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On the cover / In copertina: ATP12A expression in the nasal mucosa of people without and with CF / Espressione della proteina ATP12A in
cellule nasali derivate da persone senza e con FC

ATP12A  MUCS5AC ciglia  nuclei

non CF

Detection of ATP12A protein in nasal brushings. ATP12A is a proton pump expressed in the apical membrane of airway epithelial cells that
is upregulated in the lungs of people with cystic fibrosis (CF). The activity of ATP12A is considered to be pathogenic, since acidification of
the airway surface may abolish antibacterial activity and make mucus secretions more viscous. The images show ATP12A protein (green)
in freshly fixed nasal brushings derived from non-CF and CF patients. MUC5AC mucin (red) and acetylated tubulin (i.e. cilia, magenta)
were also detected. When comparing non CF and CF cells, it was observed that cells from many people with CF have enhanced expression
of ATP12A in the apical membrane. Furthermore, many CF samples showed unusual ATP12A expression in ciliated cells.

Images were taken with a confocal microscope. At the top, rectangles in the low-magnification images indicate the regions that are ma-
gnified in the bottom images.

Espressione della proteina ATP12A in cellule della mucosa nasale. ATP12A & una pompa protonica espressa nella membrana apicale delle
cellule epiteliali delle vie aeree. E sovraespressa nei polmoni delle persone con fibrosi cistica e la sua attivita & considerata patogena poiché
l'acidificazione della superficie delle vie aeree puo abolire la loro attivita antibatterica e rendere il muco piu viscoso. Le immagini mostrano
la proteina ATP12A (in verde) in cellule della mucosa nasale derivate da persone con e senza fibrosi cistica. In rosso la mucina MUC5AC e
in magenta la tubulina acetilata, che rappresenta le ciglia. Dal confronto tra le cellule non-CF (persone senza FC) e CF (persone con FC)
emerge che le cellule di molte persone con FC hanno una maggiore espressione di ATP12A sulla membrana apicale. Inoltre, nelle cellule
ciliate sembra esserci un'inaspettata espressione di ATP12A (terza immagine).

Le immagini sono state ottenute al microscopio confocale. | rettangoli in basso mostrano ad alto ingrandimento alcune regioni delle
immagini soprastanti.
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Beyond the lung: the gut’s

role in the pathology of
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Oltre il polmone: studiare
il ruolo dell’intestino nella
fibrosi cistica

Background
and rationale
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and objectives
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methods
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results
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From the left: Alessandra Bragonzi,
Federica Ungaro, Valeria Dacco

Alessandra Bragonzi', Federica
Ungaro?, Valeria Dacco?

! Infection and Cystic Fibrosis Unit, San Raffaele Scientific Institute, Milan, Italy - 2 Experimental Gastroenterology
Unit, San Raffaele Scientific Institute, Milan, Italy - 3 Cystic Fibrosis Center, Fondazione Istituto di Ricovero e Cura
a Carattere Scientifico Ca’ Granda, Ospedale Maggiore Policlinico, University of Milan, Italy (FFC#5/2023, new)

Cystic Fibrosis (CF) research on infection and inflammation has primarily focused on lung-related
aspects, with limited exploration of distal organs as contributors to the initiation and progression of lung
damage. Emerging data highlight the connection between gut microbiology and respiratory outcomes,
yet the gut/lung cross-talk in CF is still poorly defined.

Our hypothesis is that the gut mucosa significantly impacts lung microbiology and immunology in
people with CF (pwCF). Our three main objectives are: i) Investigate gut-lung crosstalk mechanisms
using novel mouse models with Pseudomonas aeruginosa intramucosal gut infection in genetically
diverse Collaborative Cross (CC) mice carrying the F508del mutation. ii) Determine whether CFTR
mutation and/or dysbiosis are primary factors influencing the gut-lung axis. iii) Translate our fin-
dings to pwCF cohorts.

Our goals include: i) analyzing gut mucosal immune activation, markers of gut barrier damage, mi-
crobiological cultures and their correlation with lung health; ii) investigating the impact of CFTR
mutations and dysbiosis by comparing wild-type and CF mice with or without microbiota depletion
through antibiotics treatment; iii) assessing the presence of identical pathogens through genotypic and
phenotypic characterization of longitudinal bacterial strains from the gut and lungs of pwCF including
young patients at first infection and patients infected with P. aeruginosa under Kaftrio treatment.

Our unique CF mouse model, developed in the genetically diverse Collaborative Cross (CC) line
37 (CCO37AF508/AF508), exhibits severe lethality and failure to thrive due to gut obstruction. This
phenotype, distinct from other C57BIl/6 models, is accompanied by early systemic and respiratory in-
flammation. The increased gut barrier permeability and the presence of enteric bacteria in the lungs of
CCO37AF508/AF508 mice indicate a potential gut-lung crosstalk that will be a focal point of investi-
gation in this project.

We will establish whether: i) compromised gut barrier integrity results in microbial translocation wi-
thin-host from the gut to the lung, and/or trigger cell activation; ii) CFTR mutation and/or dysbiosis
are influencing factors; iii) in pwCEF, the gut acts as the primary source of infection and inflammation,
persistently affecting the lung even during CFTR-modulator treatment.

La ricerca in fibrosi cistica (FC) relativa alle infezioni e all’inflammazione si & principalmente
focalizzata sui polmoni, con una limitata esplorazione degli organi distali come contribuenti all’in-
sorgenza e progressione del danno polmonare. Dati emergenti evidenziano la connessione tra la
microbiologia intestinale e gli esiti respiratori, ma il rapporto tra intestino e polmoni nella FC ¢
ancora poco studiato.

La nostra ipotesi suggerisce che la mucosa intestinale abbia una influenza significativa sulla micro-
biologia e 'immunologia polmonare nelle persone con FC (pFC). I tre obiettivi principali sono:
i) studiare i meccanismi di interazione intestino-polmone usando nuovi modelli di topo con infe-
zione intestinale intramucosale da Pseudomonas aeruginosa in topi Collaborative Cross (CC) con
mutazione F508del;ii) valutare se le mutazioni di CFTR e/o la disbiosi siano i principali fattori che
influenzano I’asse intestino-polmone; iii) convalidare i nostri risultati in persone con FC.

i) Analizzare I’attivazione del sistema immunitario della mucosa intestinale, i marcatori di danno
alla barriera intestinale e le colture microbiologiche in relazione alla patologia polmonare. ii) Stu-
diare I'impatto delle mutazioni di CFTR e della disbiosi confrontando topi wild-type e FC con o
senza deplezione del microbiota tramite trattamento antibiotico. iii) Valutare le colture microbiolo-
giche mediante caratterizzazione genotipica e fenotipica di ceppi batterici longitudinali da intestino
e polmoni di pFC, inclusi giovani pazienti con la prima infezione e pazienti infettati da P, aeruginosa
in trattamento con Kaftrio.



Risultati Il nostro modello di topo FC nella linea CC037AF508/AF508 presenta grave letalita dovuta a
preliminari un’occlusione intestinale. Questo fenotipo, diversamente da altri modelli C57Bl/6, & associato a
un’infiammazione sistemica e respiratoria precoce, reversibile con trattamento lassativo. L’aumen-
tata permeabilita della barriera intestinale e la presenza di batteri enterici nei polmoni dei topi
CC037AF508/AF508 indicano un potenziale legame intestino-polmone che sara al centro dell’in-

dagine in questo progetto.

Conclusioni  Stabiliremo se: i) la compromissione dell’integrita della barriera intestinale comporta una traslo-
cazione microbica all’interno dell’ospite dall’intestino ai polmoni, e/o attiva le cellule; ii) le muta-
zioni di CFTR e/o la disbiosi siano fattori influenti; ii) nelle pFC, ’intestino agisce come principale
fonte di infezione e infiammazione, influenzando persistentemente i polmoni anche durante il
trattamento con modulatori del CFTR.

Ex vivo pig lung as a new
model to study the efficacy

of phage therapy against
Pseudomonas aeruginosa Marco Cafora', Francesca Forti?, Freya
infection in cystic fibrosis Harrison’, Federica Briani?, Anna Pistocchi!

Marco Cafora (on the right) and his collaborators

Espiantidi pol q ial ! Department of Medical Biotechnology and

spianti di polmone di maiale Translational Medicine, University of Milan, Italy - 2
come nuovo modello per testare Department of Biosciences, University of Milan,

la terapia fagica contro infezioni Italy - *School of Life Science, University of Warwick

da Pseudomonas aeruginosa in (UK) (GMRF#1/2023, new)
fibrosi cistica

Background Chronic bacterial infections affect individuals whose normal immune defenses are compromised, in-
and rationale cluding those with cystic fibrosis (CF). Pseudomonas aeruginosa (Pa) colonization of the abnormally
thick mucus in the respiratory tract leads to intractable biofilm infections of the lower airways. Despite
repeated antibiotic administration, episodes of acute pulmonary exacerbation leading to death from
respiratory failure occur. There is the urgent need to develop new therapeutic treatments to counte-
ract this type of infection by using new models for the study of biofilm formation. Indeed, at present,
biofilm studies are mainly based on assays on plastic surfaces. The use of mimic models which by
recapitulating the in vivo environment reproduce the metabolic state of the pathogen, leading to the
formation of bona fide biofilm.

Hypothesis  The present project aims to use the ex vivo pig lung (EVPL) CF model, a powerful system that mimics
and objectives the physicochemical environment of the human CF airways allowing for in vivo biofilm-like growth,
to validate the efficacy of phage therapy against Pa biofilm-associated infections. This ex vivo platform

could enhance testing combined phages and antibiotics assay.

Essential We are setting up the EVPL CF model to study infections from different strains of Pa (i.e. laboratory strains
methods as PAOI or strains derived from individuals with CF treated with modulators) and the antimicrobial effects
of new or already characterized phages, alone or in combination with antibiotics. In addition, the results

obtained on the EVPL CF model will be validated using the CF human primary bronchial epithelial cells.

Preliminary In previous projects, we isolated and characterized new phages specific for Pa. We demonstrated
results  their antimicrobial potential both in vitro, using planktonic culture and biofilm, and in vivo, on Gal-
leria mellonella, mouse and wild-type or CF zebrafish acute infection models.

Conclusions The present study aims to demonstrate the potency of a new CF model to test the efficacy of phage
therapy against Pa biofilm, in order to address an unsolved issue of phage therapy. The topic is of
absolute importance for individuals with CF as this pathogen is difficult to eradicate due to its high
mutational adaptation rate and its ability to switch to a biofilm lifestyle. In addition, the new CF
model, once developed, will be available for FFC Ricerca projects testing antimicrobial agents.

Razionale Le infezioni batteriche croniche hanno particolare incidenza sugli individui con difese immunitarie
dello studio  compromesse, come le persone con fibrosi cistica (FC). La colonizzazione del tratto respiratorio da
parte di Pseudomonas aeruginosa (Pa) causa I'insorgenza di infezioni caratterizzate dalla presenza
di biofilm. Nonostante somministrazioni ripetute di antibiotici, si verificano episodi di esacerbazione
polmonare acuta che portano spesso alla morte per insufficienza respiratoria. Per contrastare questo
tipo di infezione, c’¢ la necessita di sviluppare nuovi trattamenti terapeutici attraverso I'uso di nuovi
modelli per lo studio del biofilm che, a oggi, ¢ studiato principalmente tramite saggi svolti su supporti
in plastica. Al contrario, modelli che ricapitolano 'ambiente in vivo, possono riprodurre lo stato
metabolico del patogeno, portando alla formazione di un biofilm autentico.

Ipotesi Il progetto mira all’'uso del modello FC di espianto di polmone di maiale (EVPL), un efficace
e obiettivi sistema che mima I’ambiente chimico-fisico delle vie aeree umane FC permettendo la formazio-
ne di un biofilm simile alla situazione in vivo, per validare I’efficacia della terapia fagica contro
infezioni da Pa con presenza di biofilm. Inoltre, tramite questa piattaforma ex vivo verra testata
Iefficacia dei fagi in combinazione con antibiotici.



Metodi Il modello FC EVPL verra usato per studiare le infezioni da diversi ceppi di Pa (di laboratorio o
derivati da persone con FC in trattamento con i modulatori) e le proprieta antimicrobiche di fagi
nuovi e gia caratterizzati, anche in combinazione con antibiotici. Infine, i risultati ottenuti verranno
verificati usando modelli di cellule epiteliali bronchiali umane FC.

Risultati  Sono stati isolati e caratterizzati nuovi fagi specifici per Pa e dimostrato il loro potenziale antimi-
preliminari  crobico in vitro, su colture planctoniche e su biofilm, e in vivo, su diversi modelli animali quali topo
e zebrafish.

Conclusioni  Questo studio vuole dimostrare il potenziale di un nuovo modello FC per testare I’efficacia della te-
rapia fagica contro il biofilm di Pa, una delle questioni irrisolte in fibrosi cistica. L’argomento ¢ di as-
soluta importanza per la comunita FC, data la difficolta di eradicazione di questo patogeno, dovuta
all’alta capacita adattativa e di crescita in biofilm. Inoltre, questo nuovo modello sara a disposizione
per lo studio di agenti antimicrobici nell’ambito dei progetti FFC Ricerca.

Developing a new r espiratory Rcﬂaerto Plebani (in the middle)(with his )
. . collaborators, Anna Stejskalova (on the left
3D model as an innovative and Giovanni Di Bonaventura (on the right)
strategy to study the
inflammation pathology in Roberto Plebani

cystic fibrosis Department of Medical, Oral e Biotechnolo-
Messa a punto di un modello gical Sciences, “G. dAnnunzio” University of

; L hieti-P hieti, Ital
3D di tessuto respiratorio per Chieti-Pescara, Chieti, Italy
(GMSG#1/2023, new)

studiare l'infammazione in
fibrosi cistica

Background Aberrant inflammation and recurrent infections are landmarks of cystic fibrosis (CF) airways. Due
and rationale o the low transferability of data obtained in animals, human preclinical systems for drug testing are
crucial to improve the anti-inflammatory strategies. The organ-on-a- chip technology has revolutio-
nized preclinical research. In this respect, we recently modeled the first partial CF airway-on-a-chip,
composed of a CF pseudostratified bronchial epithelium and endothelial cells (ECs), to investigate
inflammation and pathogen infections in CF airways. Although this model provided compelling
evidence of CF airway dysfunction, a complete CF chip, including CF-ECs and a CF stroma, will
reproduce more faithfully a CF respiratory unit.

Hypothesis We hypothesize that modeling a complete CF human airway structure will provide an unprecedent
and objectives platform for mechanistic and pharmacological studies in CF. Our objectives are: i) to model the CF
airway-on-a-chip 2.0; ii) to monitor the impact of CFTR modulation on the immune-inflammatory

response in the chip, in presence or absence of Pseudomonas aeruginosa infection.

Essential The new chip will be populated by CF bronchial epithelial cells (HBE), CF-ECs and CF fibroblasts.
methods We will compare pathogenetically relevant features of the CF airway-on-a-chip 2.0, including mucus
accumulation and rheology by immunofluorescence, and cytokine/chemokine release by multiplex
ELISA, with those of wild type chips at basal levels and after infection. We will also perfuse poly-
morphonuclear neutrophils (PMN) (CF or not) and monitor their activation and migration by
flow cytometry and confocal microscopy, in the presence or absence of Kaftrio and Pseudomonas

aeruginosa.

Preliminary We successfully isolated and cultured CF-ECs in microfluidic chips. These chips displayed altered
results EC layer integrity and activation of PMNs upon contact with CF-ECs, confirming the role of EC
dysfunction in CF inflammation.

Conclusions We expect to obtain valuable information on the pathobiology of CF inflammation, and the proof of
principle that the CF airway-on-a-chip 2.0 can be proposed as the first human preclinical platform
for studies on CFE Data obtained with this approach will help to elucidate pathogenetic mechanisms
and due to their high translatability will improve drug monitoring and discovery rate for the benefit
of people with CFE.

Razionale Infiammazione eccessiva e infezioni ricorrenti caratterizzano le vie aeree in fibrosi cistica (FC). A
dello studio causa della scarsa traslazione dei dati ottenuti negli animali, i modelli preclinici umani sono fon-
damentali per testare farmaci e migliorare le strategie antinfiammatorie. La tecnologia dell’organ-
on-a-chip ha rivoluzionato la ricerca preclinica. Abbiamo recentemente sviluppato il primo chip
bronchiale parzialmente FC, composto da un epitelio bronchiale pseudostratificato FC e cellule
endoteliali (CE), per studiare I'infiammazione e le infezioni delle vie aeree FC. Sebbene questo
modello abbia confermato la disfunzione delle vie aeree in FC, un chip totalmente FC, compresi
CE e stroma FC, potrebbe riprodurre piti fedelmente un’unita respiratoria FC..

Ipotesi La riproduzione delle vie aeree umane FC fornirebbe un modello senza precedenti per studi mec-
e obiettivi canicistici e farmacologici nella FC. I nostri obiettivi sono: i) costruire 1’airway-on-a-chip FC 2.0,
ii) monitorare nel nuovo chip 'impatto della modulazione di CFTR sulla risposta immuno-infiam-

matoria in presenza o assenza di infezione da Pseudomonas aeruginosa.
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Il nuovo chip sara popolato da sole cellule FC, tra cui epiteliali bronchiali (HBE), CE e fibroblasti.
Confronteremo le caratteristiche patologiche dei chip FC con quelle dei chip di controllo, in par-
ticolare ’accumulo di muco e la reologia mediante immunofluorescenza e il rilascio di citochine/
chemochine mediante ELISA multiplex, a livelli basali e dopo I'infezione. Perfonderemo neutro-
fili (FC o meno) e ne monitoreremo l’attivazione e la migrazione mediante citometria a flusso e
microscopia confocale, in presenza o assenza di Kaftrio e Pseudomonas aeruginosa.

Abbiamo isolato e coltivato con successo CE-FC in chip di microfluidica. Questi chip hanno mo-
strato alterazioni del monostrato endoteliale e un’attivazione dei neutrofili a contatto con CE-FC,
confermando il ruolo della disfunzione delle CE nell’infliammazione in FC.

Ci aspettiamo di ottenere preziose informazioni sulla patobiologia dell’infiammazione in FC e
una prima prova che 'airway-on-a-chip FC 2.0 potrebbe essere proposto come prima piattaforma
preclinica umana in FC. I dati ottenuti aiuteranno a chiarire i meccanismi patogenetici in FC e,
grazie alla loro traslazione, a migliorare il monitoraggio dei farmaci e della loro efficacia a benefi-
cio delle persone con FC.

Mario Romano (2™ from the right) with his
collaborators

Mario Romano

Department of Medical, Oral e Biotechnological Sciences,
“G. dAnnunzio” University of Chieti-Pescara, Chieti, Italy
(FFC#15/2023, new)

Despite the introduction of CFTR modulators, unresolved inflammation still represents a signi-
ficant problem for people with cystic fibrosis (CF). Since current anti-inflammatory therapy is
of limited efficacy, innovative strategies to combat CF inflammation are needed. In this respect,
pro-resolving pharmacology is emerging. Melanocortins are peptide hormones that activate spe-
cific receptors (MCI-5), suppressing the release of proinflammatory cytokines and promoting
inflammation resolution. Synthetic melanocortins with enhanced pro-resolving activity are being
tested in clinical trials.

We hypothesize that melanocortin-based therapy can offer a fresh and innovative approach to the mana-
gement of CF inflammation. Main objectives of this program are: i) To use the airway on-a-chip as a CF
preclinical model to test the pro-resolving, antimicrobial efficacy of synthetic melanocortins. ii) To inte-
grate the multiple layer evidence provided by the chip to establish a new paradigm in drug testing in CE.

We will construct airway-on-a-chip modules using the Emulate device populated by CF human
bronchial epithelial cells, differentiated at air liquid interface, and CF vascular lung endothelial cells.
The chips will be infected or not with P. aeruginosa (PAO1) and perfused with CF polymorphonu-
clear leukocytes (PMN). [Nle4,D-Phe7]- aMSH, pan Melanocortin receptor (MCR) agonist, and
BMS, selective MCRI agonist, will be delivered to the vascular channel or to the airway channel, and
their impact on several parameters of infection and inflammation will be evaluated.

Human CF macrophages, PMN and bronchial epithelial cells express MCRI1,3,4,5. Endogenous
(a-MSH) and synthetic (BMS-470539) melanocortins enhanced PMN apoptosis, while decreasing ROS
release. BMS significantly stimulated efferocytosis by CF macrophages and potently inhibited the release
of IL-8 and CCL2. Both a-MSH and BMS stimulated bacterial phagocytosis by CF PMN and ma-
crophages. These results establish that melanocortins inhibit pro-inflammatory pathways, while potentia-
ting pro-resolving mechanisms in human CF cells.

We expect to collect preclinical evidence of melanocortin pro-resolving, antimicrobial efficacy on
CF airways as a first step of the introduction of these molecules in the therapeutic lineup to contrast
CF lung inflammation and infection. We will also expect to develop innovative preclinical tools.

Nonostante I'introduzione dei modulatori CFTR, I'infiammazione irrisolta rappresenta ancora
un problema significativo per le persone affette da fibrosi cistica (FC). Poiché I’attuale terapia
antinflammatoria ha un’efficacia limitata, sono necessarie strategie innovative per combattere I'in-
fiammazione della FC. A questo proposito sta emergendo la farmacologia pro-risoluzione. Le me-
lanocortine sono ormoni peptidici che attivano recettori specifici (MC1-5), sopprimendo il rilascio
di citochine proinfiammatorie e promuovendo la risoluzione dell’infiammazione. Melanocortine
sintetiche con potente attivita pro-risoluzione sono in fase di sperimentazione in studi clinici.

Ipotizziamo che la terapia a base di melanocortine possa offrire un approccio innovativo alla gestio-
ne dell’infiammazione della FC. Gli obiettivi principali di questo progetto sono: i) usare un dispo-
sitivo (chip) che riproduce la struttura delle vie aeree come modello preclinico di FC per verificare
P’efficacia antimicrobica pro-risoluzione di melanocortine sintetiche; ii) integrare le molteplici evi-
denze fornite dal chip per stabilire un nuovo paradigma di sperimentazione farmacologica nella FC.
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Costruiremo dispositivi airway-on-a-chip usando il dispositivo Emulate popolato da cellule epite-
liali bronchiali umane FC, differenziate all’interfaccia aria-liquido, e cellule endoteliali polmonari
vascolari FC. I chip verranno infettati o meno con P. aeruginosa (PAO1) e perfusi con leucociti
polimorfonucleati (PMN) FC. [Nle4,D-Phe7]-aMSH, agonista di tutti i recettori per le melanocor-
tine (MCR), e BMS, agonista selettivo di MCR1, verranno somministrati dal canale vascolare o dal
canale epiteliale e verra valutato il loro impatto su diversi parametri di infezione e infiammazione.

Macrofagi, PMN e le cellule epiteliali bronchiali umane FC esprimono MCR1,3,4,5. Melanocor-
tine endogene (a-MSH) e sintetiche (BMS-470539) hanno stimolato 1’apoptosi dei PMN, dimi-
nuendo il rilascio di specie reattive dell’ossigeno. Il BMS ha stimolato significativamente ’effero-
citosi da parte dei macrofagi CF e ha inibito potentemente il rilascio di IL-8 e CCL2. Sia a-MSH
che BMS hanno stimolato la fagocitosi batterica da parte di PMN e macrofagi FC. Nel complesso
questi risultati dimostrano che le melanocortine inibiscono meccanismi inflammatori, potenzian-
do quelli pro-risoluzione in cellule umane FC.

Ci aspettiamo di raccogliere evidenze precliniche sull’efficacia antimicrobica e pro-risolutiva del-
le melanocortine sulle vie aeree FC come primo passo verso l'introduzione di queste molecole
nell’armamentario terapeutico per contrastare I'inflammazione e I'infezione polmonare nella FC.
Ci aspettiamo anche di sviluppare strumenti preclinici innovativi.

Ilaria Lampronti (2" from the left) with her
collaborators

Ilaria Lampronti

Department of Life Sciences and Biotechnology,
University of Ferrara, Ferrara, Italy

(FFCi#10/2022, ongoing)

Starting from different new TMA (4,6, 4°- Trimethylangelicin) synthetic derivatives, we were able to
identify GY971a, a molecule with interesting biological activity that will be developed as a possible
anti-inflammatory drug for cystic fibrosis (CF).

Our proposal is aimed to progress toward the validation of GY971a, as a potential
anti-inflammatory agent, by the evaluation of its activity in human differentiated bronchial epithelia
(HBE) obtained in collaboration with the FFC Ricerca Servizio Colture Primarie, and in murine
models of CF and chronic inflammation (treatments and analysis in collaboration with the FFC
Ricerca CFaCore).

The studies on the synthetized GY971a (a) are being conducted ex vivo (b) and in vivo (c).

a) Innovative synthetic strategies were used to obtain a large amount of GY-971a. b) Primary HBE
cells were firstly used to set up the method and test different approaches, then HBE cells derived
from several CF patients were used to study the anti-inflammatory activity of GY-971a. c) Murine
model of P. aeruginosa chronic airway infection and CF mice will be used to test the efficacy of GY-
971a with different treatment schedules (early or late after infection), after having set the appropriate
conditions for administration via aerosol.

It was demonstrated that GY971a decreases the IL-8 gene expression in CF bronchial cell lines and wi-
thout pro-apoptotic, mutagenic and phototoxic effects, facilitating our decision to test its efficacy in vivo,
using a mouse model of acute P. aeruginosa lung infection. The anti-inflammatory effect of GY971a was
confirmed in vivo: this derivative was able to deeply decrease total inflammatory cells, including neu-
trophils and macrophages and to modulate the expression of cytokines/chemokines involved in inflam-
mation. We are now testing GY971a in HBE cells derived from CF patients. The first obtained results are
encouraging: GY971a is able to decrease the expression of IL-8, IL-6, IL-1§ and TNF-a also in ex-vivo
experiments.

The results obtained during the first year of the project confirm that GY971a has an anti-inflamma-
tory activity also in HBE primary cells derived from different CF patients, without interfering with
the action of the new modulatory drugs (Kaftrio).

Partendo dalla progettazione di nuovi analoghi sintetici della TMA (4,6,4’-Trimetilangelicina),
siamo riusciti ad identificare GY971a, una molecola con interessante attivita biologica che stiamo
studiando e sviluppando come potenziale agente antinfiammatorio per la fibrosi cistica (FC).

