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Cyclic adenosine 3',5-monophosphate (cAMP)-elevating agents, such as B,-adrenergic receptor (B,-AR) agonists
and phosphodiesterase (PDE) inhibitors, remain a mainstay in the treatment of obstructive respiratory diseases,
conditions characterized by airway constriction, inflammation, and mucus hypersecretion. However, their clinical
use is limited by unwanted side effects because of unrestncted cAMP elevation in the airways and in distant organs.
Here, we identified the A-kinase anchoring p! i ide 3-ki v (P13Ky) as a critical regulator of a
discrete cAMP signaling microdomain activated by ﬁz-ARs in airway stvuctural and inflammatory cells. Displace-
ment of the PI3Ky-anchored pool of protein kinase A (PKA) by an inhaled, cell-permeable, PI3Ky mimetic peptide
(PI13Ky MP) inhibited a pool of subcortical PDE4B and PDE4D and safely increased cAMP in the lungs, leading to
airway smooth muscle relaxation and reduced neutrophil infiltration in a murine model of asthma. In human bronchial
epithelial cells, PI3Ky MP induced unexpected cAMP and PKA elevations restricted to the vicinity of the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR), the ion channel controlling mucus hydration that is mutated in cystic
fibrosis (CF). PI3Ky MP promoted the phosphorylation of wild-type CFTR on serine-737, triggering channel gating,
and rescued the function of F508del-CFTR, the most p lent CF by enhancing the effects of existing
CFTR modulators. These results unveil PI3Ky as the regulator of a B,-AR/cAMP microdomain central to smooth
muscle contraction, immune cell activation, and epithelial fluid secretion in the airways, suggesting the use of a
PI3Ky MP for comp icted, therapeutic cAMP el ion in chronic obstructive respiratory diseases.

INTRODUCTION long-term care, because survival is progressively improving due to
Obstructive airway diseases, including asthma, chronic obstructive  better treatments and intensive follow-up (2). Despite the diversity
pulmonary disease (COPD) and the genetic disorder cystic fibrosis  in etiology, pathogenetic mechanisms, and clinical manifestations,
(CF), represent a major health burden worldwide. Over the next decade, ~ these conditions share common features such as chronic airway
prevalence of asthma and COPD is predicted to rise in developing  inflammation, mucus hypersecretion, and airflow obstruction due to
countries (1) and so is the number of patients with CF requiring  airway hyperreactivity and/or mucus plugging (1, 2). Conventional
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SUMMARY:

Agenti che aumentano il livello di cAMP come I'agonista del recettore adrenergico Beta2 (Beta2-AR)
sono usati per frattare le malattie respiratorie, nonostante abbiano numerosi side-effects. | frattamenti
per le malattie respiratorie (Asma) utilizzano agonisti di Beta2-AR per ridurre inflammazioni delle vie
aeree, invertono la costrizione delle vie aeree, rilassano la muscolatura liscia delle vie aeree, risolvono
l'inflammazione. Inoltre, gli agonisti 2-AR sono potenti induttori del CFIR.

Sebbene gli agonisti B2-AR possano essere utili in queste malattie croniche ostruttive, la loro efficacia e
ancora limitata; l'inibizione della degradazione del cAMP da parte di farmaci che prendono di mira la
fosfodiesterasi 4 (PDE4) il principale enzima idrolizzante del cAMP nelle vie aeree, € clinicamente
efficace ma mostra effetti collaterali:

-vomito B,AR

-diarrea
-perdita di peso

PKA Downstream effects
cAMP - s — | (e.q., relaxation of
\ e airway smooth muscle)

Phosphodiesterases




Viene sviluppato un peptide mimetico PI3Ky che regola un microdominio di segnalazione cAMP
(attivato da Beta2-AR). In questo lavoro si vede come in cellule epiteliali bronchiali umane il peptide
mimetico PI3Ky ha indotto aumenti di cAMP e PKAI e ha promosso la fosforilazione di CFIR wild-type su
serina-/37, attivando il gating del canale e ha salvato la funzione di F508del-CFIR,
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SVILUPPO:

Il gruppo ha lavorato sul cuore identificando il peptide mimetico
PI3Ky come regolatore negativo di Beta2-AR/cAMP nel cuore.

Interrompendo la funzione scaffold di PI3Ky (=legare |la proteina
chinasi A, PKA, a PDE3 e PDE4) mediante il peptide mimentico
PI3Ky provoca l'amplificazione del segnale R2-AR/CAMP nei
cardiomiociti > aumento cAMP



Hanno ipotizzato che il peptide mimetico PI3Ky potesse dare
risultati terapeutici per frattare le malattie respiratorie.

Interrompendo la funzione scaffold si ha:

1) Inibizione di PDE4B e dungque aumento cAMP nella muscolatura liscia
bronchiale umana, nelle cellule epiteliali e immunitarie.

