Desenvolupament d'una nova variant de Frataxina (FXN) com a
candidata a terapia de reemplagcament proteic per a la Ataxia de
Friedreich.

Aquest projecte té com a objectiu principal el desenvolupament d'una nova
proteina candidata a farmac de terapia de reemplagament per a la malaltia ataxia de
Friedreich (AF) amb una distribucié al sistema nerviés central (SNC) millorada.

Recentment, un analeg de FXN, nomlabofusp (CTI-1601), format per un péptid que
penetra a les cellules (CPP, de l'angles cell-penetrating peptide), i la sequiencia de FXN, ha
estat avaluat en assaigs clinics de fase | (NCT0417699 (NCT06447025)."? Els resultats del
primer assaig clinic van mostrar quantitats superiors de FXN en pell, cétlules bucals i sang.’
Tot i aixd, encara no hi ha dades sobre la seva capacitat per creuar la BHE, l'efecte sobre
teixits més afectats per la malaltia i si altera altres rutes metaboliques. Tot i haver-se aturat
el desenvolupament clinic per problemes en els assaigs preclincs amb primats,
recentment s'ha iniciat un assaig clinic de fase I1.> EL CPP seleccionat en nomlabofusp és
TAT, un peptid ric en arginines derivat de la proteina transactivadora de la transcripcid
génica del virus de d’immunodeficiéncia humana.®** Aquest péptid s'ha fet servir per
internalitzar multitud de compostos diferents, com ara nanoparticules, molécules petites i
fins i tot proteines.®>® Encara que s'ha descrit que TAT és capag de travessar la BHE,” el seu
Us té alguns inconvenients. D'una banda, modificades amb TAT internalitzen principalment
via endocitosi, i acaben en estructures lisosomals que condueixen a la seva degradacié.
D'altra banda, un cop al citoplasma, TAT té preferéncia pel nucli, cosa que pot dificultar la
distribucio a altres organuls com el mitocondri.

La nostra hipotesi de partida és que la modificacié de FXN amb un péptid
llancadora de la barrera hematoencefalica (pL-BHE) optimitzat millorara l'eficaciad'un
tractament de terapia de reemplagament per a l'ataxia de Friedreich; aix0 permetra una
millor distribucio de la FXN als teixits afectats i, pertant, unareduccié en la dosi de proteina
subministrada, minimitzant els possibles efectes collaterals. Per desenvolupar aquesta
hipotesi es proposa l'Us del péptidomimeétic “A”, desenvolupat a 'IRB Barcelona. Aquest
compost ha demostrat augmentar el transport de proteines i d’'un anticos monoclonal, tant
in vitro com en diversos models de ratoli, i hi ha diversos grups de patents que en
protegeixen l'as." Recentment, una formulacié orientada per al tractament d'un tumor
pediatric basada en aquest compost acaba d'aconseguir la designacié de medicament
orfe? per part de la AEM (Agencia Europea del Medicament).®

En aquest projecte proposem la unio de la frataxina humana (FXN1-210) al peptid
A mitjancant un enlla¢ disulfur, que permeti l'alliberament de la proteina al citoplasma
cellular per poder aixi accedir al mitocondri per dur a terme la seva funcid. Aixi mateix, ens
proposem analitzar la seva biodistribucié en diferents teixits de ratoli model de la malaltia
(FXNI151F)8. El desenvolupament d’aquests objectius generals, es concreta en les
seglients tasques especifiques:

1. Expressio de la proteina FXN1-210 de manera recombinant. El laboratori de la Dra.
Sanchez Navarro ja té experiencia en l'obtencidé i la purificacié d'aquesta proteina.

2. Modificacio de la proteina FXN1-210 amb el péptid A. El laboratori de la Dra. Sanchez
Navarro ha participat en el desenvolupament del péptid i té experiéncia en el seu Us.

3. Caracteritzacié de lactivitat in vitro de les proteines preparades en models
rellevants de la malaltia. El laboratori del Prof. Joaquim Ros té extensa experiencia en l'Us




de cultius derivats de pacients i disposa de model animal de la malaltia caracteritzat®. Es
faran experiments per avaluar l'efecte de la proteina A-FXN en processos relacionats amb
el metabolisme de FXN. Per exemple, s’avaluara Uefecte sobre la proteina Nrf2 (reguladora
de Uexpressié de gens antioxidants) i els complexos mitocondrials | (Cl) i Il (Cll) del sistema
de fosforilacié oxidativa (OXPHOS). La quantificacié d'aquests marcadors ofereix
informacidé sobre el nivell de FXN lliurada i si s'esta processant a l'interior cellular. Nrf2 és
un regulador transcripcional de vies implicades en la regulacié d'espécies reactives
d'oxigen i juga un paper important en el desenvolupament de la malaltia a causa de la
possible interacciéd amb FXN i la seva activacié ineficient en el cas de deficiencia de FXN.
Els complexos Cl i Cll d'OXPHOS tenen un paper essencial en la respiracié mitocondrial
que es veu afectada en la deficiencia de FXN. D'altra banda, assaigs d'activitat metabolica
i funcié mitocondrial mitjancant la tecnologia SeaHorse® que permet fer, de manera no
invasiva, la caracteritzacié del metabolisme energetic de cellules en cultiu. Permet
determinar parametres com el consum d'oxigen (OCR), la respiraci6 relacionada amb ATP,
la respiracié maxima i la capacitat respiratoria de reserva. Aquest grup disposa a més de
models cellulars, de cardiomiocits i neurones dels ganglis de l'arrel dorsal (DRG), molt
afectades en pacients de la malaltia.

4. Caracteritzacio del transport a través de la BHE usant models in vitro. Aquests
experiments es duran a terme al laboratori de la Dra. Sanchez Navarro que té posat a punt
un model de transport de la BHE.

5. Analisi de lincrement de frataxina en teixits de ratoli model de la malaltia.
S'analitzaran ganglis de l'arrel dorsal, el cor cervell i el cerebel. El grup del Dr, J. Ros té
experiéncia en aillar i quantificar frataxina en teixits aillats de ratoli.®
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Obj.1 | Obtencio de FXN

Expressié de FXN de forma recombinant

Sintesi del compost A

Obj. 2 | Obtencio de A-FXN

Conjugacié de A-FXN

Obj. 3 | Caracteritzacio de la activitat de A-FXN in vitro

Assaigs in vitro

Obj. 4 | Avaluacio del transport en models in vitro de BHE

Assaigs in vitro de transport a través de la BHE

Obj. 5 | Analisi de l'increment de frataxina en teixits de ratoli model de FA

Obtencio de teixits i analisi dels nivells de frataxina per western-blot
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