Il nostro obiettivo consiste nel validare il nuovo derivato GY971a come agente antinflammatorio, stu-
diando la sua attivita su colture primarie di cellule bronco-epiteliali umane (HBE) derivate da persone
con FC, ottenute grazie alla collaborazione con il Servizio Colture Primarie di FFC Ricerca, e in modelli
di topo FC e di infiammazione cronica grazie alla collaborazione con il CFaCore di FFC Ricerca.



Metodi  Gli studi su GY971a sintetizzato ex-novo (a) sono condotti mettendo a punto esperimenti ex vivo
(b) e in vivo (c).
a) Il derivato GY-971a ¢ stato sintetizzato sfruttando metodi chimici innovativi. b) Cellule HBE de-
rivate da persone con FC e sottoposte a trapianto polmonare sono state usate per settare il modello
di infiammazione e iniziare lo studio di GY971a
c) Per testare efficacia di GY971a sara in futuro usato anche un modello murino di infezione croni-
ca da P. aeruginosa delle vie aeree e topi FC.

Risultati Il derivato GY971a ha dimostrato di essere in grado di diminuire ’espressione del gene IL-8 in
preliminari linee cellulari fibrocistiche, senza determinare effetti pro-apoptotici, mutageni e fototossici, ed
¢ risultato efficace anche in vivo, in un modello murino di infezione polmonare acuta. Questo
derivato, infatti, & stato in grado di ridurre in modo rilevante il numero di cellule infiammatorie
totali, tra cui neutrofili e macrofagi, e di modulare I’espressione di citochine/chemochine coinvolte
nell’inflammazione. Stiamo oggi valutando la molecola su cellule HBE derivate da persone con
FC. I primi risultati ottenuti sono incoraggianti: GY971a ¢ in grado di diminuire 1’espressione

genica di IL-8, IL-6, IL-18 e TNF-a anche in esperimenti ex vivo.

Conclusioni I risultati ottenuti durante il primo anno del progetto confermano l'interesse per GY971a, che
dimostra attivita antinfiammatoria anche in colture primarie HBE ottenute da alcune persone con
FC, senza interferire con lattivita dei nuovi farmaci modulatori (Kaftrio).
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Background The resistance of the most relevant Nontuberculous Mycobacterium (NTM) M. abscessus (Mab)
and rationale against conventional therapies is globally rising, especially among cystic fibrosis patients. Thus, new
strategies are urgently needed. Iron acquisition is an interesting target, critical for pathogen growth
and virulence. To get this essential cofactor, Mycobacteria produce siderophores that are iron chela-
tors and whose biosynthesis was widely investigated in M. tuberculosis (Mtb), leading to inhibitors

with bacteriostatic activity.

Hypothesis The aim of the project is the identification of new compounds targeting iron uptake in Mab. To this pur-
and objectives pose we focus on the first enzyme in the siderophore biosynthetic pathway, the salicylate synthase Sas.

Essential To identify new Mab-SaS inhibitors, we used a combined fragment-based and ligand-based drug
methods design approach. Considering the high homology between Mycobacterial SaS, we used a model
based on Mtb-SasS to perform a virtual screening (VS). In parallel, Mab-SaS was crystallized, and
the structure solved. This new structure was used to refine our model. For all compounds identified
as potential ligands, the activity and affinity were determined through biochemical and biophysical

methods.

Preliminary  Using the homology model built on Mtb-SaS, we performed a VS of a library of phenyl-furan com-

results pounds active against Mtb. The best compounds were assayed against Mab-SasS, identifying three

inhibitors with IC50 and KD in the low uM range. In parallel, we solved for the first time the crystal

structure of Mab-SasS, that allowed to refine the VS affording a further lead, 5-(3-sulfamoylphenyl)
furan-2-carboxylate, showing high potency (IC50 of 2.3 uM).

Conclusions The validity of the phenylfuran-carboxylate scaffold for the development of new potent Mab-SaS
inhibitors was confirmed, identifying new leads that will be optimized. Moreover, the availability of
the Mab-SaS structure allowed to refine the in-silico screening, identifying further promising com-
pounds. These compounds will be co-crystallised with Mab-SasS, to better understand their binding
mode. Moreover Mab-SasS structure will be used for further VS to identify novel scaffolds. Finally,
the inhibitors identified, as well as all the molecules that will be found, will be tested for their an-
tiMycobacterial activity and toxicity..
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Tra i micobatteri non tubercolari, M. abscessus (Mab) sta emergendo in modo preoccupante, so-
prattutto tra le persone con fibrosi cistica, a causa della diffusione di ceppi resistenti ai farmaci. E
pertanto urgente individuare nuove strategie antibatteriche.

L’approvvigionamento del ferro ¢ un bersaglio interessante perché fondamentale per la crescita
e la virulenza dei patogeni. Per ottenere questo cofattore, i micobatteri producono siderofori in
grado di chelarlo, la cui biosintesi ¢ stata ampiamente studiata in M. tuberculosis (Mtb), portando
allo sviluppo di inibitori.

Lobiettivo del progetto ¢ I'identificazione di nuovi inibitori dell’assorbimento del ferro in Mab.
A tale scopo ci siamo focalizzati sul primo enzima della biosintesi dei siderofori, salicilato sintasi
(SaS), precedentemente studiato con successo per identificare agenti antitubercolari.

Per individuare nuovi inibitori di Mab-Sa$S, abbiamo impiegato un approccio combinato di pro-
gettazione di farmaci basati su frammenti e su ligandi. In primo luogo, data I’elevata omologia tra
le SaS micobatteriche, abbiamo eseguito uno screening virtuale (VS), usando un modello basato
su Mtb-SaS. In parallelo, Mab-SaS ¢ stato cristallizzato e la struttura risolta. Quest’ultima & stata
usata per perfezionare lo screening. Per tutti i potenziali ligandi, I’attivita e I’affinita sono state
determinate con metodi biochimici e biofisici.

Usando il modello di omologia costruito su Mtb-SaS, abbiamo eseguito un VS di una libreria di
composti fenil-furanici. I migliori composti sono stati saggiati contro Mab-SaS e sono stati trovati
tre inibitori con valori di IC50 e KD nel range del basso pM. Parallelamente, abbiamo risolto la
struttura cristallina di Mab-SaS, potendo raffinare il VS, e abbiamo identificato un ulteriore lead,
con una IC50 di 2,3 pM.

E stata confermata la validita dello scaffold fenil-furanico per lo sviluppo di inibitori di Mab-SasS.
Inoltre, la disponibilita della struttura cristallografica ha permesso di affinare lo screening in-silico,
e di identificare ulteriori composti promettenti, che saranno co-cristallizzati con Mab-SaS, per
comprendere meglio la loro modalita di legame. Inoltre, la struttura di Mab-SaS sara usata in ulte-
riori VS per identificare nuovi scaffold. Infine, gli inibitori identificati, cosi come tutte le molecole
selezionate, verranno testati per I’attivitd antimicobatterica e la tossicita.

Federico Giannoni (on the left)
with his collaborators.

Alessio Lanni, Angelo Iacobino, Federico
Giannoni

Department of Infectious Diseases, Istituto Superiore di Sanita,
Rome, Italy

(FFC#6/2022, concluded)

Mycobacterium abscessus (Mab) causes chronic pulmonary infections in people with cystic fibrosis
(CF). In vitro, combinations with 5 drugs are necessary to sterilize Mab cultures. Different forms of
Mab are observed: actively replicating (AR) bacteria, subpopulations of drug tolerant persister cells
(PC), and, in condition of oxygen depletion found in biofilm, a dormant, drug resistant, nonrepli-
cating (NR) phenotype.

Beta-lactams have potential interest for treatment of Mab infections. Our objectives were: i) to study
drug combinations on AR and NR cultures containing the core bedaquiline-amikacin (BA) plus a
third drug, and ii) to understand the biology of PC subpopulations by testing drugs and studying
patterns of gene expression.

We cultured Mab ATCC 19977 under aerobic and hypoxic conditions and treated with drugs and
drug combinations. Moreover, we extracted total RNA from AR, NR and PC Mab for gqRT-PCR
and RNAseq.

We characterized MIC and growth curves in AR and NR conditions of Mab. AR Mab is highly su-
sceptible to BA combination. Under hypoxia, a natural mortality rate is increased by BA. We tested
6 drugs alone or in combination with BA: tetracyclines omadacycline and eravacycline, tedizolid, an
oxazolidinone similar to linezolid, and beta-lactams imipenem, doripenem and cefoxitin. All drugs
were active against AR Mab, and beta-lactams significantly boosted BA killing activity. No effect was
observed in NR Mab. Concerning studies on PC, we tested the addition of a third drug after 8 days of
incubation with BA, observing an increased killing by rifabutin and nimorazole compared to simul-
taneous addition with BA. qRT-PCR experiments on BA treated Mab showed a strong activation of
dormancy related genes, hsp20, sigE, and toxins-antitoxins, hicB, vap B and MAB_3113, suggesting that
aerobic PC subpopulations display a NR phenotype. Finally, we have set-up the optimal conditions for
an RNAseq study of PC, currently underway.



Conclusions The use of drug combinations remains the only feasible approach to Mab infections. Mab is su-
sceptible to drugs, but the presence of dormant cells and PC, all encountered in CF patients, causes
treatment failures. Studying differences between dormant and persisters, identifying the key genes
and factors that regulate and induce these forms, and drugs specifically targeting them will have an
impact on clinical protocols.

Razionale Mycobacterium abscessus (Mab) causa infezioni polmonari croniche in persone con fibrosi cistica (FC).
dello studio  In vitro, & necessaria una combinazione di 5 farmaci per sterilizzare le colture di Mab. Si osservano
diverse forme di Mab: batteri che si replicano attivamente (AR), sottopopolazioni di cellule persistenti
(PC) farmaco-tolleranti e, in condizioni di deplezione di ossigeno, un fenotipo dormiente, non replicati-
vo (NR), farmaco-resistente.
Ipotesi  Gli antibiotici beta-lattamici sono di interesse per il trattamento delle infezioni da Mab. Gli obiettivi
e obiettivi  del progetto erano: testare combinazioni di farmaci su colture AR e NR contenenti il bedaquilina-a-
mikacina (BA) pill un terzo farmaco e studiare I’espressione genica e i farmaci attivi su PC.
Metodi Abbiamo coltivato Mab ATCC 19977 in aerobiosi e ipossia e trattato con farmaci, ed estratto
I’RNA totale da AR, NR e PC Mab per qRT-PCR e RNAseq.
Risultati Abbiamo definito MIC e curve di crescita in condizioni AR e NR di Mab. AR Mab ¢ altamente
sensibile alla combinazione BA. In ipossia, il tasso di mortalita naturale ¢ aumentato con BA.
Abbiamo testato 6 farmaci da soli o in combinazione con BA: le tetracicline omadaciclina ed
eravaciclina, il tedizolid, un ossazolidinone simile al linezolid e i beta-lattamici imipenem, doripe-
nem e cefoxitina. Tutti i farmaci sono attivi contro AR Mab e i beta-lattamici hanno aumentato
significativamente la mortalita di BA. Nessun effetto ¢ stato osservato in NR Mab. Riguardo le
PC, abbiamo testato I’aggiunta di un terzo farmaco dopo 8 giorni di incubazione con BA, osser-
vando un aumento della mortalita da parte di rifabutina e nimorazolo rispetto alla loro aggiunta
insieme a BA. qRT-PCR su Mab trattato con BA hanno mostrato una forte attivazione di geni
correlati alla dormienza, hsp20, sigE e tossine-antitossine, hicB, vapB e MAB_3113, suggerendo
che le sottopopolazioni di PC aerobiche mostrano un fenotipo NR. Infine, abbiamo messo a punto
le condizioni per ’'RNAseq dei PC, attualmente in corso.

Conclusioni  L'uso di combinazioni di farmaci resta I'unico approccio alle infezioni da Mab. La presenza di cellule
dormienti e PC, anche in vivo nelle persone con fibrosi cistica, causa fallimenti terapeutici. Lo studio
delle differenze tra NR e PC, I'identificazione dei geni chiave e dei fattori che regolano e inducono
queste forme e i farmaci attivi su di esse avranno un impatto sui protocolli clinici.

Evaluation of the efﬁcacy of From the left: Maria Rosalia Pasca,
the “VOMG” new antibiotic Riccardo Manganelli, Fabio Saliu
against Mycobacterium
abscessus Maria Rosalia Pascal, Riccardo
Manganelli?, Fabio Saliu®

Valutazione dell’efficacia
del nuovo antibiotico
“VOMG” contro

Mycobacterium abscessus

' Department of Biology and Biotechnology “Lazzaro Spallanzani”, University of Pavia, Italy - 2 Department of
Molecular Medicine, University of Padua, Italy - * Infection and Cystic Fibrosis Unit San Raffaele Scientific Institute,
Milan, Italy (FFC#9/2023, new)

Background Nontuberculous Mycobacteria (NTM) are important pathogens, which are responsible for a wide
and rationale Sspectrum of clinical manifestations. The incidence of pulmonary disease caused by Mycobacterium
abscessus complex (MABSC) members is dramatically increasing especially among people with
cystic fibrosis worldwide, with M. abscessus subsp. abscessus (M. abscessus) becoming the most
worrisome. M. abscessus infections are characterized by the formation of granulomas. These are
organized structure of macrophages, epithelioid cells and multinucleated giant cells, surrounded by
a ring of lymphocytes. Their function is to localize and contain Mycobacteria while concentrating
the immune response to a limited area. During the life in the granulomas, bacteria are hypothesized
become more tolerant to different stress, including that due to drugs. M. abscessus treatment is a
combinational and highly toxic therapy up to 2 years long. Treatment failure is associated to unfa-
vourable progression and to an accelerated lung function decline. Consequently, new active and less
toxic drugs are urgently needed. Out of more than 700 compounds ad hoc synthetized, we found that
VOMG was the only hit molecule active against M. abscessus in vitro, M. abscessus biofilm and in
vivo with a high bactericidal activity. We recently discovered that it targets cell division, by inhibiting
the FtsZ protein. VOMG has been patented with the co-ownership of FFC Ricerca thanks to the
potential of its activity in vitro, in vivo and against biofilm.

Hypothesis  Our results show that VOMG has features to be a drug candidate against M. abscessus with the po-
and objectives lential to be included in regimens to treat M. abscessus lung disease. In this project, we aim at: i) to
study the mechanism of action of VOMG in depth; ii) to evaluate the activity of VOMG alone and
in combination with amikacin in M. abscessus infected mice using different methods; iii) to study
the activity of VOMG alone or in combination with amikacin in a granuloma-like structure model

induced by M. abscessus infection.
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We will use microbiological methods to reach the aims of the Project.
We are setting up the granuloma like structures assay in M. abscessus.

Our findings will pave the wave for the development of new potential therapeutic and antimicrobial
treatments against M. abscessus infections in particular for people with cystic fibrosis.

I Micobatteri Non Tubercolari (MNT) sono importanti patogeni, responsabili di un ampio spettro
di manifestazioni cliniche. L'incidenza della malattia polmonare causata dai membri del Myco-
bacterium abscessus complex (MABSC) ¢ in drammatico aumento soprattutto tra le persone con
fibrosi cistica in tutto il mondo, con M. abscessus subsp. abscessus (M. abscessus) che diventa il
pil preoccupante. Le infezioni da M. abscessus sono caratterizzate dalla formazione di granulomi,
strutture organizzate di macrofagi, cellule epitelioidi e cellule giganti multinucleate, circondate da
un anello di linfociti. La loro funzione ¢ quella di contenere i micobatteri, concentrando la risposta
immunitaria in un’area limitata. Durante la vita nei granulomi, si ipotizza che i batteri diventino
piu tolleranti a diversi stress, compresi quelli dovuti ai farmaci. Il trattamento di M. abscessus
consiste in una terapia combinata altamente tossica che dura fino a 2 anni; il suo fallimento ¢
associato a un declino accelerato della funzione polmonare. Di conseguenza, sono urgentemente
necessari nuovi farmaci attivi e meno tossici. Fra oltre 700 composti sintetizzati ad hoc, VOMG ¢
stata I’'unica molecola che abbiamo trovato essere attiva contro M. abscessus in vitro, il biofilm di
M. abscessus € in vivo.

Recentemente abbiamo scoperto che VOMG ha come bersaglio la divisione cellulare, inibendo la
FtsZ.VOMG ¢ stato brevettato con la comproprieta di FFC Ricerca e ha le caratteristiche per es-
sere un candidato farmaco contro M. abscessus. In questo progetto, ci proponiamo di: i) studiare a
fondo il meccanismo d’azione di VOMG; ii) valutare I’attivita di VOMG da solo e in combinazio-
ne con I’amikacina in topi infettati da M. abscessus usando diversi metodi; iii) studiare I’attivita di
VOMG da solo o in combinazione con I’amikacina in un modello di struttura simile al granuloma
indotto dall’infezione da M. abscessus.

Verranno usati metodi microbiologici per raggiungere gli scopi del progetto.

Stiamo mettendo a punto il saggio per la formazione in vitro dei granulomi in M. abscessus.

I nostri risultati apriranno la strada allo sviluppo di nuovi potenziali trattamenti terapeutici e
antimicrobici contro le infezioni da M. abscessus, in particolare per le persone con fibrosi cistica.

Maurizio Fraziano (on the right) and his collaborators

Noemi Poerio!, Tommaso Olimpieri', Nicolai
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Marco Maria D’Andrea’, Federico Alghisi®,
Daniela Cirillo?, Maurizio Fraziano'

! Department of Biology, University of Rome Tor Vergata, Italy -
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Milan, Italy - * Fibrosis Unit, Pediatric Hospital “Bambino Gesu”,
Rome, Italy

(FFC#13/2022, ongoing)

We have generated apoptotic body-like liposomes (ABL) carrying bioactive lipids that enhance antimicro-
bial response of macrophages irrespective of pathogen’s antibiotic resistance. Impaired macrophage fun-
ctions in cystic fibrosis (CF) patients have a crucial role in the defective bacterial clearance, which persist
despite the therapeutic use of Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator channel (CFTR)
modulators, such as Kaftrio.

The main aim of this project is to ameliorate the beneficial effects of Kaftrio, that might be hindered by
chronic Mycobacterium abscessus (Mab) colonization, by a therapeutic strategy based on ABL/Kaftrio
and antibiotics, as a combined host and pathogen-directed approach, which may simultaneously target
intracellular and extracellular pathogens and defective CFTR.

Primary macrophages derived by people with CF, undergoing Kaftrio regimen or not, were in vitro in-
fected with Mab, and stimulated with ABL loaded with phosphatidyl5-phosphate (PI5P) or phosphati-
dylserine (PS) and/or Kaftrio. Efficacy of treatments was evaluated in terms of intracellular Mycobacte-
rial killing.

Our preliminary results show that only ABL/PI5SP treatment is able to improve Mab intracellular
killing in macrophages of CF patients without any modulator/corrector therapeutic regimen. Fur-
thermore, the combined treatment with ABL/PI5P or ABL/PS and Kaftrio in vitro improves the
intracellular killing of Mab in macrophages of CF patients under Kaftrio therapeutic regimen, also
resulting significantly more efficient than treatment with liposomes alone.
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The goal of this project is the generation of a novel host- and pathogen- directed therapeutic appro-
ach to be used in association with CFTR modulators, to enhance Mab clearance in people with CF
by simultaneously limiting pathogenic inflammatory response. Thus, this project aims at generating
a novel combination therapy consisting of Kaftrio, selected ABLs and antibiotics for the control of
pulmonary drug resistant Mycobacterial infections in people with CF.

Abbiamo sviluppato liposomi simili a corpi apoptotici (ABL) caricati con lipidi bioattivi che sono
in grado di migliorare 1'uccisione intracellulare limitando la risposta inflammatoria nei confronti di
batteri multiresistenti (MDR). Inoltre, il difetto nella capacita di “clearance” batterica, osservato
nelle persone con fibrosi cistica (FC), persiste nonostante 1'uso di modulatori del regolatore della
conduttanza transmembrana della FC (CFTR).

L obiettivo principale di questo progetto &€ migliorare gli effetti benefici di Kaftrio, che potrebbero
essere ostacolati dalle infezioni batteriche croniche causate da Mycobacterium abscessus (Mab),
attraverso una strategia terapeutica basata su liposomi bioattivi/Kaftrio e antibiotici, come ap-
proccio combinato diretto sia all’ospite e che al patogeno.

I macrofagi primari derivati da persone con FC, sottoposti o meno al trattamento con Kaftrio,
sono stati infettati in vitro con Mab e infine sono stati stimolati con ABL caricato con fosfati-
dil5-fosfato (PISP) o fosfatidilserina (PS) e/o Kaftrio. L’efficacia dei trattamenti ¢ stata valutata in
termini di uccisione dei micobatteri intracellulari.

Solo il trattamento ABL/PISP ¢ in grado di migliorare 1'uccisione intracellulare di Mab nei macrofagi
di persone con FC non sottoposte a terapia. Invece, il trattamento combinato in vitro ABL/PISP o
ABL/PS e Kaftrio migliora I'uccisione intracellulare di Mab nei macrofagi delle persone con FC e sot-
toposte al regime terapeutico con Kaftrio, risultando inoltre significativamente pit efficiente rispetto al
trattamento con i singoli liposomi.

L obiettivo di questo progetto ¢ la generazione di un approccio terapeutico diretto sia all’ospite
che al patogeno, che possa essere usato in associazione con Kaftrio per una migliore risoluzione
delle infezioni polmonari croniche nelle persone con FC, limitando al tempo stesso la risposta
inflammatoria. Pertanto, questo progetto mira a generare una nuova terapia combinata composta
da Kaftrio, liposomi bioattivi e antibiotici per il controllo delle infezioni polmonari micobatteriche
resistenti ai farmaci nelle persone con FC.

I TTE New CFTR modulators

Lead optimization of MKT-077
analogues as Hsp70 allosteric
inhibitors combined with
F508del-CFTR correctors: a
multi-drug approach to contrast
cystic fibrosis
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(FFC#9/2021, concluded)

Cystic fibrosis (CF) is one of the most frequent lethal autosomal recessive diseases. It is caused by
loss of function variants of the CFTR, a membrane protein located on the epithelial cells. Combi-
nations of molecules interacting with other proteins involved in CFTR channel functionality are
expected to largely rescue F508del-CFTR activity. The design of compounds targeting the molecular
chaperone Hsp70 has been proposed as a strategy to identify drug combinations for the treatment
of cystic fibrosis. Hsp70 inhibitors may represent compounds for the development of optimized
multi-drugs to contrast CF.

Combinations of correctors with modulators interacting with molecular chaperones highly related
to the CFTR folding and degradation processes, are expected to maximize the therapeutic effect of
correctors. The main aim of our project is the rational design of novel Hsp70 inhibitors with the final
goal of identifying new combinations of drugs with improved drug-like properties.

Based on molecular modeling studies new series of molecules belonging to different chemical classes have
been designed, ranked through in silico screenings and synthesized. The most promising compounds have
been evaluated in functional assays on CFBE41o cells expressing F508del-CFTR, in the presence of avai-
lable CFTR correctors. Next, the mechanism of action as Hsp70 inhibitors of the most effective derivatives
has been explored using the human recombinant Hsp70 protein and measuring its ATPase activity.
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During the project, several libraries of compounds were constructed and evaluated their effects on
cells in combination with different correctors. Some of these displayed an increase in efflux by iodide
efflux assays when administered with CFTR corrector VX8-09 and its analogues. The same molecu-
les were tested by biochemical assays and shown to have an inhibitory effect on the ATPase activity
of Hsp70. Our data allow us to consider our compounds as prototypes able to target the Hsp70
protein. Analyses on primary bronchial cells to evaluate their efficacy are in progress.

Several studies have demonstrated that combinations of drugs with different mechanisms of action
are needed to pave the way for more effective therapies. We propose the development of effective
Hsp70 inhibitors to be used in combination with correctors. These results will be important for the
development of new CF therapies.

La fibrosi cistica (FC) ¢ una malattia genetica causata da mutazioni che compromettono la fun-
zione di CFTR, una proteina necessaria per il trasporto dello ione cloruro nelle cellule epiteliali.
L’uso di farmaci modulatori con diversi meccanismi d’azione & risultato efficace nel recupero della
funzione di CFTR, come dimostrato da saggi su combinazioni tra correttori e inibitori allosterici
della proteina Hsp70 (Heat shock protein 70).

Studi recenti suggeriscono che il recupero efficace della funzionalita del canale CFTR puo essere
raggiunto con correttori somministrati in presenza d’inibitori allosterici di Hsp70 quali MKT-077
L’obiettivo del nostro progetto & 'identificazione di nuovi inibitori Hsp70 da usare sulla proteina
mutata in combinazione con i correttori classici.

Sfruttando approcci di modellistica molecolare e di chimica farmaceutica sulla proteina Hsp70,
sono state disegnate nuove serie di molecole appartenenti a differenti classi chimiche. Tra que-
ste, le pill promettenti in silico sono state sintetizzate e testate per valutarne I’efficacia in pre-
senza del correttore VX-809 e di suoi analoghi. Il meccanismo di azione come inibitori di Hsp70
¢ stato confermato mediante opportuni saggi biochimici.

Sono state costruite svariate librerie di composti e misurato il loro effetto cellulare in combina-
zione con diversi correttori. Alcuni di questi, somministrati con VX-809 e suoi analoghi, hanno
mostrato un incremento della funzionalita del canale CFTR mediante saggi di efflusso di ioduro.
Tali dati ci permettono di considerare alcuni di essi come derivati in grado di mimarne I’azione
interagendo con Hsp70, e quindi precursori da ottimizzare. Sono in corso analisi su cellule pri-
marie bronchiali per valutarne I’efficacia.

Diversi studi hanno dimostrato come CFTR rappresenti un potenziale bersaglio farmacologico
per contrastare la FC. Tuttavia, un approccio combinato e mirato a usare molecole con differenti
meccanismi di azione su vari bersagli molecolari ¢ ritenuto fondamentale nella ricerca di tratta-
menti terapeutici. Abbiamo identificato inibitori di Hsp70 da associare a correttori tradizionali.
Questi risultati saranno importanti per lo sviluppo di nuove terapie per correggere il difetto di
base nelle persone con FC.

