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                                              1. INTRODUZIONE 
 

1.1 COS’ È LA FIBROSI CISTICA 

La fibrosi cistica (detta anche mucoviscidosi o malattia fibrocistica del pancreas) è una 

malattia congenita autosomica recessiva con andamento cronico. [1] 

Da testi rinvenuti dalla storia medioevale germanica è riportato un verso che recita “Morirà 

presto il bambino la cui pelle baciata avrà sapore di sale” alludendo proprio a questa malattia. 

Solo nel 1938 viene clinicamente descritta nella sua complessità dalla professoressa Dorothy 

Andersen della Columbia University di New York. 

È una patologia causata da una mutazione nel gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator), il quale codifica per una proteina canale implicata nella secrezione 

di cloro ed elettroliti nei tessuti epiteliali di vari organi. La mutazione comporta alterazioni nel 

trasporto elettrolitico con produzione di un muco denso e viscoso che causa ostruzione, 

distruzione e cicatrizzazione dei lumi ghiandolari con conseguente alterazione della 

secrezione delle ghiandole esocrine. [2] 

È una patologia multiorgano con ripercussioni gravi soprattutto a livello polmonare, 

pancreatico, epatico e riproduttivo. 

I sintomi e la gravità della malattia variano notevolmente da individuo a individuo in base al 

tipo di mutazione. 

 

1.2 EPIDEMIOLOGIA 

Si stima che in Italia 1 soggetto su 30 sia portatore sano del gene della fibrosi cistica, quindi, 

circa 2 milioni di persone affette solo in Italia; una coppia su 900 circa è composta da due 

portatori, con il 25% di probabilità, per la coppia, di avere un bambino malato ad ogni 

gravidanza. Per questo motivo ogni 2500-3000 nuovi nati nasce un bambino affetto da fibrosi 

cistica ed è infatti la più frequente fra le malattie genetiche gravi e letali in tutte le popolazioni 

di origine europea e nordamericana, mentre è meno diffusa tra popolazioni africane e 

asiatiche. La distribuzione tra maschi e femmine all’interno della popolazione invece è 

pressoché identica. 

Per merito dei continui progressi terapeutici, assistenziali e diagnostici, la prevalenza dei 

pazienti FC (affetti da fibrosi cistica) in Italia, con età uguale e superiore ai 18 anni, si attesta 

intorno al 62.7%. [3] 

La tabella 1 seguente riassume alcune delle più importanti informazioni riguardanti la 

popolazione FC Italiana nell’anno 2021, documentate dal Registro Italiano Fibrosi Cistica 

(RIFC). 
 



   

 

   

 

 
Tabella 1, RIFC, Report 2021 

 

 

 

 
Figura 1, RIFC, Report 2021 

 



   

 

   

 

 
Figura 2, RIFC, Report 2021 
 

 

1.3 EZIOLOGIA E MUTAZIONI 

La fibrosi cistica è causata da una mutazione su entrambi gli alleli del gene che codifica per la 

proteina CFTR, posto sul cromosoma 7, locus q31.2; il gene è composto da circa 230.000 paia 

di basi e comprende 27 esoni che codificano una proteina di 1480 aminoacidi e peso 

molecolare di 168 kDa. Questa particolare proteina agisce come canale anionico, collocandosi 

sul lato apicale della membrana plasmatica delle cellule epiteliali. È responsabile della 

secrezione di cloruro, bicarbonato, glutatione e tiocianato su stimolazione del segnale 

cAMP/PKA (AMP-ciclico/ proteina chinasi A) [4]. Appartiene alla famiglia dei trasportatori di 

membrana ABC (ATP binding cassette), la maggior parte dei quali necessita dell’attività 

ATPasica per trasportare i substrati attraverso le membrane [5]. La proteina è composta da 

quattro domini: due transmembrana MSD1 e MSD2 (Membrane Spanning Domain 1 e 2) e 2 

domini di legame per i nucleotidi NBD1 e NBD2 (Nucleotide-Binding Domains 1 e 2) [6-9]. La 

porzione intracellulare rappresenta l’80% della massa totale e comprende i siti di gating ATP-

dipendenti e i siti di fosforilazione per la proteina chinasi A (PKA), che una volta fosforilati 

rendono il canale attivo.[10] 

 

                                                                Figura 3, Struttura del canale CFTR 



   

 

   

 

 

 

Figura 4, Conseguenze molecolari delle variazioni nel gene CFTR, Cutting Garry R. (2015) 

Cystic fibrosis genetics: from molecular understanding to clinical application. Nat. Rev. 

Genet. 16, 47. 

 

Ad oggi sono state individuate più di 2000 mutazioni della proteina CFTR, raggruppate in 6 

classi principali in base alla loro specifica alterazione funzionale: 

• Le mutazioni di Classe I derivano da delezioni, frameshifts e mutazioni nonsense che 

causano la terminazione prematura dell’RNA messaggero con conseguente 

produzione di una proteina incompleta e instabile che viene rapidamente degradata. 

I soggetti colpiti da questo tipo di mutazione non possiedono alcun canale CFTR e 

manifestano un fenotipo FC grave. [11,12] 

• Le mutazioni di classe II consentono la sintesi della proteina ma inducono modifiche 

post-traduzionali con alterazioni del trasporto e della localizzazione in membrana; 

quindi, i pazienti hanno una ridotta quantità di proteina funzionante. Tra queste 

mutazioni la più frequente è la F508del (anche nota come ΔF508). [13] 

• Le mutazioni di classe III consentono il trasporto e la maturazione della proteina CFTR 

fino a formare il canale CFTR nella membrana della cellula ma la cui funzionalità è 

compromessa, per cui si ha una riduzione dei tempi di apertura del canale. [11,12] 

• Le mutazioni di classe IV influenzano la permeabilità agli ioni mediata da CFTR con 

diminuzione della conduttanza del canale e della velocità di efflusso degli anioni. 

[14,15] 

• Le mutazioni della V categoria sono responsabili di una resa di sintesi proteica inferiore 

rispetto ai soggetti sani a causa di un meccanismo di splicing alterato nell’RNA 

messaggero. 



   

 

   

 

• Le mutazioni della classe VI riducono la stabilità della proteina CFTR sulla membrana 

della cellula a causa di un aumento del turnover proteico dovuto ad una alterazione 

all’estremità C-terminale della proteina. [13-16] 

 

 

Figura 5, Classificazione delle mutazioni CFTR. Data sourced from: Boyle, M. P., & De Boeck, 

K. (2013). A new era in the treatment of cystic fibrosis: correction of the underlying CFTR 

defect. The Lancet. Respiratory medicine, 1(2), 158–163. https://doi.org/10.1016/S2213-

2600(12)70057-7. 

 

Le mutazioni di classe I, II, III sono associate ad un fenotipo severo, tra queste rientra la 

mutazione F508del, che consiste in una delezione di tre nucleotidi corrispondenti ad un 

residuo di fenilalanina in posizione 508 [17]. Questo difetto impedisce alla proteina di 

assumere una conformazione regolare e di collocarsi stabilmente sulla membrana della 

cellula, dove dovrebbe agire come canale per il passaggio del cloro e degli altri elettroliti. 

 

https://doi.org/10.1016/S2213-2600(12)70057-7
https://doi.org/10.1016/S2213-2600(12)70057-7


   

 

   

 

 

Figura 6, ECFSPR Report annuale 2021, Zolin A, Orenti A, Jung A, van Rens J et al, 2023. 

 

Figura 7, Distribuzione geografica della variante F508del, ECFSPR Report annuale 2021, Zolin 

A, Orenti A, Jung A, van Rens J et al, 2023. 



   

 

   

 

1.4 MANIFESTAZIONI E SINTOMI 

Il malfunzionamento e/o l’assenza del canale CFTR si ripercuote su tutte le secrezioni esocrine 

dei tessuti epiteliali nelle cui cellule il canale è presente, portando ad una diminuzione del 

contenuto di cloro e acqua e alla produzione di un muco denso e viscoso. 

I segni più comuni della fibrosi cistica sono pelle salata [18], scarsa crescita e scarso aumento 

di peso nonostante una normale assunzione di cibo [19], accumulo di muco denso e 

appiccicoso nel distretto polmonare, digestivo e negli organi riproduttivi, ove provoca 

ostruzione [20], infezioni polmonari frequenti, difficoltà digestive e sterilità. [21]  

Le manifestazioni più gravi si hanno a livello polmonare e del sistema digerente. 

Nei polmoni l’accumulo di muco denso riduce la clearance mucociliare impedendo la 

rimozione efficace dei batteri e favorendo così le infezioni, inoltre causa ostruzione delle vie 

aeree con conseguente infiammazione e la manifestazione di bronchiti e polmoniti ricorrenti, 

soprattutto ad opera di microrganismi quali Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus 

aureus [22]; nei casi più gravi lo stato di malattia può aggravarsi fino a insufficienza 

respiratoria. 

I segni clinici riguardanti l’apparato digestivo invece interessano il pancreas nell’ 85% dei 

pazienti. A causa dell’ostruzione dei dotti pancreatici gli enzimi digestivi non riescono ad 

essere riversati nel duodeno per contribuire alla digestione degli alimenti. Questo comporta 

insufficienza pancreatica, sintomi diarroici e malassorbimento. Con il progredire della 

malattia i pazienti possono sviluppare una forma secondaria di diabete e stati di pancreatiti 

acute che tendenzialmente evolvono in forme croniche. 

In alcuni pazienti può essere compromessa anche la funzionalità del fegato per ostruzione dei 

dotti biliari con accumulo di bile e prodotti di scarto e in un numero ristretto di casi questa 

condizione può evolvere in cirrosi, insufficienza epatica e ipertensione portale. 

Altri sintomi che possono comparire sono il malassorbimento dei grassi, i ritardi nella crescita 

e nello sviluppo, la riduzione della densità ossea, la maggiore vulnerabilità dei reni alla 

formazione di calcoli renali, infertilità maschile ed indebolimento del sistema immunitario.  



