


Agenti che aumentano il livello di cAMP come l’agonista del recettore adrenergico Beta2 (Beta2-AR) 
sono usati per trattare le malattie respiratorie, nonostante abbiano numerosi side-effects. I trattamenti 
per le malattie respiratorie (Asma) utilizzano agonisti di Beta2-AR per ridurre infiammazioni delle vie 
aeree, invertono la costrizione delle vie aeree, rilassano la muscolatura liscia delle vie aeree, risolvono
l'infiammazione. Inoltre, gli agonisti β2-AR sono potenti induttori del CFTR.
Sebbene gli agonisti β2-AR possano essere utili in queste malattie croniche ostruttive, la loro efficacia è 
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, è clinicamente 
efficace ma mostra effetti collaterali:
-vomito
-diarrea 
-perdita di peso

SUMMARY: 



Viene sviluppato un peptide mimetico PI3Kγ 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 PI3Kγ ha indotto aumenti di cAMP e PKAI e ha promosso la fosforilazione di CFTR wild-type su
serina-737, attivando il gating del canale e ha salvato la funzione di F508del-CFTR,



Il gruppo ha lavorato sul cuore identificando il peptide mimetico 
PI3Kγ come regolatore negativo di Beta2-AR/cAMP nel cuore.

Interrompendo la funzione scaffold di PI3Kγ (=legare la proteina
chinasi A, PKA, a PDE3 e PDE4) mediante il peptide mimentico
PI3Kγ provoca l'amplificazione del segnale β2-AR/cAMP nei
cardiomiociti à aumento cAMP

SVILUPPO: 



Hanno ipotizzato che  il peptide mimetico PI3Kγ potesse dare 
risultati terapeutici per trattare le malattie respiratorie. 

Interrompendo la funzione scaffold si ha: 

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

2) limitazione di broncocostrizione e l'infiltrazione di neutrofili polmonari.

3) Promozione del gating di CFTR wild-type (wt) e ha ripristinato la funzione 
del mutante CFTR più diffuso nella FC (F508del) potenziando gli effetti dei 
modulatori CFTR approvati.



RISULTATI

1) valutare il ruolo dell'attività dello scaffold nella 
regolazione del cAMP delle vie aeree

-topi knock-out PI3Kγ (PI3Kγ -/-) senza funzione scaffold
-topi che conservano l'attività scaffold

à cAMP era due volte più alta nelle trachee PI3Kγ -/-
rispetto alle altre suggerendo un controllo 
indipendente dalla chinasi 



l'aumento della concentrazione 
di cAMP rilevato nelle trachee 
PI3Kγ -/- era correlato con una 
ridotta attività di PDE4B e PDE4D



Per interrompere la funzione di
ancoraggio PKA di PI3Kγ in vivo, un
peptide che racchiude il motivo di
legame PKA è stato fuso con la
sequenza di penetrazione cellulare
penetratin-1 (P1) e poi è stata testata
l’efficacia di penetrazione



Per valutare se il mimetico PI3Kγ potesse aumentare la 
concentrazione di cAMP in vivo

Dosato intra-trachealmente nei topi à induceva un aumento 
dose-dipendente di cAMP in entrambe le trachee e nei polmoni 



L'applicazione intrapolmonare diretta ha impedito al 
peptide mimetico di diffondersi al di fuori del tratto 
respiratorio

Non sono stati osservati effetti collaterali sistemici dopo 
l'esposizione cronica 

Immunogenicità trascurabile, 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
à ridotta contrazione delle vie aeree in modello PI3Kγ -/- è collegato a una riduzione 
dell'attività PDE4.

Promozione del rilassamento delle vie aeree nei topi sensibilizzati all'ovoalbumina
(OVA), un modello consolidato di asma. Il mimetico PI3Kγ potrebbe alleviare la
broncocostrizione associata all'asma attraverso l'aumento del cAMP.



L'infiammazione peribronchiale è
smorzata negli animali ripetutamente
esposti al mimetico PI3Kγ (Fig. A e B).

L'inibizione del legame alla PKA ha ridotto
l'adesione dei neutrofili a ICAM-1, ICAM-2
e fibrinogeno (Fig. da D a F) in presenza
del mimetico PI3Kγ

Il mimetico PI3Kγ ha ridotto 
significativamente la chemiotassi dei 
neutrofili (attenua l'adesione e la 
trasmigrazione dei neutrofili)(Fig. G e H)



3) Per testare se il mimetico PI3Kγ potesse innescare il gating
CFTR, la fosforilazione del canale è stata valutata mediante
Western blot e trovata essere cinque volte più alta nelle cellule
16HBE14o- trattate con il mimetico PI3Kγ rispetto alle cellule CP
(Fig.B). Il mimetico PI3Kγ ha aumentato la fosforilazione di CFTR.



La misurazione delle correnti di corto circuito (ISC) ha mostrato
che l'applicazione acuta del mimetico PI3Kγ a monostrati
polarizzati wt-CFTR-CFBE41o- ha indotto un aumento dose-
dipendente della conduttanza CFTR (Fig.A e E)



Per valutare ulteriormente l'azione diretta del mimetico PI3Kγ sulle correnti
CFTR sono usati organoidi rettali:
il rigonfiamento degli organoidi in risposta a Fsk è dipendente da CFTR
àquesto perché l'attivazione di CFTR innesca la secrezione di acqua, in altri
termini vi è un un rapido efflusso di acqua nelle cellule che esprimono wt-
CFTR (Fig. G).
Il mimetico PI3Kγ potrebbe indurre Cl− e la conseguente secrezione di
acqua nelle cellule epiteliali bronchiali attraverso un meccanismo
dipendente dal cAMP, coordinando il gating diretto del CFTR con
l'elevazione della forza motrice elettrochimica.



Il peptide mimetico PI3Kγ migliora gli effetti terapeutici dei modulatori CFTR nei modelli
CF in vitro (F508del-CFTR). In particolare viene valutata la capacità di PI3Kγ di
migliorare gli effetti terapeutici della recente tripla 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 CFTRinh-172, dimostrando ulteriormente che la secrezione di Cl-
dipendeva da CFTR. Questi dati suggeriscono quindi l'uso di PI3Kγ per aumentare
l'efficacia della terapia Trikafta.



DISCUSSIONE 

Le azioni farmacologiche del mimetico PI3Kγ derivano
dalla sua abbassamento della quantità di cAMP. Il
peptide inibisce unicamente le PDE senza disturbare
altri complessi (blocca i sottotipi selettivi di PDE4 con un
ruolo preponderante nei polmoni, come PDE4B)



A differenza degli agonisti β2-AR, agisce attraverso un 
meccanismo distinto con almeno due vantaggi:

-interviene sulla degradazione del cAMP piuttosto che 
sull'attivazione di β2-AR, evitando così la desensibilizzazione 
del recettore

-essendo un peptide inalato non raggiunge altri tessuti dove 
l'aumento del cAMP non sarebbe desiderabile.



Il mimetico PI3Kγ 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 
l'attività di F508del-CFTR vicino al 100% della funzione wt.