Clockwise: Francesco Saccoliti, Elisa Romeo, Fabio Bertozzi,
Angela Andonaia, Federico Falchi, Onofrio Laselva, Andrea
Armirotti
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(FFC#2/2022 concluded)

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disease characterized by an impairment in the synthesis or function
of CF transmembrane conductance regulator (CFTR) anion channel, caused by mutations in CFTR
gene. In the framework of the Task Force for Cystic Fibrosis project, our group discovered ARN23765,
a CFTR corrector with a sub-nanomolar potency in rescuing the function of mutant CFTR in human
bronchial epithelial cells from F508del/F508del CF patients. Despite the validated pharmacological ef-
fects, the mechanism of action and the binding site of ARN23765 have not yet been conclusively defined.

The aim of our project is primarily to uncover the mechanism of action of ARN23765 by Photo-Affinity
Labeling (PAL) studies in live cells. Furthermore, the binding site of ARN23765 on CFTR will be also
investigated, contributing to further characterize this corrector and strengthen its profile as pre-clinical
development candidate for the treatment of CE

The mechanism of action of ARN23765 in living cells is explored by means of PAL studies using che-
mical probes structurally related to the corrector. Functional studies using CFTR domains are exploited
to identify the protein regions involved in ARN23765-induced correction. Computational docking and
molecular dynamic analyses along with mutagenesis experiments are also inquired to elucidate the mole-
cular bases of ARN23765 interaction with CFTR.
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Taking advantage of the PAL methodology, we demonstrated the in situ interaction of ARN23765
with CFTR in wt- and F508del-CFTR overexpressing CFBE41o- cells. Additionally, functional studies
using CFTR domains identified the interface between MSDI-NBD1 as the protein region involved in
ARN23765-induced correction. The putative binding site of ARN23765 on CFTR was elucidated by
a combination of computational analyses and site-directed mutagenesis studies, which identified the
primary aminoacid residues involved in the effective interaction of the corrector with CFTR.

The results of this project contribute to elucidate the molecular bases of CFTR rescuing induced by
ARN23765. Our data show that in an intact biological setting, such as CFBE41o- cells, the corrector
binds directly to CFTR and stabilizes the interface between MSDI1-NBD1 protein region through the
interaction with specific aminoacids..

La fibrosi cistica (FC) & una malattia genetica rara caratterizzata da un’alterazione della sintesi o della
funzione della proteina CFTR, causate da mutazioni nel gene che la codifica. Nell’ambito del proget-
to Task Force for Cystic Fibrosis, il nostro gruppo ha scoperto ARN23765, un correttore CFTR con
un’elevata potenza nel recuperare la funzione della proteina mutata in cellule epiteliali bronchiali da
persone con FC e mutazioni F508del/F508del. Nonostante i dimostrati effetti biologici, il meccanismo
d’azione e il sito di legame di ARN23765 non sono stati ancora avvalorati in modo definitivo.

Lo scopo del nostro progetto sta principalmente nell’identificare il meccanismo d’azione di
ARN23765 in cellule integre attraverso un approccio biochimico, noto come Photo-Affinity Labe-
ling (PAL). E stato studiato anche il sito di legame di ARN23765 su CFTR, al fine di caratterizzare
ulteriormente questo correttore e rafforzarne il suo profilo come candidato allo sviluppo preclini-
co per il trattamento della FC.

Il meccanismo d’azione di ARN23765 in cellule integre ¢ stato studiato attraverso studi di PAL
usando sonde chimiche strutturalmente correlate a esso. Inoltre, sono stati svolti studi funzionali
usando domini di CFTR al fine di identificare le porzioni proteiche coinvolte nella correzione
indotta da ARN23765. Analisi computazionali insieme a esperimenti di mutagenesi sono stati con-
dotti per chiarire le basi molecolari dell’interazione di ARN23765 con CFTR.

Sfruttando la metodologia PAL, abbiamo dimostrato I'interazione di ARN23765 con CFTR in
cellule CFBE410- che sovraesprimono CFTR in forma wt- e F508del. Studi funzionali con domini
di CFTR hanno identificato la regione tra MSD1-NBD1 come la porzione proteica coinvolta nella
correzione indotta da ARN23765. Il presunto sito di legame di ARN23765 su CFTR ¢ stato chia-
rito da una combinazione di analisi computazionali e studi di mutagenesi, che hanno identificato i
residui aminoacidici coinvolti nell’interazione con il correttore.

I risultati di questo progetto contribuiscono a chiarire le basi molecolari del recupero dell’attivi-
ta di CFTR indotta da ARN23765. I nostri dati mostrano che in un ambiente biologico integro il
correttore si lega direttamente a CFTR e stabilizza la regione proteica MSD1-NBD1 attraverso
interazioni specifiche con residui aminoacidici definiti.

In the large image: Maria Luisa Mangoni (in
the middle) and her collaborators. In the center,
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(FFC#4/2022, ongoing)

The loss of phenylalanine 508 severely impairs CFTR trafficking to the cell surface as well as the
mechanisms of channel gating. Despite the clinical efficacy of current CFTR modulators in resto-
ring the function of defective CFTR, treatment of pulmonary infections remains highly challenging
especially in patients with advanced stages of lung disease. In the last few years, we identified two an-
timicrobial peptides (AMPs), Esc peptides, able to stimulate repair of bronchial epithelium integrity.
In addition, they reduce lung bacterial burden in C57BL/6 mice with Pseudomonas aeruginosa (the
principal pathogen in CF lung) pulmonary infection, upon intra-tracheal instillation. Very recently
we reported on an unprecedented property of AMPs, that is the ability of Esc peptides to act as po-
tentiators of F508del CFTR.

The project aims at i) studying the effect of Esc peptides on the ion currents mediated by other CFTR mu-
tants (including missense G551D or G1349D mutations which impair CFTR channel opening); i) opti-
mizing their efficacy for the dual (antimicrobial and CFTR potentiator) function and iii) evaluating the
capability of the optimized peptides to preserve antibacterial activity in CF-mimicking lung environment.
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A multidisciplinary approach combining electrophysiological, biochemical, cell biology and computa-
tional methods, as well as mouse models for in vivo studies.

We demonstrated that both Esc peptides and the isoform containing D-phosphoserine at position
17 are able to increase the CFTR-dependent transepithelial conductance in primary bronchial epi-
thelial cells homozygous/heterozygous for F508del mutation as well as in Fisher Rat Thyroid cells
expressing G551D-CFTR, with a similar effect to that of genistein and strictly dependent on the
amino acids sequence of Esc peptides. Indeed, the presence of D/L glutamic acid at position 17
abolishes the CFTR potentiator effect; in contrast, the presence of the non-coded amino acid alfa-a-
minoisobutirric acid (AiB) at position 8 of Esc peptides expands their spectrum of activity towards
Gram-positive bacteria (like Staphylococcus aureus) also relevant in cystic fibrosis, without altering
their potentiator effect on both F508del and G551 D-CFTR mutants and without making them cyto-
toxic towards human cells. Notably, the AiB-containing all-L Esc peptide was also found to preserve
the in vivo anti-Pseudomonas efficacy in the lung of f-ENaC mice where the formation of a sticky
and dehydrated mucus occurs, like that of people with CE.

We expect to identify peptides with the ability not only to act as antibacterial drugs in CF lung envi-
ronment but also to rescue the function of CFTR with gating defect. This effect may be potentiated in
combination with current CFTR modulators. Overall, our studies will contribute to the development
of a novel therapeutic strategy to address pulmonary pathology in CE

La perdita della fenilalanina 508 compromette gravemente la veicolazione di CFTR sulla superfi-
cie cellulare e altera i meccanismi di apertura del canale. Nonostante I’efficacia clinica degli attuali
modulatori di CFTR nel ripristinare I’attivita della proteina difettosa, il trattamento delle infezio-
ni polmonari in fibrosi cistica (FC) resta una grande sfida, soprattutto negli stadi avanzati della
malattia. Negli ultimi anni abbiamo identificato due peptidi antimicrobici (AMP), i peptidi Esc,
che sono anche in grado di accelerare il recupero dell’integrita dell’epitelio bronchiale e ridurre la
carica batterica in topi C57BL/6 con infezione polmonare da Pseudomonas aeruginosa (principale
patogeno nel polmone delle persone con FC), dopo instillazione intratracheale. Recentemente
abbiamo scoperto una proprieta senza precedenti degli AMP, ovvero la capacita dei peptidi Esc di
agire come potenziatori di F508del.

Il progetto mira a i) studiare I’effetto dei peptidi Esc sulle correnti ioniche mediate da CFTR con
altre mutazioni (incluse quelle missenso G551D o G1349D); ii) ottimizzare la loro efficacia per
la doppia funzione (antimicrobica e potenziatrice di CFTR) e iii) valutare la capacita dei peptidi
selezionati di preservare I’attivita antibatterica in condizioni che simulano il polmone FC.

Approccio multidisciplinare con metodi elettrofisiologici, biochimici, di biologia cellulare e
computazionali, nonché I’'uso di modelli di topo.

Abbiamo dimostrato che entrambi i peptidi Esc e I'isoforma contenente D-fosfoserina in po-
sizione 17 sono in grado di aumentare la conduttanza transepiteliale dipendente da CFTR in
epiteli di cellule bronchiali primarie omozigoti/eterozigoti per la mutazione F508del cosi come
in cellule di tiroide di ratto che esprimono CFTR con mutazione G551D, con un effetto simile
a quello della genisteina e strettamente dipendente dalla sequenza amminoacidica dei pepti-
di Esc. Infatti la presenza dell’amminoacido D/L glutammico in posizione 17 causa la perdita
dell’effetto potenziatore; diversamente, la presenza dell’amminoacido non convenzionale al-
fa-aminoisobutirrico (AiB) in posizione 8 dei peptidi Esc conferisce loro un pitt ampio spettro
d’azione, anche contro batteri Gram-positivi (come lo Staphylococcus aureus) pure rilevanti in
FC senza alterarne ’effetto potenziatore sui mutanti F508del e G551D e senza rendere i peptidi
citotossici nei confronti di cellule umane. E interessante notare come il peptide contenente AiB
mantenga I’efficacia anti-Pseudomonas in vivo nel polmone di topi f-ENaC dove ¢ presente la
formazione di un muco appiccicoso e disidratato, simile a quello delle persone con FC.

Ci aspettiamo di identificare peptidi con la capacita non solo di agire come antibiotici nel polmone
FC, ma anche di recuperare la funzione di CFTR con diversi difetti di conduttanza. Questo effetto
puo essere potenziato in combinazione con gli attuali modulatori CFTR. Nel complesso, i nostri
studi contribuiranno allo sviluppo di una nuova strategia terapeutica per il trattamento della pa-
tologia polmonare della FC.
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Although substantial advances have been obtained in the pharmacological treatment of cystic fibro-
sis (CF), with the approval of Kaftrio, a combination of two correctors (VX-661, VX-445) and one
potentiator (VX-770), new modulators are still needed to rescue F508del and other CFTR mutants
with trafficking defects. Supported by FFC Ricerca (FFC#4/2018, FFC#3/2020, Molecole 3.0), we
have identified PP compounds as correctors with high efficacy in the rescue of F508del-CFTR on
native epithelial cells of CF patients, particularly in combination with class 1 correctors (VX-809,
VX-661).

Within a library of compounds based on a tricyclic core (PP), compound PP028 was found as a
lead candidate for the high rescue of F508del-CFTR and used for mechanistic insight. Extensive
studies have shown that corrector activity (potency, efficacy) and medicinal chemistry (MedChem)
properties of PP028 can be improved by design and functional testing of new analogues. Following
this approach, PP244 emerged as a new candidate with favourable structural features and promising
MedChem profile. Our future objective is to extend the chemical synthesis to generate compounds
with improved features, either in terms of corrector potency/efficacy on F508del and other CFTR
mutants, and of drug-likeness.

Iterative cycles of chemical synthesis and functional testing are performed to identify compounds with
improved properties. Along with chemical manipulation of PP scaffold, a scaffold hopping (SH) ap-
proach is pursued to generate new compounds based on a free rotatable structure. All compounds
are functionally tested on CFBE41o0- cells expressing F508del-CFTR. Selected compounds are tested
on other CFTR mutants (N1303K, W1282X). Most promising compounds are validated on primary
bronchial epithelial cells from CF patients.

So far, 250 analogues of PP028 and 126 novel SH compounds have been synthesized and tested.
The potency and efficacy of SH compounds have been progressively improved with identification
of compounds active on primary bronchial epithelia. Selected PP and SH were tested in multiple
assays to identify possible liabilities due to activity on other biological targets.

PP and SH compounds appear promising for the future development of combinatorial treatments
for CE. The work on two families of compounds in parallel enhances the chance to develop candi-
dates for preclinical and clinical development.

We propose to continue the process of chemical optimization of PP and SH compounds,
following the pipeline that has been successfully adopted so far, to find the best compromise
between corrector activity on mutant CFTR and drug-likeness. Our goal is that the multiparametric
optimization on the two families of compounds PP and SH will deliver maximally optimized com-
pounds endowed with the characteristics needed to reach preclinical and clinical studies.

Nonostante la recente approvazione di Kaftrio, una combinazione di due correttori (VX-661,VX-
445) e un potenziatore (VX-770), rappresenti un grande progresso per la terapia farmacologica
della fibrosi cistica (FC), & opportuno sviluppare nuovi modulatori per il recupero della proteina
CFTR con F508del e altre mutazioni con difetto simile. Con il supporto di FFC Ricerca (proget-
ti FFC#4/2018, FFC#3/2020, Molecole 3.0), abbiamo identificato una nuova classe di molecole
(composti PP) che funzionano da correttori della CFTR mutata soprattutto in combinazione con
composti di classe 1 (VX-809, VX-661).

Nell’ambito di una classe di composti a struttura triciclica (PP), ¢ emerso un candidato molto
promettente (PP028). E stata condotta una estesa campagna di sintesi e di valutazione funzionale
che ha dimostrato la possibilita di sviluppare composti con proprieta progressivamente migliorate
dal punto di vista dell’attivita correttrice su CFTR e delle proprieta MedChem. In effetti & stato
individuato un nuovo candidato, PP244, dalle caratteristiche promettenti. L’obiettivo ¢ quindi di
proseguire il lavoro per identificare molecole sempre piu attive su F508del e altre mutazioni.

Cicli di sintesi chimica e di valutazione funzionale sono effettuati per identificare composti con le
migliori caratteristiche. L’esplorazione dello spazio chimico ¢ effettuata sia attraverso modifiche
del composto PP028, sia generando una nuova famiglia di composti (SH) dotati di una maggiore
flessibilita strutturale. Tutti i composti sintetizzati sono saggiati sulla linea cellulare CFBE41o-
con espressione di F508del-CFTR. I composti attivi sono verificati su cellule epiteliali bronchiali
da persone con FC. Infine, i composti pitt promettenti sono controllati su altre mutazioni quali
N1303K e W1282X.
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Abbiamo ottenuto finora 250 nuovi composti PP e 130 composti SH, tutti saggiati su cellule
CFBE41lo- per determinarne I’attivita correttrice, che ¢ stata confermata per i migliori derivati
su colture primarie di epitelio bronchiale. In parallelo sono stati effettuati saggi per evidenziare
eventuali attivita indesiderate.

I composti PP ed SH sono promettenti per lo sviluppo di trattamenti combinatori per la correzione del
difetto di base nella FC. Il lavoro in parallelo su due famiglie di composti aumenta la probabilita di svi-
luppare candidati ottimizzati per uno sviluppo preclinico e clinico.

I ricercatori propongono di continuare il processo di ottimizzazione chimica dei composti PP e SH, se-
guendo il percorso adottato finora; I’obiettivo & quello di eseguire una ottimizzazione multiparametrica
sulle due famiglie di composti PP e SH, che potrebbe portare al raggiungimento delle caratteristiche
necessarie per accedere alla fase preclinica.

T Personalized therapies

Enhancing the prediction of

clinical responses to CFTR

modulators by in vitro assays
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Ottimizzazione della previsione

delle risposte cliniche ai

modulatori della CFTR utilizzando

le cellule primarie nasali in
condizioni che rispecchiano lo
stato inflammatorio del paziente
con FC
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Chronic infections and inflammation are the primary causes of declining lung function in people
with cystic fibrosis (pwCF). Kaftrio (Elexacaftor/Tezacaftor/Ivacaftor, ETI) is an approved com-
bination therapy for pwCF bearing the most common mutation, F508del. However, clinical studies
on Kaftrio demonstrated that the response to treatments is variable among patients. This high pa-
tient-to-patient variation in Kaftrio response may feasibly be attributed in part to differences in types
of microbial infections across patients and even within a single patient over time.

In vitro screening of patient-specific responses to CFTR modulators under infection or inflamma-
tion in a relevant preclinical model using primary airway epithelial cells could enhance the predi-
ction of clinical response. In the proposed study we aimed to infect primary human nasal epithelial
(HNE) cells with clinical exoproducts of P. aeruginosa isolated from the corresponding pwCF to
mimic what happens in vivo. We also tested the effect of Kaftrio on inflammatory response and oxi-
dative stress in HNE cells.

We analyzed: i) the efficacy of CFTR modulators in HNE cells infected with clinical exoproduct of
P, aeruginosa on functional rescue of mutated CFTR by Ussing Chamber and FLIPR assay; ii) the
pro-inflammatory cytokines in HNE cells infected with clinical by RNA sequencing, RT-PCR and
ELISA assay; iii) intracellular ROS production by using a ROS sensitive fluorescent probe (DCF).

We found that Kaftrio-mediated rescue of F508del-CFTR is reduced by clinical exoproducts of P.
aeruginosa in both CFBE cell line and primary nasal epithelial cells from 15 pwCEF Interestingly, the
reduction of F508del-CFTR activity was reduced in strain-specific manner by 10 to 65%. Moreover,
we developed a high-throughput plate reader assay to test CFTR modulators efficacy on indivi-
dual-specific nasal cultures under infection and inflammatory conditions.

We then studied the inflammatory response in HNE infected with the clinical exoproducts of P.
aeruginosa isolated from the corresponding patient. Interestingly, we found a higher variability for
pro-inflammatory cytokines (IL-18, IL-6, IL-8, TNFa) levels across different clinical exoproducts.
Moreover, ETI pre-treatment significantly decreased the pro-inflammatory cytokines in HNE cultu-
res in presence or absence of clinical exoproducts. Lastly, we found that treatment of HNE with ETI
significantly reduced ROS level in absence or presence of clinical exoproducts.

Understanding the role of infection and inflammatory response of CF airways on mutated CFTR
rescue by CFTR modulators should provide the basis for optimizing the prediction of clinical re-
sponses to CFTR modulators.

L’infezione cronica e I'inflammazione sono le cause primarie del declino della funzionalita polmo-
nare nelle persone con fibrosi cistica (FC). Kaftrio ¢ una terapia attualmente approvata per per-
sone con FC portatrici della mutazione pili comune, F508del. Tuttavia, gli studi clinici su Kaftrio
hanno dimostrato che la risposta ai trattamenti ¢ variabile da paziente a paziente: ci0 potrebbe in
parte essere attribuito alle differenze nel tipo di infezioni microbiche tra pazienti e anche all’inter-
no di un singolo paziente nel corso del tempo.
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Lo screening in vitro delle risposte paziente-specifiche ai modulatori di CFTR, in condizioni di in-
fezione o infiammazione in cellule epiteliali di persone con FC, potrebbe migliorare la previsione
della risposta clinica. Nello studio proposto abbiamo infettato le cellule epiteliali nasali (HNE)
con gli esoprodotti clinici di Pseudomonas aeruginosa isolati dal corrispondente malato FC per
mimare cio che accade in vivo. Abbiamo anche testato I'effetto di Kaftrio sulla risposta infiamma-
toria e sullo stress ossidativo nelle cellule HNE.

Abbiamo analizzato: i) I’efficacia di Kaftrio nel ripristinare I’attivita della F508del-CFTR in HNE
infettate mediante studi di Ussing chamber e FLIPR;ii) le citochine proinfiammatorie nelle cellu-
le HNE infettate mediante RNA sequencing, RT-PCR e saggi ELISA; iii) la produzione intracel-
lulare di ROS utilizzando una sonda fluorescente sensibile ai ROS.

Abbiamo dimostrato che I’efficacia di Kaftrio nel ripristino della F508del-CFTR, ¢ ridotta nelle
HNE infettate con gli esoprodotti clinici di P. aeruginosa. E stato interessante notare che I’attivita
di CFTR ¢ stata ridotta in modo ceppo-specifico dal 10 al 65%. Inoltre, abbiamo sviluppato un
metodo fluorescente che permette di testare I’efficacia dei modulatori della CFTR su colture na-
sali specifiche per paziente in condizioni di infezioni e infiammazione. Abbiamo inoltre studiato la
risposta inflammatoria nelle HNE infettate con gli esoprodotti clinici di P. aeruginosa. Abbiamo
dimostrato un’elevata variabilita dei livelli di citochine pro-inflammatorie indotte dall’infezione
con i diversi esoprodotti clinici. Inoltre, il pretrattamento con ETI ha ridotto significativamente
le citochine proinfiammatorie nelle colture nasali. Infine, abbiamo dimostrato che il trattamento
delle cellule nasali con Kaftrio riduce significativamente i livelli dei ROS intracellulari in presenza
di esoprodotti.

La comprensione del ruolo dell’infezione e della risposta infiammatoria sul ripristino della CFTR mu-
tata da modulatori della CFTR dovrebbe fornire la base per ottimizzare la previsione delle risposte
cliniche ai modulatori di CFTR.
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(FFC#8/2021, concluded)

The effectiveness of the genotype-specific precision therapy of cystic fibrosis (CF) when rare variants
are to be targeted needs evaluation. The theratyping approach, by drug testing in patient-specific cel-
lular models, is a valuable tool to identify responding pathogenic variants of CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator).

CF modulatory therapies could be effective also on rare CFTR genotypes still untested. Furthermo-
re, the targetable amount of CFTR may be variable and it may be usefully enhanced by amplifica-
tory therapies. During this project, we performed CF theratyping using patient-derived pre-clinical
respiratory models, mainly on rare genotypes not yet studied. The CFTR therapeutic response was
tested for the clinically used modulators, a new modulator combination, and a novel amplificatory
strategy.

Airway epithelial stem cells (AESC) and organoids were obtained by nasal brushing of CF patients
with different genotypes, by the culture reprogramming condition (CRC) approach setup by us for CF.
Patient-specific cell lines were validated and characterized for CFTR biochemical, genetic and expres-
sion defects. The effectiveness of treatments was evaluated by several functional tests.

During this project, we obtained and characterized 65 patient-specific long-term cultures, with 50 dif-
ferent genotypes, 44 of which are rare (most unexplored for therapeutic response to modulators). The
CFTR response to Kaftrio and to a new modulator combination was assessed, obtaining a functional
recovery in 75 % of rare genotypes. Most of the low- or non-responding genotypes include mutated alleles
with stop codons, frameshift, macrodeletions and/or the N1303K pathogenic variant. Surprisingly, a great
interindividual variability has been found in the CFTR mRNA expression, mostly unrelated to the CFTR
mutated genotype and which can affect the therapeutic response. A possible amplificatory therapy was
able to enhance both the CFTR and FOXII (a marker of respiratory epithelium differentiation) mRNA
expression, in wild-type and F508del/F508del genotypes.

Considering also previous projects, till now we obtained, characterized and banked 107 patient-spe-
cific long-term cultures, with 82 different genotypes, 69 of which are rare. Therapeutic response to
theratyping has been disclosed, with the aim of possible Kaftrio treatment of corresponding patients.
Interindividual variability in the CFTR expression should be considered in the planning of modula-
tory therapies. The theratyping of CFTR pathogenic genotypes may allow the clinical translation of
effective therapeutic strategies..

23



Razionale
dello studio

Ipotesi
e obiettivi

Metodi

Risultati

Conclusioni

Theratyping orphan
mutations in Italian cystic
fibrosis patients: meeting

unmet needs

Mutazioni orfane presenti
nei pazienti italiani:
soddisfare i bisogni

insoddisfatti

Background
and rationale

Hypothesis
and objectives

Essential
methods

24

Lefficacia della terapia di precisione genotipo-specifica della fibrosi cistica (FC) per varianti rare
necessita ancora di valutazione. Il theratyping, procedura di test farmacologici in modelli cellulari
paziente-specifici, € utile per identificare le varianti patogenetiche del gene CFTR (il regolatore
della conduttanza transmembrana responsabile della FC) che rispondono ai trattamenti.

Le terapie modulatorie gia usate in FC potrebbero essere efficaci anche sui genotipi rari di CFTR
non ancora valutati. Inoltre, la quantita della proteina CFTR disponibile per la terapia modula-
toria puo essere variabile e potrebbe essere utilmente aumentata dalla cosiddetta terapia am-
plificatoria. Durante questo progetto abbiamo effettuato il theratyping usando modelli cellulari
respiratori preclinici paziente-specifici, principalmente di genotipi rari non studiati finora. La ri-
sposta terapeutica ¢ stata valutata per modulatori del CFTR gia usati in terapia, per una nuova
combinazione di modulatori, nonché per una nuova strategia sperimentale amplificatoria.

Le cellule respiratorie “riprogrammate” a cellule staminali epiteliali (AESC) e gli organoidi sono
stati ottenuti da brushing nasale di persone con FC con diversi genotipi, mediante I’approccio
cosiddetto CRC (culture reprogramming condition) messo a punto per la FC dal nostro gruppo di
ricerca. Queste preparazioni cellulari paziente-specifiche sono state validate e caratterizzate per i
difetti del CFTR a livello biochimico, genetico e di espressione. L'efficacia dei trattamenti ¢ stata
valutata mediante diversi test funzionali.

Nell’ambito di questo progetto abbiamo ottenuto 65 colture cellulari paziente-specifiche, con 50
diversi genotipi del CFTR, 44 dei quali rari (in maggior parte non precedentemente studiati per
la risposta terapeutica ai modulatori). E stata valutata la risposta di CFTR al Kaftrio e alla nuova
combinazione di modulatori ottenendo il recupero funzionale, a livello cellulare, nel 75% dei ge-
notipi rari. Molti dei genotipi con bassa o assente risposta terapeutica includono alleli con codoni
di stop, slittamento del registro di lettura, macrodelezioni e/o la variante patogenetica N1303K.
Sorprendentemente, ¢ stata evidenziata un’elevata variabilita interindividuale nell’espressione di
CFTR (in larga parte indipendente dal genotipo mutato), che potrebbe condizionare la risposta
terapeutica. Sia nel genotipo wild-type sia in quello F508del/F508del la terapia amplificatoria ha
indotto un incremento dell’espressione dei geni CFTR e FOXI1 (un marcatore del differenzia-
mento dell’epitelio respiratorio).

