Fondazione per la Ricerca
sulla Fibrosi Cistica- ETS

ric fibrosicisticaricerca.it

trasparente

Terapie e approcci innovativi per correggere
il difetto di base, genetica

Progetto FFC#2/2020

Strategie terapeutiche basate svi lipidi per
ottimizzare l'efficacia dei farmaci innovativi per la
cura della fibrosi cistica

6 Chi ha condotto la ricerca:
Responsabile: Massimo Aureli
(Universita degli Studi di Milano,
Dipartimento di Biotecnologie mediche e
Medicina translazionale)

Partner: Anna Tamanini

(Laboratorio di Patologia Molecolare,
Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata
di Verona)

Ricercatori coinvolti: 10

0o,
* 0o
o

Qual é la durata dello studio: 2 anni

‘.‘G

Finanziamento: € 87.000

Adottato da:
Associazione Trentina Fibrosi Cistica

=4
’ desdicato a Carmen Peterlana Cainelli,
* Delegazione FFC Ricerca di Vercell,

)
*
© 8

Delegazione FFC Ricerca di Vigevano

+

*




Fondazione per la Ricerca Progetto FFC=2/2020

sulla Fibrosi Cistica - ETS Terapie e approcci innovativi per correggere
fibrosicisticaricerca.it il difetto di base, genetica

:

trasparente

68

Perché & importante

Evidenze sperimentali suggeriscono che i lipidi cellulari (o grassi) hanno un ruolo importante in
fibrosi cistica (FC), in particolare nello stabilizzare il canale CFTR mutato presente sulla mem-
brana plasmatica grazie al recupero dai farmaci modulatori e nel diminuire l'effetto negativo
delle infezioni da parte del batterio Pseudomonas aeruginosa.

o

Che cosa hanno usato i ricercatori

Sono state usate cellule epiteliali bronchiali con la mutazione F508del su CFTR, messe a contat-

colesterolo (o il suo analogo beta-sitosterolo).

Che cosa hanno fatto i ricercatori

Sono stati valutati il recupero di CFTR sulla membrana plasmatica, a opera del modulatore Kaf-
trio, e la stabilita del canale recuperato in presenza dei lipidi GM1 e colesterolo. Le andlisi sono
state condotte anche in presenza di infezione da Pseudomonas aeruginosa.

A

Che cosa hanno ottenuto

La somministrazione esogena di ganglioside GM1 e colesterolo migliora l'effetto del Kaftrio in
termini di aumento dei livelli di CFTR con F508del a livello della membrana delle cellule. Cio av-
viene anche in presenza di infezione da Pseudomonas aeruginosa: il livello di CFTR mutata sulla
membrana dopo la somministrazione del Kaftrio, infatti, viene in genere ridotto da Pseudomo-
nas aeruginosa. Questo effetto negativo del batterio & parzialmente contrastato dalla sommini-
strazione del lipide GM1, che aumenta la stabilita di CFTR.

Q

Che cosa succedera ora

Il lipide GM1 & gia usato in alcuni studi clinici per valutare il suo potenziale terapeutico in altre
malattie, diverse dalla fibrosi cistica. | dati raccolti in questo progetto suggeriscono che la co-
somministrazione di GM1 con correttori e potenziatori di CFTR potrebbe essere considerata una
strategia innovativa per migliorare l'efficacia dei modulatori sulla stabilita della proteina CFTR
mutata, anche in presenza di infezioni da Pseudomonas aeruginosa.
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Sperimentare l'associazione di particolari lipidi (GM1 e beta-sitosterolo)
con modulatori di CFTR per migliorarne l'efficacia

Il potenziatore ivacaftor, presente anche nella tripla combinazione Kaftrio, avrebbe come effetto
collaterale quello di ridurre la quantita di proteina CFTR mutata alivello della membrana cellula-
re apicale. Un simile effetto di riduzione puo essere causato anche da infezione da Pseudomonas
aeruginosa. Tale effetto negativo puo essere annullato da due composti lipidici (o grassi), come il
ganglioside GM1 e il colesterolo (o il suo analogo beta-sitosterolo), alla base di farmaci gia in uso
per altre patologie. Il progetto di ricerca intende indagare la possibilita che la somnministrazione
di questi lipidi, deficitari nelle cellule epiteliali bronchiali FC, possa aumentare l'efficienza di cor-
rettori e potenziatori nel recupero funzionale di CFTR con mutazione F508del, anche in presenza
di infezioni da Pseudomonas aeruginosa, stabilizzando cosi la proteina sulla membrana cellulare.
Le analisi di laboratorio verranno eseguite su cellule primarie derivanti da polmoni espiantati di
soggetti con fibrosi cistica. Lapproccio potrebbe rappresentare il punto di partenza per lo svilup-
po di nuove strategie terapeutiche basate sull'associazione di lipidi con correttori e potenziatori,
per migliorare l'efficacia dei trattamenti con modulatori di CFTR.

