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Normal

Mutazioni del gene CFTR
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Frequenza degli alleli nonsense nella
popolazione globale FC
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Interruzione del processo di traduzione della
proteina CFTR

PTC- premature termination codon
NTC- normal termination codon

Premature translation
termination

>

Truncated protein

Dabrowski et al., 2018



Gli mRNA contenenti un PTC sono soggetti anche a
degradazione prematura, dovuta all’azione del Nonsense-
Mediated mRNA Decay (NMD) pathway

A Normal translation termination

B Aberrant translation termination and NMD activation

8
14

Kaurosis E.D. et al. 2019




Suppression therapy/Readthrough

v’ Attuale strategia terapeutico/farmacologica per il
recupero degli effetti delle mutazioni di stop.

Full-length protein

Dabrowski et al., 2018



Translational readthrough-inducing drugs

Aminoglicosydes
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Translational readthrough -inducing drugs
(TRIDs)

a. SRI-37240 b. SRI-41315
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ELXO02 ripristina la funzione di CFTRG342X/G542X jp
organoidi derivati da pazienti (PDOs)

= ELXO02 e un glicoside che mostra preferenzialmente un interazione
con il ribosoma eucariotico.

= Non ha dato evidenze di readthrough di NTCs (Native stop codons).
= Ridotto potenziale nefrotossico e ototossico.
= Trials di fase di 2:

= -EL-012[NCT04135495]

" -EL-004[NCT04126473]

Disegno dello studio molto simile: dosi crescenti per
14 giorni su 24 pazienti con almeno un allele G542X.



Il trattamento di 48 ore con ELX02 determina aumento
dell’espressione dell’'mRNA e della proteina CFTR in PDOs
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ELXO02 ripristina la funzione di CFTRG342X/G542X jp
organoidi derivati da pazienti (PDOs)

ELX02 » Studi su organoidi mostrano un buon
recupero dell’attivita di CFTR (mutazione
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Aumento dell’espressione e attivita del canale CFTR in cellule FRT
trattate con amminoglicosidi (G418) e la molecola SRI-37240
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Cellule 16HBE-CFTR®>42X trattate con amminoglicosidi (G418)
e la molecola SRI-41315 mostrano un aumento dell’espressione e
dell’attivita di CFTR
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SRI-41315 promuove il readthrough attraverso la riduzione
del fattore eRF1

eRF3 ’

SRI-41315

Proteasome

Near-Cognate
tRNA

La riduzione della quantita di eRF1
disponibile, incrementa la possibilita
da parte dei near-cognate tRNA di
riconoscere il PTC.

Sharma J, Bedwell D.M. et al. 2021-Nature Communications



2,6 Diaminopurina (DAP) come potente correttore di
mutazioni di stop UGA
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Il trattamento con 2,6 Diaminopurina (DAP) recupera l’espressione
della proteina p53 mutata in cellule Calu-6Y¢A in vitro e in vivo
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Meccanismo d’azione DAP coinvolge la
metiltrasferasi FTSJ

» La DAP interferisce con la funzione dell’enzima FTSJ.

» FTSJ: metiltrasferasi per il C34 tRNA'? (UGG codon).

» Riduzione di metilazione in C34 riduce la specificita per il
codone UGG.
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» Azione su componenti cellulari alternative al ribosoma rende
interessante questa nuova strategia.




Ottimizzazione di 1,2,4 ossadiazoli per il recupero
dell’espressione e della funzione della proteina CFTR

Sviluppo di un modello e analisi
quantitativa struttura/attivita
(3D-QSAR)
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CFTR mRNA fold change

Trasfezioni per produzione di cellule FRT stabili CFTRUGA
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Trattamento con molecole NV848, NV914, NV930 e
valutazione dell’espressione della proteina CFTR a 24h
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Il trattamento a 24 e 72h con molecole NV848, NV914,
NV930 e recupera I'espressione della proteina CFTR
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Y YFP positive cells

% YFP positive cells

Il trattamento a 24 e 72h con molecole NV848, NV914,
NV930 e recupera l'attivita della proteina CFTR
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La molecola NV848 mostra una buona stabilita metabolica in un
sistema modello di microsomi epatici umani in vitro
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Valutazione tossicita acuta in modello murino e biodistribuzione
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Conclusioni

v’ Le mutazioni di stop e di classe | rappresentano oggi la seconda
importante sfida sul fronte delle mutazioni del gene CFTR in ordine
di frequenza.

v’ Gli approcci attuali, relativi alla ricerca e sviluppo di farmaci con
attivita readthrough, sembrano essere promettenti anche se in
diverse fasi del percorso di sviluppo.

v’ Uinteresse a tale sviluppo & molto alto, le mutazioni stop infatti
non interessano esclusivamente il gene CFTR.

v’ La possibilita che altri bersagli oltre al ribosoma possano essere
utilizzati per migliorare la performance di readthrough dei PTCs
apre nuovi interessanti scenari alla ricerca.



When you arise in the morning, think what precious
privilege it is to be alive: to breathe, to think, to feel
joy and to love.

(Marcus Aurelius)
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