Considerando anche i progetti precedenti, finora abbiamo ottenuto, caratterizzato e conservato
107 colture cellulari paziente-specifiche, con 82 genotipi diversi, 69 dei quali rari. La risposta tera-
peutica al theratyping € stata resa nota, con ’obiettivo di un possibile trattamento con il Kaftrio
delle rispettive persone con FC. La variabilita inter-individuale nell’espressione di CFTR dovreb-
be essere presa in considerazione nella pianificazione delle terapie modulatorie. Il theratyping
delle persone con FC facilita il trasferimento alla clinica delle strategie terapeutiche efficaci.
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Many people with cystic fibrosis (pwCF), i.e approx. 30% in Italy, carry variants not included among
those for which CFTR-modulating drugs have been approved and are thus defined as “orphan
mutations” Some of these mutations are uncharacterized and have unknown sensitivity to CFTR
modulators. While FDA approved the use of Trikafta/Kaftrio for pwCF bearing selected rare muta-
tions based on in vitro data, for the European Medicines Agency further information is considered
necessary to support authorization for selected genotypes.

New personalized-medicine strategies based on the use of disease-relevant primary cells could be
exploited to evaluate efficacy of therapeutic approaches. Our study aims to investigate, in patient-de-
rived nasal epithelia, the molecular mechanisms underlying the loss of function caused by mutations,
and to assess their responsiveness to CFTR modulators.

Nasal epithelial cells are cultured using an established protocol. Functional and biochemical characte-
rization of CFTR variants, and evaluation of the effect of approved drugs or preclinical compounds is
performed by electrophysiology and microfluorimetry on native and heterologous systems. Molecular
analysis of CFTR transcripts is used to confirm sequence and expression of CFTR isoforms.
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Our project relies on a network of collaborating CF centers that have recruited so far more than 350
patients. As expected, for most pwCF CFTR activity is very low. We have been able to identify effective
modulators for approximately 50% of the pwCF enrolled in the project. Treatment with approved
CFTR modulators rescues CFTR activity to values that are above those observed upon treatment of
F508del/F508del epithelia with lumacaftor/ivacaftor, but for some pwCEF, the pharmacological rescue
is comparable to that observed upon treatment with Kaftrio.

Among the pwCF showing an optimal response to CFTR modulators, some bear variants not yet in-
cluded in the list of 178 variants eligible to Kaftrio. On the contrary, although carrying Kaftrio-eligible
variants, some patients displayed a reduced response to Kaftrio: in some cases, this lack of effect could
be ascribed to the presence of previously unidentified complex alleles.

Our study aids in the definition of personalized treatment for people with CE including those with rare,
poorly characterized mutations. Furthermore, our findings provide evidence for the use of patient-de-
rived nasal cells derived from pwCFE as compared to other types of approaches, for a preliminary
assessment of novel, preclinical therapies.

Molte persone con fibrosi cistica (in Italia circa il 30%) sono portatrici di varianti non incluse tra
quelle per le quali sono stati approvati specifici farmaci chiamati modulatori di CFTR, quindi
definite “mutazioni orfane” Alcune di queste mutazioni non sono caratterizzate e non ne ¢ nota
la sensibilita ai modulatori di CFTR. Mentre la statunitense FDA ha approvato 'uso di Trikafta/
Kaftrio per persone con FC portatrici di mutazioni rare selezionate sulla base di dati in vitro, per
IAgenzia europea per i medicinali sono ritenuti necessari ulteriori dati a supporto dell’estensione
a genotipi selezionati.

Per valutare I’efficacia degli approcci terapeutici ¢ possibile sfruttare le nuove strategie di me-
dicina personalizzata basate sull’'uso di cellule primarie rilevanti per la malattia. Il nostro scopo
¢ quello di indagare, nelle cellule epiteliali nasali derivate dai pazienti, i meccanismi molecolari
alla base della perdita di funzione causata da mutazioni di CFTR e di valutarne la risposta ai
modulatori.

Le cellule epiteliali nasali vengono coltivate usando un protocollo consolidato. La caratterizza-
zione funzionale e biochimica delle varianti di CFTR e la valutazione dell’effetto di farmaci ap-
provati o composti preclinici vengono eseguite mediante elettrofisiologia e microfluorimetria su
sistemi nativi ed eterologhi. L’analisi molecolare dei trascritti di CFTR viene eseguita mediante
procedure standardizzate per confermare la sequenza e I’espressione di forme specifiche del gene.

Il nostro progetto si avvale della collaborazione con una rete di centri FC, che finora hanno re-
clutato piu di 350 pazienti. Come previsto, per la maggior parte delle persone con FC I’attivita
di CFTR ¢ molto bassa. Siamo stati in grado di identificare modulatori efficaci per circa il 50%
delle persone con FC arruolate nel progetto. Il trattamento con i modulatori di CFTR approvati
aumenta significativamente l’attivita di CFTR, in alcuni casi anche a livelli paragonabili a quelli
osservati in epiteli derivati da persone con FC omozigoti per la F508del e trattati con Kaftrio.
Tra le persone che hanno mostrato una risposta ottimale ai modulatori CFTR, alcune presentano
varianti non ancora incluse nell’elenco delle 178 varianti idonee per Kaftrio. Al contrario, pur
avendo varianti ritenute sensibili a Kaftrio, alcuni pazienti hanno mostrato una risposta ridotta: in
alcuni casi, questo € stato correlato alla presenza di alleli complessi precedentemente non iden-
tificati.

Il nostro studio ha confermato la validita dell’uso di cellule nasali derivate da persone con fibrosi
cistica per una valutazione preliminare di nuove terapie precliniche, aiutando nella definizione
di trattamenti personalizzati, in particolare per le mutazioni rare e scarsamente caratterizzate.

Renata Bocciardi (in the middle) with her collaborators
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(FFC#3/2023, new)

Cystic fibrosis (CF) is one of the most frequent genetic disease due to bi-allelic loss of function of
the CFTR gene. Pharmacological agents called CFTR modulators have been developed to rescue
the basic defects of mutant CFTR with specific functional defects and are now available in the cli-
nics. The N1303K, the second most common variant in Italian CF patients, causes both trafficking
and gating defects with a modest and variable response to available modulators usually effective in
rescuing these functional alterations.
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The main goal of this proposal is to investigate the basis of the variable response of the N1303K variant
to approved modulators in primary HNEC from patients. The underlying hypothesis is that among
the factors responsible for such heterogeneity, different amounts in the expression level of the mutant
allele may be critical and variants affecting regulatory regions of the CFTR gene may be involved as
cis modifying factors.

Qualitative and quantitative evaluation of the CFTR gene expression in epithelia from N1303K patien-
ts will be performed and compared to control and CF-carrier HNEC. In samples showing defective/
differential expression of the allele we will check the presence of additional variants that i) might affect
the coding sequence altering the stability or the primary defect of the NI1303K mutant; ii) might mo-
dulate the expression of the N1303K allele by affecting genomic regions involved in gene expression
regulation. To this purpose, both molecular and functional assays will be applied.

We performed a functional characterization of the CFTR activity in HNEC from a cohort of N1303K
patients demonstrating that the pharmacological rescue is quantitatively (if not even qualitatively)
different among patients, defining different groups of drug response. Our data suggest that this may be
due to intrinsic properties of these N1303K epithelia.

We expect to provide a quantitative and qualitative profile of the CFTR gene expression in HNEC
expressing the N1303K allele with different response to CFTR modulators and open the path toward
the identification of the molecular basis of such heterogeneous behavior.

The final aim of our study is to provide indications suitable to select and develop pharmacological
agents able to provide a reliable treatment for people carrying the N1303K variant still awaiting an
effective therapy..

La fibrosi cistica (FC) ¢ una delle pill frequenti malattie genetiche dovuta a varianti del gene
CFTR. I farmaci disponibili in clinica, detti modulatori di CFTR, sono stati sviluppati per correg-
gere il difetto funzionale specifico causato da alcune particolari mutazioni. La N1303K, seconda
variante pill frequente nella popolazione FC italiana, causa alterazioni di maturazione e attivita di
CFTR e presenta una risposta variabile al trattamento con modulatori.

Scopo del progetto ¢ studiare le basi della variabilita di risposta di N1303K ai modulatori di
CFTR in campioni di cellule nasali ottenute da persone con FC. L’ipotesi ¢ che, tra i fattori
responsabili di questa eterogeneita, possano avere un ruolo chiave differenze di espressione
dell’allele N1303K, e che alterazioni di regioni regolatorie importanti per ’espressione del gene
possano agire come fattori modificatori.

Proponiamo un’analisi sia qualitativa che quantitativa dell’espressione di CFTR in campioni
di cellule nasali ottenute da persone con FC, di controllo o di portatori sani. Nei campioni con
espressione difettiva dell’allele N1303K verra ricercata la presenza di alterazioni aggiuntive del
gene che i) potrebbero alterare la stabilita o modificare il difetto di base di N1303K, se presenti
sulla sequenza codificante; ii) potrebbero modulare I’espressione (quantita di mRNA) se presenti
in regioni di DNA coinvolte nella regolazione dell’espressione del gene. A questo scopo, combi-
neremo sia analisi molecolari che saggi funzionali.

Lo studio funzionale dell’attivita di CFTR in campioni di cellule nasali derivate da una coorte di
persone con FC portatrici di N1303K ha dimostrato che la risposta farmacologica ai modulatori
¢ quantitativamente (e se possibile qualitativamente) diversa e permette di suddividere i pazienti
in diversi gruppi in base alla risposta ai farmaci. I nostri dati suggeriscono che questa variabilita
possa essere dovuta a caratteristiche proprie degli epiteli N1303K.

Risultato atteso ¢ la definizione di un profilo di espressione del gene CFTR nei campioni di
cellule N1303K con diversa risposta ai farmaci. Inoltre, si vuole aprire la strada all’identifica-
zione delle basi molecolari della variabilita di questa risposta, base per la selezione e lo svilup-
po di modulatori che possano fornire un trattamento affidabile alle persone con FC e varianti
N1303K, ancora in attesa di una terapia efficace.
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(FFC#4/2021, concluded)

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disorder with a significantly reduced life expectancy, primarily cau-
sed by mutations in the CFTR ion channel. The most prevalent mutant form, F508del, is incapable
of correctly trafficking to and residing at the cell’s plasma membrane. Current treatment options,
such as Kaftrio, are only effective for a very limited range of CFTR mutations, including F508del.
Consequently, the quest for novel therapeutic strategies for CF remains a pressing need.

The accumulation of defective CFTR in the endoplasmic reticulum contributes to the abnormal gene-
ration of reactive oxygen species (ROS) and inflammation, associated with a marked depletion of glu-
tathione (GSH) which fosters the oxidative damage of polyunsaturated fatty acids (PUFA) via lipid
peroxidation (LPO). The synthesis of GSH is overseen by the nuclear factor Nrf2, whose expression in
CF epithelia is decreased by 70% compared to healthy cells. Consequently, our project aims to address
the oxidative imbalance in CF by pharmacologically increasing Nrf2/GSH levels and inhibiting LPO,
tackling the root causes of CF-related oxidative stress.

The project has employed biochemical and cellular biology analyses to uncover the functions of di-
stinct proteins and molecular mechanisms within pharmacologically treated CF models. Specifically,
Western Blot techniques were used to track the patterns of specific oxidative markers, in conjunction
with assays designed to evaluate the cellular oxidative condition. Functional assessments were carri-
ed out using the Ussing Chamber in CFBE and FRT models.

The results obtained suggest that pharmacological treatment can play a role in restoring the redox ba-
lance in CFE. On one hand, this is accomplished through the regulation of Nrf2, and on the other hand,
by inhibiting LPO using specific compounds. These interventions have demonstrated the potential to
improve the effectiveness of existing correctors. Additionally, we have shown the direct influence of
VX770 on modulating pro-oxidative factors within CF models.

The collected data, for the first time, unveil the involvement of distinct pro-oxidative mechanisms in
CE Specifically, the link between reduced NRF2/GSH levels and LPO highlights a novel avenue in the
advancement of therapies that could be applicable across various CFTR mutations.

La fibrosi cistica (FC) & una malattia genetica causata da mutazioni nel canale CFTR, che compor-
ta una significativa riduzione dell’aspettativa di vita. La forma mutante piu prevalente, F508del,
¢ incapace di raggiungere e stabilirsi sulla membrana plasmatica della cellula. Le attuali opzioni
di trattamento, come il Kaftrio, sono efficaci per una gamma limitata di mutazioni del CFTR, tra
cui la F508del. Di conseguenza, la ricerca di nuove strategie terapeutiche per la FC rimane una
necessita urgente.

DPaccumulo di CFTR difettoso nel reticolo endoplasmatico contribuisce alla generazione anor-
male di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e infiammazione, associata a una marcata deplezio-
ne di glutatione (GSH) che favorisce il danneggiamento ossidativo degli acidi grassi polinsaturi
(PUFA) attraverso la perossidazione lipidica (LPO). La sintesi del GSH ¢ controllata dal fattore
nucleare Nrf2, 1a cui espressione nelle cellule epiteliali FC ¢ diminuita del 70% rispetto alle cellule
sane. Di conseguenza, il nostro progetto mira a affrontare lo squilibrio ossidativo in FC aumentan-
do farmacologicamente i livelli di Nrf2/GSH e inibendo la LPO.

Il progetto ha impiegato analisi biochimiche e di biologia cellulare per studiare proteine e mec-
canismi molecolari specifici all’interno di modelli FC trattati farmacologicamente. In particolare,
sono state usate tecniche di Western Blot, in combinazione con saggi progettati per valutare la
condizione ossidativa cellulare. Le valutazioni funzionali sono state effettuate usando la Camera
di Ussing in modelli CFBE e FRT.
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I risultati ottenuti suggeriscono che il trattamento farmacologico possa svolgere un ruolo nel ri-
pristinare I’equilibrio redox nella FC. Da un lato, cio & realizzato attraverso la regolazione di
Nrf2, e dall’altro, mediante I'inibizione della LPO mediante specifici composti. Questi trattamenti
hanno dimostrato il potenziale per migliorare I’efficacia dei correttori esistenti. Inoltre, abbiamo
mostrato 'influenza diretta di VX770 nella modulazione dei fattori pro-ossidativi nei modelli FC.

I dati raccolti, per la prima volta, rivelano il coinvolgimento di distinti meccanismi pro-ossidativi
nella FC. In particolare, il legame tra i livelli ridotti di NRF2/GSH e la LPO evidenzia una nuova
strada nell’avanzamento delle terapie che potrebbero essere applicabili a diverse mutazioni del
CFTR.

Carlos Farinha (bottom center) with his collaborators
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(FFC#2/2023, new)

Old and new data have made it increasingly clear that CFTR is at a crossing between the cytoske-
leton and signaling pathways, especially cAMP signaling. Regulation of CFTR trafficking - parti-
cularly plasma membrane (PM) stability - and channel activation is a complex process involving
protein partners functioning as molecular switches. Fine tuning of this regulation requires integrity
of correct cytoskeletal organization, because the cytoskeleton is responsible for the scaffolding that
stabilizes CFTR at the PM and brings several interacting proteins to CFTR’s proximity, among whi-
ch cAMP sensors, such as protein kinase A and EPACI have a prominent role.

As we aim at characterizing the crosstalk between the cytoskeleton and cAMP signaling in the regu-
lation of CFTR traffic and at using such mechanisms to improve CFTR PM stability and to boost en-
doplasmic reticulum (ER) rescue of trafficking mutants, we focused here on INF2, an inverted formin
that we previously reported as negative regulator of CFTR PM stability, and on its possible dual role
in regulation of CFTR at the PM and ER.

We used CF bronchial epithelial cells expressing wild-type or mutant CFTR and analyzed them
using Western blot, cell surface biotinylation, and cycloheximide chase assay.

Results show that INF2 knockdown (KD) increases mature wt-CFTR levels, even after treatment with
the corrector combination Teza/Elexa. For F508del-CFTR, results show that INF2 KD improves re-
scue by VX-661 independently of EPACI activation. Additionally, INF2 KD promotes a strong stabi-
lizing effect on immature CFTR levels and decreases rescued F508del-CFTR turnover increasing its
half-life. INF2 KD was also observed to increase immature N1303K-CFTR levels.

These observations constitute an important characterization of how an actin cytoskeleton dynamics
regulator regulates CFTR, exploring the crosstalk between cAMP signaling pathways and the cytoske-
leton to affect CFTR modulation, and possibly CF handling.

Studi sia pitt che meno recenti hanno messo in evidenza come la proteina CFTR ¢ collegata sia alla
struttura del citoscheletro della cellula sia alle vie di segnalazione, in particolare quella dellTAMP
ciclico. La regolazione del traffico di CFTR, in particolare la sua stabilita nella membrana pla-
smatica, e dei meccanismi che portano all’attivazione del canale ¢ un processo complesso che
coinvolge una serie di proteine che funzionano da interruttori molecolari. Inoltre, ¢ fondamentale
che il citoscheletro sia integro, essendo responsabile dell’impalcatura che stabilizza CFTR sulla
membrana e di avvicinare diverse proteine interagenti a CFTR. Tra questi, i sensori dellAMP
ciclico come la proteina chinasi A e EPACI1 hanno un ruolo di primo piano.

Il progetto mira a caratterizzare I'interazione tra il citoscheletro e la segnalazione dellAMP ciclico
e il loro ruolo nella regolazione del traffico di CFTR. Tali meccanismi potrebbero essere usati per
migliorare la stabilita di CFTR nella membrana plasmatica e potenziare il recupero dal reticolo
endoplasmatico delle proteine mutate con difetto di traffico. In particolare, ci siamo concentrati
sulla proteina INF2, un componente della famiglia delle formine, che il nostro gruppo ha pre-
cedentemente caratterizzato come regolatore negativo della stabilita di CFTR nella membrana.
INF2 potrebbe avere un duplice ruolo nella regolazione di CFTR sia a livello della membrana che
del reticolo.

Abbiamo usato cellule epiteliali bronchiali FC che esprimono CFTR wild-type o mutata e le
abbiamo analizzate usando tecniche di Western Blot, biotinilazione della superficie cellulare e il
Cycloheximide Chase Assay.
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I risultati preliminari mostrano che il knockdown di INF2 aumenta i livelli della forma matura
di wt-CFTR, anche dopo il trattamento con la combinazione di correttori tezacaftor/elexacaftor.
Su F508del-CFTR, i risultati mostrano che il knockdown di INF2 migliora il recupero da parte di
VX-661 indipendentemente dall’attivazione di EPACL. Inoltre, il knockdown di INF2 stabilizza i
livelli della forma immatura di CFTR e diminuisce il turnover di F508del-CFTR, aumentando la
sua permanenza nella cellula. E stato anche osservato che il knockdown di INF2 KD aumenta i
livelli della forma immatura di N1303K-CFTR.

Le osservazioni raccolte permetteranno di comprendere come la regolazione dell’actina nella di-
namica del citoscheletro possa regolare CFTR, esplorando la relazione tra la via di segnalazione
dellAMP ciclico e il citoscheletro e il suo ruolo nella modulazione di CFTR.

Luis J. Galietta (in the middle) with his collaborators
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(FFC#9/2022, ongoing)

Inflammation is a hallmark of cystic fibrosis (CF) lung disease. The loss of CFTR function impairs
innate defense mechanisms, thus paving the way to bacterial colonization and development of a
persistent inflammatory state. Present correctors and potentiators efficiently rescue mutant CFTR
function but bacterial infection remains. This situation is worse with patients carrying undruggable
mutations who cannot benefit from CFTR modulators.

We hypothesize that inflammation, by altering ion transport properties, further disrupts mucociliary
clearance. Our objective is to assess how inflammatory stimuli affect epithelial ion transport systems,
with a special focus on ENaC, SLC26A4, and ATPI2A, whose role in sodium, bicarbonate, and pro-
ton transport may have detrimental effects on airway surface properties.

Differentiated bronchial epithelia generated on porous membranes (Snapwell and Transwell inserts)
are studied with multiple functional and molecular methods: i) short-circuit current recordings; ii)
pH-sensitive fluorescent probes; iii) fluorescence recovery after photobleaching (FRAP); iv) bulk
and single-cell RNAseq.

Treatment of epithelia with 1L-17/TNF-a, a stimulus associated with Thl7 immune response, signifi-
cantly modifies the epithelial transcriptome with upregulation of genes coding for ion channels and
transporters (SLC26A4, ATPI2A, ENaC, SLC5A1), anti-bacterial molecules (defensins), neutrophil
chemoattractants, and mucins (MUCSB). At the functional level, IL-17/TNF-a treatment induces in
both CF and non-CF epithelia a hyperviscous state of the apical surface, probably due to enhanced
electrolyte/water absorption. Importantly, the hyperviscous state can be converted to a fluid state, only
in non-CF epithelia, by activation of CFTR with a beta-adrenergic stimulus. In CF epithelia, recovery
from the hyperviscous state can be promoted by treatment with CF correctors (epithelia with F508del
mutation) or with inhibitors of SLC26AA4.

Our study is identifying targets and mechanisms whose pharmacological modulation could contrast
the negative effects of inflammatory conditions in the airways of people with CFE. This approach will be
useful as an adjuvant for people with CF that are treated with CFTR modulators and will be essential
for the other CF patients who carry undruggable mutations.

1l difetto di base nella fibrosi cistica (FC) ¢ la perdita di funzione della proteina CFTR, che causa
disidratazione della superficie delle vie aeree. Questa condizione favorisce I'infezione batterica.
Nonostante I’efficacia dei modulatori farmacologici di CFTR, correttori e potenziatori, molte per-
sone con FC mostrano persistenza delle infezioni batteriche, che rappresentano quindi uno sti-
molo continuo di inflammazione. Tale situazione ¢ ancora piit marcata nelle persone con FC che
portano mutazioni insensibili a correttori e potenziatori.

La nostra ipotesi ¢ che I'infiammazione abbia effetti negativi sulle proprieta della superficie delle
vie aeree. In effetti, i nostri risultati preliminari suggeriscono che I'infiammazione sia alla base
di un circolo vizioso che peggiora le conseguenze della perdita di funzione di CFTR, generando
uno stato disidratato e iperviscoso. Il nostro obiettivo ¢ svelare i meccanismi attraverso cui I'in-
fiammazione altera i processi epiteliali con la conseguente identificazione di bersagli utili per un
trattamento farmacologico.
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Usiamo cellule epiteliali bronchiali di persone con FC e soggetti di controllo per la generazione
in vitro di epiteli altamente differenziati, in grado di riprodurre le proprieta del tessuto in vivo. Su
questi epiteli effettuiamo esperimenti per misurare 1’attivita di CFTR e di altre proteine coinvolte
nel trasporto ionico, nonché per valutare le proprieta (pH, viscosita) della superficie degli epiteli.

Gli esperimenti finora effettuati confermano la capacita di stimoli infiammatori di modificare in
maniera sostanziale gli epiteli, sia a livello molecolare che funzionale. In particolare, stimoli as-
sociati a infezioni batteriche provocano un aumento di attivita di ATP12A, SLC26A4, ENaC che
rendono la superficie degli epiteli molto piu densa e disidratata. L’attivazione di CFTR con uno
stimolo fisiologico permette agli epiteli ottenuti da soggetti di controllo, ma non da persone con
FC, di ripristinare lo stato di fluidita. Tuttavia, il recupero dallo stato di disidratazione negli epiteli
FC puo essere ottenuto mediante trattamento con correttori di CFTR oppure con inibitori di
SLC26A4.

I nostri risultati sono importanti per I'identificazione di bersagli alternativi la cui modulazione
farmacologica potrebbe correggere gli effetti negativi che I'infiammazione ha sulle proprieta della
superficie degli epiteli.

Paolo Scudieri (in the middle) with his collaborators.
On the right, Fabiana Ciciriello
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(FFC#11/2021, concluded)

Correction of cystic fibrosis (CF) abnormalities may be obtained by restoring the function of CFTR
with mutation-specific treatments. A potentially alternative approach is to modulate the activity of
other targets in order to stimulate CFTR-independent anion secretion or inhibit acidification. This
approach could be essential for people with CF expressing undruggable CFTR mutants but could
also be useful as an adjuvant therapy supporting the effect of CFTR rescue maneuvers.

Despite the increasing interest towards possible alternative targets such as TMEM16A, SLC26A9,
SLC26A4, and ATPI2A, their precise function and expression in the airways is largely unknown or
controversial, and specific modulators are still lacking. For these reasons, our specific aims are: i) to
study the expression and the role of alternative targets in the airways; ii) to develop tools and assays
for therapeutic development.

To pursue our aims, we applied spatial (immunofluorescence and RNAscope) and functional (analy-
sis of airway surface liquid — ASL — pH, viscosity, and depth) imaging approaches in ex vivo samples
(tissue microarrays of the airways, nasal brushings) and advanced in vitro models of the epithelia
lining large and small airways.

We found intriguing differences in the expression levels, proximal-distal gradient, and cell type specific
localization in the airways of alternative targets. ATP12A and SLC26A4 were mainly localized in se-
cretory cells and overexpressed under inflammatory conditions in vitro and in vivo (CF and asthmatic
patients). TMEMI16A appeared with a very low expression in human bronchi and was undetectable
in more distal regions. Interestingly, SLC26A9 was absent in most epithelial and glandular cells of
the airways, except for rare epithelial cells (<1%) showing high expression. We identified these cells
as pulmonary neuroendocrine cells. Pharmacological dissection of alternative targets contribution to
ASL properties evidenced ATP12A as a major player in the regulation of ASL pH and viscosity, with
its inhibition resulting in normalization of CF ASL pH and viscosity.

Our study indicates that targeting ATP12A proton pump could provide novel therapeutic opportuni-
ties for CE To start the search of drug candidates we developed in vitro models with functional expres-
sion of ATPI2A and designed an antisense-drug approach aimed at ATPI2A suppression.