   

 

   

 

 

Figura 8, Manifestazioni cliniche della fibrosi cistica Kliegman, Robert; Richard M Kliegman, 

Nelson essentials of pediatrics, St. Louis, Mo, Elsevier Saunders, 2006. 

 

1.5 DIAGNOSI 

La fibrosi cistica può essere diagnosticata grazie a vari metodi, quali lo screening neonatale, il 

test del sudore e test genetici. 

Il test del sudore è efficace, indolore e non invasivo. Consta di quattro fasi principali al fine di 

misurare la concentrazione di sale nel sudore: prima viene indotta la produzione di sudore 

mediante ionoforesi con pilocarpina, poi il sudore viene raccolto, quantificato in peso o 

volume e infine misurata la concentrazione di cloruro. Il limite al di sopra del quale il test è 

ritenuto positivo confermando la diagnosi di FC equivale a 60 mEq/L, mentre risulta negativo 

con valori di cloro al di sotto di 40 mEq/L. Valori compresi tra 30 e 60 mEq/L suggeriscono una 

condizione borderline, spesso dovuta a mutazioni che determinano una parziale funzionalità 

del canale [23-24]. 

Lo screening neonatale ha come obiettivo la diagnosi precoce e consiste in un piccolo prelievo 

di sangue, effettuato dal tallone del neonato tra le prime 48/72 ore di vita [25]. Vengono 

analizzati i livelli di Tripsinogeno Immunoreattivo (IRT), precursore degli enzimi pancreatici. 

Nei neonati affetti da FC i livelli di IRT aumentano, viene però richiesto un secondo screening 

per l’accertamento diagnostico a circa 1-2 settimane dopo la prima misurazione [26]. 

Infine, grazie alle tecniche di Next-Generation Sequencing (NGS) e PCR (Polymerase Chain 

Reaction) è possibile effettuare il test genetico per individuare una mutazione specifica. 

Vengono prelevati campioni di sangue ed eventualmente campioni di saliva o cellule derivanti 

dalla mucosa della bocca. Questo approccio è molto importante sia per individuare i portatori 



   

 

   

 

sani all’interno della popolazione sia per sviluppare terapie specifiche e personalizzate sulla 

base della mutazione individuale [27]. 

 

1.6 TRATTAMENTO 

Nonostante non vi sia ancora una cura definitiva per la fibrosi cistica a causa dell’ampia 

variabilità individuale dovuta alle molteplici mutazioni, attualmente sono impiegati 

trattamenti per gestire efficacemente i sintomi, consentendo un notevole miglioramento 

nella vita delle persone affette. 

L'aspetto più importante a cui mirano le terapie per la fibrosi cistica è la limitazione 

dell’infiammazione e il trattamento del danno polmonare, per questo vengono prescritti 

antibiotici, cortisonici, antinfiammatori e si ricorre all’utilizzo di dispositivi meccanici di 

inalazione e farmaci per eliminare il muco in eccesso. 

Possiamo suddividere i trattamenti in quattro categorie principali: 

1. La prima categoria comprende i trattamenti finalizzati ad attenuare i sintomi.  

2. Gli obiettivi primari sono facilitare la rimozione di muco dai polmoni diminuendo 

l’infiammazione e gestire l’insufficienza pancreatica.  

3. La terapia più utilizzata al momento è la terapia personalizzata attraverso 

l’individuazione del difetto genetico e l’impiego di farmaci modulatori del canale 

CFTR; si tratta di farmaci capaci di migliorare o ripristinare parzialmente 

l’espressione, la funzione e la stabilità della proteina CFTR difettosa [28] 

4. Resta poi una categoria più marginale e ancora in fase di sperimentazione che 

consiste nella terapia genica. In realtà è una terapia limitata alla sola classe di 

individui affetti dalla mutazione di tipo I, per i quali non sono applicabili altri 

trattamenti. Sono stati condotti diversi studi di trasferimento genico attraverso 

vettori virali come adenovirus, adeno-associati e lipo-cationici senza però ottenere 

sull’uomo gli esiti ottenuti in vitro [29]. 

I modulatori possiamo distinguerli in correttori o potenziatori: i correttori promuovono una 

maggiore disponibilità del canale sulla superficie apicale delle membrane delle cellule, i 

potenziatori migliorano la funzionalità della proteina mutata facilitandone l’apertura e il 

passaggio degli ioni. 

Attualmente esistono quattro farmaci modulatori disponibili sul mercato ed efficaci su 

persone con determinate mutazioni del canale: 

 



   

 

   

 

                           

                        Tabella 2, Modulatori CFTR per il trattamento della Fibrosi Cistica. 

 

• Ivacaftor, anche noto come VX-770 (Vertex. Kalydeco® Product Monograph. 2019) è il 

primo modulatore prodotto nel 2019, è un potenziatore del canale, efficace nei 

pazienti con mutazioni di gating di classe III, andando a correggere la capacità di 

apertura del canale, favorendo il passaggio degli ioni [30-31]. Tuttavia, si è dimostrato 

efficace solo in una parte dei pazienti affetti da tale mutazione. 

• Lumacaftor/Ivacaftor (Vertex. Orkambi® Product Monograph. 2019) è un farmaco 

costituito da un correttore e il potenziatore, indicato per la terapia dei pazienti con 

mutazione F508del. Questo secondo modulatore aiuta la proteina CFTR a raggiungere 

la superficie delle cellule epiteliali, formare il canale del cloro e renderlo parzialmente 

funzionante. Trial clinici hanno dimostrato un significativo miglioramento della 

funzione polmonare nei soggetti trattati, di contro si sono però verificati effetti avversi 

che hanno spinto i ricercatori a trovare nuove alternative. [32,33,34] 

• Tezacaftor/Ivacaftor (Vertex. Symkevi® Product Monograph. 2020): Migliora la sintesi 

della proteina e il trasferimento alla membrana, inoltre rispetto al farmaco 

precedente ha un profilo di sicurezza maggiore. Indicato in pazienti con doppia 

mutazione F508del o mutazione F508del associata ad altre ulteriori mutazioni che 

consentono una funzionalità residua della proteina CFTR. Ha dimostrato efficacia nel 

miglioramento della funzionalità polmonare [35]. 

• Ivacaftor/Elexacaftor/Tezacaftor (Vertex Trikafta® Prescribing Information. 2020) 

combina due correttori ed il potenziatore. Indicato per la doppia mutazione F508del 

e gli eterozigoti per F508del. Elexacaftor e Tezacaftor svolgono un ruolo cruciale nel 

facilitare il trasferimento di CFTR alla membrana epiteliale mentre Ivacaftor aumenta 

la conduttanza del canale una volta posizionato adeguatamente sulla superficie. Trial 

clinici hanno dimostrato un aumento significativo della funzionalità polmonare, 

diminuzione delle infezioni e miglioramento della qualità di vita. Attualmente è uno 

degli approcci terapeutici più efficaci nei pazienti con mutazione F508del. Nonostante 



   

 

   

 

ciò, è bene ricordare che non costituisce una cura definitiva e una interruzione della 

terapia riporta il paziente alle condizioni pretrattamento [36,37]. 

Nonostante questi farmaci consentano di trattare in modo appropriato un gran 

numero di pazienti migliorandone la qualità e la durata della vita, non sono adattabili 

a tutte le tipologie di soggetti e anche coloro che risultano idonei per questa terapia 

talvolta rispondono in maniera piuttosto variabile e difficilmente prevedibile. 

 

 

Figura 9, La disponibilità di elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor in Europa ha significato un 
notevole aumento dell’utilizzo dei modulatori tra il 2020 e 2021. 

 

Figura 10, ECFSPR Report annuale 2021, Zolin A, Orenti A, Jung A, van Rens J et al, 2023. 



   

 

   

 

 

1.7 FIBROSI CISTICA E STATO NUTRIZIONALE 

La fibrosi cistica è una condizione patologica caratterizzata da uno squilibrio tra il fabbisogno 

energetico e l’apporto nutrizionale. Nei soggetti affetti il fabbisogno energetico è maggiore a 

causa dell’aumento del lavoro respiratorio, dovuto alla fibrosi e all’ostruzione delle vie aeree, 

dell’implementazione della risposta infiammatoria alle infezioni polmonari croniche e del 

diminuito assorbimento intestinale degli alimenti [38]. Questo provoca una condizione di 

carenza proteica e vitaminica, oltre che energetica. 

Studi di coorte hanno evidenziato una maggior sopravvivenza tra i pazienti con migliore stato 

nutrizionale. Non possiamo dire che una corretta alimentazione sia un trattamento sufficiente 

a curare la patologia ma uno stato di malnutrizione sicuramente influenza negativamente la 

sua evoluzione e la qualità della vita dei soggetti malati. 

La dieta deve dunque essere ipercalorica e la presenza di insufficienza pancreatica deve 

essere corretta con un’adeguata terapia enzimatica e con l’integrazione di vitamine 

liposolubili (A, D, E, K). 

Un paziente FC dovrebbe assumere circa il 120-150% delle calorie assunte da un soggetto 

sano, fino ad un 200% se pratica attività sportiva. 

Lo stato di malnutrizione comporta una perdita significativa di tessuto muscolare, per questo 

è importante aumentare l’apporto proteico intorno a 2-3 gr/kg di peso/die. 

Il 40% delle calorie giornaliere dovrebbe derivare dai lipidi, assicurandosi di assumere 

sufficienti quantità di acidi grassi essenziali. 

La quota di zuccheri dovrebbe derivare da carboidrati complessi principalmente, con un 

consumo minore di zuccheri semplici. Importante assumere ad ogni pasto gli enzimi 

pancreatici per consentire la digestione e l’assorbimento dei nutrienti. 

Particolare attenzione va riposta verso l’assunzione di sali minerali, in particolare al sodio, se 

necessario anche sottoforma di integratori salini, specie durante i climi più caldi e durante 

attività fisica intensa. [39-44] 

Nei soggetti affetti da FC è molto importante soddisfare il fabbisogno di vitamine liposolubili 

che tendono ad essere perse in fase di malattia. 

