Seralutinib disminuye la produccion de endotrofina
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RESUMEN

INTRODUCCION:

La hipertension pulmonar (HP) se caracteriza por un remodelado vascular progresivo,
favorecido en parte por el deposito de matriz extracelular (MEC). En el estudio fase

2 TORREY (NCT04456998), el tratamiento con seralutinib, un inhibidor inhalado de
tirosina quinasas, se asocio con una reduccion de componentes de la MEC en plasma,
como COLG6AS, lo que resalta su efecto antifibrotico. Un producto de escision de
COLG6AS, la endotrofina (PRO-C6), derivada de fibroblastos activados, ha demostrado
promover fibrosis e inflamacion, propagando el remodelado tisular en enfermedades
asociadas con fibrosis cardiaca y hepatica. Este estudio busca investigar el efecto de
seralutinib sobre la produccion de PRO-C6 en fibrosis pulmonar.

METODOS:

Fibroblastos pulmonares humanos normales (NHLF) se cultivaron mediante el modelo
Scar-in-a-jar y se expusieron a un coctel de citocinas profibroticas (FC) durante 12 dias.
FC, seralutinib (10—1000 nM) y controles se administraron en los dias 0, 4 y 8. En el dia
12, se recolectaron sobrenadantes para cuantificar niveles de Nordic PRO-C6™.

ANTECEDENTES

- La remodelacion de la matriz extracelular (ECM) y la activacion
de los fibroblastos contribuyen a la remodelacion vascular
pulmonar en la hipertension pulmonar (PH) de los grupos 1y 3'#

- Seralutinib, un inhibidor inhalado de tirosina cinasa dirigido a
PDGFR, CSF1R vy c KIT, mejoro la resistencia vascular pulmonar
y disminuyd biomarcadores circulantes de ECM, incluido
COLB6AS, en pacientes con PAH en el estudio TORREY, ademas
de reducir factores fibrogénicos en modelos in vitro de fibrosis®’

- El componente de la ECM cadena a3 del colageno tipo VI
(COLB6AB3) es producido por fibroblastos activados y, bajo
condiciones profibroticas, se escinde proteoliticamente para
liberar la matriz bioactiva endotrofina (PRO-C6)%°

- PRO-C6 es un marcador y mediador de fibrosis e inflamacion
en enfermedades pulmonares intersticiales con fibrosis
subyacente,®' lo que resalta su potencial como biomarcador
sustituto de fibrosis pulmonar en PH asociada a enfermedad
pulmonar intersticial (ILD)

* El objetivo de este estudio es demostrar el efecto directo de
seralutinib sobre la produccion de PRO-C6 en un modelo in vitro
de fibrosis pulmonar humana

SE: error estandar.

METODOS

RESULTADOS:

La estimulacion de NHLF con FC incrementdé PRO-C6 2.3 veces al dia 12 en
comparacion con células no estimuladas. Para el dia 12, el tratamiento con seralutinib
redujo los niveles de PRO-C6 de manera dependiente de la concentracion (1.3 a

2.3 veces), con 1000 nM de seralutinib reduciendo PRO-C6 a niveles similares a los
observados en células no estimuladas.

CONCLUSION:

Seralutinib disminuy0 la produccion de PRO-C6 en un modelo in vitro de fibrosis
pulmonar, lo que proporciona una base solida para investigar su potencial como
biomarcador sustituto de fibrosis pulmonar y su papel en la fisiopatologia del
remodelado vascular en HP.

Figura 1. En los estudios TORREY y en la extension abierta, el COL6A3 circulante se
redujo con el tratamiento con seralutinib en pacientes con PAH

Double blind : Open-label extension

Mean (SE) Expression
Change From Baseline

Seralutinib, n - 35 33
Placebo, n - 39 38 42

0 12 24

Los valores de N para cada punto temporal se presentan debajo de la grafica.

Modelo Scar-in-a-jar (modelo de cicatrizacion en un frasco) con fibroblastos pulmonares humanos (HLF)

- De acuerdo con el modelo Scar-in-a-Jar, los fibroblastos pulmonares humanos sanos (NHLF) fueron estimulados con un coctel fibrotico (FC) durante 12 dias
- Los sobrenadantes se recolectaron en los dias 8 y 12 para cuantificar el fragmento C-terminal de COL6AS utilizando el ensayo Nordic PRO-C6™

- EI FC, seralutinib (0.1-3 pM) y los controles de tratamiento (nintedanib; 0.03—1 uM) se administraron en los dias 0, 4 y 8
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FBS: suero fetal bovino; IL: interleucina; IPF: fibrosis pulmonar idiopatica; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1; Siad: Scar-in-a-Jar (modelo de cicatrizacion en un frasco); TGF: factor de crecimiento transformante; TNF: factor de necrosis tumoral; TSLP: linfopoyetina estromal timica

RESULTADOS

- Estimular los NHLF con el coctel fibrotico (FC)
incremento los niveles de PRO-C6 2.3 veces en
los dias 8 y 12 en comparacion con células no
estimuladas

- El tratamiento con seralutinib, en comparacion con
el vehiculo, redujo los niveles de PRO-C6 entre
1.3x (0.1 uM) y 3.2x (1 uM) tanto en el dia 8 como
en el dia 12

- El tratamiento con nintedanib, en comparacion con
el vehiculo, redujo los niveles de PRO-C6 entre
1.5% (0.1 uM) y 2.0x (1 uM) en ambos puntos
temporales (dia 8 y dia 12)
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Los NHLF fueron estimulados con un coctel fibrético y tratados con seralutinib (0.1 pM,
0.3 uM, 1 uM 0 3 uM) o nintedanib (0.03 uM, 0.1 pM, 0.3 pM 0 1 uM). PRO-C6 se midi6
en el sobrenadante en los dias 8 y 12 después del tratamiento y de la estimulacion con el
coctel fibrético. Los datos se expresan como media + SEM (n = 4). El analisis estadistico
se realiz6 mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba de comparaciones multiples
de Dunnett. ***p<0.001, ****p<0.0001: grupo de prueba vs. tratamiento con vehiculo en el
dia 8. ####p<0.0001: grupo de prueba vs. grupo de tratamiento con vehiculo en el dia 12.
NHLF: fibroblasto pulmonar humano sano; SEM: error estandar de la media.

CONCLUSIONES

Seralutinib

Figura 2. Seralutinib inhibio la produccion de endotrofina (PRO-C6) en fibroblastos pulmonares humanos
sanos estimulados con un coctel fibrético
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* En concordancia con los datos de biomarcadores clinicos del estudio TORREY y con los modelos preclinicos de fibrosis pulmonar,
seralutinib demostro una supresion significativa de la produccion de PRO-C6 por parte de los HLF, lo que refuerza su potencial para

dirigirse a la fibrosis pulmonar en PH-ILD

- Estos datos respaldan la investigacion continua de PRO-C6 como biomarcador sustituto de fibrosis pulmonar y su papel en la

fisiopatologia de PH-ILD
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