Il trattamento della fibrosi cistica (FC) si puo basare su farmaci che agiscono direttamente sulla
proteina CFTR mutata, con lo scopo di ripristinarne la corretta funzione. Un approccio alternativo
si potrebbe basare sulla modulazione di bersagli diversi dalla proteina CFTR, al fine di aumentare
la secrezione anionica o inibire ’eccessiva acidificazione che si osserva nelle vie aeree delle persone
con FC.

Nonostante I’elevato interesse nello sviluppo di nuove strategie terapeutiche rivolte a tutte le perso-
ne con FC, il ruolo preciso di potenziali bersagli alternativi,come TMEM16A, SLC26A9, SLC26A4
e ATP12A, ¢ tuttora poco conosciuto o controverso. Inoltre, modulatori farmacologici specifici per
questi bersagli non sono ancora stati sviluppati. Pertanto, 1’obiettivo principale di questo progetto
¢ stato lo studio dell’espressione e della funzione nelle vie aeree di potenziali bersagli alternativi,
in modo da selezionare quelli pitl promettenti e iniziare lo sviluppo di approcci terapeutici mirati.
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Sono state applicate metodiche di imaging per studi di espressione (RNAscope e immunofluore-
scenza) e funzione (saggi per valutare il contributo dei bersagli alternativi alle proprieta dell’epi-
telio respiratorio) su diversi tipi di campioni rappresentativi delle vie aeree.

Abbiamo caratterizzato in dettaglio i profili di espressione e la localizzazione cellula-specifica di
TMEMI16A,SLC26A9,SLC26A4 e ATP12A nelle diverse regioni delle vie aeree native e in vitro.
ATP12A e SLC26A4 sono risultati i pit1 espressi, soprattutto in condizioni inflammatorie e spes-
so hanno mostrato co-espressione in cellule secretorie. TMEM16A e SLC26A09 risultano, invece,
meno espressi, con il secondo che mostra una peculiare localizzazione limitata alle cellule polmo-
nari neuroendocrine. Abbiamo poi valutato il contributo dei bersagli alternativi alle proprieta del
fluido che riveste I’epitelio respiratorio. Questi studi hanno identificato un ruolo primario per la
pompa protonica ATP12A, la cui inibizione ha prodotto effetti benefici sulle proprieta epiteliali.

Il nostro progetto ha individuato ATP12A come bersaglio alternativo pitt promettente per lo svilup-
po di nuovi approcci terapeutici per la FC. Inoltre, abbiamo sviluppato dei modelli da usare per la
ricerca di nuovi farmaci in grado di inibire la funzione o ridurre I’espressione di ATP12A.

Treatment of rare and orphan mutations

Laura Lentini and Ivana Pibiri (bottom center) and their
research group
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(FFC#6/2020, concluded)

Among the mutations of the Cystic Fibrosis Transconductance Regulator (CFTR) gene, causing
cystic fibrosis (CF), nonsense mutations are the second most diffuse mutations. In particular, in Italy,
about 20,5% of people with CF have a stop mutation. A proposed approach restoring the nonsen-
se mutated CFTR gene is translational readthrough of premature termination codons (PTCs) by
Translational Read-Through-Inducing Drugs (TRIDs). By computational and biological screening,
we identified three new small molecules showing high readthrough activity. Based on the results of
the project FFC#3/2017 we hypothesize that: i) the efficacy of TRIDs observed in vitro is reprodu-
cible in vivo; ii) the CFTR protein produced after the readthrough recovers its functionality, iii) the
Mechanism Of Action (MOA) could involve an interaction with the mRNA or proteins favoring
interaction with t-RNA directly or indirectly.

The main scope of this project was to assess the molecules toxicity and the biodistribution in vivo, to
evaluate CFTR expression and functionality after treatment with TRIDs in vivo and in CF organoids.
A side objective was to study the possible MOA.

Scale up of the synthesis to obtain adequate amounts of the selected TRID:s.

Study of the TRIDs metabolism in human liver microsomes and study of the biodistribution in a
wild type mouse model. Analysis of CFTR expression (by Western Blot and Real time RT-PCR) and
functionality after treatment with NV TRIDs in G542X-CFTR stop mouse model and in human CF
intestinal organoids carrying nonsense CFTR mutations. Computational evaluation of the TRIDs bio-
logical targets and MOA.

Our studies performed on human liver microsomes and in mice models, showed a good metabolic sta-
bility and biodistribution of our molecules. Histological analyses performed on different organs of the
treated mice showed no deleterious effects in acute toxicity experiments. Moreover, a moderate rescue
of the CFTR activity was observed in CF organoids in combination with CFTR modulators. Finally,
a possible biological target of the NV molecules was explored by docking and Molecular Dynamics
simulations, indicating that the FTSJI protein could be involved in the readthrough process induced
by our TRIDs.

Our findings have translational potential and provide the validation of molecules with readthrough
activity for the rescue of the CFTR function.
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Le mutazioni stop rappresentano il secondo tipo di mutazione piu frequente del gene CFTR. Esse
causano un fenotipo severo della malattia, poiché comportano la completa assenza della proteina.
Un approccio terapeutico per questo tipo di mutazione ¢ rappresentato dal readthrough, cioe il
“superamento” del codone di stop prematuro, meccanismo che consente di sintetizzare una pro-
teina completa. Questo ¢ reso possibile da farmaci noti come TRIDs (Translational Readthrough
Inducing Drugs).

Nel nostro precedente progetto (FFC#3/2017) abbiamo identificato tre molecole che presenta-
no elevata attivita readthrough e una bassa tossicita sia in vitro sia in vivo (modello Zebrafish).
Scopo di questo progetto ¢ stato quello di valutarne stabilita, tossicita e biodistribuzione in
modello di topo oltre all’efficacia su modelli avanzati di FC. Infine, ulteriore obiettivo ¢ stato
quello di valutarne a fondo il meccanismo d’azione (MOA).

Ceppi di topi wild-type sono stati usati per lo studio di tossicita acuta delle tre molecole NV848,
NV914,NV930 e per la biodistribuzione di queste in vivo. Stiamo completando gli studi di espres-
sione di CFTR in un sistema modello di topo CFTR-UGAstop dopo il trattamento con le tre
molecole NV. Abbiamo stimato I’attivita delle nuove molecole in organoidi umani intestinali con
mutazioni stop del gene CFTR. Studi computazionali sono invece stati effettuati per comprendere
il target biologico e il meccanismo d’azione delle molecole.

I risultati ottenuti hanno mostrato una buona stabilita e tollerabilita delle tre molecole NV848,
NV914, NV930 in vivo, oltre alla capacita di raggiungere differenti distretti dell’organismo
(N'V848). E stato anche possibile osservare un recupero dell’attivita di CFTR in organoidi inte-
stinali FC con mutazione W1282X in combinazione a correttori e potenziatori. Inoltre gli studi
hanno mostrato la non interferenza delle tre molecole con i codoni di stop naturali e il possibile
coinvolgimento della proteina FTSJ1 nel meccanismo del readthrough dei codoni stop. Sono in
fase di completamento gli esperimenti sul modello di topo CFTR-UGAstop.

I risultati di questo studio hanno un elevato potenziale traslazionale e forniscono in parte la conva-
lida di molecole con attivita di readthrough per il ripristino della funzione di CFTR.
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Several people with cystic fibrosis (pwCF) carrying orphan mutations are still without therapeu-
tic options. Thanks to previous grants from the FFC Ricerca Foundation, we have shown that the
ganglioside GM1 stabilizes and improves the activity of the F508del CFTR rescued by Kaftrio. In
CE the plasma membrane (PM) stability of the mutated CFTR rescued by modulators is strongly
affected by P. aeruginosa infection. Considering the immunomodulatory activity of GM1, this lipid
could also potentially ameliorate the immune response in CF lungs.

The aim of this project is to investigate whether exogenous administration of GM1 and cholesterol can
ameliorate the activity of Kaftrio in rescuing CFTR with orphan mutations. We also intend to study the
effect of GM1 on host-pathogen interactions and on the inflammatory burden in in vitro and in vivo
CF models.

The involvement of GM1 and cholesterol as adjuvants of Kaftrio will be studied in airway CF cells
with different genotypes, evaluating their effect on the stabilization of CFTR. The impact of these
lipids on host-pathogen interactions will be studied in terms of internalization of P. aeruginosa
in airway cells. The immunomodulatory effect of GM1 will be evaluated on CF murine models
subjected to acute and chronic infection with P. aeruginosa.
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Rescuing rare CFTR
mutants with a PI3Ky
mimetic peptide
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Background
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We verified that: i) the expression of different variants of CFTR influences the membrane composition
of bronchial epithelial cells; ii) the administration of either GM1, its structural analogues, or LDL-as-
sociated cholesterol ameliorates the effect of Kaftrio increasing the PM stability of the mutated channel
without exerting toxic effects; iii) GM1 restores the clearance of P. aeruginosa in bronchial epithelial
cells expressing F508del-CFTR. We generate new bronchial epithelial human cell lines overexpressing
different mutations of CFTR that are orphan in terms of therapy. We set up the experiments on CF
murine models to verify the toxicity of GM1 and its ability to enhance the activity of immune cells to
kill P. aeruginosa.

The results of this study may serve as a starting point for the development of new therapeutic stra-
tegies based on the combination of lipids with correctors and potentiators, aimed at increasing the
effectiveness of the treatment of pwCF with mutations other than F508del, as well as improving their
inflammatory status.

Diverse persone con fibrosi cistica (FC) portatrici di mutazioni orfane sono ancora prive di op-
zioni terapeutiche. Abbiamo dimostrato che il lipide GM1 stabilizza e migliora I’attivita di CFTR-
F508del recuperato da Kaftrio. In FC, la stabilita in membrana plasmatica (MP) di CFTR mutata
¢ fortemente influenzata dall’infezione da Pseudomonas aeruginosa (Pa). Considerando Dattivita
immunomodulatoria di GM1, questo lipide potrebbe migliorare anche la risposta immunitaria nel
polmone delle persone con FC.

Con questo progetto vogliamo studiare se la somministrazione esogena di GM1 e colesterolo
migliorino I’efficacia di Kaftrio nel ripristinare il CFTR con mutazioni orfane. Intendiamo inoltre
valutare I’effetto di GM1 sull’interazione ospite-patogeno in modelli di FC in vitro e in vivo.

L’implicazione di GM1 e del colesterolo come coadiuvanti di Kaftrio verra studiata in cellule delle
vie aeree con diverse varianti di CFTR, valutando I’effetto sulla sua stabilita. L’effetto di questi
lipidi sull’interazione ospite-patogeno verra studiato in termini di internalizzazione di P. aerugi-
nosa nelle cellule delle vie aeree. Leffetto immunomodulatorio di GM1 verra valutato in modelli
di topo FC sottoposti a infezione acuta e cronica da Pa.

Abbiamo verificato che: i) I’espressione di diverse varianti di CFTR influisce sulla composizione
della MP delle cellule epiteliali bronchiali, ii) I'uso di GM1, dei suoi analoghi strutturali e del co-
lesterolo associato alle LDL migliora I’effetto di Kaftrio aumentando la stabilita in MP del canale
mutato senza causare effetti tossici, iii) il GM1 ripristina I’eliminazione di Pa nelle cellule epiteliali
bronchiali che esprimono F508del-CFTR. Abbiamo iniziato a generare nuove linee cellulari epi-
teliali bronchiali umane sovraesprimendo diverse mutazioni di CFTR che non hanno ancora te-
rapie disponibili. Abbiamo impostato gli esperimenti sui modelli di topo FC al fine di verificare la
tossicita di GM1 e la sua capacita di potenziare I’attivita delle cellule immunitarie nell’uccidere Pa.

I risultati di questo studio potrebbero rappresentare il punto di partenza per lo sviluppo di nuove
strategie terapeutiche basate sull’associazione di lipidi con correttori e potenziatori, per migliora-
re I’efficacia dei trattamenti nei pazienti con FC con mutazioni diverse dalla F508del e per miglio-
rarne lo stato infiammatorio.
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Cystic fibrosis (CF) is caused by mutations in the gene encoding the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR), a cAMP-activated CI- channel. The approval of CFTR modulators
has opened the possibility of targeting the basic molecular defects underlying CFE. Nevertheless, these
molecules fail to completely rescue the activity of CFTR mutants, and patients with rare mutations
are not eligible for these treatments.
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We previously conceived a cell-permeable PI3Ky mimetic peptide (PI3Ky MP) that, by targeting the
scaffold activity of PI3KYy, increases subcortical levels of cAMP, the second messenger known to in-
crease CFTR channel activation. The ensuing PKA-mediated phosphorylation of Serine-737 of the
channel activates the wild-type CFTR, while synergizes with CFTR modulators in rescuing the fun-
ction of the most common mutant, F508del-CFTR. Here, we aim at demonstrating that the PI3Ky MP
can be exploited to reinstate the function of rare class I1I-IV CFTR mutants, characterized by gating/
conductance defects.

The effects of the PI3Ky MP on CFTR function will be evaluated in cell lines and primary cells expres-
sing rare class I1I-1V CFTR variants.

Preliminary data revealed that PI3Ky MP is able to rescue the opening of the rare class IV mutant,
R334W, that is currently not eligible for modulator treatment. Measurement of short-circuit currents
(ISC) in intestinal organoids bearing the frameshift mutation 2184insA and the R334W allele shows
that acute application of PI3Ky MP induces an increase in CFTR conductance up to 6 and 12 folds
when applied alone or in association with forskolin, respectively. In contrast, the conductance of the
channel is not restored upon acute application of Ivacaftor, the CFTR potentiator used for CFTR
variants with defects in channel gating. Intriguingly, in 2184insA/R334W organoids the peptide retains
the ability to increase ISC in the presence of a CFTR inhibitor (CFTRinh172), with the residual cur-
rent returning to baseline after addition of inhibitors of basolateral Ca2+-activated K+ channels and of
the Na-K-ClI cotransporter, which are known to increase the electrochemical driving force for luminal
Cl- secretion.

Taken together, these results uncover the PI3Ky MP as an effective means of rescuing the activity of the
rare R334W variant through a direct action on the CFTR protein and an indirect effect on the electrical
driving force.

La fibrosi cistica (FC) € una patologia causata da mutazioni nel gene che codifica per CFTR, un
canale al cloruro attivato dallAMP ciclico. L’approvazione dei modulatori di CFTR ha aperto alla
possibilita di bersagliare i difetti molecolari alla base della patologia. Tuttavia, queste molecole
non riescono a ripristinare completamente I’attivita dei mutanti di CFTR, e le persone con FC con
mutazioni rare non sono eleggibili per questi trattamenti.

Abbiamo ideato un peptide permeabile alla cellula (PI3Ky MP), che bloccando la funzione

di “ancoraggio” di PI3Ky, aumenta i livelli subcorticali di cAMP, il secondo messaggero noto per
indurre I’attivazione del canale. La conseguente fosforilazione mediata da PKA della serina-737
induce 'apertura del wt-CFTR, mentre sinergizza con i modulatori nel ripristinare la funzione
della mutazione pitt comune, F508del-CFTR. L’obiettivo del progetto ¢ quello di dimostrare che
PI3Ky MP puo essere usato per ripristinare la funzione di mutanti rari di CFTR di classe III-1V,
direttamente o potenziando I’efficacia dei modulatori.

Leffetto di PI3Ky MP di ripristinare I’attivita di CFTR sara valutata in linee cellulari e cellule
primarie che esprimono varianti rare di classe III-IV.

Dati preliminari rivelano che PI3Ky MP ¢ in grado di ripristinare ’apertura della mutante raro di
classe IV, R334W, attualmente non idoneo per il trattamento da modulatori. La misurazione delle
correnti di cloruro in organoidi intestinali portatori degli alleli 2184insA e R334W mostra come
I’applicazione acuta di PI3Ky MP induce un aumento della conduttanza di CFTR fino a 6 se ap-
plicato da solo o 12 volte in associazione con forskolina. Diversamente, la conduttanza del canale
R334W non viene recuperata dopo 'applicazione acuta di ivacaftor, il potenziatore approvato
per varianti con difetto di apertura di CFTR. Curiosamente, negli organoidi 2184insA/R334W il
peptide conserva la capacita di aumentare le correnti di CI- in presenza di un inibitore di CFTR
(CFTRinh172), con corrente residua che ritorna ai livelli basali dopo aggiunta di inibitori dei
canali del K+ attivati da Ca2+ e del cotrasportatore Na-K-Cl, canali noti per aumentare la forza
motrice elettrochimica per la secrezione di Cl-.

Questi risultati rivelano come PI3Ky MP sia un mezzo efficace per ripristinare la funzionalita
del mutante raro R334W, attraverso sia un’azione diretta sulla proteina CFTR sia con effetto indiret-
to sulla forza motrice elettrochimica.
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Fighting antimicrobial resistance
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In Pseudomonas aeruginosa inhibition of the ArnT transferase (ArnT-Pa) is expected to reduce co-
listin resistance. Accordingly, we have identified a natural compound that reduces colistin resistance
and the ent-beyerane scaffold for further development of Arn'T-Pa inhibitors.

Here, we proposed to produce drug-like synthetic molecules with improved biological activity by a ra-
tional procedure toward simplification of the ent-beyerane complex structure. Additionally, liposomes
were designed to overcome the low solubility of the compounds and to allow the codelivery of colistin
and ArnT-Pa inhibitors.

In silico production of a library of ent-beyerane diterpens and molecular docking simulations of bin-
ding to ArnT-Pa. Synthesis of the suggested compounds by organic chemistry procedures. Production
and purification of ArnT-Pa and in vitro binding assay. Design and assembly of liposomal formula-
tions by thin lipid film hydration technique. Antimicrobial testing by conventional methods against
planktonic and biofilms of P. aeruginosa strains.

A library of compounds was generated in silico, subsequently the library was screened using molecular
docking simulations. This led to the selection of abietane-type diterpenoids which were then synthesi-
zed. Stable liposomes were assembled co-encapsulating both isostevic acid, as a prototype of ent-beye-
rane derivatives, and colistin at different drug ratio. Interestingly, the co-loaded liposomes possess low
mobility in mucus which may represent a benefit for prolonged local release and reduced interaction
with the lung mucosa. Additionally, a lyophilized prototype for inhalable has been developed. The new
compounds and the liposomal formulations were tested on both planktonic and biofilm P. aeruginosa
strains. Recombinant ArnT-Pa has been produced and purified; the quality of the protein has been
evaluated by size-exclusion chromatography (SEC) as a prerequisite for crystallization trials.

Collectively this project led to the identification of compounds with colistin-adjuvant activity with a
chemical structure easily-affordable and the production of liposome-based nanovehicles for the code-
livery of compounds and colistin. Additionally, recombinant ArnT-Pa is available for crystallization
studies, which is expected to further improve the identification of Arn-T inhibitors.

In Pseudomonas aeruginosa I'inibizione della transferasi ArnT (ArnT-Pa) ¢ atteso che riduca la
resistenza alla colistina. Infatti, abbiamo identificato un composto naturale che riduce la resistenza
alla colistina e, da questo, la struttura ent-beyeranica per l'ulteriore sviluppo di inibitori di ArnT.

Basandoci sui nostri studi precedenti, ci siamo proposti di produrre molecole sintetiche con mi-
gliori proprieta farmacologiche e attivita biologica attraverso una procedura di semplificazione
della struttura ent-beyeranica. Inoltre, per superare il limite della bassa solubilita dei composti
identificati e per permettere la co-somministrazione della colistina e dell’adiuvante, sono stati
progettati dei vettori liposomiali.

Analisi in silico per la selezione di diterpeni con struttura ent-beyeranica e simulazione di legame
dei composti. Sintesi dei composti selezionati in silico mediante procedure di chimica organica.
Produzione e purificazione di ArnT-Pa e saggi di legame in vitro. Progettazione e assemblaggio di
formulazioni liposomiali mediante tecnica di idratazione di film lipidico sottile. Test antimicrobici
con metodi convenzionali contro planctonici e biofilm di ceppi di P, aeruginosa.

Una libreria di composti & stata generata in silico, e successivamente la libreria ¢ stata poi va-
gliata mediante simulazioni di docking molecolare. Cio ha portato alla selezione di diterpenoidi
di tipo abietano che sono stati sintetizzati e avviati ai saggi di attivita antimicrobica in presenza
di concentrazione sub-inibenti di colistina. Liposomi sono stati assemblati co-incapsulando sia
I’acido isostevico, come prototipo di derivati ent-beyeranici, sia la colistina a diversi rapporti far-
macologici. Abbiamo osservato che questi liposomi possiedono una bassa mobilita nel muco che
puo rappresentare un vantaggio per un rilascio locale prolungato e una ridotta interazione con
la mucosa polmonare. Inoltre, ¢ stato sviluppato un prototipo liofilizzato per sostanze inalabili. I
nuovi composti e le formulazioni liposomiali sono stati testati su ceppi di P. aeruginosa sia planc-
tonici che biofilm. ArnT-Pa ricombinante & stato prodotta e purificata; la qualita della proteina ¢
stata valutata mediante cromatografia a esclusione dimensionale (SEC) come prerequisito per le
prove di cristallizzazione.
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Conclusioni  Nel complesso questo progetto ha portato all’identificazione di composti con attivita adiuvante della
colistina e alla produzione di liposomi per la co-somministrazione di composti e colistina. Inoltre,
per gli studi sulla cristallizzazione ¢ disponibile IArnT-Pa ricombinante, che dovrebbe migliorare
ulteriormente I'identificazione degli inibitori dellArn-T.

ATr ojan horse str. ategy to On the left, Andrea Battistoni with his collaborators.
impr ove the treatment of On the right, Luigi Scipione and collaborator.
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Pseudomonas aeruginosa

Background Pseudomonas aeruginosa lung infections pose a serious threat to people with cystic fibrosis (CF).
and rationale The ability of this pathogen to evade the host immune responses and thrive in the inflamed lung is
dependent on its ability to import transition metals that are used as cofactors by many proteins. In

particular, P. aeruginosa displays a noteworthy ability to import zinc, which is captured in the extra-

cellular environments by a zinc-transporting molecule (zincophore) named pseudopaline. The iden-

tification of a pseudopaline-mediated mechanism of Zn uptake offers possibilities to improve anti-

biotic delivery in P. aeruginosa, overcoming some of its intrinsic mechanisms of antibiotic resistance.

Hypothesis  Our goal is to generate a new formulation of existing antibiotics to obtain drugs capable of selectively
and objectives and effectively targeting P. aeruginosa. To this aim, we will use the Trojan horse strategy, which invol-
ves the conjugation of antibiotics to molecules synthesized by the microorganism to import essential

nutrients, exploiting the ability of P. aeruginosa to import Zn through pseudopaline.

Essential We will synthesize conjugates between pseudopaline and two different antibiotics and analyze their
methods antimicrobial activity in vitro on reference and clinical strains of P. aeruginosa and in vivo in Galleria
mellonella.

Preliminary We have shown that in P. aeruginosa Zn acquisition modulates the expression of several virulence
results  features (alginate production, biofilm formation, protease secretion, siderophore biosynthesis, moti-
lity) and is critical for establishing lethal lung infections in mice. Furthermore, we have found that
Zn uptake is significantly facilitated by the release of pseudopaline. In addition, we have developed
a chemical strategy for the synthesis of pseudopaline or of a derivative able to promote the growth of
P, aeruginosa strains unable to synthesize the zincophore. This makes the generation of conjugates
between zincophore and antibiotics technically feasible.

Conclusions We expect to obtain results that validate the potential of zincophore-based Trojan horses as a tool to in-
crease the effectiveness of antibiotics in use for the treatment of lung infections caused by P. aeruginosa.

Razionale Le infezioni polmonari da Pseudomonas aeruginosa rappresentano una seria minaccia per le per-
dello studio  sone con fibrosi cistica (FC). La capacita di questo patogeno di proliferare nell’ambiente polmo-
nare dipende dalla sua capacita di acquisire metalli di transizione usati come cofattori in molte
proteine. In particolare, P. aeruginosa mostra una notevole capacita di importare zinco, che viene
catturato negli ambienti extracellulari dallo zincoforo (molecola che trasporta selettivamente Zn)
pseudopalina. L’identificazione di un meccanismo di assorbimento di Zn mediato da pseudopali-
na offre possibilita per veicolare efficientemente antibiotici in P. aeruginosa, superando alcuni dei
meccanismi intrinseci di resistenza agli antibiotici.

Ipotesi Al fine di aumentare I’efficacia degli antibiotici usati per trattare le infezioni da P. aeruginosa,

e obiettivi proponiamo di usare la strategia del cavallo di Troia, che prevede la coniugazione di antibiotici

a molecole sintetizzate dal microrganismo per importare nutrienti essenziali. In questo caso
proponiamo di coniugare antibiotici alla pseudopalina.

Metodi Sintetizzeremo coniugati tra lo zincoforo e due diversi antibiotici e analizzeremo la loro attivita
antimicrobica in vitro su ceppi clinici e di riferimento di P. aeruginosa e in vivo in Galleria mel-
lonella.

Risultati Abbiamo dimostrato che in P. aeruginosa lo Zn modula I’espressione di diversi caratteri di viru-
preliminari  lenza (sintesi di alginato, formazione di biofilm, secrezione di proteasi, biosintesi dei siderofori,
motilitd) ed &€ fondamentale per stabilire infezioni polmonari nei topi. Inoltre, abbiamo dimostra-
to che la pseudopalina ha un ruolo centrale nel promuovere I’assorbimento di Zn. Abbiamo anche
messo a punto una nuova strategia chimica per la sintesi della pseudopalina o di suoi derivati
capaci di stimolare la crescita di P. aeruginosa. Questi risultati aprono la strada alla possibilita di

generare coniugati tra pseudopalina e antibiotici.

Conclusioni  Ci aspettiamo di validare il potenziale dei cavalli di Troia basati sulla pseudopalina come strumento
per aumentare ’efficacia degli antibiotici in uso per il trattamento delle infezioni polmonari causate
da P. aeruginosa.
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Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus multidrug resistant (MDR) infections still
represent a main threat for people with cystic fibrosis (pwCF), rendering the development of new
antibiotics urgently needed. Virtual Screening (VS) is a fast and cheap method for the selection of
small molecules predicted to be effective in the inhibition of the selected enzymes. A crucial advan-
tage of V'S is the possibility to include in the filter rules some descriptors to evaluate drug-like and
toxicological properties of the compounds. This greatly speeds up the identification of a new hit, its
development, and expands the chances of getting a compound in clinical testing.

