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Perché & importante

| farmaci modulatori hanno bisogno di una proteina CFTR su cui agire. All'interno delle cellule
esistono enzimi che controllano la produzione delle proteine e attaccano un'etichetta a quel-
le anomale per eliminarle. Cio vale anche per la proteina CFTR mutata. Lenzima che attacca
I'etichetta si chiama ubiquitina-ligasi (UBL) e l'etichetta si chiama ubiquitina. Esistono anche
proteine con azione contraria: si chiamano deubiquitinasi (DUB) e rimuovono le etichette dalle
proteine mutate o anomale.

Che cosa hanno usato i ricercatori

Sono state studiate cellule in coltura che esprimono la proteina CFTR con mutazione F508del,
linee cellulari ingegnerizzate (cioé opportunamente modificate) e cellule bronchiali ottenute da
pazienti con fibrosi cistica per comprendere l'interazione tra le ubiquitina-ligasi, le deubiquitinasi

e CFTR.

Che cosa hanno fatto i ricercatori

Con tecniche biochimiche, di biologia molecolare e microscopia i ricercatori hanno studiato il
tipo di interazione (fisica e/o funzionale) tra le proteine UBL, DUB e CFTR. Per valutare l'azione
di questi enzimi nell'ubiquitinazione di CFTR & stato usato anche il silenziamento genico, una
tecnica che consiste nello spegnimento di un gene per capirne la funzione.

Q

Che cosa hanno ottenuto

E stato identificato un piccolo gruppo di proteine DUB e UBL che influenzano il recupero della
funzione di CFTR mediato dai correttori. Si e visto che modulando l'azione di questi enzimi e
usando una combinazione di farmaci correttori di CFTR e possibile recuperare la funzione della
proteina canale.

e

Che cosa succedera ora

| dati raccolti sembrano promettenti per lo sviluppo di strategie che migliorino l'efficacia di trat-
tamenti farmacologici per la proteina con F508del e altre mutazioni simili. Lipotesi & quella di
sviluppare farmaci che proteggono la CFTR mutata dalla degradazione, promuovendo l'attivita
di DUB e/o inibendo l'attivita delle UBL e favorendo cosi l'azione dei correttori.
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Identificazione delle proteine UBL e DUB, che rispettivamente degradano o
salvano dalla degradazione la CFTR mutata.

Lipotesi da cui partono i ricercatori in questo progetto é che la proteina CFTR con la mutazione
F508del, nonostante il trattamento con correttori, sia in gran parte eliminata a causa di protei-
ne intracellulari chiamate ubiquitina-ligasi (UBL). Le UBL agiscono da controllori: riconosco-
no la proteina CFTR con la mutazione F508del e attaccano a essa l'ubiquitina, una specie di
etichetta molecolare che una volta assegnata determina l'eliminazione della proteina mutata.
Esistono tuttavia anche proteine con azione contraria: si chiamano deubiquitinasi (DUB), ne
esistono circa 100 e rimuovono l'ubiquitina salvando le proteine dalla degradazione. Lobiettivo
del progetto ¢é identificare le UBL e le DUB che determinano il destino della proteina CFTR
mutata. | ricercatori useranno sia cellule in coltura che esprimono la proteina CFTR con muta-
zione F508del sia linee cellulari ingegnerizzate (cioé opportunamente modificate) e sia cellule
primarie bronchiali ottenute in precedenza da pazienti con fibrosi cistica. Applicheranno di-
verse tecniche complementari che permettono di comprendere il tipo di interazione (fisica e/o
funzionale) tra UBL, DUB e CFTR. Attraverso questi studi, intendono identificare le proteine che
sono maggiormente coinvolte nella degradazione della proteina CFTR mutata ed evidenziare
come, intervenendo su queste, si potrebbe ottenere un potenziamento dell'effetto dei correttori.

@ Risultati

Identificate proteine ubiquitinasi e deubiquitinasi la cui modulazione cam-
bia la funzione di CFTR mutata. Nuova ipotesi terapeutica per favorire I'a-
zione dei correttori.

