco. Per ogni
nuovo farmaco immesso nella pratica medica sono almeno 2.000
le molecole sottoposte a screening farmacologico per la verifica pre-
liminare di attivita.
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5. Ricerca di Sviluppo del Prodotto

Ha lo scopo di trasformare il potenziale farmaco candi-
dato in farmaco vero e proprio, attraverso ulteriori studi
sulla sicurezza, tollerabilita, efficacia clinica e formulazio-
ne, fino alla registrazione, commercializzazione e produ-
zione su scala industriale.

5.1. Ricerca di Sviluppo Non - Clinica

La ricerca di sviluppo non clinica & costituita dall’insieme
delle discipline (tossicologia, tecnica farmaceutica, far-
macocinetica) che consentono di documentare un grado
di tollerabilita sufficiente a consentire la richiesta di auto-
rizzazione alla sperimentazione clinica e successivamente
a completare il dossier di registrazione del farmaco.

5.2. Ricerca di Sviluppo Clinico

Lo sviluppo clinico, condotto nell’'uomo, procede attra-
verso 4 fasi distinte, che avvengono in parte in sequenza,
in parte progrediscono in parallelo.

5.1.1. Fasel

E’ la fase dello studio preliminare sulla sicurezza e sulla
modalita di azione. Lo scopo principale di questa fase &
ottenere una prima valutazione della sicurezza del farma-
co e determinare cid che accade al farmaco stesso una
volta somministrato nel corpo umano: come esso viene
assorbito, metabolizzato ed escreto (studio della cineti-
ca). Lo studio ¢ effettuato in generale su un numero limi-
tato di volontari sani.

In alcuni casi, durante la fase | & possibile valutare alcuni
effetti farmacologici. Per passare alle fasi successive, un
farmaco deve dimostrare di essere sicuro, ben tollerato e
possedere un‘adeguata cinetica.

5.1.2. Fasell

E’ la fase degli studi terapeutici pilota. Lo scopo principa-
le & quello di valutare Iefficacia del farmaco in un ristret-
to numero di pazienti affetti dalla malattia o dalla condi-
zione clinica per la quale il farmaco & proposto. Durante
questa fase, vengono anche valutate le relazioni tra dose
e risposta in gruppi ristretti di pazienti.

5.1.3. Faselll

E’ la fase degli studi terapeutici allargati. Se la fase Il for-
nisce risultati incoraggianti, la fase Il coinvolge un nu-
mero pilt ampio di pazienti al fine di approfondire i dati
di efficacia, di valutare il dosaggio piti opportuno, di mo-
nitorare gli eventuali effetti collaterali su un campione di
ampie dimensioni. Per la maggior parte, gli studi di fase
[Il sono di tipo randomizzato e in doppio cieco e la loro
durata e variabile a seconda degli obiettivi che la speri-
mentazione stessa si pone.
Durante questa fase viene sempre controllata con molta
attenzione la tollerabilita (insorgenza di effetti indeside-
rati e/o collaterali) del farmaco.
| farmaci che passano con successo la fase Ill della spe-
rimentazione ottengono |’autorizzazione per la commer-
cializzazione.

5.1.4.FaselV

E’ la fase di sviluppo clinico condotta dopo la commer-
cializzazione del nuovo farmaco nelle indicazioni, dosag-
gi e popolazioni autorizzate.

Anche quando un farmaco viene commercializzato ed
utilizzato da migliaia di persone in uno o pili paesi, gli
studi clinici continuano con la fase IV. Gli studi di fase
IV sono volti a confermare la sicurezza e la tollerabilita a
lungo termine del farmaco, su un ampio numero di pa-
zienti, nelle condizioni di trattamento proprie della pra-
tica assistenziale.

| dati che si ottengono sono statisticamente importan-
i, in quanto coinvolgono un gran numero di utilizzatori,
spesso diversi per eta, razza, sesso.