To promote innovative treatment and care for CE we propose to apply the VS approach to identify
bactericidal molecules with a mechanism of action different from the one of antibiotics in clinical use,
i.e. targeting proteins involved in cell division (FtsZ and the complex FtsZ-SulA).

After selecting a short number of molecules, a biological evaluation will be performed, saving time and
costs to research. Enzymatic assays and Minimal Inhibitory Concentration (MIC) tests will be per-
formed to identify antimicrobial compounds targeting FtsZ. Then, cytotoxicity studies will be carried
out on human cells. The compounds endowed with promising biological activity will be optimized in
terms of potency and safety. Also in this step we will take great advantage of the application of com-
puter aided methods speeding up the process. The optimization of compounds will be repeated until
satisfactory results will be achieved. The compound showing the best properties in vitro will be tested
in vivo, first in the wax moth Galleria mellonella, and finally in a mouse model of P. aeruginosa and S.
aureus acute and chronic infections.

Using the VS, we already identified a compound able to inhibit S. aureus FtsZ polymerization and with
a good MIC against S. aureus growth. We also showed that the compound is not cytotoxic.

Our final goal is to identify new molecules that might become new therapeutic solutions against the
two MDR pathogens that mostly affect pw CF, with a new mechanism of action with respect to current-
ly used drugs, which will improve the lifetime and the quality of life of pwCF.

Le infezioni provocate da Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus multiresistenti rap-
presentano ancora una delle principali minacce per le persone con fibrosi cistica (FC), rendendo
urgente lo sviluppo di nuovi antibiotici. Il Virtual Screening (VS) € un metodo rapido ed econo-
mico per la selezione di piccole molecole efficaci nell’inibizione di enzimi selezionati. Un vantag-
gio cruciale del VS ¢ la possibilita di includere filtri per valutare le proprieta farmacologiche e
tossicologiche dei composti. Cid accelera notevolmente ’identificazione, lo sviluppo e aumenta le
possibilita di ottenere un composto che possa entrare in trial clinico.

Per promuovere trattamenti e cure innovative per la FC, proponiamo di applicare I’approccio
del VS per identificare molecole battericide con un meccanismo d’azione diverso da quello degli
antibiotici in uso clinico, cio¢ che abbiano come bersaglio le proteine coinvolte nella divisione
cellulare (FtsZ e il complesso FtsZ-SulA).

Dopo aver selezionato un piccolo numero di molecole, verra eseguita una valutazione biologica,
risparmiando tempo e costi per la ricerca. Verranno effettuati test enzimatici e valutazione della
minima concentrazione inibente (MIC) per identificare composti antimicrobici contro FtsZ. Suc-
cessivamente verranno condotti studi di citotossicita su cellule umane. I composti dotati di attivita
biologica promettente saranno ottimizzati. Anche in questa fase useremo metodi informatici per
velocizzare il processo. L’ottimizzazione dei composti verra ripetuta fino al raggiungimento di
risultati soddisfacenti. Il composto che mostrera le migliori proprieta in vitro sara testato in vivo,
prima usando la tarma della cera Galleria mellonella, e infine in un modello di topo di infezioni
acute e croniche da P, aeruginosa e S. aureus.

Usando il VS, abbiamo gia identificato un composto in grado di inibire la polimerizzazione FtsZ
di S. aureus e con una buona MIC contro la crescita del batterio. Abbiamo anche dimostrato che
il composto non ¢ citotossico.

Il nostro obiettivo finale ¢ identificare nuove molecole che potrebbero diventare nuove soluzioni
terapeutiche contro i due patogeni multiresistenti che colpiscono maggiormente le persone con FC,
con un nuovo meccanismo d’azione rispetto ai farmaci attualmente usati, che miglioreranno la du-
rata e la qualita della vita delle persone con FC.
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In the cystic fibrosis (CF) lung, Pseudomonas aeruginosa grows to high densities within airway
sputum, which serves as the nutritional source during infection. High-throughput genetic approa-
ches revealed that essential genes in the CF sputum exceed those required for P. aeruginosa growth
in standard laboratory media. Moreover, the formation of P. aeruginosa antibiotic-resistant biofil-
ms and the production of key virulence factors are controlled by signaling systems that integrate
environmental and metabolic stimuli. Hence, specific molecular pathways are involved in growth,
biofilm formation and pathogenicity in the CF sputum.

Molecules specifically inhibiting growth, biofilm formation and/or expression of virulence factors in a
medium mimicking the CF sputum have the potential to reduce P. aeruginosa load and pathogenicity
in the CF lung. On this basis, the objective of this project is to identify such inhibitors by screening a
library of drugs already approved for their use in humans in the synthetic CF sputum medium SCFM.

Ad hoc engineered P. aeruginosa-based biosensor strains will be used to set-up a screening system
allowing the identification of drugs specifically inhibiting growth or signaling systems controlling bio-
film formation and/or virulence in SCFM. To this aim, a library of > 3000 FDA-approved and phar-
macopeial drugs will be used. Based on their activity, selected hits will be preliminarily characterized
by using standard assays (e.g. MIC, MBC, biofilm formation, secretion of virulence factors), both in
the reference strain PAOI and in 10 P. aeruginosa multidrug-resistant CF isolates.

The research group has successfully applied drug-repurposing approaches to identify new anti-vi-
rulence agents and colistin adjuvants. Moreover, the PI has already developed the biosensor strains
useful for the identification of anti-biofilm and anti-virulence compounds.

This pilot study will allow identifying molecules with favorable pharmacological properties that de-
crease the ability of P. aeruginosa to grow and persist in the CF lung. The output of this project will lay
the foundation for the development of new therapeutic treatments beneficial for people with CF with
intermittent and chronic P. aeruginosa lung infection.

Nei polmoni delle persone con fibrosi cistica (FC) Pseudomonas aeruginosa usa I'espettorato
come fonte di nutrienti per la crescita. Diversi studi hanno dimostrato che i) alcuni geni sono es-
senziali per la crescita di P. aeruginosa nell’espettorato FC ma non nei terreni standard di labora-
torio; ii) la formazione di biofilm resistenti agli antibiotici e la produzione di fattori di virulenza in
P. aeruginosa sono regolati da stimoli ambientali e metabolici. Pertanto, la crescita, la formazione
di biofilm e la patogenicita di P. aeruginosa nel polmone FC sono dipendenti da specifici pathway
molecolari.

Molecole in grado di inibire le pathway molecolari necessarie per la crescita, la formazione di
biofilm e/o I’espressione di fattori di virulenza in un mezzo di crescita che mima ’espettorato
FC, come il terreno SCFM, hanno il potenziale di ridurre la patogenicita di P. aeruginosa nel
polmone FC. L’obiettivo di questo progetto ¢ identificare tali inibitori. A tal fine, una libreria
di farmaci gia approvati per uso nell’'uomo verra testata su biosensori di P. aeruginosa cresciuti
nel terreno SCFM.

Ceppi biosensori di P. aeruginosa verranno usati per mettere a punto un sistema di screening che
consenta I'identificazione di farmaci in grado di inibire in modo specifico la crescita o i sistemi di
segnalazione che controllano la formazione di biofilm e/o la virulenza nel terreno SCFM. A tal
fine verra usata una libreria di oltre 3000 farmaci. In base alla loro attivita, molecole selezionate
durante lo screening saranno caratterizzate in dettaglio usando saggi standard (es. MIC, MBC,
formazione di biofilm, secrezione di fattori di virulenza), sia nel ceppo di riferimento PAO1 che in
isolati polmonari FC multiresistenti di P. aeruginosa.

Il gruppo di ricerca ha gia impiegato con successo approcci di riposizionamento di farmaci per
I'identificazione di nuovi agenti anti-virulenza e adiuvanti della colistina. Inoltre, il PI ha gia svi-
luppato i biosensori che verranno impiegati per identificare i nuovi farmaci anti-biofilm e anti-vi-
rulenza.

Questo studio consentira di identificare molecole con proprieta farmacologiche favorevoli in grado
di ridurre la capacita di P. aeruginosa di crescere e persistere nel polmone FC, gettando le basi per
lo sviluppo di nuovi approcci terapeutici per il trattamento di infezioni polmonari intermittenti e
croniche.



Evaluation of cefiderocol
activity against Pseudomonas
aeruginosa in cystic fibrosis
lung infections

Valutazione del potenziale
dell'antibiotico cefiderocol su
Pseudomonas aeruginosa per

il trattamento delle infezioni
polmonari in fibrosi cistica

Background
and rationale

Hypothesis
and objectives

Essential
methods

Preliminary
results

Conclusions

Razionale
dello studio

Ipotesi
e obiettivi

Metodi

Risultati
preliminari

Barbara Citterio (top left picture, 2" from the left) and her
collaborators

Gianmarco Mangiaterra!, Giuseppe Piccioni!,
Massimiliano Lucidi?, Giulia Capecchi?, Carla Vignaroli®,
Natalia Cirilli®, Alessandra Bragonzi®, Barbara Citterio!

! Department of Biomolecular Sciences, University of Urbino

Carlo Bo, Urbino, Italy - 2 Department of Science, Microbiology
Unit, University of RomaTre, Italy - * Department of Life and
Environmental Sciences, Polytechnic University of Marche, Ancona,
Italy - * University Hospital of Marche, Cystic Fibrosis Centre,
Ancona, Italy - * Infections and Cystic Fibrosis Unit, Division of
Immunology, Transplantation and Infectious Diseases, IRCCS San
Raftaele Scientific Institute, Milan, Italy

(FFC#7/2023, new)

Cystic fibrosis (CF) lung infections by Pseudomonas aeruginosa are extremely difficult to treat and
eradicate, mainly due to the development of biofilm and persistent cells, including the so-called
viable but non-culturable (VBNC) forms. The novel antibiotic cefiderocol (CFD) exploits the bacte-
rial iron uptake systems to enter the cell and achieve a higher bactericidal effect compared to other
adopted drugs. However, its activity on P. aeruginosa persistent and VBNC cells is still unknown.

To fill this gap of knowledge, this project’s aims are: i) investigating the P. aeruginosa resistance to CFD
in both planktonic and sessile cultures; ii) assessing the induction of persistent and VBNC P. aerugino-
sa cells in in vitro iron-starved and CFD-exposed biofilms; iii) validating the results obtained in vitro
in a preclinical mouse model of chronic infection.

The P. aeruginosa susceptibility to CFD will be tested against laboratory and clinical isolates, in plan-
ktonic and sessile cultures. The development of persistent and VBNC cells will be investigated in in
vitro biofilm models, challenged with bactericidal CFD concentrations and then maintained in the
presence of sublethal doses. Culturable and VBNC persisters will be detected by culture and gPCR, re-
spectively, estimating the amount of the VBNC as the difference between molecular and cultural bacte-
rial counts. The obtained results will be validated by confocal microscopy in flow-cell biofilms, using
specific dyes to reveal the bacterial metabolic activity. Then, a mouse model of P. aeruginosa infection
will be treated with CFD, focusing on the infection eradication and/or on the persisters insurgence.

As first step, iron-depleted cation adjusted Mueller Hinton and M9 minimal medium have

been selected as proper media for the experimental setting, since both containing a limited iron amount,
a stress condition required for CFD activity. P. aeruginosa biofilm formation in these media has been
preliminary evaluated as well.

The results obtained in this project will provide: i) an evaluation of P. aeruginosa resistance to CFD
and evidence of the drug contribution to the induction of culturable persisters and VBNC cells; ii) an
efficacy study of CFD in the preclinical mouse model of P.aeruginosa chronic infection and of the
bacterial population dynamics in response to the antibiotic.

L’infezione polmonare da Pseudomonas aeruginosa in fibrosi cistica (FC) risulta estremamente
difficile da trattare/eradicare a causa dello sviluppo di biofilm e di forme batteriche persistenti,
incluse le forme vitali ma non coltivabili (VBNC). Il nuovo farmaco cefiderocol (CFD) sfrutta i
sistemi batterici di acquisizione del ferro per penetrare la cellula e ottenere un’efficacia maggiore
rispetto ad altri antibiotici noti. Tuttavia, la sua efficacia contro le cellule persistenti non ¢ stata
testata.

Per caratterizzare 1’azione del CFD contro le cellule persistenti di P. aeruginosa, il presente
progetto mira a: i) valutare la resistenza e la persistenza di P. aeruginosa al CFD, sia nello stato
planctonico sia in biofilm; ii) verificare I'induzione di cellule persistenti ¢ VBNC in biofilm di
P. aeruginosa esposti al CFD in condizioni di carenza di ferro; iii) validare i risultati ottenuti in
vitro in un modello preclinico di infezione cronica.

La resistenza di P. aeruginosa al CFD sara valutata in colture planctoniche e biofilm di ceppi di
laboratorio e isolati clinici. Le cellule persistenti e VBNC del patogeno verranno indotte in bio-
film in vitro, esposti a diverse concentrazioni di CFD, e rilevate tramite saggi colturali e di qPCR.
La quota di forme VBNC, in particolare, verra stimata come differenza tra conte batteriche mole-
colari e colturali. Tali risultati saranno validati dall’analisi in microscopia confocale, tramite pro-
tocolli in grado di rilevare Iattivita metabolica batterica. Infine, I’attivita del CFD nell’eradicare
I'infezione da P. aeruginosa e nel contrastare lo sviluppo di persistenza sara testata in un modello
di topo di infezione cronica.

Il terreno Mueller Hinton II, impoverito di ferro, e il terreno minimo M9 sono stati selezionati
come mezzi di coltura idonei per saggiare I’attivita del CFD, in quanto entrambi presentano bassi
livelli del metallo e costituiscono un fattore di stress per il patogeno. L’abilita di P. aeruginosa di
formare biofilm in questi terreni ¢ stata esaminata in saggi preliminari.
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Conclusioni I risultati del progetto permetteranno di: i) valutare l'attuale diffusione della resistenza al CFD in
P, aeruginosa; ii) investigare il ruolo dell’antibiotico nellinduzione di forme persistenti e VBNC del
patogeno; iii) esaminare I’efficacia del CFD e monitorare le dinamiche di popolazione batterica in
vivo tramite il modello di infezione cronica.
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Background  Chronic lung infections in people with cystic fibrosis patients (pwCF) are characterized by periods
and rationale of stability interspersed by pulmonary exacerbations. Not all pwCF with a documented chronic
lung infection show the same bacteria in the sputum in a long term follow up. Culture-indepen-
dent community profiling of the CF lung bacterial population resulted more reliable than culture,
also highlighting the occurrence of quiescent cells, including the so-called viable but non-culturable

(VBNC) forms.

Hypothesis  This project aims: i) to investigate the presence of VBNC forms in sputum samples of pwCF with
and objectives chronic lung infection; ii) to investigate clinical features of pwCF with chronic lung infection, iii) to
match the clinical outcomes with the presence of VBNC forms; iv) to estimate the time to reactivation

of VBNC forms.

Essential  Sputum samples (SS) collected at routine visits from pwCF have been analysed using both culture and
methods species-specific qPCR to detect Pseudomonas aeruginosa (PA), Achromobacter xylosoxidans (AX),
Stenotrophomonas maltophilia (SM), methicillin sensitive (MSSA) and resistant (MRSA) Staphylo-

coccus aureus, evidencing VBNC forms as discrepancy between molecular and cultural counts.

Results Among the 102 pwCF enrolled, 94 people completed the study and a total of 407 §S were collected.
PA and MSSA resulted statistically more prone (MSSA, p< 0.05) to develop VBNC cells over time, as
shown in the table.
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PA AX
Visit n % (95%Cl) % (95%Cl)
Visit 1 94 30.9 (21.5-41.3) 74 (3.3-15.3)
Visit 2 94 33 (23.83-43.5) 5.3 (1.97-12.3)
Visit 3 94 277 (19.2-38.0) 5.3 (1.97-12.3)
Visit 4 93 22.6 (14.8-32.7) 3.2 (0.8-9.8)
p 0.206 0.285

SM MSSA
Visit 1 94 3.2(0.8-9.7) 277 (19.2-38)
Visit 2 94 4.3 (1.4-112) 29.8 (21-40.2)
Visit 3 94 6.4 (2.6-13.9) 479 (376-58.4)
Visit 4 93 75 (3.3-15.4) 473 (37-579)
p 0.201 0.003

MRSA At least 1 VBNC

Visit 1 94 8.5 (4.0-16.6) 58.5 (479-68.4)
Visit 2 94 12.8 (71:21.6) 60.6 (50.0-70.4)
Visit 3 94 14.9 (8.7-24.1) 68.1 (576-771)
Visit 4 93 11.8 (6.3-20.6) 65.6 (54.9-74.9)
p 0.478 0.258
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Only for PA a significant correlation (p< 0.001) between chronic infection and VBNC cells presence
was evidenced.

PwCF tested positive for VBNC cells showed significantly lower FEV1 values and a greater prompt-
ness to develop pulmonary exacerbations (p< 0.05) compared to VBNC-free subjects. No correlations
with other clinical features (e.g. antibiotic therapy, nutritional status or comorbidities) were evidenced.
Treatment with CFTR modulators seemed to ameliorate FEV1 values in the treated pwCE, either pre-
senting or not VBNC cells, although not in a significant manner.

The results of this pilot study highlight the urgent need to implement the routine cultural methods with
more reliable culture-independent assays to efficiently detect all the viable bacterial populations in the
CF lungs and to evaluate the efficacy of the routinely adopted antibiotic treatments. Moreover, our
results confirm that patients with chronic or intermittent infection do not eradicate the bacteria; further
studies are needed to clearly establish the effect of modulators on lung bacteria clearance.

Le infezioni polmonari croniche nelle persone con fibrosi cistica (pFC) sono caratterizzate da
esacerbazioni polmonari ricorrenti. La comunita batterica caratterizzante questi pazienti risulta
molto variabile in un follow-up a lungo termine, come evidenziato tramite tecniche di analisi
indipendenti dalla coltura batterica, piu affidabili rispetto alla diagnosi colturale di routine. Tali
saggi hanno, inoltre, rilevato la presenza delle cosiddette cellule vitali ma non coltivabili (VBNC).

Gli obiettivi del progetto risultano: i) indagare la presenza di forme VBNC in campioni di espet-
torato delle pFC con infezione cronica; ii) indagare le caratteristiche cliniche di tali pwFC; iii)
analizzare ’associazione tra esiti clinici e risultati del test per le forme VBNGC; iv) stimare i
tempi di riattivazione delle cellule VBNC.

I campioni di espettorato delle persone arruolate sono stati analizzati sia con saggi colturali sia
con qPCR specie-specifiche per la presenza di forme VBNC di Pseudomonas aeruginosa (PA),
Achromobacter xylosoxidans (AX), Stenotrophomonas maltophilia (SM), Staphylococcus aureus
meticillino sensibile (MSSA) e resistente (MRSA), stimando tali forme come la differenza tra
conte molecolari e colturali.

Delle 102 pFC arruolate, 94 hanno completato lo studio, per un totale di 407 campioni di sputo
analizzati. PA e MSSA sono risultati i batteri pil inclini a sviluppare varianti VBNC (MSSA,
p<0,05), il primo evidenziando, inoltre, una correlazione significativa (p<0,001) con lo stato in-
fettivo cronico. Le persone con FC con VBNC hanno mostrato valori di FEV1 significativamente
inferiori e una maggiore predisposizione ad episodi di esacerbazione polmonare (p<0,05) rispetto
a pazienti liberi da VBNC. Non sono state evidenziate correlazioni con altre caratteristiche clini-
che (e.g. terapia antibiotica, stato nutrizionale o comorbilita). Il trattamento con i modulatori del
CFTR sembra esercitare un effetto positivo sui valori di FEV1 a dispetto della presenza di cellule
VBNC, sebbene tale associazione sia risultata inconsistente.

I risultati di questo studio pilota evidenziano: i) I'urgenza di implementare la diagnosi microbiolo-
gica colturale con tecniche non-colturali, per un monitoraggio efficiente della colonizzazione del
polmone FC e dell’efficacia dei trattamenti antibiotici di routine; ii) la mancata eradicazione batte-
rica nelle pFC con infezione cronica o intermittente; iii) la necessita di ulteriori studi sull’effetto dei
modulatori CFTR nell’eradicazione dell’infezione stessa.
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Nontuberculous Mycobacteria (NTM) are recently rising up as emerging pathogens among peo-
ple with cystic fibrosis (pwCF). Mycobacterium abscessus complex (MA) are the dominant NTM
species in the CF European community. PwCF colonized by MA display heterogeneous clinical
outcomes, ranging from asymptomatic colonization to progressive lung function decline and dama-
ge, a condition known as MA Pulmonary Disease (MA-PD). Recent multicenter studies, exploiting
whole genome sequencing (WGS) analysis of M A isolates, have reported the presence of Dominant
Circulating Clones (DCCs) of MA in pwCFE

To date, the intrinsic pathogenic potential of different MA DCCs, belonging to Italian pwCF with
different clinical outcomes, remains to be elucidated. Moreover, the development of new reliable bio-
markers is urgently required to better define disease stages and to limit the cost of intensive therapeutic
regimen to contrast MA-PD. The hypothesis guiding this proposal are that i) the distribution of Italian
DCCs can be characterized and that ii) molecular signatures associated with MA-PD disease can be
identified.

i) A retrospective/prospective observational study was set up collecting MA strains from infected pa-
tients at different stages of MA-PD. ii) We are using biological samples from pwCF at different risk
of MA pulmonary disease in order to determine novel biomarker of MA-PD by new genomic tech-
nology approach called “Single Cells RNA sequencing” (exploiting data obtained from our previous
FFC#23/2020 project).

We are collecting MA strains and related data among different CF centers that currently detect MA
strains in Italy. Currently, we collected over thirty M A strains and twenty four strains were characteri-
zed phenotypically and genotypically by WGS. We found common Dominant Circulating Clones and
bacterial genomic mutations in M A strains from different CF centers. Antimicrobial resistance profiles
and the association with clinical data is still under progress. The second aim is still ongoing. To date,
the hospital ethics committee was approved to increase the number of samples, and we are collecting
blood samples from the designed cohort of pwCE

Our project is i) determining current distribution of MA D CCs, belonging to Italian pwCF with diffe-
rent clinical outcomes, and ii) validating novel biomarkers to improve the decision-making processes
associated with NTM infection in pwCF.

I Micobatteri Non Tubercolari (MNT) appartenenti al Mycobacterium abscessus complex (MA),
risultano essere tra le specic MNT dominanti nella popolazione con fibrosi cistica (FC) europea.
Le persone con FC colonizzate da MA sono clinicamente eterogenee: possono avere una coloniz-
zazione asintomatica o una progressiva e grave disfunzione polmonare nota come MA-PD. Inol-
tre, un recente studio multicentrico inglese ha sfruttato ’analisi del sequenziamento dell’intero
genoma (WGS) degli isolati di MA per determinare la presenza di Cloni Circolanti Dominanti
(DCC) nelle persone con FC.

A oggi resta da chiarire il potenziale patogeno di diversi DCC di MA nelle persone con FC
italiane che presentano differenti quadri clinici. E evidente come la difficolta di diagnosi e le
limitate opzioni terapeutiche disponibili rendano necessario lo sviluppo di nuovi marcatori bio-
logici utili a definire le diverse fasi della malattia polmonare da MA.

Le ipotesi alla base di questo progetto sono che i) si possa caratterizzare la distribuzione dei
DCC italiani e ii) si possano associare specifici profili inflammatori al rischio di malattia da MA.

i) Stiamo avviando uno studio osservazionale retrospettivo/prospettico raccogliendo ceppi MA da
persone con FC infette a diversi stadi di infezione da MA. ii) Stiamo usando campioni biologici
di persone con FC a diverso rischio di malattia polmonare da MA al fine di determinare nuovi
biomarcatori mediante il sequenziamento di RNA a cellule singole (ampliando i risultati ottenuti
dal progetto FFC#23/2020).

Attualmente, abbiamo raccolto oltre trenta ceppi MA tra i diversi centri FC che attualmente ri-
levano i ceppi MA in Italia. Ventiquattro sono stati caratterizzati a livello genomico e fenotipico.
Abbiamo scoperto DCC comuni e mutazioni genomiche batteriche in ceppi MA provenienti da
diversi centri FC. I profili di resistenza antimicrobica e I’associazione con i dati clinici sono ancora
in fase di sviluppo. Il secondo obiettivo ¢ ancora in corso. A oggi, il comitato etico dell’ospedale
ha approvato I’aumento del numero di campioni e stiamo raccogliendo campioni di sangue dalla
coorte progettata di persone con fibrosi cistica.

Il nostro progetto mira a i) determinare ’attuale distribuzione delle MA DCC, appartenenti a perso-
ne italiane con FC, con diversi esiti clinici, e ii) validare nuovi biomarcatori per migliorare i processi
decisionali associati all’'infezione da MNT nelle persone con FC.
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The CFTR chloride channel dysfunction of people with cystic fibrosi (pwCF) causes production
and secretion of sticky mucus, facilitating the colonization by opportunistic pathogens, such as Non-
tuberculous Mycobacteria (NTM). Mycobacterium abscessus (Mab)-infected pwCF are excluded
from lung transplants, since Mab requires a multi-drug regimen that can last up to 2 years, with only
30% of success. There are no current specific drugs to treat these infections, and the recommended
regimens generally lack efficacy.

The proposal aims to address the lack of effective therapeutic solutions for Mab infections in pwCE,
by an innovative Abs-based therapeutic strategy. We will exploit a class of protein present in the viral
mycobacteriophages capsid, the endolysin (or lysin). The therapy will be a fusion antibody (Abs),
where the variable part will be replaced with the binding domain sequence of the lysins. The Abs
will instruct host cells to eliminate the Mab and to present the bacterial antigens for a T-cell mediated
neutralization. These Abs will be loaded within polymeric nanoparticles and delivered only within
macrophages infected by Mab.

The Abs will be produced by transfecting the plasmid codifying for the sequence in 293T cells and
the amino acid sequence will be assessed by MS/MS mass spectrometry analyses. The efficacy of the
therapy will be assessed by quantifying the intracellular Mab CFUs, and by fluorescence quantification
(confocal microscopy) using tdTomatoe-expressing Mab. Finally, we will use polymeric nanoparticles
to introduce the fusion Abs within Mab-infected human alveolar macrophages.