In particolare, si registra un calo di vitamina A, la cui carenza è associata ad una funzione 

polmonare compromessa e ad infiammazione sistemica. Le linee guida ESPGHAN (European 

Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition) suggeriscono una 

integrazione giornaliera di betacarotene nei soggetti FC. 

La carenza di vitamina D è una delle condizioni più comuni nei pazienti a causa del 

malassorbimento, ciò si ripercuote sull’aumento del rischio di esacerbazioni polmonari e 

fragilità ossea. Viene dunque raccomandata una somministrazione di vitamina D3, 

mantenendo monitorati i livelli ogni 3-6 mesi. 



   

 

   

 

Anche la vitamina K diminuisce a causa delle terapie antibiotiche a cui spesso i pazienti sono 

sottoposti, questi infatti vanno a ridurre la flora batterica intestinale produttrice di vitamina 

K2. Questo deficit può comportare sanguinamento gastrointestinale, ematuria, epistassi, 

sanguinamento sottocutaneo. Viene suggerita una somministrazione regolare di vitamina K, 

la cui dose può essere aumentata se sotto terapia antibiotica. 

Da non trascurare anche l’eventuale carenza di vitamina E perché può causare un aumento 

dello stress ossidativo. 

Importanti sono le concentrazioni di elettroliti e minerali, tra cui sodio, calcio, zinco e ferro: 

• Il sodio deve essere integrato, soprattutto nei neonati, la cui unica fonte di nutrimento 

è il latte materno, molto povero di sodio, e la cui carenza può causare alterazione nella 

crescita e scompensi elettrolitici. 

• Una carenza di ferro può derivare soprattutto da malassorbimento e deve essere 

corretta per evitare complicanze gravi come l’anemia sideropenica. 

• Il calcio svolge un ruolo importante nel mantenimento della densità ossea, per questo 

viene raccomandato nei pazienti FC un dosaggio annuale del calcio per valutarne 

l’andamento. 

• Lo zinco è un minerale importante in molti processi metabolici, come costituente di 

proteine ed enzimi, per il riparo del DNA, per l’apoptosi e una sua carenza comporta 

una maggiore suscettibilità ad infezioni batteriche, virali e funginee. Una 

supplementazione di zinco migliora l’appetito, lo stato nutrizionale e la funzionalità 

polmonare per questo è raccomandata dalle linee guida ESPGHAN. 

 

Tabella 3, Review 2023, Nutritional Care in Children with Cystic Fibrosis, Mariotti Zani, 
Grandinetti et al. 

 

 



   

 

   

 

 

Quando la nutrizione orale non è sufficiente si può considerare una supplementazione 

nutrizionale notturna mediante l’utilizzo di un sondino naso-gastrico. La nutrizione 

parenterale invece è raramente indicata e dovrebbe essere utilizzata solo come ultima 

soluzione nei pazienti FC [45]. 

 

Figura 11, ECFSPR Report annuale 2021, Zolin A, Orenti A, Jung A, van Rens J et al, 2023. 

 

1.8 MODULATORI E BIODISPONIBILITA’ 

Non esistono linee guida, né studi sui livelli ematici raggiunti in rapporto alla relazione 
temporale tra assunzione di modulatori di CFTR e alimenti. Bisogna infatti tener conto che 
alimenti e farmaci orali si mescolano nello stomaco, quindi, quanto più è rapida la digestione 
del pasto, più è probabile che l’efficacia terapeutica diminuisca a causa di una rapida 
clearance del farmaco. 

Nel caso di Kalydeco si è osservata una migliore biodisponibilità in corrispondenza di un pasto 
più ricco di grassi, è sufficiente una tazza di latte o yogurt interi oppure pasta condita con 
quantità discrete di olio. 

Anche nel caso di Trikafta è importante associare la somministrazione del farmaco con un 
pasto ricco in lipidi. Per supportare la sufficiente assunzione di grassi e in particolare di quelli 
definiti essenziali è consigliata l’integrazione con Dalvik, supplemento a base di DHA, 
generalmente carente nei pazienti con FC. 

Gli studi di farmacocinetica valutano come il farmaco viene assorbito a livello intestinale, con 

quale velocità arriva nel sangue, a quale dose e per quanto tempo vi rimane e come viene 

eliminato. Questi studi hanno dimostrato che un pasto con grassi aumenta il livello e la 



   

 

   

 

permanenza nel sangue delle molecole che costituiscono il Trikafta, soprattutto 

dell’elexacaftor e dell’ivacaftor, e ciò si traduce in una maggiore efficacia. Tuttavia, non è stata 

approfondita ancora la relazione tra quantità di grassi contenuti nell’alimentazione e i livelli 

del farmaco nel sangue e dunque non conosciamo la dose minima di grassi indispensabile per 

garantire una maggiore efficacia del farmaco. [1] 

 

1.9 MODELLI DI STUDIO 

 

La ricerca nel campo della Fibrosi Cistica è in parte incentrata sull'approfondimento della 

comprensione degli effetti dei farmaci attualmente usati anche su soggetti con mutazioni 

considerate fino ad oggi non pienamente compatibili; in parte invece è volta alla realizzazione 

di nuove terapie applicabili anche ai soggetti con mutazioni prive ancora di una potenziale 

terapia.  

Dagli anni ’90 sono stati utilizzati come modelli di studio animali quali topi, furetti e maiali, 

fondamentali per capire il funzionamento della fisiopatologia della Fibrosi Cistica e per la 

progettazione di nuovi farmaci. 

Tra gli animali sottoposti a studio, nei topi si sono riscontrate più somiglianze con l’uomo per 

quanto concerne il tratto respiratorio superiore ma hanno struttura e funzionalità differenti 

lungo le vie aeree inferiori, rendendoli meno suscettibili alle infezioni, diversamente da 

quanto accade nell’essere umano. Sono stati quindi prodotti modelli murini che simulassero 

le condizioni infiammatorie osservate nei pazienti con FC e utilizzati poi modelli animali più 

rappresentativi per l’uomo ovvero furetti e maiali. [46] 

Ovviamente bisogna tener conto che gli studi sugli animali non sono mai sufficientemente 

esaustivi per ritrarre a pieno le condizioni che si verificano nel modello umano. 

Per questi motivi la Ricerca si è evoluta sviluppando modelli umani ex vivo per monitorare 

terapie e sviluppare nuovi farmaci. 

I modelli attualmente più utilizzati sono i potenziali nasali e gli organoidi rettali e respiratori: 

• I potenziali nasali vengono acquisiti prelevando cellule epiteliali attraverso la 

procedura di “spazzolamento” che consiste nel tamponare l’interno delle cavità nasali 

con apposito strumento. È un metodo minimamente invasivo e consente di prelevare 

un’adeguata quantità di cellule. Il limite di questo modello è la lunga durata del 

periodo di incubazione a cui le cellule devono essere sottoposte per realizzare una 

coltura cellulare adeguata allo studio e ciò potrebbe comportare dei cambiamenti 

rispetto alle condizioni iniziali del paziente in esame. [47] 

• Gli organoidi sono tessuti 3D di cellule aggregate che rappresentano l’organo da cui 

sono state isolate. Il vantaggio di questo modello è quello di poter impiegare cellule 



   

 

   

 

progenitrici respiratorie ed intestinali direttamente estratte dal paziente e replicare la 

condizione di malattia. Tuttavia, il processo di raccolta è molto invasivo. [48,49] 

 

Accanto a questi modelli la recente attività scientifica si è focalizzata sul possibile utilizzo dei 

leucociti direttamente isolati dai pazienti allo scopo di poter superare i problemi nel 

campionamento e nella durata della coltura. Tra i vantaggi spiccano la facilità con cui si 

possono ottenere queste cellule attraverso semplici prelievi di sangue e la disponibilità 

immediata del campione che rende possibile un’analisi diretta e in tempo reale sulla 

progressione della malattia [50-52]. Anche se non si tratta di cellule epiteliali, i leucociti 

esprimono anch’essi CFTR e diversi studi hanno dimostrato che alterazioni nel canale di 

queste cellule comportano anomalie nella risposta immunitaria con alterata produzione di 

citochine, fagocitosi batterica e accumulo di cellule immunitarie nella mucosa bronchiale degli 

individui affetti da questa patologia [53-55]  

 

1.10 ANALISI PROTEOMICA E BIOINFORMATICA SU PBMCs IN PAZIENTI IN TERAPIA CON 

IVACAFTOR 

 

Allo scopo di trovare un possibile biomarker leucocitario relativo alla risposta al farmaco il 

gruppo in cui mi sono inserita durante il periodo di tirocinio ha analizzato, con un approccio 

di tipo proteomico, i PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) isolati da quattro pazienti 

FC, sottoposti ad un trattamento ex vivo con il potenziatore VX770 e rispondenti 

positivamente al trattamento. La positività al trattamento è stata valutata mediante dosaggio 

del canale CFTR. 

L’analisi proteomica ha permesso l’identificazione di un profilo proteomico leucocitario di più 

di 1800 proteine e l’analisi statistica basata sull’abbondanza proteica ha riportato la presenza 

di 474 proteine modulate, sia down-regolate che up-regolate, associate al recupero 

dell’attività del canale CFTR.  

Inoltre, l’analisi proteomica è stata associata ad un’analisi bioinformatica [56] che ha rivelato 

il coinvolgimento di due pathways intracellulari nel recupero della funzionalità del canale 

dopo trattamento cellulare con VX770: uno relativo alla migrazione transendoteliale dei 

leucociti e l’altro alla regolazione dell’actina citoscheletrica, in entrambi i pathways sono state 

individuate proteine down-regolate dopo trattamento. 

Tra le proteine down-regolate è stata individuata MMP9 (Matrix Metalloprotease 9) che in 

passato il mio gruppo aveva già dimostrato essere up-regolata nei leucociti di pazienti con 

mutazione F508del [57] e che la letteratura riporta spesso in relazione alla patologia della 

fibrosi cistica [58, 59,60]. 