2) limitazione di broncocostrizione e l'infiltrazione di neutrofili polmonairi.
3) Promozione del gating di CFTR wild-type (wt) e ha ripristinato la funzione

del mutante CFIR piu diffuso nella FC (F508del) potenziando gli effetti dei
modulatori CFTR approvati.
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Per interrompere la funzione di
ancoraggio PKA di PI3Ky in vivo, un
peptide che racchiude | motivo di
legame PKA ¢ stato fuso con lo
sequenza di penetrazione cellulare
penetrahn -1 (P1) e poi e stata testato
I'efficacia di penetrazione

A

PI13Ky mimetic peptide (MP)

Penetratin-1 PI3Ky aa 126-150

KATHRSPGQIHLVQRHPPSEESQAF



Per valutare se il mimetico PI3Ky potesse aumentare la
concentrazione di cAMP in vivo

Dosato infra-trachealmente nei fopi =2 induceva un aumento
dose-dipendente di CAMP in entrambe le frachee e nei polmoni
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L'applicazione infrapolmonare diretta ha impedito al
peptide mimetico di diffondersi al di fuori del fratto
respiratorio

Non sono stati osservati effetti collaterali sistemici dopo
'esposizione cronica

Immunogenicita frascurabile, non ha suscitato alcuna
risposta anticorpale



2) Valutazione in anelli tracheali di topo dell’influenza sul rilassamento della
muscolatura liscia delle vie aeree cAMP-dipendente

- ridotta contrazione delle vie aeree in modello PI3Ky -/- € collegato a una riduzione

dell'attivita PDEA4.

Promozione del rilassamento delle vie aeree nei topi sensibilizzati allovoalbumina
(OVA), un modello consolidato di asma. Il mimetico PI3Ky potrebbe alleviare la
broncocostrizione associata alllasma attraverso 'aumento del cAMP.
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3) Per testare se il mimetico PI3Ky potesse innescare il gating
CFIR, la fosforilazione del canale € stata valutata mediante
Western blot e trovata essere cinque volte piu alta nelle cellule
16HBE140- trattate con il mimetico PI3Ky rispetto alle cellule CP
(Fig.B). Il mimetico PI3Ky ha aumentato la fosforilazione di CFIR.
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La misurazione delle correnti di corto circuito (ISC) ha mostrato
che l'applicazione acuta del mimetico PI3Ky a monostrafi

polarizzati wit-CFTIR-CFBE410- ha indotto un aumento dose-
dipendente della conduttanza CFIR (Fig.A e E)
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Per valutare ulteriormente l'azione diretta del mimetico PI3Ky sulle correnti
CFTR sono usati organoidi rettali:

il igonfiamento degli organoidi in risposta a Fsk € dipendente da CFIR
> questo perché |'aftivazione di CFIR innesca la secrezione di acqua, in altri

termini vi € un un rapido efflusso di acqua nelle cellule che esprimono wi-
CFIR (Fig. G).

I mimetico PI3Ky poirebbe indurre Cl- e la conseguente secrezione di
acqua nelle cellule epiteliali bronchiali attraverso un meccanismo
dipendente dal cAMP, coordinando il gating diretto del CFIR con
'elevazione della forza motg~~ ~'~*~~kiimm G
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Il peptide mimetico PI3Ky migliora gli effetti terapeutici dei modulatori CFTR nei modelli
CF in vitro (F508del- CFTR) In particolare viene valutata la capacita di PI3Ky di
migliorare  gli  effetti  ferapeutici  della recente  fripla combinazione
elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor in cellule HBE F508del da due diversi donatori con
CF.

In entrambi i casi, CPT-cAMP ha ulteriormente aumentato le correnti di Cl-, che sono
state inibite da CFIRinh-172, dimostrando ulteriormente che la secrezione di Cl-
d|pendevo da CFIR. Questi dafi suggeriscono quindi l'uso di PI3Ky per aumentare
I'efficacia della terapia Trikafta.
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DISCUSSIONE

Le azioni farmacologiche del mimetico PI3Ky derivano
dalla sua abbassamento della guantita di cAMP. I
peptide inibisce unicamente le PDE senza disturbare
altri complessi (blocca | sottotipi selettivi di PDE4 con un
ruolo preponderante nei polmoni, come PDE4B)



A differenza degli agonisti p2-AR, agisce atffraverso un
meccanismo distinto con almeno due vantaggi:

-interviene sulla degradazione del cAMP piuttosto che

sull'attivazione di P2-AR, evitando cosi la desensibilizzazione
del recettore

-essendo un peptide inalato non raggiunge aliri tessuti dove
'laumento del cAMP non sarebbe desiderabile.



Il mimetico PI3Ky potrebbe essere utile per il trattamento
delle malattie delle vie aeree ed essere utilizzato nel
trattamento della FC dove, nonostante il successo dei
modulatori attualmente approvati, mancano ancora
trattamenti che consentano ai pazienti una durata di vita
normale. Potrebbe rappresentare una strada per ripristinare
'attivita di F508del-CFIR vicino al 100% della funzione wit.