We have already produced the mycobacteriophages endolysin (from Ms6) and created 4 different
mutants to assess any change in binding efficacy against Mab. All mutants (and wild-type) have been
linked to GFP and a binding assay has been performed after 90 and 180 minutes. The quantification of
the GFP/tdTomatoe fluorescence ratio confirmed that all the mutants displayed strong affinity towards
Mab, which corroborates the potential of creating the fusion Abs.

At the end of the project, we will have created a therapy for Mab which is ready for pre-clinical inve-
stigations with relevant in vivo models of Mab infections. An active collaboration with San Raffaele
Hospital is on-going to access such models of Mab infections.

La disfunzione del canale CFTR provoca la produzione e la secrezione di muco appiccicoso, che
facilita la colonizzazione da parte di patogeni opportunisti come i Micobatteri Non Tubercolari
(MNT). Le persone con fibrosi cistica (FC) infettate da Mycobacterium abscessus (Mab) sono
perfino escluse dalle liste di trapianto polmonare. Al momento non esistono farmaci specifici per
il trattamento di queste infezioni e i regimi raccomandati generalmente mancano di efficacia.

Il progetto mira a trovare soluzioni terapeutiche efficaci per le infezioni da Mab nelle perso-
ne con fibrosi cistica, mediante un’innovativa strategia basata sugli anticorpi di fusione (Abs).
Sfrutteremo I’elevata selettivita di una classe di proteine presenti nel capside dei micobatterio-
fagi, I’endolisina (o lisina). La terapia sara un anticorpo di fusione, dove la parte variabile sara
sostituita con la sequenza del dominio legante delle lisine. Gli Abs istruiranno le cellule ospiti
a eliminare i Mab e a presentare gli antigeni batterici per una neutralizzazione mediata dalle
cellule T.

Gli Abs saranno prodotti trasfettando il plasmide che codifica per la sequenza in cellule 293T e la
sequenza di amminoacidi sara valutata mediante analisi di spettrometria di massa MS/MS. L'effi-
cacia della terapia sara valutata quantificando le CFUs di Mab intracellulari e mediante quanti-
ficazione in fluorescenza (microscopia confocale) usando Mab che esprimono tdTomatoe. Infine,
useremo nanoparticelle polimeriche per introdurre gli Abs di fusione all’interno dei macrofagi
alveolari umani infettati da Mab.

Il terreno Mueller Hinton II, impoverito di ferro, e il terreno minimo M9 sono stati selezionati
come mezzi di coltura idonei per saggiare ’attivita del CFD, in quanto entrambi presentano bassi
livelli del metallo e costituiscono un fattore di stress per il patogeno. L’abilita di P. aeruginosa di
formare biofilm in questi terreni ¢ stata esaminata in saggi preliminari.

Ci proponiamo di creare una terapia per Mab pronta per le indagini precliniche con rilevanti model-
li in vivo di infezioni da Mab. E in corso una collaborazione attiva con I’'Ospedale San Raffaele per
accedere a tali modelli di infezioni da Mab.
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The rise of multiple drug-resistant (MDR) bacteria, including Pseudomonas aeruginosa (Pa) com-
plicates the treatment of people with cystic fibrosis (pwCF). Recently, phage therapy has been explo-
red as a potential alternative tool for pwCE however, there are aspects that deserve to be further
studied to make phage therapy a realistic therapeutic option.

This project aims to investigate some of the still open questions about phage therapy, like what happens
when phages get in touch with eukaryotic cells in wild-type (WT) and CF models.

These general objectives will be addressed by: i) studying the fate of phages after the injection in WT
and CF zebrafish embryos and incubation with WT or CF human cell lines

representative of airway epithelium or innate immune system; ii) isolating and purifying proteins from
DEYV, the most promising among the phages composing a four-phage cocktail (CK4), and test which
one exerts anti-inflammatory effects in the above-mentioned in vivo and in vitro models, iii) dissecting
the molecular mechanisms through which CK4 modulate host immune system in WT and CF zebrafi-
sh embryos recapitulating the human innate immunity.

We demonstrated that our DEV phages are internalized by CuFi-1 cells. Moreover, by selectively tra-
cing neutrophils and macrophages populations in WT and CF zebrafish embryos, we demonstrated
that our CK4 elicit anti-inflammatory effects by reducing the migration of neutrophils but not ma-
crophages. In addition, we demonstrated that CK4 regulates resident macrophages that, in turn, govern
neutrophil recruitment.

The discovery of mechanisms involved in phage/host immune system interaction in normal and patho-
logical conditions will be relevant for the CF community. Indeed, clinical trials to assess the safety and
tolerability of an inhaled phage cocktail in patients with chronic Pa infections have been started. This
proposal aims to clarify unsolved issues of phage therapy that cannot be addressed in patients, with the
final goal to make it a reliable and safe therapeutic option.

L’aumento dei batteri resistenti ai farmaci, tra cui Pseudomonas aeruginosa (Pa), complica il trat-
tamento delle persone con fibrosi cistica (FC). Recentemente, la fagoterapia ¢ stata esplorata
come potenziale strumento alternativo per questi pazienti. Tuttavia, ci sono aspetti che meritano
di essere approfonditi per rendere la terapia fagica un’opzione terapeutica realistica.

Questo progetto mira a indagare alcune delle questioni ancora aperte della terapia fagica, e
cosa succede quando i fagi entrano in contatto con le cellule eucariotiche in modelli wild-type
(WT) e FC.

Questi obiettivi saranno affrontati attraverso i) lo studio del destino dei fagi dopo I'iniezione in
embrioni di zebrafish WT e FC o dopo la loro incubazione con linee epiteliali bronchiali umane
o cellule del sistema immunitario WT o FC; ii) isolare e purificare alcune proteine strutturali di
DEV, il pill promettente tra i fagi che compongono il nostro cocktail (CK4) per testare se e quali
esercitano effetti antinfiammatori; iii) analizzare i meccanismi molecolari attraverso i quali il CK4
modula il sistema immunitario dell’ospite in embrioni di zebrafish WT e FC che ricapitolano I'im-
munita innata umana.

In studi precedenti, abbiamo dimostrato che il nostro fago DEV ¢ in grado di legarsi alle cellule
CuFi-1 e che viene internalizzato. Inoltre, tracciando selettivamente le popolazioni di neutrofili e
macrofagi in embrioni di zebrafish WT e FC, abbiamo dimostrato che il nostro CK4 ¢ in grado di
trattare le infezioni da Pa in embrioni di zebrafish WT e FC. Inoltre, abbiamo dimostrato che i fagi
hanno prodotto effetti antinfiammatori riducendo la migrazione dei neutrofili, ma non quella dei
macrofagi.

La scoperta dei meccanismi coinvolti nell’interazione tra fagi e sistema immunitario dell’ospite in
condizioni normali e patologiche sara importante per la comunita FC. Infatti, sono stati avviati studi
clinici per valutare la sicurezza e la tollerabilita di un cocktail di fagi per via inalatoria in persone
con infezioni croniche da Pa. Questa proposta mira a chiarire le questioni irrisolte della terapia
fagica che non possono essere affrontate nei pazienti, con I’obiettivo finale di renderla un’opzione
terapeutica affidabile e sicura.
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This project is part of a research line with the goal of making phage therapy a practicable option to
cure the Pseudomonas aeruginosa (Pa) pulmonary infection in people with cystic fibrosis (pwCF).
Since phages are extremely specific for their bacterial hosts, phage therapy requires a personalized
approach, tailored to the susceptibility of the infecting bacterial strain to specific phages.

All phages that we have collected so far from environmental samples in the frame of previous FFC
Ricerca projects may use either LPS or type IV pilus (T4P) as receptors for infection. Heterogeneity
of LPS and lack of pili may explain phage-resistance shown by Pa clinical strains. The specific aims
of this project are i) to develop a collection of phages able to kill Pa CF isolates resistant to natural
phages; and ii) to assess whether Pa infections in patients treated with CFTR modulator drugs could
be cured by the same phages/phage cocktails active against isolates from untreated patients or require
specific phages/phage cocktails.

We will implement the following activities. i) Characterization of natural phages for their direct use in
phage therapy and mutagenesis. Profiling phage susceptibility of Pa strains isolated from pwCF in tre-
atment with modulators. ii) Generation of a collection of mutants of safe natural phages able to infect
phage-resistant CF strains. iii) In vitro and in vivo phenotypic analysis of mutant phages.

We developed a four-phage cocktail (CK4) able to cure Pa infections in different infection models.
However, we found that 18 CF isolates out of 49 were partially or completely resistant to CK4 and
that a single mutation interfering with LPS biosynthesis conferred CK4-resistance to PAOI reference
strain. We have isolated several new, uncharacterized phages from wastewater that are able to infect
both mutants devoid of the O-antigen or lacking the T4P, and thus should use a different receptor.

We will assemble a collection of natural and mutant phages tailored to kill Pa isolates from pwCF
treated or not with modulators drugs. Assembling phage collections and phage cocktails specifically
designed to kill CF isolates, which may have specific pathoadaptive mutations, will represent a signi-
ficant step towards introducing phage therapy among the options to cure the Pa infection in pwCF

Questo progetto fa parte di una linea di ricerca che ha I’obiettivo di rendere la terapia fagica
un’opzione praticabile per curare I'infezione polmonare da Pseudomonas aeruginosa (Pa) in per-
sone con fibrosi cistica (FC). Poiché i fagi sono estremamente specifici per i loro ospiti batterici, la
terapia fagica richiede un approccio personalizzato.

I fagi che abbiamo raccolto finora nell’ambito di precedenti progetti FFC Ricerca usano come
recettori I’LPS o il pilo di tipo IV (T4P), che pero sono eterogenei o assenti in ceppi clinici di
Pa da persone con FC (isolati FC). Gli obiettivi specifici di questo progetto sono i) sviluppare
una collezione di fagi in grado di uccidere isolati FC resistenti ai fagi naturali; e ii) valutare se le
infezioni da Pa in persone con FC trattate con farmaci modulatori di CFTR potrebbero essere
curate con gli stessi fagi attivi contro isolati da persone non trattati.

Realizzeremo le seguenti attivita: i) caratterizzazione di fagi naturali per il loro uso nella terapia
fagica e nella mutagenesi. Profilazione della suscettibilita dei fagi dei ceppi di Pa isolati da pazienti
in trattamento con modulatori; ii) generazione di una raccolta di mutanti di fagi naturali sicuri in
grado di infettare ceppi di fibrosi cistica fago-resistenti; iii) analisi fenotipica in vitro e in vivo di
fagi mutanti.

Abbiamo sviluppato un cocktail di quattro fagi (CK4) in grado di curare le infezioni da Pa in
diversi modelli di infezione. Tuttavia, 18 isolati CF su 49 analizzati sono parzialmente o comple-
tamente resistenti a CK4. Abbiamo isolato da acque reflue diversi fagi nuovi non ancora caratte-
rizzati che sono in grado di infettare entrambi i mutanti privi dell’antigene O o privi di T4P e che
quindi potrebbero usare un diverso recettore.

Assembleremo una raccolta di fagi naturali e mutanti “su misura” per uccidere gli isolati di Pa da
persone con fibrosi cistica in cura o meno con farmaci modulatori. L’assemblaggio di raccolte di fagi
appositamente progettati per uccidere gli isolati FC, che possono presentare specifiche mutazioni
pato-adattative, rappresentera un passo significativo verso 'introduzione della terapia fagica tra le
opzioni per curare I'infezione da Pa nelle persone con fibrosi cistica.
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Unlike conventional antibiotics, antimicrobial peptides very rarely give rise to resistant strains, un-
fortunately, sensitivity to proteases limits their usefulness as drugs. A possible solution is to design
peptidomimetics resistant to proteases. However, peptides and peptidomimetics are difficult to admi-
nister, because their properties (e.g. high molecular weight and adhesiveness) preclude an adequate
biodistribution. Direct delivery to lung could be an intriguing solution but it requires the use of
inhalable formulations shielding peptidomimetic/lung barrier interaction and allowing good biodi-
stribution and controlled release.

We aim to develop inhalable polymeric nanoparticles for lung delivery of the previously designed
antimicrobial peptidomimetic P13#1, alone and in combination with colistin or tobramycin, antibio-
tics widely used in the treatment of lung infection. The optimized formulation conditions will allow
to obtain nanoparticles with optimized size and C potential, defined amount of loaded antimicrobials
and adequate release rate.

Nanoparticles production will be optimized paying particular attention to features governing their
interactions with lung mucus and biofilm. The most promising formulations will be tested in vivo in a
mouse model of lung chronic infection by P. aeruginosa. This choice is motivated by the high relevan-
ce of P. aeruginosa in the lung infection in people with cystic fibrosis and by the synergic interaction
between P13#1 and colistin and P13#1 and tobramycin on this pathogen.

The proponents have already successfully engineered biodegradable polymeric nanocarriers for the
controlled delivery of conventional antibiotics and antimicrobial peptides to the lung, highlighting the
importance of nanoparticles to minimize interaction of drugs with mucin, to allow fast drug diffusion
through simulated mucus and to penetrate inside biofilms.

The implementation of the project will improve the nanoparticle production technology, facilitating the
development of antimicrobial therapies based on the direct delivery of drug combinations to the lung.
The cooperation between the different antimicrobials will likely allow to reduce onset of resistance and
the dose of each single antimicrobial thus reducing toxicity. The inhalable formulations could help to
control lung infections with a reduced number of administrations.

A differenza degli antibiotici convenzionali, i peptidi antimicrobici molto raramente danno ori-
gine a ceppi resistenti, purtroppo la sensibilita alle proteasi ne limita I’utilitd come farmaci. Una
possibile soluzione ¢ progettare peptidomimetici resistenti alle proteasi. Tuttavia, peptidi e pep-
tidomimetici sono difficili da somministrare perché le loro proprieta (per esempio elevato peso
molecolare e adesivita) precludono un’adeguata biodistribuzione. La somministrazione diretta al
polmone ¢ una soluzione interessante ma richiede 1’uso di formulazioni inalabili che consentano
una buona biodistribuzione e il rilascio controllato dei principi attivi.

L obiettivo del progetto ¢ sviluppare nanoparticelle polimeriche inalabili per il rilascio polmonare
di P13#1, un peptidomimetico antimicrobico precedentemente progettato, da solo e in combina-
zione con colistina o tobramicina, antibiotici ampiamente usati nel trattamento delle infezioni pol-
monari. L’ottimizzazione delle formulazioni consentira di ottenere nanoparticelle con le proprieta
desiderate, una quantita predefinita di antimicrobici e un’adeguata velocita di rilascio.

La produzione delle nanoparticelle sara ottimizzata prestando particolare attenzione alle caratte-
ristiche che ne controllano I'interazione con il muco polmonare e il biofilm. Le formulazioni piu
promettenti saranno saggiate in vivo in un modello di topo di infezione cronica polmonare da
Pseudomonas aeruginosa. Questa scelta ¢ motivata dalla rilevanza di P. aeruginosa nell’infezione
polmonare delle persone con fibrosi cistica e dall’interazione sinergica di P13#1 con colistina e
tobramicina su questo patogeno.

I proponenti hanno gia sviluppato con successo nanoparticelle biodegradabili per la somministra-
zione controllata di antibiotici convenzionali e peptidi antimicrobici nei polmoni, evidenziando
I'importanza delle nanoparticelle nel ridurre 'interazione dei farmaci con le mucine, consentendo
una rapida diffusione attraverso il muco e il biofilm.

La realizzazione del progetto migliorera la tecnologia di produzione delle nanoparticelle, facilitan-
do lo sviluppo di terapie antimicrobiche basate sulla somministrazione diretta di combinazioni di
farmaci al polmone. La cooperazione tra i diversi antimicrobici consentira di ridurre I'insorgenza di
resistenza, la dose di ogni singolo antimicrobico (riducendo cosi la tossicita) e il numero di sommi-
nistrazioni necessarie a combattere I'infezione.
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Type I hypersensitivity due to hyper secretion of IgE in people with cystic fibrosis (pwCF) is described
for at least 10% of pwCF and known as Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis (ABPA). The de-
velopment of IgE is mainly responsible of mast cell activation and pulmonary chronic inflammation.

By understanding how the cytokine pattern may affect isotypic switch, we are identifying the induction
of non-beneficial IgE responses depending on the type of T cell immunity and therefore cytokine mi-
croenvironment. Our interest is also focused on anti-fungal IgG with known anti-inflammatory role,
also acting as a non-anaphylactic or ‘blocking immunoglobulin’ against non-beneficial IgE responses.
The aims of the project are: i) to understand the kinetics and determine the titres of the human antibody
repertoires against Aspergillus in ABPA; ii) to identify different cytokine patterns, which are known
to correlate with Ig enhancement and disease severity and remission; iii) to investigate which is the
cytokine pattern able to shape the protective or non-protective antifungal Ig subclasses.

The titres of antigen specific/total IgG subclasses and IgE will be first determined at different stages of
ABPA in pwCE Thus, we will identify panel of epitopes that correlate to anti-

fungal protection. In parallel, we will determine the cytokine pattern induced. In cystic fibrosis mouse
model, we will enhance the subclasses generation with cytokine pattern identified.

We have preliminary data showing that in the ABPA mouse model compared to Invasive Aspergil-
losis, the production of IL-17F is correlated with tissue inflammation and exacerbation. In addition,
IL-17F is correlated with IgE release and reduced respiratory functions. The exposure of HBE cells
to IL-17F extremely exacerbates the inflammatory response that may affect B cell switching. As we
have shown previously, the interaction of IL-17F with IL-17RC on epithelial cells in the upper airways
contributed to inflammatory allergy.

In ABPA, the mechanistic explanation of Ig switching appears extremely important to support an
early diagnosis in children sensitized to Aspergillus antigens. The project, by disentangling the an-
tigen-specific Ig responses in acute or remission phases of ABPA may also find novel targets for
protection in pwCF with ABPA.

Lipersensibilita di tipo I dovuta all’ipersecrezione di IgE nelle persone con fibrosi cistica (FC)
¢ descritta per almeno il 10% dei pazienti ed ¢ nota come aspergillosi broncopolmonare allergi-
ca (ABPA). Lo sviluppo delle IgE ¢ principalmente responsabile dell’attivazione dei mastociti e
dell’infiammazione cronica polmonare.

Comprendendo come il pattern delle citochine puo influenzare lo switch isotipico, stiamo identi-
ficando I'induzione di risposte IgE a seconda del tipo di immunita T cellulare e quindi del micro-
ambiente indotto dalle citochine. Il nostro interesse ¢ focalizzato anche sulle IgG antifungine con
noto ruolo antinfiammatorio, agendo anche come immunoglobuline non anafilattiche o “bloccanti”
contro le risposte IgE non protettive. Gli obiettivi del progetto sono: i) comprendere la cinetica e
determinare i titoli dei repertori anticorpali umani contro Aspergillus in persone con FC e ABPA;ii)
identificare diversi pattern di citochine, che sono noti per essere correlati con il potenziamento delle
IgE e gravita o al contrario remissione della malattia; iii) studiare quale sia il pattern citochinico in
grado di modulare le sottoclassi di Ig antifungine protettive o non protettive.

I titoli delle sottoclassi di IgG antigene/totali e delle IgE saranno prima determinati in diversi stadi
dellABPA nelle persone con FC. Pertanto, stiamo identificando un pannello di epitopi correlati alla
protezione antifungina. In parallelo, determineremo il pattern di citochine indotto. Nel topo, stimo-
leremo la generazione delle sottoclassi con il pattern delle citochine identificato.

Dati preliminari mostrano che nel modello di topo ABPA rispetto all’aspergillosi invasiva, la pro-
duzione di IL-17F ¢ correlata all’infiammazione. Inoltre, IL-17F & correlata al rilascio di IgE e alla
riduzione delle funzioni respiratorie. L’esposizione delle cellule HBE a IL-17F aggrava estremamen-
te la risposta inflammatoria. Come abbiamo dimostrato in precedenza, I'interazione di IL-17F con
IL-17RC sulle cellule epiteliali nelle vie aeree superiori puo contribuire all’allergia inflammatoria.

NellABPA, la spiegazione meccanicistica dello ‘switch’ delle Ig € importante per supportare una
diagnosi precoce nei bambini sensibilizzati agli antigeni di Aspergillus. 11 progetto, districando le
risposte Ig antigene-specifiche nelle fasi acute o di remissione dellTABPA, puo descrivere un nuovo
bersaglio terapeutico per le persone con FC con ABPA.
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Advancement in genome editing technologies allowed the development of efficient correction strate-
gies for several CFTR mutations which were validated in people with cystic fibrosis (pwCF) derived
experimental models. Despite the rising enthusiasm, the methods of delivery are still very inefficient
thus strongly limiting the transition of these approaches to the clinic, especially in lungs being the
leading cause of morbidity and mortality in pwCFE Unlike conventional gene therapy approaches,
genome editing requires a transient expression of CRISPR nucleases, which must be active only for
the time necessary to make the correction into the target DNA.

This study exploits VEsiCas nanoparticles, delivery tool previously developed for CRISPR-Cas9, to
transport CRISPR components toward the lung epithelia to correct CFTR mutations. VEsiCas system
will combine the efficiency of viral vectors to enter the host cell, with a limited lifespan of cargo expres-
sion in target cells, to achieve correction of CFTR gene without generating unwanted alteration in the
genome.

We initially incorporated into VEsiCas the base editor ABES8e-SpCas9. The test of ABE8e-VEsiCas
in multiple loci showed a high editing efficiency in cell lines such as CFBE41o-, Huh7 and Caco2,
obtaining up to 80% of base conversion. In order to test the efficacy of VEsiCas for CF treatment, we
created cellular models for the most frequent nonsense mutation, R553X, R1162X and W1282X, and
designed gRNAs to correct them.

Initial test by transfecting CRISPR components into HEK293T cells showed efficiencies between 15%
and 60% depending on the mutation and gRNA. We are now producing ABE-VEsiCas to correct
these mutations in relevant cellular models for CF.

In order to achieve an efficient delivery of the genome editing complex to airway cells, we will change
the tropism of VEsiCas exploiting envelopes from different viruses. We are currently evaluating the
efficacy of selected envelopes to enter the polarized airway epithelial cells from pwCF by measuring
GPFP expression after transduction.

With this project we aim to develop a new delivery system that will lead to an advancement in the tre-
atment of pwCE, since the delivery in the lung tissue is still one of the main obstacles in the search for a
cure. The developed V EsiCas system could also be used for other lung diseases or be further adapted
to specifically target other tissues, expanding its applications for genetic diseases treatment.

Il progresso delle tecnologie per 'editing genomico ha consentito lo sviluppo di nuove strategie
per correggere mutazioni in CFTR, che si sono dimostrate efficienti in modelli sperimentali deri-
vati da persone con fibrosi cistica (FC). Nonostante il crescente entusiasmo, il trasporto (delivery)
di queste tecnologie nei polmoni, principale causa di morbilita e mortalita nelle persone con FC, ¢
inefficiente limitando I’'uso di queste strategie in clinica. A differenza degli approcci convenzionali
di terapia genica, I’editing del genoma richiede un’espressione transitoria delle nucleasi CRISPR,
che devono essere attive solo per il tempo necessario per apportare la correzione nel DNA target.

In questo progetto usiamo VEsiCas per il delivery di CRISPR nell’epitelio polmonare per cor-
reggere mutazioni su CFTR. Il sistema VEsiCas unisce 1’efficienza dei vettori virali nell’entrare
nella cellula ospite con espressione limitata del cargo, per ottenere la correzione del gene CFTR
senza generare alterazioni indesiderate nel genoma.

Inizialmente abbiamo incorporato in VEsiCas il base editor ABE8e-SpCas9. 1l test di ABES8e-VE-
siCas in diversi loci ha mostrato un’elevata efficienza di editing in linee cellulari come CFBE410-,
Huh7 e Caco2, ottenendo fino all’80% di conversione A>G. Per testare 1’efficacia di VEsiCas per
la FC, abbiamo creato modelli cellulari per le mutazioni non senso pitt frequenti, R553X, R1162X
e W1282X, e gRNA per correggerle.

Test iniziali in trasfezione hanno mostrato efficienze comprese tra il 15% e il 60%. Stiamo ora
valutando ABE-VEsiCas per correggere queste mutazioni in modelli cellulari rilevanti per la FC.
Per ottenere un delivery efficace dei complessi di editing genomico alle cellule delle vie aeree,
modificheremo il tropismo di VEsiCas sfruttando envelope virali. Stiamo attualmente valutando
la loro efficacia in cellule epiteliali polarizzate delle vie aeree di persone con FC misurando I’e-
spressione di GFP dopo la trasduzione.
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Con questo progetto miriamo a sviluppare un nuovo sistema di rilascio che portera ad un progresso
nel trattamento delle persone con FC, poiché il delivery nel tessuto polmonare ¢ ancora uno dei
principali ostacoli nella ricerca di una cura. Il sistema VEsiCas sviluppato potrebbe essere usato
anche per altre malattie polmonari o essere ulteriormente adattato per colpire specificamente altri
tessuti, ampliando le sue applicazioni per il trattamento delle malattie genetiche.

Anna Cereseto (1* from the left) and the
CIBIO research group at University of Trento

Irene Carrozzo', Giulia Maule', Daniele
Arosio?, Anna Cereseto'

! Department for Cellular, Computational and
Integrative Biology (CIBIO), University of Trento,
Ttaly - ? Institute of Biophysics, National Research
Council of Italy, Trento, Italy
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Recent advancements in genome editing offer unprecedented technical opportunities to permanently
repair genetic defects causing cystic fibrosis (CF). Yet certain types of mutations are still difficult to
reverse, these include deletions, such as the frequent F508del deletion in the CFTR gene causing cystic
fibrosis. With this project we developed genome editing strategies, based on CRISPR technology, al-
lowing to efficiently reverse the F508del defect.

Secondary mutations in the CFTR gene can be exploited to mitigate the F508del defect. Structural
studies revealed that these mutations promote F508del CFTR trafficking to the plasma membrane
thus resulting in various degree restoration of the CFTR function. Based on this large body of data
we have been able to circumvent the current limitation in repairing the F508del mutation by introdu-
cing neutralizing mutations through efficient genome editing techniques. We used the most advanced
CRISPR-Cas based technology, base-editors, allowing to introduce modifications in the absence of
genotoxic DNA double strand breaks.