   

 

   

 

 

Figura 12 Proteomica shotgun di PBMCs trattati con VX770 e non trattati. (A) Le proteine 

modulate sono state poi elaborate attraverso approccio bioinformatico per identificare i 

meccanismi biologici associati al ripristino dell'attività del canale CFTR. In figura è mostrato 

un grafico Volcano plot (A), rappresentativo di quattro proteine un Clustering heat-map (B) e 

(C) partial least square discriminant analysis (PLS-DA) dei PBMCs trattati con VX770 (verde) e 

non trattati (rosso). La heat-map è stata creata utilizzando i valori proteomici medi di ciascun 

campione analizzato, mentre per la PLS-DA sono stati utilizzati anche i replicati tecnici. 

 

 



   

 

   

 

 

Figura 13: Analisi della rete STRING delle proteine downregolate nei monociti trattati con 
VX770: il farmaco altera fortemente la migrazione transendoteliale dei leucociti e la funzione 
del citoscheletro di actina. 

 

1.11 METALLO PROTEASI E RUOLO DI MMP9 NELLA FIBROSI CISTICA  

 

Le MMP (Matrix Metalloprotease), una superfamiglia di metallo-endopeptidasi note come 

metzincine, sono inizialmente sintetizzate come proenzimi inattivi [58] da vari tipi di cellule 

strutturali e immunitarie, tra cui macrofagi, neutrofili, cellule epiteliali, cellule endoteliali e 

fibroblasti. Mentre i polimorfonucleati producono continuamente MMP, molti altri tipi di 

cellule rilasciano questi enzimi solo in risposta a stimoli infiammatori e in relazione al 

rimodellamento dei tessuti e riparazione delle ferite. In seguito alla loro sintesi, le MMP 

diventano enzimaticamente attive attraverso precisi eventi di clivaggio che portano alla 

scissione di substrati specifici per l'esecuzione di funzioni biologiche cruciali. Queste funzioni 

comprendono la degradazione del tessuto connettivo e dell'epitelio alveolare, il rilascio di 

citochine e fattori di crescita e la regolazione della mobilità e della migrazione cellulare 

attraverso il rimodellamento della ECM (Matrice Extracellulare). Inoltre, le MMP partecipano 

attivamente al processo di riparazione della ferita catalizzando il normale turnover della ECM.  

Sebbene le MMP condividano somiglianze strutturali nel loro sito catalitico contenente ioni 

di zinco (Zn2+), presentano differenze nella specificità del substrato, nella localizzazione 

cellulare e tissutale, nelle associazioni di membrana e nei meccanismi di regolazione. Diverse 

MMP sono state ritenute in grado di svolgere un ruolo patologico nella FC [59]. In particolare, 

la gelatinasi B MMP9 è stata osservata essere sia quantitativamente up-regolata sia dotata di 



   

 

   

 

una maggiore attività enzimatica nelle secrezioni delle vie aeree inferiori dei pazienti con FC 

[60]. Il gene umano MMP9 è situato all'interno della regione genomica 20q13.12 e codifica 

per una proteina composta da 707 aminoacidi. Questa proteina è secreta nello spazio 

extracellulare sotto forma di un proenzima inattivo, noto come pro-MMP9. La pro-MMP9 

rimane in uno stato inattivo a causa della presenza di 80 residui amminoacidici nella regione 

N-terminale, dove un motivo di commutazione in cisteina coordina lo ione zinco, formando il 

dominio catalitico della proteina e mantenendola così in uno stato inattivo [61]. Nello spazio 

extracellulare, altre proteinasi, come la MMP3 o la MMP2, scindono la pro-MMP9 inattiva, 

convertendola nella forma attiva, con peso molecolare di 84 kDa. Dopo la secrezione, la 

MMP9 acquisisce la capacità di degradare il collagene, contribuendo potenzialmente al 

deterioramento e alla disfunzione dei tessuti. Oltre alla sua capacità di potenziare le 

chemochine, svolge un ruolo fondamentale nella modulazione dei processi infiammatori 

[62,63]. 

È stato confermato che la MMP9 è la metalloproteasi predominante presente nelle secrezioni 

broncopolmonari di pazienti affetti da FC [64]. La distruzione della parete bronchiale nei 

pazienti FC può essere influenzata dalla produzione di MMP9 attraverso una serie di 

meccanismi: degradazione dell'elastina, degradazione della fibronectina e dei diversi tipi di 

collagene presenti nella membrana basale delle vie aeree inferiori [65]. La degradazione delle 

componenti della membrana basale da parte della MMP9 potrebbe potenzialmente 

aumentare l'infiammazione, consentendo il movimento di cellule e molecole pro-

infiammatorie sia verso il lume delle vie aeree inferiori sia verso le pareti bronchiali. Inoltre, 

è stato dimostrato che la MMP9 è direttamente coinvolta nel danneggiamento della 

cartilagine dell’apparato respiratorio, così come è evidente il suo ruolo nella degradazione 

della cartilagine articolare [66]. 

Tra i meccanismi proposti che regolano la secrezione di MMP9, la letteratura suggerisce un 

processo mediato dal calcio [57, 67], influenzato dall'attività della proteina chinasi C (PKC).  

[57, 68-70] 

 

 
                              2. OBIETTIVI 
 
L’obiettivo principale della mia Tesi di Laurea Magistrale è stato quello di ricercare in pazienti 

affetti da fibrosi cistica possibili biomarcatori che potessero dare indicazioni riguardo la 

comprensione della variabilità di risposta clinica dei pazienti FC ai farmaci modulatori di CFTR.  

Il gruppo di ricerca nel quale mi sono inserita durante il tirocinio, aveva già condotto uno 

studio importante per individuare potenziali biomarcatori leucocitari correlati al recupero 

farmacologico dell’attività del canale CFTR. In particolare, mediante un’analisi ex vivo su 

PBMCs trattati con il potenziatore di CFTR Ivacaftor, è stata riscontrata una modulazione 



   

 

   

 

dell’espressione di MMP9 in relazione al recupero o meno dell’attività di CFTR. Questi dati 

sono stati poi confermati in vivo misurando l’espressione di MMP9 leucocitaria di un paziente 

sottoposto a terapia con Ivacaftor correlando i dati ottenuti con alcuni dati clinici quali FEV1 

e test del sudore per un anno intero. 

A questo punto è iniziato il mio studio in pazienti FC sottoposti al nuovo farmaco Trikafta®, in 

quanto questo farmaco risulta essere di più recente sperimentazione e applicabile ad un 

numero maggiore di soggetti perché adatto a differenti tipologie di mutazioni FC. Abbiamo 

monitorato in ogni paziente quale fosse la variazione dell’espressione di MMP9 pre-terapia e 

nei successivi 5 mesi e 10 mesi dopo l’inizio della stessa, correlando i risultati con i parametri 

clinici e in base a questi ultimi i pazienti sono stati suddivisi in rispondenti e non rispondenti 

al farmaco. Inizialmente abbiamo analizzato l’espressione di MMP9 nei leucociti isolati dai 

pazienti, successivamente siamo passati all’analisi del plasma degli stessi, per confermare se 

ciò che era stato osservato in cellula si riproponeva anche nell’analisi plasmatica. Evidenziare 

una corrispondenza tra cellula e plasma nell’espressione di una proteasi come MMP9 

permetterebbe di monitorare non solo la risposta alla terapia attraverso un semplice prelievo 

di sangue rapido e non invasivo, ma anche evidenziare e comprendere la variabilità di risposta 

dei pazienti ad una terapia potenzialmente efficace per tutti. L’obiettivo finale della nostra 

ricerca è proprio quello di confermare la modulazione di MMP9 plasmatica come biomarker 

di risposta alle nuove terapie per la fibrosi cistica con modulatori di CFTR, con lo scopo ultimo 

di poter promuovere una sempre più necessaria medicina personalizzata.  

 

 
 
                  3. MATERIALE E METODI 
 
3.1 MATERIALI  

 

I materiali utilizzati per il saggio Western Blot sono stati anticorpo anti-MMP9, anticorpo anti-

P-ERK1/2, anticorpo anti-ERK1/2, anticorpo secondario anti-coniglio e anti-topo legati alla 

perossidasi HRP, anti-IkBα e anti-ß-actina prodotti da Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, 

TX, USA), membrana di nitrocellulosa Amersham™ Protran® Premium 0.45-µm prodotta da 

GE Healthcare (Chicago, IL, USA), polvere di latte al 5% e PBS. I segnali immunoreattivi sono 

stati rilevati attraverso il reagente ECL Select™ Western Blotting Detection e sono stati 

acquisiti e quantificati con ChemiDoc™ XRS dotato di Quantity One Image Software 4.6.1 (Bio-

Rad Laboratori Srl, Segrate (MI), Italia).  

Per il trattamento delle cellule il materiale adoperato è stato un mix inibitori di proteasi 

(100X), un mix inibitori di fosfatasi (100X) ottenuti da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 

USA); un terreno di coltura RPMI 1640, il Lympholyte®-H specifico per l’isolamento di linfociti 



   

 

   

 

e monociti e un riferimento di peso molecolare pre-colorato SHARPMASS VI MW per 

monitorare la separazione di proteine durante corsa elettroforetica, prodotti da Euroclone 

SpA (Milan, Italy). 

Il VX770 è il principio attivo del modulatore Ivacaftor, utilizzato per il trattamento cellulare ex 

vivo. 

Per l’analisi zimografica sono stati impiegati un tampone di Laemmli modificato per diluire le 

cellule, gel di poliacrilammide all’8% con gelatina, Triton X-100, BRIJ®35 Detergent 

Calbiochem® ottenuti da Sigma-Aldrich (Milan, Italy). Per colorare il gel è stata usata una 

soluzione preriscaldata al 45% (v/v) di metanolo, 10% (v/v) di acido acetico e Coomassie Blue 

R-250 allo 0,25% e una soluzione decolorante al 30% (v/v) di metanolo e al 10% (v/v) di acido 

acetico. Per l’analisi computerizzata delle immagini è stato utilizzato il software Quantity One 

Image Software 4.6.1 (Bio-Rad Laboratories Srl, Segrate (MI), Italia). 