6. Costi della scoperta e sviluppo
del farmaco
Secondo I'ultimo rapporto sui co-

sti della ricerca farmaceutica del [ Tharmpy
Centro studi della Tufts University
Prosin

sono circa 800 i milioni di dollari
necessari a scoprire e sviluppare un
nuovo farmaco sino alla messa a di-
sposizione dei pazienti.

AssislRopair

7. Lesperienza della ricerca italiana
| composti scoperti e sviluppati in
Italia negli ultimi 3 decenni rappre-
sentano una minima parte dei far-
maci immessi nella pratica medica
dopo il 1990 e complessivamente

ammontano a meno di una deci- Aniinflammatory
na negli ultimi 30 anni. Tra questi,

Lacidipina, farmaco antipertensivo

appartenente alla classe dei calcio-

antagonisti attualmente nella fase

finale della propria vita brevettuale, st factive

per il quale & in corso la esplorazio-
ne della possibilita di sviluppo di un
test farmacogenetico predittivo di
risposta terapeutica nei confronti
della progressione della ateroscle-

rosi (figura 3).

Saplemants

Figura 3a - Lo sviluppo di Lacidipina, prodotto della ricerca italia-
na attualmente in commercio a livello globale.
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Figura 3b - Lo sviluppo farmacogenetico ha lo scopo di identificare
eventuali geni correlati con la farmacocinetica e/o la farmacodina-
mica del composto, in grado di condizionare la risposta di efficacia
e/o tollerabilita al farmaco e che possano essere utilizzati per lo
sviluppo di un test predittivo di risposta al farmaco.
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Figura 4 - Composti in sviluppo al gennaio 2008 per la terapia della
fibrosi cistica (Pipeline pubblicata da Cystic Fibrosis Foundation, US)

8. Conclusioni

La scoperta e lo sviluppo di un farmaco innovativo, in
grado di fornire beneficio incrementale, richiede una
grande quantita di conoscenza, tecnologia, organizza-
zione e risorse. La tecnologia offre oggi la possibilita di
trasformare la conoscenza sui meccanismi attraverso i
quali la malattia si sviluppa in nuovi prodotti in grado di
rispondere a bisogni di salute ancora in attesa di rispo-
sta, come nel caso della Fibrosi Cistica (figura 4).

Per giustificare il contratto sociale e la licenza di operare
sui quali si regge lo sviluppo della impresa farmaceutica,
tale attesa deve essere il piti breve possibile, perché il ma-
lato non pud aspettare.

1. Introduction

In pursuing the aim of discovering and developing drugs and vac-
cines that can offer more benefits to patients than those already
on the market, innovative pharmaceutical research represents one
of the main responses to individual and social health problems.
Discovering and developing an innovative new drug is a complex
process, characterised by considerable uncertainty, enormous co-
sts and lengthy periods of time, which can be summarised in four
main phases: Genetic Research Discovery Research, Drug Disco-
very Research and Product Development Research, each of which
has a fundamental objective (figure 1). In this period of time, ap-
proximately 2,000 molecules are used before just one of these can
be proposed for the first human administration (figure 2).

Figure 1 - Phases of Drug Research and Development
Figure 2 - The attrition of drug research and development. For every new

drug introduced into medical practice, at least 2,000 molecules are su-
bjected to pharmacological screening for the preliminary activity check.



2. Genetic Research

The aim of this phase is the identification of new molecular “tar-
gets” which will form the basis for the search for chemical com-
pounds to be implemented in the discovery research phase. Ge-
netic research also makes it possible to establish the relationships
between genetic variations and susceptibility to diseases and iden-
tify the genetic foundations for the individual response to drugs.

3. Discovery Research

The aim of this phase is to generate new and specific chemical com-
pounds for the molecular targets identified in the previous phase.
The study of these chemical compounds makes it possible to assess
their characteristics in order to transform them into “lead com-
pounds”, i.e. into potential candidate drugs.

4. Drug Discovery Research

The aim of this phase is to develop the lead compounds as far as
the first demonstration of clinical efficacy, through the first stages
of development and the first administration in humans (First Time
In Human - FTIH).

