Desarrollo de una nueva variante de Frataxina (FXN) como
candidata a terapia de reemplazamiento proteico para la Ataxia de
Friedreich.

El presente proyecto tiene como principal objetivo el desarrollo de una nueva
proteina candidata a farmaco de terapia de reemplazamiento para la enfermedad
ataxia de Friedreich (AF) con una distribucidn al sistema nervioso central (SNC) mejorada.

Recientemente, un analogo de FXN, nomlabofusp (CTI-1601), formado por un
péptido que penetra en las células (CPP, delinglés cell-penetrating peptide), y la secuencia
de FXN, ha sido evaluado en ensayos clinicos de fase | (NCT04176991) y fase Il
(NCT06447025)."2 Los resultados del primer ensayo clinico mostraron cantidades
superiores de FXN en piel, células bucales y sangre.” Sin embargo, todavia no hay datos
sobre su capacidad para cruzar la BHE, el efecto sobre tejidos mas afectados por la
enfermedad y si altera otras rutas metabdlicas. A pesar de haberse parado el desarrollo
clinico por problemas en los ensayos preclincos con primates, recientemente se ha
iniciado un ensayo clinico de fase 1.2 EL CPP seleccionado en nomlabofusp es TAT, un
péptido rico en argininas derivado la proteina transactivadora de la transcripcién génica
del virus de inmunodeficiencia humana. ** Este péptido se ha usado para internalizar
multitud de compuestos diferentes, tales como nanoparticulas, moléculas pequenas e
incluso proteinas.>® Aunque se ha descrito que TAT es capaz de atravesar la BHE,” su uso
tiene algunos inconvenientes. Por un lado, los cargos modificados con TAT internalizan
principalmente via endocitosis, acabando en estructuras lisosomales que conducen a su
degradacién. Por otra parte, una vez en el citoplasma, TAT tiene preferencia por el nucleo,
lo que puede dificultar la distribucién de los cargos a otros organulos tales como la
mitocondria.

Nuestra hipdtesis de partida es que la modificacion de FXN con un péptido
lanzadera de la barrera hematoencefalica (pL-BHE) optimizado mejorara la eficacia de
un tratamiento de terapia de reemplazamiento para la ataxia de Friedreich; ello
permitird una mejor distribucién de la FXN en los tejidos afectados y, por tanto, una
reduccién en la dosis de proteina suministrada, minimizando los posibles efectos
colaterales. Para desarrollar esta hipétesis proponemos el uso del péptidomimético “A”,
desarrollado en el IRB Barcelona. Este compuesto, ha demostrado aumentar el transporte
de proteinas y un anticuerpo monoclonal, tanto in vitro como en varios modelos de ratén,
existiendo varios grupos de patentes que protegen su uso. Recientemente, una
formulacién orientada para el tratamiento de un tumor pediatrico basada en este
compuesto, acaba de conseguir la designacion de medicamento huérfano por parte de
la Agencia Europea del Medicamento.®?

En este proyecto proponemos la union de la frataxina humana (FXNi.10) al
péptido A mediante un enlace disulfuro, que permita la liberacién de la proteina en el
citoplasma celular para poder asi acceder a la mitocondria para llevar a cabo su funcion.
Asimismo, nos proponemos analizar su biodistribuciéon en diferentes tejidos de ratén
modelo de la enfermedad (FXN'®')® El desarrollo de estos objetivos generales, se
concreta en las siguientes tareas especificas:

1. Expresion de la proteina FXN,.,1o de formarecombinante. El laboratorio de la Dra.
Sanchez Navarro ya tiene experiencia en la obtencidn y purificacién de esta proteina.
2. Modificacion de la proteina FXNi210 con el péptido A. El laboratorio de la Dra.




Sanchez Navarro ha participado en el desarrollo de dicho péptido y tiene experiencia en su
uso.

3. Caracterizacion de la actividad in vitro de las proteinas preparadas en modelos
relevantes de la enfermedad. El laboratorio del Prof. Joaquim Ros tiene extensa
experiencia en el uso de cultivos derivados de pacientes y dispone de modelo animal de la
enfermedad caracterizado® . Se llevaran a cabo experimentos para evaluar el efecto de la
proteina A-FXN en procesos relacionados con el metabolismo de FXN. Por ejemplo, se
evaluara el efecto sobre el factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2) y los
complejos mitocondriales | (Cl) y Il (Cll) del sistema de fosforilacidon oxidativa (OXPHOS).
La cuantificacion de estos marcadores ofrece informacién sobre la cantidad de FXN
entregada y si se esta procesando en el interior celular. Nrf2 es un regulador
transcripcional de vias implicadas en la regulacién de especies reactivas de oxigeno y
juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad debido a su posible
interaccién con FXN y su activacién ineficiente en el caso de deficiencia de FXN. Los
complejos Cl y Cll de OXPHOS desempefan un papel esencial en la respiracion
mitocondrial que se ve afectada en la deficiencia de FXN. Por otra parte, ensayos de
actividad metabdlica y funcién mitocondrial mediante la tecnologia SeaHorse® que
permite realizar, de manera no invasiva, la caracterizacion del metabolismo energético de
células en cultivo. Permite determinar parametros como el consumo de oxigeno (OCR), la
respiracién relacionada con ATP, la respiracion maxima, y la capacidad respiratoria de
reserva. Este grupo dispone ademas de modelos celulares, de cardiomiocitos y neuronas
de los ganglios de la raiz dorsal (DRG), muy afectadas en pacientes de la enfermedad.

4. Caracterizacion del transporte a través de la BHE usando modelos in vitro.
Estos experimentos se llevaran a cabo en el laboratorio de la Dra. Sanchez Navarro que
tiene puesto a punto un modelo de transporte de la BHE.

5. Analisis del incremento de frataxina en tejidos de ratén modelo de la
enfermedad. Se analizaran ganglios de la raiz dorsal, corazén cerebro y cerebelo. El
grupo del Dr, J. Ros tiene experiencia en aislar y cuantificar frataxina en tejidos aislados
deratén.?
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Obj. 1

Obtencion de FXN

Expresion de FXN de forma recombinante

Sintesis de A

Obj. 2

Obtencion de A-FXN

Conjugacién de Ay FXN

Obj. 3

Caracterizacion de la actividad de A-FXN in vitro

Ensayos in vitro

Obj. 4

Evaluacidon del transporte en modelos in vitro de BHE

Ensayos in vitro de transporte a través de la BHE




Obj. 5

Analisis del incremento de frataxina en tejidos de ratén modelo de FA

Obtencidn de tejidos y andlisis de los niveles de frataxina mediante western-blot
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