F508del, la mutazione piu frequente tra i pazienti con fibrosi cistica, provoca un grave difet-
to di stabilita e maturazione della proteina CFTR. Tale difetto puo essere corretto da farma-
ci, chiamati correttori, la cui efficacia puo essere limitata da processi cellulari che provocano
la degradazione precoce della proteina mutata. | ricercatori hanno ipotizzato che la proteina
CFTR con F508del, nonostante il trattamento con correttori, sia in parte eliminata a causa di
proteine intracellulari chiamate ubiquitina-ligasi (UBL). Le UBL agiscono da controllori: rico-
noscono la proteina CFTR con la mutazione F508del e attaccano a essa l'ubiquitina, una specie
di etichetta molecolare che ne determina l'eliminazione. Esistono anche proteine con azione
contraria: si chiamano deubiquitinasi (DUB) che rimuovono l'ubiquitina salvando le proteine
dalla degradazione.

Il progetto ha permesso di identificare un piccolo gruppo di DUB e di UBL (USP13, USP15,
UCHL1, BAP1, USP39, OTUD7B, HUWET1) che, se opportunamente modulate mediante silen-
ziamento genico (che ne riduce o azzera la produzione), sono in grado di cambiare la funzione
della proteina CFTR mutata. Sono stati anche condotti esperimenti in cui le cellule sono state
trattate con combinazioni di correttori con meccanismo d'azione complementare. | risultati in-
dicano un recupero della funzione di CFTR. | dati raccolti sembrano promettenti per lo sviluppo
di strategie che migliorino l'efficacia di trattamenti farmacologici per la proteina con F508del
e altre mutazioni simili. Lipotesi & quella di sviluppare farmaci mirati che, promuovendo | atti-
vita di DUB e/o inibendo l'attivita di UBL, abbiano l'effetto desiderato di proteggere la CFTR
mutata dalla degradazione, favorendo I'azione dei correttori.
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Abstract: Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease caused by mutations that impair the function of

the CFTR chloride channel. The most frequent mutation, F508del, causes misfolding and premature

degradation of CFTR protein. This defect can be overcome with pharmacological agents named

“correctors”. So far, at least three different classes of correctors have been identified based on the

additive/synergistic effects that are obtained when compounds of different classes are combined

together. The development of class 2 correctors has lagged behind that of compounds belonging to the
;?'\,e;:":s' other classes. It was shown that the efficacy of the prototypical class 2 corrector, the bithiazole corr-4a,
could be improved by generating conformationally-locked bithiazoles. In the present study, we
Citatioa: Spand, V; Barreca, M; investigated the effect of tricyclic pyrrolothiazoles as analogues of constrained bithiazoles. Thirty-five
Cilibrasi, V; Genovese, M. Renda, M compounds were tested using the functional assay based on the halide-sensitive yellow fluorescent
Montalbano, A.; Galletta, L.V protein (HS-YFP) that measured CFTR activity. One compound, having a six atom carbocyle central
Barraja, P, Evaluation of Fused ring in the tricyclic pyrrolothiazole system and bearing a pivalamide group at the thiazole moiety and
a 5-chloro-2-methoxyphenyl carboxamide at the pyrrole ring, significantly increased F508del-CFTR
activity. This compound could lead to the synthesis of a novel class of CFTR correctors.

Pyrrolothiazole Systems as Correctors
of Mutant CFTR Protein, Molecules
2021, 26, 1275. https:/ /doi.org/

103390/ molecules26051275
Keywords: cystic fibrosis; CFTR; F508del-CFTR; CFTR corrector; CFTR potentiator
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Abstract: Cystic fibrosis (CF) is caused by loss of function of the CFTR chloride channel. A substantial
number of CF patients carry nonsense mutations in the CFTR gene. These patients cannot directly
benefit from pharmacological correctors and potentiators that have been developed for other types of
CFTR mutations. We evaluated the efficacy of combinations of drugs targeting at various levels the
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Academic Editor: Hugo R. De Jonge

effects of nonsense mutations: SMG1i to protect CFTR mRNA from nonsense-mediated decay (NMD),
G418 and ELX-02 for readthrough, VX-809 and VX-445 to promote protein maturation and function,
PTI-428 to enhance CFTR protein synthesis. We found that the extent of rescue and sensitivity to
the various agents is largely dependent on the type of mutation, with W1282X and R553X being the
mutations most and least sensitive to pharmacological treatments, respectively. In particular, W1282X-
CFIR was highly responsive to NMD suppression by SMG1i but also required treatment with VX-445
corrector to show function. In contrast, G542X-CFTR required treatment with readthrough agents
and VX-809. Importantly, we never found cooperativity between the NMD inhibitor and readthrough
compounds. Our results indicate that treatment of CF patients with nonsense mutations requires a
precision medicine approach with the design of specific drug combinations for each mutation.

Keywords: cystic fibrosis; nonsense mutation; chloride channel; readthrough therapy; CFTR rescue
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