The demonstration of efficacy and tolerability by the lead com-
pounds is identified as “Proof of Concept” (POC). Following clini-
cal POC, additional in-depth studies may be carried out in order
to evaluate the development possibilities before any actual com-
mitment is made for the full development of the new compound.

5. Product Research and Development

The aim of this phase is to transform the potential candidate drug
into an actual drug, through further studies on safety, tolerability,
clinical efficacy and formulation, up to registration, marketing and
production on an industrial scale.

5.1. Non-Clinical Development Research

Non-clinical development research consists of the combination of
specialist areas (toxicology, pharmaceutical technique, pharmaco-
kinetics) that make it possible to document a sufficient degree of
tolerability to allow the request for authorisation of clinical trials
and then to complete the drug registration dossier.

5.2. Clinical Development Research

Clinical development, carried out in humans, proceeds through 4
distinct phases, which take place partly in sequence and partly in
parallel.

5.1.1. Phase |

This phase deals with the preliminary trial regarding safety and
mode of action. The main aim of this phase is to obtain an initial
evaluation of the safety of the drug and to determine what hap-
pens to the drug in the human body once it has been administe-
red: how it is absorbed, metabolized and excreted (kinetics study).
The study is generally carried out in a limited number of healthy
volunteers.

In some cases, it is possible to assess some pharmacological effects
during phase | trials. A drug must prove to be safe and well tole-
rated and have adequate kinetics before moving on to the next
phases.

5.1.2. Phasell

This phase consists of pilot therapeutic trials. The main aim is to
evaluate the efficacy of the drug in a restricted number of patients
affected by the disease or clinical condition for which the drug is
proposed. During this phase, the relationships between dose and
response are also evaluated in small groups of patients.

5.1.3. Phase Il

This phase consists of extended therapeutic trials. If phase Il pro-
vides encouraging results, phase Ill involves a larger number of
patients in order to obtain more information on efficacy, to deter-
mine the most appropriate dosage and to monitor any side effects
in a larger series of subjects.

Most phase Il trials are randomized and in double blind, and their
duration varies according to the objectives of the trial. Particular
attention is paid to the tolerability of the drug (onset of undesired

andy/or side effects) during this phase.
Drugs that pass phase Il trials successfully are granted marketing
authorisation.

5.1.4. Phase IV

This clinical development phase is carried out after marketing of
the new drug for indications, dosages and authorised populations.
Even when a drug is marketed and used by thousands of people in
one or more countries, the clinical trials continue with phase IV.
The aim of phase IV trials is to confirm the safety and the long-
term tolerability of the drug in a large number of people under
normal health care treatment conditions. The data obtained are
statistically important as they concern a large number of users,
often differing in age, race and sex.

6. Drug discovery and development costs

According to the latest report on pharmaceutical research costs by
the Tufts University Study Centre, the cost of discovering and de-
veloping a new drug and making it available to patients is around
800 million US dollars.

7. Italian research experience

The compounds discovered and developed in Italy over the last 3
decades represent just a small part of the drugs introduced into
clinical practice since 1990, and overall amount to less than ten
in the last 30 years. Among these, Lacidipine, an antihypertensive
drug belonging to the class of calcium-channel blockers and cur-
rently in the final stage of its patent life, is being investigated for
the possibility of developing a pharmacogenetic test to predict the
therapeutic response with respect to the progression of atheroscle-
rosis (figure 3).

8. Conclusions

The discovery and development of a new drug, able to provide an
additional benefit to patients, requires considerable knowledge,
technology, organisation and resources. Technology currently of-
fers the possibility of transforming the knowledge of the mecha-
nisms through which a disease develops into new products that
can respond to health requirements that are still waiting for an
answer, as in the case of Cystic Fibrosis (figure 4).

To justify the social contract and the licence to operate which go-
vern the development of a pharmaceutical company, this waiting
period must be as short as possible, since the patient does not have
the time to wait.
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