Per il dosaggio dell’attività di CFTR è stato utilizzato dibutirril-cAMP e VX700 come stimolo e 

buffer CFTR, NaI 5 mM e la molecola fluorescente GST-HS-YFP. Per la lettura della 

fluorescenza è stato impiegato il lettore Mithras LB940 di Berthold Technologies.  

 

3.2 APPROVAZIONE COMITATO ETICO 

 

Tutti i partecipanti hanno dato il loro consenso informato scritto prima di essere inclusi nello 

studio, compreso il permesso di conservare i campioni e di utilizzarli per la ricerca.  

Il protocollo dello studio era conforme alle disposizioni della Dichiarazione di Helsinki e a 

quelle dell'Ospedale Pediatrico G. Gaslini di Genova, Italia.  Il Comitato Etico di Genova ha 

approvato lo studio con il numero di protocollo A-CF2014 460REG2014. 

 

3.3 PAZIENTI DONATORI E RACCOLTA CAMPIONI 

Presso il Centro Fibrosi Cistica dell’istituto Giannina Gaslini di Genova, sono stati prelevati 

campioni di sangue dai pazienti affetti da FC durante gli esami clinici di routine. Per lo studio 

iniziale in cui sono stati valutati i livelli di MMP9 in PBMCs è stato reclutato un paziente in 

trattamento con Ivacaftor e affetto da mutazione F508del.  

Successivamente sono stati reclutati altri sedici pazienti sottoposti a terapia con Trikafta e 

quattro donatori non FC come controlli, di cui sono state valutate le condizioni cliniche 

tramite ppFEV1 (Percent Predicted Forced Expiratory Volume) e test del sudore. Per ciascun 

paziente e i rispettivi controlli sono stati raccolti circa 8 mL di sangue in tre provette vacuette® 

PREMIUM ciascuna contenente 3 mL di EDTA 5 mM. 

 

 

 



   

 

   

 

 

3.4 ISOLAMENTO PBMCs E TRATTAMENTO CELLULE 

 
I campioni di sangue sono stati diluiti in 50 mL di RPMI 1640 in Falcon™, stratificati 

accuratamente su Lympholyte ®-H e centrifugati a 800×g per 20 minuti a 22 ◦C in centrifuga 

senza freno. Dopo la centrifugazione, i PBMCs sono stati raccolti nell'interfaccia tra lo strato 

superiore, contenente la frazione plasmatica, e lo strato inferiore contenente Lympholyte®-

H. Per rimuovere le piastrine, i PBMCs sono stati lavati due volte con RPMI 1640 e poi 

risospese in terreno di coltura (RPMI 1640, contenente 10% (v/v) FBS (siero fetale bovino), 10 

U/mL penicillina, 100 µg/mL streptomicina, 2 mM L-glutammina) a una densità cellulare di 

10^6/mL. I PBMCs sono stati utilizzati per l'analisi Western blot, analisi proteomica e analisi 

zimografica.  

 

 
3.5 ANALISI WESTERN BLOT 
 
I PBMCs FC e non FC appena isolati, sono stati lisati a 10^7/mL tramite sonicazione in tampone 

Laemmli e riscaldati per 5 minuti a 95 ◦C; aliquote da 30 µL di ciascun campione sono state 

sottoposte a gel di elettroforesi SDS-PAGE seguito da Western Blot. Le membrane di 

nitrocellulosa sono state bloccate mediante incubazione per 1 ora a temperatura ambiente 

con polvere di latte al 5% (w/v) in PBS contenente lo 0,05% (v/v) di Tween-20. In seguito, le 

membrane sono state incubate per una notte a 4 °C con i seguenti anticorpi primari: anti-

MMP9 (1:1000), anti-β-actina (1:1000), anti-P-ERK1/2 (1:2000), anti-ERK1/2 (1:2000) e anti-

IkBα (1:1000). L'anticorpo secondario (anti-coniglio o anti-topo) coniugato con perossidasi è 

stato applicato per 1 h a 22 °C (diluizione 1:5000). Per valutare le membrane con tutti gli 

anticorpi primari è stata eseguita una procedura di stripping e re-probing con tutti gli anticorpi 

primari. I segnali immunoreattivi sono stati sviluppati utilizzando il reagente ECL Select™ 

Western Blotting Detection e sono stati acquisiti e quantificati con ChemiDoc™ XRS dotato di 

Quantity One Image Software 4.6.1 (Bio-Rad Laboratori Srl, Segrate (MI), Italia). In alternativa 

è stato usato ECL Western Blotting Detection Reagent. 

 

 

3.6 ANALISI ZYMOGRAFICA SU PLASMA 

 

Per valutare l'attività della MMP9 plasmatica è stata utilizzata la zimografia. Inizialmente, 1 

μL di campioni di plasma FC e non FC sono stati diluiti in un tampone di Laemmli modificato. 

Successivamente, i campioni sono stati sottoposti a elettroforesi a 4 °C per 1 ora e mezza, 

senza bollitura o riduzione, utilizzando un gel di poliacrilamide all'8% (v/v) copolimerizzato 

con 1 mg/mL di gelatina. Il gel è stato incubato per 1 ora a 25 °C in Tris HCl 0,05M (pH 7,4) 

contenente il 2,5% (v/v) di Triton X-100, seguito da due lavaggi con Tris HCl 0,05M (pH 7,4) e 



   

 

   

 

da un'incubazione notturna a 37 °C in Tris HCl 0,05M (pH 7,4), contenente 10mM CaCl2, 

0,15M NaCl e lo 0,05% (v/v) di detergente BRIJ®35. Successivamente, il gel è stato fissato e 

colorato per 2 ore con una soluzione preriscaldata contenente il 45% (v/v) di metanolo, il 10% 

(v/v) di acido acetico e Coomassie Blue R-250 allo 0,25%. Gli zimogrammi sono stati poi 

decolorati utilizzando una soluzione al 30% (v/v) di metanolo e al 10% (v/v) di acido acetico. I 

livelli relativi di attività della MMP9 sono stati calcolati tramite planimetria computerizzata e 

l'intensità delle aree digerite MMP9-dipendenti è stata determinata con il software Quantity 

One Image Software 4.6.1 (Bio-Rad Laboratories Srl, Segrate (MI), Italia). 

 

 

3.7 DOSAGGIO DELL’ATTIVITA’ Di CFTR  

 

Per valutare l’attività del canale CFTR, i PBMCs (1,5 X 10^6) sono stati prima stimolati con 100 

µM dibutirril-cAMP e 5 µM VX770 per 20 min a 37 °C in 200 µL di buffer CFTR. Le cellule non 

stimolate sono state mantenute in buffer CFTR per 20 min a 37 °C. Quindi sono stati aggiunti 

5 µM di NaI e dopo 30 secondi è stato purificato il supernatante mediante centrifugazione 

(13000xg per 20sec, Temperatura ambiente). Il supernatante è stato trasferito in una piastra 

da 96 pozzetti, aggiungendo 1 µg di GST-HS-YFP purificato. Dopo 5 minuti in agitazione è stata 

letta la fluorescenza a lunghezza d’onda di eccitazione λex = 485 ± 15 nm e di emissione λem= 

= 535 ± 10 nm, utilizzando il lettore Mithras LB940 (Berthold Technologies) ed elaborata 

graficamente. Dalla curva di soppressione della fluorescenza è stata estrapolata la 

concentrazione di NaI ed è stata indicata l’attività di CFTR come picomoli di NaI scambiate al 

minuto su 10^3 cellule. 

 

 

3.8 ANALISI STATISTICA 

 

Dove possibile, i dati sono stati presentati come specificato nella legenda di ciascuna figura. 

La significatività della differenza è stata analizzata sia mediante test non parametrici che 

parametrici, come specificato nella legenda delle figure, utilizzando il pacchetto software 

Prism 4.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA), il valore soglia per significatività 

statistica è stata assunta con p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 



   

 

   

 

 

                                4. RISULTATI 
 
 
4.1 CORRELAZIONE TRA ESPRESSIONE DI MMP9 E RECUPERO DELL’ATTIVITA’ DI CFTR IN UN 

PAZIENTE SOTTOPOSTO A TERAPIA IVACAFTOR 

  

L’analisi proteomica e bioinformatica, precedentemente svolta dal gruppo di ricerca del mio 

laboratorio, ha evidenziato che in fase di malattia la metalloproteasi MMP9, che, come è stato 

ampiamente dimostrato, svolge un ruolo cruciale nella progressione della Fibrosi Cistica 

[71,72], è fortemente espressa. MMP9, oltre a degradare il collagene e contribuire alla 

distruzione del parenchima polmonare, porta ad un aumento della concentrazione di 

citochine e chemochine coinvolte nella modulazione dei processi infiammatori. Quindi, poiché 

la sovra espressione della MMP9 nei leucociti di pazienti FC sembra svolgere un ruolo 

sostanziale nella patogenesi della fibrosi cistica [73-75], la diminuzione di espressione di 

MMP9 osservata nei PBMCs di pazienti FC trattati con VX770 potrebbe rappresentare uno dei 

potenziali effetti positivi del farmaco nel mitigare la progressione del danno polmonare. 

Per confermare questo risultato, abbiamo condotto un’analisi in Western Blot (WB) 

dell’espressione di MMP9 in leucociti di un paziente (F508del/G1349D) in terapia con 

Ivacaftor. Quindi abbiamo confrontato i dati ottenuti con i parametri clinici del paziente e 

l’attività del canale CFTR, entrambi riportati in Tabella 4. Da questo confronto si evidenzia una 

forte correlazione inversa tra l’espressione di MMP9, il ripristino dell’attività del canale CFTR 

e la normalizzazione dei parametri clinici. 