@ Risultati

La somministrazione di lipidi assieme ai modulatori di CFTR mi?liora la
stabilita e I'attivita del canale e diminuisce I'effetto negativo dell'infezione
da Pseudomonas aeruginosa

Evidenze sperimentali suggeriscono che i lipidi (grassi) cellulari hanno un ruolo importante in
fibrosi cistica (FC), in particolare nello stabilizzare il canale CFTR sulla membrana plasmatica. Le
cellule con la mutazione F508del su CFTR sono infatti caratterizzate da un‘alterazione del conte-
nuto lipidico, soprattutto per quanto riguarda sfingolipidi e colesterolo.

Quando le cellule con CFTR mutato sono trattate con il farmaco Kaftrio, il recupero di CFTR
operato dal farmaco & accompagnato da un aumento del contenuto di una classe di sfingolipidi,
i gangliosidi. In particolare, & stato osservato un aumento del ganglioside GM1, che interagisce
direttamente con CFTR ed e deficitario nelle cellule FC.

In precedenza i ricercatori hanno dimostrato che la somministrazione di GM1migliora la stabilita
e l'attivita del canale CFTR con mutazione F508del in presenza del farmaco Orkambi (lumacaf-
tor/ivacaftor). Allinterno di questo progetto si & osservato lo stesso effetto a seguito del tratta-
mento con il Kaftrio.

In fibrosi cistica, le infezioni da Pseudomonas aeruginosa compromettono leffetto benefico dei
modulatori di CFTR. Si e visto che la somministrazione esogena di GM1diminuisce l'effetto negati-
vo dellinfezione, aumentando la stabilita di CFTR e riducendone il turnover.

Inoltre, al fine di aumentare i livelli cellulari di colesterolo, cellule con CFTR mutato con F508del sono
state trattate con il Kaftrio in combinazione con particolari lipoproteine umane, cioé molecole for-
mate da una proteina e lipidi di varia natura. Nel progetto sono state usate HDL e LDL e si & osser-
vato che le lipoproteine, in particolare le LDL, sembrano coadiuvare il Kaftrio nel recupero di CFTR.
Sulla base di questi dati, la co-somministrazione di GM1e/o colesterolo con i modulatori di CFTR
potrebbe rappresentare una strategia innovativa per migliorare l'efficacia di questi ultimi nel mi-
gliorare la stabilita sulla membrana plasmatica del canale mutato, anche in presenza di infezioni
da Pseudomonas aeruginosa.
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Abstract presentati a congressi scientifici

- Ganglioside GM1 in Cystic Fibrosis: a lipid approach to stabilize FSO8DEL-CFTR
at the plasma membrane.
6th Workshop BioMeTra, 20 September 2022, Segrate (M)

- Accessory mechanisms of action of Trikafta®: its effect on the sphingolipid
metabolism.
ECFS Basic Science Conference, 30 March-03 April 2022, Albufeira, Portugal

- CFTR modulators and ganglioside GM1: a new combination for the treatment of
Cystic Fibrosis.
Biochemistry Global Unit, 46th FEBS congress, 9-14 July, 2022, Lisbona

- CFTR modulators and ganglioside GM1: new insight in the treatment of Cystic
Fibrosis.
ECFS Basic Science Conference, 30 March-03 April 2022, Albufeira, Portugal

- CFTR modulators and ganglioside GM1: possible therapeutic approach in Cystic
Fibrosis
33rd "A. Castellani” Meeting of PhD Students in Biochemical Sciences, 6-9 June 2022,
Brallo di Pregola (PV)

- CFTR modulators and sphingolipids: new insight in the treatment of Cystic
Fibrosis.
5th Workshop BioMeTra, 27 September 2021, Segrate (M)

- CFTR modulators and sphingolipids: new insight in the treatment of Cystic
Fibrosis.
32nd 'A. Castellani” Meeting of PhD Students in Biochemical Sciences, 13-16
September 2021, Brallo di Pregola (PV)

- Ganglioside GM1 in Cystic Fibrosis: a lipid approach to stabilize FSO8DEL-CFTR
at the plasma membrane.
Meeting of Young Biochemists in Lombardy, 20 June 2022, Milano
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