 



   

 

   

 

Figura 14: Livelli di MMP9 in PBMCs di un paziente dopo il trattamento in vivo ed ex vivo con 
VX770: (A) I PBMCs sono stati raccolti da un paziente affetto da FC con mutazioni CFTR 
G1349D (classe 3, difetto di gating) e F508del in momenti specifici dall'inizio della terapia orale 
con Ivacaftor. Una parte delle cellule è stata sottoposta ad analisi Western Blot per la 
misurazione dei livelli di MMP9. In (A) sono indicati i marcatori di peso molecolare (MW) delle 
proteine 50 (kDa). (B) È stata eseguita quantificazione dei segnali immunoreattivi e i dati 
rappresentano le medie ± la deviazione standard di cinque quantificazioni. L'analisi statistica 
è stata condotta utilizzando il test Kruskal-Wallis seguito dal test di confronto multiplo di 
Dunn. *** p<0,001; * p<0,05. (C) Sono stati selezionati valori di attività di CFTR e usati per il 
confronto con MMP9.  

 

Tabella 4: Vengono rappresentati i parametri clinici di un paziente affetto da mutazione 
F508del e G1349D. Sono riportati a partire dal tempo 0, poi a distanza di 1, 8 e 9 mesi i valori 
dell’attività del canale CFTR, i valori di FEV1 in percentuale e i valori di NaCl e ioni cloruro 
relativi al test del sudore espressi in mEq/L.   

 

4.2 ESPRESSIONE DI MMP9 IN PBMCs DI PAZIENTI FC PRIMA E DOPO TERAPIA CON 
TRIKAFTA® 

Per verificare se l’espressione di MMP9 potesse essere considerato un buon indicatore 
dell’efficacia di altre terapie per la fibrosi e per aumentare la numerosità della 
sperimentazione in vivo, abbiamo deciso di arruolare nel nostro studio una coorte più ampia 
di pazienti FC sottoposti alla terapia con il nuovo farmaco Trikafta®. Questo modulatore è 
adatto al trattamento di un numero più esteso di mutazioni, per questo molti pazienti idonei 
al trattamento con il farmaco sono risultati elegibili per il nostro studio. 

 Per condurre le nostre analisi in vivo, abbiamo arruolato sedici pazienti (150, 87, 153, 73, 154, 
164, 166, 173, 174, 68, 179, 85, 76, 108, 161, 157) sottoposti a terapia con Trikafta®, per 
monitorare l’espressione di MMP9. 

Prima dell’inizio della terapia abbiamo misurato i livelli di MMP9 nei PBMCs isolati sia dai 
sedici pazienti sopra indicati sia da quattro soggetti sani usati come controlli. 



   

 

   

 

 

Figura 15: Analisi Western Blot dell’espressione di MMP9 intracellulare condotta su PBMCs 
ottenuti da n= 16 pazienti FC donatori e n=4 pazienti non FC (come controlli). È stata valutata 
anche l’espressione di ß-actina come gene housekeeping.  

In figura 15 si nota come l’espressione di MMP9 sia elevata in tutti i pazienti affetti da FC, 
mentre risulta praticamente assente nei soggetti di controllo non FC.  

Abbiamo quindi analizzato l’espressione di MMP9 dopo terapia dei PBMCs di cinque di questi 
pazienti di cui avevamo raccolto le cellule prima del trattamento (PRE) e dopo 5 (POST I) e 10 
(POST II) mesi di terapia Trikafta®.  



   

 

   

 

Come riportato in figura 16 in quattro dei cinque pazienti analizzati si verificava una 
diminuzione di espressione di MMP9 dopo terapia, mentre in un paziente questo non si 
verificava.  A questo punto abbiamo confrontato i risultati ottenuti con i dati clinici degli stessi 
pazienti riportati in Tabella 5. 

 

 

Figura 16: Espressone di MMP9 in soggetti con fibrosi cistica in terapia con Trikafta® valutata 
attraverso Western Blot in PBMCs isolati da un paziente non rispondente (85) e da quattro 
rispondenti (76,108,157,161) PRE e POST terapia a due intervalli di distanza (POST I dopo 5 
mesi, POST II dopo 10 mesi). La misurazione della ß-actina è stata riportata come 
housekeeping. (A) Sono illustrati i blot dei cinque pazienti. (B) Per ogni campione sono stati 
quantificati i livelli di MMP9, i rapporti MMP9-ß-actina sono stati mediati e riportati con la 
rispettiva deviazione standard. (C) I segnali immunoreattivi sono stati quantificati e i rapporti 
MMP9: β-actina ottenuti dopo la terapia (POST I e POST II) sono stati espressi come 
percentuali dei rapporti prima della terapia (PRE), sia per i rispondenti che non rispondenti. I 
dati rappresentano le medie con la deviazione standard di tre quantificazioni per ciascun 
campione. Secondo il test di Mann-Whitney test, p<0,001. 

 



   

 

   

 

In particolare, nelle Figure 16A e 16B, possiamo osservare una forte riduzione dell'espressione 
intracellulare dei livelli di MMP9 in quattro pazienti (76, 108, 157, 161) dopo soli cinque mesi 
di terapia (POST I), e questa modificazione di espressione di MMP9 persisteva anche dopo 
dieci mesi di trattamento (POST II). Al contrario, questo andamento non si osservava nel 
paziente numero 85, dove il livello di espressione di MMP9 rimaneva elevato sia dopo cinque 
mesi sia dopo dieci mesi di trattamento (POST I e POST II). Inoltre, poiché la modulazione di 
MMP9 prima e dopo trattamento correlava perfettamente con i dati clinici abbiamo 
considerato i primi quattro pazienti come “rispondenti” e il quinto paziente come “non 
rispondente” alla terapia con Trikafta®.  

Nella figura 16B notiamo come non esista una differenza statisticamente significativa tra i 
risultati del POST I e del POST II per ciascun campione ma vediamo invece una differenza 
significativa nei livelli di MMP9 in seguito al trattamento con il farmaco tra rispondenti e non 
rispondenti alla terapia (Figura 16C).  

 

 

Tabella 5: Parametri clinici di n=5 pazienti FC in terapia con Trikafta®, classificati in rispondenti 
e non rispondenti. I dati sono stati raccolti prima della terapia (PRE), successivamente al POST 
I dopo 5 mesi da inizio terapia e POST II dopo 10 mesi da inizio terapia. NA= dato non 
disponibile ND= livelli non rilevabili. * rappresenta l’unità di misura in mEq/L. § indica la misura 
dello ione ioduro in pico-moli al minuto per 10^3 cellule. 

 

4.3 ATTIVITÀ DI MMP9 IN CAMPIONI DI PLASMA DI PAZIENTI FC DURANTE TERAPIA CON 
TRIKAFTA® 

Poiché i risultati ottenuti con i PBMCs sembrano evidenziare che la diminuzione di 
espressione di MMP9 nei leucociti possa essere un indicatore di efficacia di terapie con 
modulatori di CFTR, abbiamo deciso di proseguire gli studi andando ad analizzare 
l’andamento di MMP9 anche nel plasma, valutandolo come attività enzimatica, attraverso 
un’analisi zimografica. Infatti, il plasma, essendo facile da ottenere in maniera rapida e del 
tutto non invasiva, rappresenta il campione biologico per eccellenza per individuare 
biomarker di patologie. 



   

 

   

 

Abbiamo quindi misurato l’attività di MMP9 prima dell’inizio della terapia con Trikafta in 
campioni di plasma raccolti contemporaneamente all’isolamento dei PBMCs dalla stessa 
coorte dei sedici pazienti FC presentati nel capitolo 4.2.  

 



   

 

   

 

 

 

Figura 17: Valutazione dell’attività di MMP9 in campioni di plasma di pazienti FC donatori 
(n=16) e non FC (n=4), attraverso analisi zimografica su SDS-PAGE (8%). Si osservano bande 
litiche indicative dell’attività enzimatica di MMP9 e MMP2 come indicato (A). Le bande sono 
state poi quantificate e rappresentate come medie +/- deviazione standard, p<0,01 come 
determinato dal test Mann-Whitney (B). 

 

Come illustrato in figura 17 l’attività enzimatica di MMP9 nei campioni di plasma dei pazienti 
FC prima della terapia era significativamente più alta rispetto ai controlli (pazienti non FC), 
dato risultato coerente con i risultati ottenuti dall’analisi di PBMCs degli stessi pazienti. Per 
verificare se l’attività enzimatica di MMP9 rilevata nel plasma durante la terapia seguisse lo 
stesso andamento di quello che si era osservato nei leucociti, abbiamo quantificato l’attività 
dell’enzima nei campioni di plasma dei cinque pazienti selezionati precedentemente come 
rispondenti e non rispondenti alla terapia prima e dopo trattamento con Trikafta® attraverso 
analisi zimografica.  



   

 

   

 

 

 

 

Figura 18: Attività enzimatica di MMP9 in campioni di plasma di n=5 pazienti FC PRE e POST 
terapia con Trikafta®. (A) Attività di MMP9 misurata in 1 µL di plasma ottenuto da un paziente 
non rispondente (85) e quattro rispondenti (76,108,157,161) PRE e POST I (dopo 5 mesi) e 
POST II (dopo 10 mesi) da inizio terapia. L’analisi è stata condotta attraverso zimografia. Per 
ogni paziente viene illustrato uno zimogramma ottenuto in triplicato. Le bande litiche sono 
state quantificate e riportate le medie +/- le deviazioni standard ottenute da tre 
quantificazioni per ogni paziente FC. * p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001, eseguito con test 
ANOVA seguito da post HOC Turkey. (B) L'attività della MMP9 rilevata dopo inizio della terapia 



   

 

   

 

(POST I+POST II) è stata riportata come percentuale dell'attività della metalloproteasi prima 
della terapia (PRE), per i non rispondenti e i rispondenti. I dati sono le medie ± deviazione 
standard di tre quantificazioni per ciascun paziente FC, p<0,001, secondo il t-test non 
accoppiato. 

In figura 18 è illustrata l’analisi dell'attività enzimatica della MMP9 plasmatica dei cinque 
pazienti di cui avevamo analizzato precedentemente i PBMCs. Come possiamo notare 
l’attività enzimatica rimane elevata nel plasma del paziente non rispondente anche dopo la 
terapia. Al contrario, nei rispondenti assistiamo ad una diminuzione della proteasi plasmatica 
di circa il 50%. Questi risultati suggeriscono che i livelli di MMP9 misurati nel plasma sembrano 
corrispondere a quelli secreti dai PBMCs.  

Inoltre, per supportare ulteriormente la nostra ipotesi che vede la modulazione 
dell’espressione di MMP9 plasmatica come utile indicatore dell’efficacia della terapia con 
modulatori di CFTR, abbiamo  valutato le variazione di attività enzimatica di MMP9 nel plasma 
di altri sei pazienti FC (73, 153, 164, 173, 174, 179) , selezionati tra i rimanenti undici pazienti 
affetti da FC che avevano iniziato la terapia con Trikafta®,  i cui campioni plasmatici e 
parametri clinici (Tabella 6) erano già disponibili. 

 

 

Tabella 6: Parametri clinici per ulteriori pazienti FC, inclusi gli otto pazienti che avevano 
iniziato la terapia in fase precoce. PRE indica prima della terapia, POST I dopo 5 mesi da inizio 
terapia, NA dato non disponibile, * indica ione cloruro in mEq/L. 

Come riportato in figura 19 A possiamo osservare in quattro dei pazienti analizzati 
(179,173,164,153) una diminuzione dei livelli di MMP9 plasmatica rispetto all’inizio della 
terapia con Trikafta®, sia al primo follow-up dopo 5 mesi da inizio terapia (POST1) sia al 
secondo follow-up a distanza di 10 mesi post terapia (POST2). Questa diminuzione plasmatica 
di MMP9 correla con il miglioramento dei parametri clinici degli stessi pazienti, alcuni dei quali 
sono mostrati in tabella 6. I pazienti 73 e 174 invece che non hanno ottenuto beneficio clinico 
mostrano livelli di attività di MMP9 invariati. In figura 19 B, sono riportate le quantificazioni 
delle bande di attività di MMP9 su zimogramma. Questi risultati confermano la potenzialità 
dell’utilizzo della modulazione di MMP9 come biomarker dell’efficacia della terapia con 
modulatori di CFTR.  



   

 

   

 

 

 

 

Figura 19: Confronto dell’attività enzimatica della MMP9 plasmatica in sei pazienti FC pre-
terapia con Trikafta ® e a 5 mesi e 10 mesi dopo inizio della stessa. L'analisi dell'attività 
enzimatica della MMP9 è stata condotta su 1 µL di plasma raccolto da sei pazienti affetti da 
FC, sia prima (PRE) che dopo l'inizio della terapia (POST I e POST II) utilizzando l’analisi 
zimografica (A). Quantificazione delle bande litiche generate dall’attività enzimatica di MMP9 
PRE, POST I e POST II (B). 

 

4.4 STUDIO DEL PATHWAY INTRACELLULARE ASSOCIATO ALL’ESPRESSIONE DI MMP9 IN 
PBMCs DI PAZIENTI FC DURANTE TERAPIA CON TRIKAFTA® 

Abbiamo voluto studiare il pathway intracellulare relativo all’espressione di MMP9 nei 
pazienti di cui avevamo valutato i livelli di proteina nei rispettivi PBMCs. 

Nonostante sia ampiamente noto che, oltre ai neutrofili, altri tipi di cellule come macrofagi e 
cellule epiteliali producano MMP9 [76,77], la specifica via di segnalazione responsabile 
dell'aumento della MMP9 nella fibrosi cistica non è stata ancora sufficientemente chiarita. 
Alcuni studi propongono il coinvolgimento della chinasi Extracellular signal-regulated kinase 
1 /2 (ERK1/2) e del fattore nucleare kB (NF-kB) nel promuovere l'espressione della MMP9 [78, 
79]. Abbiamo quindi deciso di analizzare se fossero proprio queste le proteine coinvolte 
nell’aumento dell’espressione di MMP9 nei PBMCs dei pazienti FC e nella modulazione della 
proteasi promossa o meno dalla terapia. 

 

 

 



   

 

   

 

 

 

Figura 20: Via di segnalazione intracellulare associata all'espressione di MMP9 in pazienti 
(n=5) con FC dopo la terapia con Trikafta®.  (A) L'analisi della fosforilazione di ERK1/2 e della 
modulazione di IkBα è stata condotta su PBMCs isolati da un paziente non-rispondente (85) e 
da quattro pazienti rispondenti (108,161,76,157), sia prima (PRE) che inizio della terapia (I e 
II), utilizzando l'analisi Western Blot. (B) I segnali immunoreattivi sono stati quantificati e i 
rapporti tra le forme fosforilate (P) e defosforilate (dP) di ERK1/2 ottenuti dopo l’inizio della 
terapia (I+II) sono stati espressi come percentuale dei rapporti pre-terapia (PRE) per 
rispondenti e non. (C) il rapporto P: dP ERK1/2 è stato confrontato tra i rapporti pre-terapia 
(PRE) e post-terapia (POST). (D) I rapporti IkBα: β-actina ottenuti post-terapia (I+II) sono stati 
riportati come percentuale dei rapporti pre-terapia (PRE), sia per i non rispondenti che per i 
rispondenti. I dati rappresentano le medie con deviazione standard di tre quantificazioni per 
ciascun paziente con FC, p<0,05 e p<0,01, secondo il test di Mann Whitney. 

In figura 20 A sono riportati i Western Blot eseguiti su PBMCs dei primi cinque pazienti FC 
analizzati (vedi paragrafo 4.2). Come si può evidenziare i livelli di p-ERK1/2 nei PBMCs di tutti 
e cinque i pazienti FC isolati prima della terapia con Trikafta® erano più alti di quelli ottenuti 
a cinque e dieci mesi dall'inizio della terapia (Figura 20 C, POST I e POST II). La diminuzione dei 
livelli di queste chinasi e quindi il loro grado di defosforilazione non risulta statisticamente 
differente nei pazienti rispondenti rispetto ai non rispondenti (Figura 20 B), suggerendo che 
Trikafta® può indurre la defosforilazione di p-ERK1/2 ma solo questo dato non è sufficiente 
per correlarlo all'efficacia terapeutica del modulatore. Infatti, se p-ERK1/2 induce 
l'espressione della MMP9 nei leucociti, come è stato precedentemente riportato [78], la 
defosforilazione di p-ERK1/2 sarebbe in linea con i dati relativi alla modulazione di MMP9 
ottenuti da PBMCs dei pazienti rispondenti alla terapia ma non da quelli dei non rispondenti. 
Per chiarire la motivazione di questa incongruenza, abbiamo studiato alcuni eventi a valle del 
signaling, in particolare quelli legati alla via di NF-kB, dal momento che è stato dimostrato che 
questo fattore di trascrizione nucleare è coinvolto nella promozione dell'espressione di 



   

 

   

 

MMP9 [80]. In particolare, la fosforilazione e la successiva degradazione dell'inibitore del 
fattore nucleare-kB (IkBα) promuovono la traslocazione nel nucleo di NF-kB, qui si lega alla 
sequenza specifica del promotore di MMP9 inducendone l’espressione.  

Abbiamo quindi analizzato la modulazione di IkBα nei PBMCs dei pazienti rispondenti e non 
rispondenti. 

Come riportato in Figura 20 A e C i livelli di IkBα dopo la terapia con Trikafta® aumentavano 
in maniera significativa nei PBMCs dei pazienti rispondenti rispetto a quelli dei non 
rispondenti che, diversamente, continuavano a diminuire anche dopo terapia. Questa 
modulazione di IkBα correla quindi con la modulazione dell'espressione di MMP9, indicando 
che la terapia, utile per ripristinare l'attività di CFTR, facilita la down-regolazione di MMP9 
attraverso la via di segnalazione trascrizionale mediata da NF-kB. 

Possiamo quindi concludere che l'alterata concentrazione di calcio intracellulare osservata 
nelle cellule dei pazienti affetti da fibrosi cistica a causa della ridotta attività di CFTR [77,80,] 
insieme a segnali pro-infiammatori, può innescare l'attivazione di ERK1/2 e la conseguente 
fosforilazione e degradazione di IkBα. Questi eventi causano la dissociazione di NF-kB che 
trasloca nel nucleo, promuovendo la trascrizione dell'mRNA di MMP9 aumentando 
l'espressione della sua proteina. Di conseguenza, MMP9 diventa rilevabile sia nell'ambiente 
intracellulare che nel plasma dei pazienti affetti da FC. I risultati ottenuti suggeriscono che la 
terapia con Trikafta® sia in grado di ridurre la degradazione di IkBα, impedendo la migrazione 
di NF-kB al nucleo e quindi bloccando la trascrizione dell'mRNA di MMP9 (vedi Figura 21). 

In definitiva, è possibile affermare che la terapia con Trikafta® sul pathway ERK1/2-NF-kB 
promuova una riduzione significativa dei livelli di MMP9 nei pazienti rispondenti. Nei non 
rispondenti, il quadro non è altrettanto chiaro. Infatti, nonostante la mancata diminuzione di 
MMP9 correli con la continua degradazione di IkBα, lo stato di defosforilazione di ERK1 /2 
dopo terapia suggerisce che potrebbe esserci, oltre a questa chinasi, qualche altra molecola 

coinvolta nella fosforilazione di IkB. Per riuscire a comprendere quindi se questa potenziale 
alterazione sul pathway ERK1/2-NF-kB-MMP9 possa in qualche modo spiegare la mancanza 
di risposta alla terapia del paziente non rispondente (FC85), saranno necessari ulteriori studi 
su coorti di pazienti decisamente più ampie. 

 



   

 

   

 

 

Figura 21: Illustrazione schematica del possibile effetto della terapia con Trikafta® sul pathway 
intracellulare di NF-kB che porta all'aumento della MMP9 nei PBMCs di pazienti FC. [Ca2+] i: 
concentrazione di calcio intracellulare; P: gruppo fosforico; Ub: ubiquitina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

   

 

                                                 5. DISCUSSIONE 
I dati ottenuti dagli studi svolti in precedenza nel laboratorio di Ricerca nel quale ho lavorato 
durante il tirocinio, hanno inizialmente permesso di identificare specifici profili proteomici 
associati al recupero dell'attività di CFTR nei leucociti FC dopo trattamento ex vivo con il 
potenziatore VX770.  

Inizialmente questo ha permesso di identificare quali proteine potessero essere 
potenzialmente associate al recupero della funzionalità del canale CFTR e formulare l’ipotesi 
di un loro utilizzo come biomarcatori leucocitari nel monitorare ma anche prevedere 
l’efficacia delle terapie farmacologiche nella fibrosi cistica.  

Grazie all’analisi proteomica e bioinformatica sono stati individuati due pathways leucocitari 
rappresentativi delle proteine down-regolate dopo trattamento con VX770: una via associata 
alla migrazione transendoteliale dei leucociti e l’altra associata alla regolazione dell’actina 
citoscheletrica. Questi dati sono in linea con quelli riportati in letteratura, i quali evidenziano 
il ruolo centrale dell'actina nell'attivazione della CFTR mediata da AMP ciclico [81]. Infatti, è 
stato dimostrato che i trattamenti terapeutici in grado di correggere la funzione del canale 
CFTR ripristinano la disorganizzazione dell'actina citoscheletrica nei soggetti affetti da fibrosi 
cistica [81]. Inoltre, è stato riportato che l’estremità C-terminale di CFTR contribuisce a 
modellare il citoscheletro di actina [82]. 

Per quanto riguarda la via associata alla migrazione transendoteliale dei leucociti invece è 
stato riportato [51] che la CFTR difettosa blocca l’attivazione dell’integrina indotta dai 
chemoattrattanti nei leucociti influenzandone la loro migrazione verso il parenchima 
polmonare. Questa alterazione potrebbe spiegare l’accumulo dei leucociti a livello della 
mucosa bronchiale evidenziato nei pazienti FC. 

Tra le singole proteine presenti nei pathways identificati dall’ analisi bioinformatica, sono 
state identificate diverse metalloproteasi coinvolte nella fibrosi cistica, tra cui MMP8, MMP9, 
MMP16. Tra queste però solo MMP9 risultava ridotta in quantità dopo l’inizio della terapia.  
Come riportato in letteratura, si tratta di un enzima particolarmente presente 
nell’infiammazione [64,65,71,72,83,84] e risulta up-regolato sia in quantità che in attività 
nelle secrezioni delle vie aeree inferiori dei pazienti con FC [78]. 

Inoltre, in un ulteriore studio precedentemente condotto nel nostro laboratorio, è stato 
rivelato che i PBMCs di pazienti FC omozigoti per la delezione della fenilalanina 508 esprimono 
costitutivamente e rilasciano elevate quantità di MMP9 [77], a causa di alterazioni 
dell'omeostasi del calcio intracellulare [77,80]. In seguito alla sua secrezione, la MMP9 
acquisisce la capacità di degradare il collagene, contribuendo potenzialmente alla distruzione 
e alla disfunzione del parenchima polmonare, ma anche di potenziare la produzione delle 
chemochine coinvolte nella modulazione dei processi infiammatori [62,63]. 

Queste evidenze indicano che una elevata espressione di MMP9 nei leucociti di pazienti FC 
assume un ruolo patogenico nella promozione dell’infiammazione delle vie aeree inferiori e 
del danno polmonare, poiché vengono reclutati un gran numero di leucociti nel sito di 
infiammazione che sostengono una forte produzione di MMP9. Per questo nei pazienti FC 
dopo l’inizio della terapia con modulatori del canale CFTR, la diminuita espressione di MMP9 
potrebbe essere uno degli effetti positivi ottenuto dal trattamento farmacologico. 



   

 

   

 

Questi risultati positivi hanno posto le basi per considerare MMP9 come un potenziale 
biomarker leucocitario indicativo dell’efficacia della terapia e del recupero dell’attività di 
CFTR.  Dopo aver condotto gli esperimenti ex vivo sono state effettuate anche le analisi in 
vivo, per confrontare i risultati ottenuti con i parametri clinici dei pazienti reclutati per lo 
studio. I dati ottenuti hanno confermato ciò che già avevamo osservato ex vivo, dimostrando 
ancora una volta la correlazione tra la diminuzione dei livelli di MMP9 e l’efficacia della terapia 
con Ivacaftor. 

Durante la mia attività di tirocinio, mi sono occupata di effettuare le stesse analisi svolte dopo 
terapia Ivacaftor sui PBMCs e plasma di pazienti FC in terapia con il nuovo modulatore 
Trikafta®, approvato recentemente da EMA e AIFA e potenzialmente utile alla maggior parte 
dei pazienti FC. Tra i pazienti selezionati per lo studio però non tutti avevano risposto 
positivamente alla terapia da un punto di vista clinico, e per questo motivo abbiamo 
classificato i pazienti in “rispondenti” e in “non rispondenti”. Purtroppo, nell’ambito della 
fibrosi cistica, le terapie sviluppate, nonostante per molti siano risultate decisamente positive, 
per altri ancora non si sono dimostrate risolutive. Proprio per comprendere la variabilità di 
risposta clinica tra pazienti potenzialmente idonei ad una specifica terapia con modulatori di 
CFTR abbiamo deciso di individuare innanzitutto un biomarker di efficacia terapeutica e 
avendolo potenzialmente trovato nella modulazione dell’espressione della proteasi MMP9, 
approfondire i nostri studi e utilizzarli come base per lo sviluppo di una medicina 
personalizzata. 

Come riportato nei Risultati abbiamo dimostrato che in 11 pazienti analizzati i livelli di MMP9 
nel plasma subivano un significativo decremento dopo terapia solo nei pazienti clinicamente 
rispondenti in maniera positiva, mentre nei non rispondenti i livelli di enzima rimanevano 
elevati.  

In accordo con la letteratura [77], abbiamo dimostrato che la terapia nei PBMCs dei pazienti 
rispondenti promuoveva una significativa riduzione dei livelli di fosforilazione di ERK1/2, con 
conseguente riduzione dell’espressione di MMP9; ma, inaspettatamente, anche nei PBMCs 
dei pazienti non rispondenti abbiamo assistito ad una diminuzione di p-ERK1/2, nonostante i 
livelli di MMP9 fossero rimasti elevati. 

 Per comprendere questa anomalia abbiamo indagato quali eventi fossero coinvolti a valle del 
pathway individuando un fattore trascrizionale coinvolto nei processi infiammatori, NF-kB 
[85], a sua volta modulato dall’inibitore IkBα. Questo inibitore quando viene fosforilato si 
stacca da NF-kB e migra al proteasoma dove viene degradato lasciando libero il fattore 
trascrizionale di migrare al nucleo e promuovere la trascrizione del gene di MMP9 [86]. Nei 
rispondenti, infatti, dopo terapia l’aumento significativo di IkBα osservato correla con la 
diminuita espressione di MMP9 sia intracellulare che plasmatica. Nei pazienti non 
rispondenti, dove MMP9 rimane altamente espressa, assistiamo ad una continua diminuzione 
dei livelli intracellulari di IkBα che lasciano libero NF-kB di migrare al nucleo. Questi risultati 
suggeriscono che la terapia Trikafta® promuove la modulazione dell’espressione di MMP9 
tramite l'attivazione o l'inibizione di NF-kB, promuovendo la degradazione o meno del suo 
inibitore citosolico, IkBα. 

 



   

 

   

 

I dati riportati in letteratura [78,79,85-88] e quelli ottenuti dal nostro studio suggeriscono che 
la potenziale chinasi coinvolta nel processo di fosforilazione di IkBα possa essere p-ERK1/2. 
Infatti, la terapia promuove la defosforilazione di p-ERK1/2 in tutti i pazienti analizzati.  

Nei PBMCs dei pazienti non rispondenti, però, la diminuzione di p-ERK1/2 osservata dopo 
terapia, sembrerebbe non essere sufficiente ad evitare la degradazione di IkBα, e quindi 
MMP9 continua ad essere espressa ad alti livelli.  

Una spiegazione di questo potenziale fallimento nell’ottenere una quota sufficiente di p-
ERK1/2 defosforilata potrebbe essere il coinvolgimento di altre chinasi nel processo di 
fosforilazione di IkBα, come documentato in letteratura [85,86]. È possibile che i pazienti non 
rispondenti, identificati in questo studio, subiscano una segnalazione alterata e differente dai 

pazienti rispondenti con conseguente amplificazione del processo di fosforilazione di IkB. A 
causa dell’attivazione di questa via alternativa di fosforilazione, l’inibitore di NF-kB non riesce 
ad evitare la degradazione che il farmaco Trikafta® avrebbe potuto prevenire e quindi MMP9 
continua ad essere altamente espressa. 

In conclusione, i dati ottenuti in questo studio e raccolti in questa tesi, confermano che la 
modulazione plasmatica di MMP9 può essere un buon indicatore dell’efficacia di terapie con 
modulatori di CFTR. I risultati ottenuti sembrano incoraggianti e forniscono informazioni 
riguardo la possibilità di comprendere le motivazioni per cui alcuni pazienti, nonostante 
presentino mutazioni idonee per terapie con modulatori e assumano una dieta corretta per 
ottenere il massimo assorbimento del farmaco, purtroppo non ottengano i risultati attesi da 
un punto di vista clinico.  

Sarebbe interessante, come spunto per studi futuri, analizzare più a fondo la via di signaling 
intracellulare coinvolta nell’espressione di MMP9 e l’eventuale presenza di altre proteine che 
potrebbero essere coinvolte nella variabilità di risposta dei pazienti ai farmaci con modulatori 
di CFTR.  

A questo scopo ulteriori analisi potrebbero essere condotte su modelli cellulari più adatti, 
come ad esempio i macrofagi dei pazienti. Le informazioni ottenute potranno chiarire 
ulteriormente i motivi della variabilità di risposta dei pazienti alle terapie e potranno essere 
utili per lo sviluppo di nuovi farmaci indirizzando la cura per la fibrosi cistica verso un 
approccio di tipo personalizzato. 
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