We have used the recent CRISPR technology, base-editor, to introduce secondary mutations reported
to neutralize the F508del defect. The F508del reversion was measured by CFTR localization on the
cellular membrane by FACS analysis and by YFP-assay to measure CFTR functionality.

Selected mutations that were reported to counteract the folding defect of F508del have been validated.
We have also identified the best combinations of neutralizing mutations to reverse the F508del defect.
We identified the base-editing strategies to introduce the neutralizing mutations and demonstrated that
the modification reverses the F508del defect.

We identified the best combinations of neutralizing mutations as optimal candidate to restore
CFTR function altered by F508del mutation. The neutralizing mutations were efficiently introdu-
ced through the innovative base-editor strategy to avoid genotoxic effects generated by the con-
ventional CRISPR-Cas approach using nuclease activity. These strategies were proven valid to
restore the activity of the CFTR locus containing the F508del defect as a groundwork for potential
permanent treatment of CF.

Lo sviluppo di nuove tecnologie per la terapia genica offrono nuove opportunita di sviluppo di
terapie permanenti per le malattie genetiche come la fibrosi cistica (FC). In particolare, tecniche di
editing genomico basate su CRISPR-Cas9 offrono la possibilita mettere a punto strategie di terapia
genica basate sulla correzione delle mutazioni in opposizione al concetto “classico” di compensazio-
ne del difetto genetico. La mutazione piu frequente in FC ¢ la delezione F508del del gene CFTR.
Le tecnologie di editing genomico disponibili non offrono al momento la possibilita di correggere in
maniera efficiente questo tipo di mutazione (delezioni di tre nucleotidi).

In questo progetto ci proponiamo di ripristinare il corretto funzionamento di F508del-CFTR, me-
diante un nuovo approccio che sfrutta I’esistenza di mutazioni neutralizzanti. Infatti, & stato osser-
vato che i difetti di maturazione e trasporto proteico causati dal F508del possono essere in parte
corretti da ulteriori mutazioni puntiformi nel gene CFTR, quindi dette neutralizzanti.

Abbiamo usato nuovi sistemi basati su CRISPR (CRISPR-base editor) per modificare in modo mi-
rato esclusivamente un singolo nucleotide. CRISPR-base editor e mutagenesi mediata da PCR sono
state usate per introdurre le mutazioni neutralizzanti compatibili con le tecniche di editing genomico
tramite base-editing.
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Abbiamo avviato ricerche finalizzate all’identificazione di nuove mutazioni neutralizzanti compa-
tibili con il riparo della mutazione F508del tramite la tecnologia di editing genomico. Nel corso del
progetto abbiamo identificato e selezionato nuove mutazioni secondarie in grado di correggere il
trasporto di CFTR in membrana e ripristinarne la funzione. Grazie a una tecnologia CRISPR-Cas di
seconda generazione, base-editor, che permette di introdurre modifiche in assenza di tagli del DNA
abbiamo identificato strategie per inserire combinazioni di mutazioni neutralizzanti che ripristinano
Pattivita della proteina CFTR con mutazione F508del.

Con questo progetto abbiamo messo a punto una nuova strategia di correzione genica per ripristi-
nare il funzionamento della proteina CFTR con mutazione F508del. La nostra strategia prevede di
aggirare i limiti dell’editing genomico che a oggi ¢ limitato nella correzione efficiente di delezioni
sfruttando mutazioni secondarie neutralizzanti il difetto principale. Abbiamo identificato mutazioni
secondarie neutralizzanti che sono state inserite nel locus F508del tramite base-editors quindi in
assenza di tagli del DNA. Le mutazioni neutralizzanti sono state dimostrate efficaci nel ripristinare
Pattivita di CFTR con mutazione F508del.

Aldo Di Leonardo (in the middle) and collaborators

Simona Titoli, Serena Gargano, Roberta Flavia
Chiavetta, Viviana Barra, Patrizia Cancemi,
Raffaella Melfi, Aldo Di Leonardo
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Sciences and Technologies, University of Palermo, Italy

(FFC#5/2021, concluded)

Approximately 10% of people with cystic fibrosis (pwCF) worldwide have been reported to be
compound heterozygous or homozygous for stop mutations that introduce in the CFTR gene a
Premature Termination Codon (PTC). PTCs cause the translation of the CFTR protein to stop
prematurely leading to a truncated, non-functional protein. We investigated sequence specific RNA
editing as a novel tool to correct stop mutations to increase the range of therapeutic opportunities
for these pwCF that currently have no treatment.

We hypothesize that novel tools for sequence-specific RNA editing will rescue the CFTR nonsense
mutation (UGA) in CFF-16HBEge W1282X-CFTR and G542X-CFTR human cells.

To recode the PTC (UGA) in a sense codon (TGG) in the CFTR mutant mRNA, we exploited two
different base editor tools, based on ADAR enzymes (adenosine deaminase acting on RNA), to con-
vert the PTC’s adenosine into inosine (A-to-1) and allow the completion of CFTR translation: 1)
REPAIRv2 (RNA Editing for Programmable A to I Replacement, version2) and the more compact
version termed mini xABE (A to I Base Editor); 2) RESTORE (Recruiting Endogenous ADARSs to
Specific Transcripts for Oligonucleotide-mediated RNA Editing).

By using these tools, we observed by immunofluorescence the recovery of the CFTR protein on the
plasma membrane in CFF-16HBEge WI1282X-CFTR and G542X-CFTR human cells. The rescue of
CFTR full transcript was also confirmed by RT-qPCR. The delivery of RNA base- editing constructs
could be challenging for therapeutic use. Thus, we also successfully tested the recombinant Adeno-As-
sociated Viruses (rAAVs) as a strategy to enhance the delivery in human bronchial cell lines.

Altogether our results suggest that UGA nonsense mutations in the CFTR transcript might be cor-
rected by RNA editing based on ADAR enzymes (both mini xABE and ASOs). Our findings pave
the way for new and promising scenarios for the treatment of stop mutations of the CFTR gene. Also,
RNA editing changing the transcriptomic sequence is considered safer than DNA editing because it
does not induce permanent genomic off-target effects.

Circa il 10% delle persone con fibrosi cistica nel mondo & eterozigote o omozigote per mutazioni
stop per le quali attualmente non ci sono opzioni terapeutiche approvate. Le mutazioni stop nel
gene CFTR introducono un codone di stop prematuro (PTC) nel'mRNA, causando I'interruzio-
ne precoce della traduzione della proteina CFTR che sara quindi tronca e non funzionale. Seb-
bene alcune molecole utilizzate per superare le mutazioni stop siano promettenti, pensiamo sia
necessario investigare nuovi approcci per il recupero funzionale della proteina CFTR.

Abbiamo valutato la possibilita di correggere la mutazione nonsenso CFTR (UGA) nellRNA
messaggero del gene CFTR, usando nuove tecniche di modifica (editing) sito- specifica, nelle
linee cellulari bronchiali umane CFF-16HBEge con CFTR-W1282X e G542X.
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Abbiamo usato differenti approcci di editing del’RNA sito-specifico (REPAIRv2, minixABE e
RESTORE) che usano gli enzimi ADAR (deaminasi di adenosina che agisce su RNA) per con-
vertire Adenosina in Inosina (A : I) nel’RNA messaggero e cosi ripristinare la corretta tripletta
codificante, veicolati in cellule umane in vitro mediante micelle lipidiche. Una difficolta che si puo
incontrare utilizzando questi sistemi di terapia genica ¢ la loro veicolazione al sito bersaglio a fini
terapeutici. Pertanto, abbiamo usato anche Virus Adeno Associati (AAVs) ricombinanti per valu-
tare se il trasporto del sistema di editing possa essere implementato.

Tramite RT-qPCR abbiamo confermato 'incremento del’RNA messaggero del gene CFTR con il
sistema RESTORE. Mediante immunofluorescenza abbiamo osservato il recupero della proteina
CFTR nelle cellule CFF-16HBEge con CFTR-W1282X e CFTR-G542X con i sistemi REPAIRv2
e mini XABE e la sua localizzazione sulla membrana plasmatica con il sistema RESTORE. Il deli-
very del sistema di editing del’RNA potrebbe risultare difficoltoso per 1’'uso terapeutico. Pertanto,
abbiamo anche testato con successo i virus adeno-associati ricombinanti (rAAV) come strategia
per migliorare il delivery nelle linee cellulari bronchiali umane.

Complessivamente, i nostri risultati suggeriscono che le mutazioni non-senso UGA nellmRNA
del gene CFTR possano essere corrette tramite editing dell’RNA messaggero. Queste osservazioni
aprono prospettive promettenti nella correzione dei codoni di stop prematuri presenti nel’RNA
messaggero CFTR attraverso la correzione del’RNA mutato costituendo un approccio piu sicuro
rispetto a quelli che agiscono sul DNA mutato.
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Cystic fibrosis (CF) carrier screening aims to detect carrier adults to permit informed reproductive
choices. The question of widespread provision of CF carrier testing is not supported by adequate
research and is outside of public debate.

The first objective of the project is to perform an analysis of the CF carrier screening according to HTA
(Health Technology Assessment) methods. The Second objective is to create a service with the capacity
of allowing couples who wish to have children to decide in an informed manner whether to request a
CF carrier test.

HTA- The process followed standardized methods and was implemented by the Mario Negri Institute
and the LIUC Cattaneo University.

Website- A website has been created in collaboration with the Zadig agency for scientific information
(www.testfibrosicistica.it).

HTA- A general positive attitude emerged, motivated by better knowledge of the disease and the pos-
sibility of more informed reproductive choices. Despite a significant initial financial commitment,
screening is economically sustainable starting from the sixth year of the program. Potential critical
issues have also emerged, such as organizational issues and availability of health services. It is not
known what the population’s actual adherence to the screening program would be. Concerns have
been expressed that people with CF may feel stigmatised. This and other information is reported in
https://zenodo.org/record/8359728.

Website- The site helps to interpret the genetic analysis results and contributes to the knowledge of CF
in the general population and to raising awareness of the problems and needs of those affected. The site
is currently being disseminated through a few social media, monitoring what responses this proposal is
arousing and whether and how to improve it.

HTA- The ideal continuation of the process might be a pilot study on a large sample of population
aimed at assessing organizational settings and methods.

Website- The launch of the website and a dedicated information campaign, starting from social
media to reach traditional media, using materials for widespread dissemination, will encourage an
informed choice.

il



Razionale Lo screening del portatore sano di fibrosi cistica (FC) mira a identificare i portatori delle muta-
dello studio  zioni causanti FC per poter fare scelte riproduttive informate. L’argomento dell’offerta diffusa del
test del portatore FC non ¢ supportato da adeguata ricerca ed ¢ al di fuori del dibattito pubblico.

Ipotesi Il primo obiettivo del progetto ¢ effettuare un’analisi dello screening del portatore di FC secon-
e obiettivi  do le metodiche di HTA (Health Technology Assessment). Il secondo obiettivo & creare un servi-
zio in grado di consentire alle coppie che desiderino avere figli di decidere in maniera informata

se richiedere il test del portatore di FC.

Metodi HTA- Il processo ¢ stato condotto seguendo metodiche standardizzate dall’Istituto Mario Negri e
della LIUC Universita Cattaneo.
Sito web- In collaborazione con I’agenzia di informazione scientifica Zadig ¢ stato ideato un sito
web (www.testfibrosicistica.it).

Risultati HTA- E emersa una generale attitudine positiva, motivata dalla miglior conoscenza della malattia
preliminari e dalla possibilita di scelte riproduttive pill consapevoli. A fronte di un importante impegno eco-
nomico iniziale, lo screening ¢ sostenibile economicamente a partire dal sesto anno dall’inizio del
programma. Sono anche emerse potenziali criticita, quali i limiti organizzativi e dei servizi sanitari
disponibili. Non ¢ noto quale sarebbe I'effettiva adesione al programma di screening da parte
della popolazione. E stato espresso il timore che le persone con FC possano sentirsi stigmatizzate.
Queste e altre informazioni sono riportate in https://zenodo.org/record/8359728.
Sito web- Il sito aiuta ad interpretare il risultato dell’analisi genetica e contribuisce alla conoscen-
za della FC nella popolazione generale e alla sensibilizzazione alle problematiche e alle necessita
di chi ne sia affetto. Il sito viene per ora diffuso attraverso alcuni social media, monitorando quali
risposte questa proposta stia suscitando e se e come migliorarla.

Conclusioni HTA- L’ideale prosecuzione del processo puo essere uno studio pilota su largo campione di
popolazione che esamini setting e modalita organizzative.
Sito web- Il lancio del sito e una campagna d’informazione dedicata, partendo dai social per
arrivare ai media tradizionali, con materiali per una divulgazione capillare, favoriranno una
scelta consapevole.

Inclusion and activation of
CF community as partners
in the various stages of the
research process Michele Gangemi, Cesare Braggion, Roberto
Buzzetti, Giuseppe Magazzu
Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica

Michele Gangemi

Inclusione e attivazione della
comunita FC come partner
nellaricerca (Experts together, new)

Background An expert patient is one who shares their personal experience of the disease with the scientific com-
and rationale munity. There are some experiences in this regard within the Italian CF community, both in the field
of SIFC (IPaCOR group) and the adult group in LIFC.

Hypothesis  The project aims to create a group of people with CF and their families who can actively contribute
and objectives  to FFC Ricerca research activities. The specific objectives of the initial phase are both cognitive and
motivational in nature. The group serves as a resource to generate hypotheses in the spirit of co-con-
struction. By the end of the project participants should be empowered to actively participate in resear-
ch, rather than merely being passive recipients. The journey involves a paradigm shift not only for the

individuals involved but also for FFC Ricerca.

Essential About 20 participants, including people with CF and their families, were selected through a question-
methods naire. Eight remote meetings are planned, with active participation from the members and the invol-
vement of methodological instructors (Braggion, Buzzetti, Gangemi, Magazzu), as well as content
experts based on the topic being addressed. The meetings will focus on the key pathogenic elements
of the disease and the foundational knowledge required to ask clinical questions and use tools and
methods to find the best answers in the literature. Additionally, information will be provided on the
FFC Ricerca’s activities and objectives, as well as the organization of the national health system con-
cerning the introduction of new drugs. The meetings will allow ample time for discussion and inte-
raction, despite the need for remote training to avoid unnecessary travel and potential burdensome
physical demands.

Conclusions Through a co-construction process with the participants, roles and commitments will be defined for
the trained individuals, who are expected to become an asset for FFC Ricerca and capable of working
as advocates for collective concerns. This is just the first step in a journey that envisions a substantial
shift in the rules of participatory research, acknowledging the resistance to change that accompanies
every innovative process.
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Il paziente esperto ¢ chi mette a disposizione della comunita scientifica il suo vissuto di malattia.
Esistono altre esperienze in questo senso nella comunita FC italiana sia in ambito SIFC (gruppo
IPaCOR) sia il gruppo adulti in ambito LIFC.

Il percorso Esperti insieme mira a formare un gruppo di persone con FC e familiari che possa
contribuire in modo attivo all’attivita di ricerca di FFC Ricerca. Gli obiettivi specifici della
prima fase sono sia di natura cognitiva che motivazionale. Il gruppo agisce come risorsa per
moltiplicare le ipotesi nell’ottica di una co-costruzione. Alla fine del percorso i partecipanti do-
vranno essere messi nelle condizioni di partecipare attivamente alla ricerca e non solo subirla.
Il percorso prevede un cambio di paradigma non solo da parte dei soggetti coinvolti, ma anche
da parte di Fondazione

Sono stati selezionati tramite questionario circa 20 partecipanti suddivisi tra persone con FC e fa-
miliari. Sono previsti otto incontri a distanza che vedranno la partecipazione attiva degli aderenti
e il coinvolgimento di docenti di metodo (Braggion, Buzzetti, Gangemi, Magazzu) e di contenuto
in base alla tematica trattata. Gli incontri verteranno sui principali elementi patogenetici della
malattia e sulle basi necessarie per porre quesiti clinici e strumenti e metodi per trovare le migliori
risposte in letteratura. Verranno fornite inoltre informazioni sulle attivita e gli obiettivi di FFC
Ricerca e sull’organizzazione del sistema sanitario nazionale per quanto riguarda I’introduzione
di nuovi farmaci. Gli incontri forniranno ampi spazi di discussione e di interazione, nonostante
il ricorso alla formazione a distanza resasi necessaria per evitare inutili spostamenti e possibili
carichi difficili da sopportare.

Attraverso una co-costruzione con i partecipanti si definiranno ruoli e impegno da parte dei sog-
getti formati che si auspica possano sentirsi un patrimonio per Fondazione e in grado di lavorare
rappresentando le istanze collettive. Questo ¢ solo il primo step di un percorso che prevede un
cambiamento sostanziale nelle regole di una ricerca partecipata senza sottovalutare la resistenza al
cambiamento che accompagna ogni processo innovativo.

ISR Triggering the immune system

Targeting platelet activation
with pro-resolving mediators:
an innovative strategy to
dampen lung inflammation in
cystic fibrosis

Inibire il meccanismo di
attivazione piastrinica come

strategia per spegnere
I'inflammazione polmonare in
fibrosi cistica
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Failure to resolve lung inflammation has detrimental effects on lives of people with cystic fibrosis
(CF). Our knowledge of mechanisms underlying non-resolving inflammation in CF is therefore still
incomplete. In addition to their hemostatic function, platelets (PLT) play key roles in inflammation
and its resolution. Previous studies have shown that the altered, hyperreactive PLT activities support
lung inflammation while dampening beneficial proresolution mechanisms. Innovative strategies to
restrain the PLT-based pathology could be useful to counter regulate CF inflammation and lung
damage.

Therefore, the leading hypothesis of the proposed research is that reduction of the PLT-driven lung
inflammation could be valuable in CE. In this project we will determine how exposure of PLT with
selected pro-resolving mediators (SPM) carry beneficial actions against lung CF inflammation.

To this end, we used PLT and leukocytes purified from blood of CF volunteers, treated with resolvins,
and monitored for their ability to promote resolution of inflammation. These studies on patient cells
were accompanied by preclinical in vivo studies on mouse models of pulmonary CF infection, in order
to understand whether the PLT modulation is also effective in preclinical models of the disease.

We established that, among SPM, RvD3 and RvEI carries specific actions that selectively dampen
PLT activation ex vivo in cells from CF volunteers. In particular, both RvD3 and RvEI selectively
reduced thromboxane B2 (TxB2, a marker of PLT activation) released by CF PLT through altera-
tion of intracellular calcium concentration. Moreover, RvD3 triggered PLT to stimulate clearance of
P. aeruginosa strain by CF neutrophils. In vivo, in CF mice RvD3 reduced PLT activation in acute
pneumonia due to P. aeruginosa lung infection. Importantly, RvD3 also dampened bacterial load and
inflammation in acute pneumonia in a TxB2-dependent manner, thus indicating that the reduced PLT
activation is a key driver of lung pathology.
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Results from these experiments help to define the potency and efficacy of resolvins as an antiplatelet
strategy to reduce inflammation-based pathology in CE These studies are considerably relevant to the
FFC Ricerca mission (to promote innovative treatment and care for CF), since this research investiga-
tes groundbreaking approaches to improve the lung inflammatory status of people with CFE.

La mancata risoluzione dell’infiammazione polmonare ha effetti dannosi sulla vita delle persone con
fibrosi cistica (FC). La nostra conoscenza dei meccanismi alla base dell’infiammazione nella FC ¢ quin-
di ancora incompleta. Oltre alla loro funzione emostatica, le piastrine (PLT) svolgono un ruolo chiave
anche nell’infiammazione e nella sua risoluzione. Le PLT, disfunzionali e iper-attivate in FC, contribui-
scono all'inflammazione polmonare e rallentano i meccanismi benefici della sua risoluzione.

L’ipotesi alla base del progetto ¢ che ridurre I’attivazione delle PLT possa apportare benefici
per contrastare il danno polmonare in FC. L’obiettivo del progetto ¢ quindi quello di determi-
nare se e come il trattamento delle PLT con molecole pro-risolutive possa spegnere 'inflamma-
zione cronica patologica in FC.

PLT e leucociti purificati dal sangue di persone con FC sono stati trattati con resolvine e moni-
torate per la loro capacita di favorire la risoluzione dell’infiammazione. Inoltre, studi preclinici in
vivo su modelli di topo di infezione polmonare sono stati usati per determinare se la modulazione
delle PLT sia efficace anche in modelli sperimentali della malattia.

Tra i diversi SPM, la RvD3 e la RvE1 esercitano azioni specifiche che spengono I'iperattivazione
di PLT in cellule isolate da persone con FC. In particolare, sia RvD3 che RvE1 riducono seletti-
vamente il rilascio di trombossano B2 (TxB2, un marcatore di attivazione PLT) da parte di PLT
FC attraverso ’alterazione della concentrazione di calcio intracellulare. Inoltre, la RvD3 attiva le
PLT nello stimolare I’eliminazione di P. aeruginosa da parte dei neutrofili FC. In vivo,la RvD3 si
¢ dimostrata capace di ridurre I’attivazione delle PLT in modelli murini di FC con infezione pol-
monare da P, aeruginosa. Inoltre, la RvD3 riesce a diminuire la carica batterica totale e 'inflam-
mazione in una maniera TxB2-dipendente, indicando come la ridotta attivazione delle PLT sia un
importante fattore della patologia polmonare.

Questi studi sono molto rilevanti per la missione della FFC Ricerca (promuovere un trattamento
e una cura innovativi per la FC), poiché i risultati di questi esperimenti definiranno I’efficacia delle
resolvine come strategia antipiastrinica per ridurre il carico inflammatorio polmonare nella FC.

Moira Paroni (on the left) and Clelia Peano
(on the right)
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The main cause of cystic fibrosis (CF) lung function decline is the persistent activation of mucosal immune
system that, while failing to eradicate and prevent chronic P. aeruginosa (Pa) infections, promotes tissue
damage and pulmonary failure. So far, current anti-inflammmatory therapies fail to selectively impair the
activation of pathogenic immune system components.

Activation of dendritic cells (DCs) in response to Pa infections leads to pathogenic Thi/17 cells (pThi/17)
generation through the secretion of pro-inflammatory cytokines. Consequently, an overly activation of
pThli/17 cells by Pa-infected DCs leads to a huge rise of IFNy and IL-17 secretion in CF lung, further con-
tributing to chronic inflammation and lung injury. The yet unknown molecular mechanism by which Pa-in-
fected DCs activate the pathogenic arms of the mucosal immune system is the main goal of this project.

We will first determine the transcriptomic profiles at the single cell level of Pa-infected DCs employing a
dual-RNAseq approach to identify altered host genes/pathways as new immune checkpoints targets. Next,
we will perform a functional validation and modulation of selected immunological targets and, in order to
validate the role of specific host genes/pathways in promoting tissue damage, we will test them on an air-li-
quid interface in vitro co-culture model.

Human DCs secreted an altered pattern of polarizing cytokines linked to pThl/17 cells activation in
response to clinical Pa strains. Indeed, during CF lung adaptation clinical Pa strains increase their pro-
ficiency to persist within DCs, in turn promoting a continuous secretion of high IL-15 and 11.-23 levels.
Consistently, pThl/17 cells are significantly increased in CF lungs with Pa infection, while protective T
cells are strongly reduced. Notably, CF pulmonary pThl/17 cells displayed a unique gene expression
profile compared to protective T cells.
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Targeting the STING/
Transglutaminase 2-regulated
Interferon response as a novel

host-direct approach to fight
bacterial infections in cystic
fibrosis

Usare la proteina STING
come bersaglio specifico

per combattere le infezioni
batteriche nella fibrosi cistica

Background
and rationale

By deciphering the interplay between Pa-infected DCs and pulmonary activated pThi1/17 cells at the tran-
scriptomic level, we will identify novel targets for next-generation immunotherapies for overall inflamma-
tion in CE Identification of new immune checkpoints and druggable targets will pave the way for novel and
efficient pharmaceutical strategies to prevent CF inflammation, increasing both life quality and expectancy.

La principale causa del declino delle funzioni polmonari nella fibrosi cistica (FC) & Iattivazione persi-
stente e disregolata del sistema immunitario mucosale che, pur non riuscendo a eradicare e prevenire le
infezioni croniche da Pseudomonas aeruginosa (Pa), promuove danni ai tessuti e porta all’insufficienza
polmonare. A oggi, le attuali terapie antinfiammatorie non riescono a sopprimere selettivamente I’attiva-
zione delle componenti patogeniche del sistema immunitario.

L attivazione delle cellule dendritiche (DC) in risposta alle infezioni da Pa porta alla generazione e attiva-
zione delle cellule Th1/17 patogeniche (pTh1/17) attraverso la secrezione di citochine proinfiammatorie.
Di conseguenza, un’eccessiva attivazione delle cellule pTh1/17 da parte delle DC infettate da Pa porta a
un notevole aumento della secrezione di IFN-y e IL-17 nei polmoni delle persone con FC, contribuendo
ulteriormente all’infiammazione cronica e al danno polmonare. Il meccanismo molecolare attraverso
il quale le DC infettate da Pa attivano le cellule pTh1/17 a livello muosale & ancora sconosciuto ed ¢& il
principale obiettivo di questo progetto.

Usando una tecnologia di sequenziamento di ultima generazione (dual-RNA sequencing) determinere-
mo i profili trascrittomici delle DC infettate da Pa a livello di singola cellula. Da queste analisi bioinfor-
matiche verranno identificati i geni e pathway regolatori alterati durante la risposta dell’ospite all’infe-
zione di Pa e verranno caratterizzati nuovi bersagli terapeutici a livello immunologico. Successivamente,
effettueremo una validazione funzionale e una modulazione dei bersagli immunologici identificati con
saggi funzionali in vitro e in un modello di co-coltura in vitro di epitelio polmonare.

I nostri risultati mostrano che le DC secernono un pattern alterato di citochine polarizzanti correlate
all’attivazione delle cellule pTh1/17 selettivamente in risposta a ceppi clinici di Pa. Infatti, durante I’adat-
tamento del Pa ai polmoni delle persone con FC, i ceppi clinici aumentano la loro capacita di persistere
all'interno delle DC promuovendo una continua secrezione di elevati livelli di IL-1f3 e IL-23 che giocano
un ruolo chiave nell’attivazione delle pTh1/17 Effettivamente, le cellule pTh1/17 sono significativamente
aumentate nei polmoni delle persone con FC con infezioni croniche polmonari da Pa, mentre le cellule
T protettive sono fortemente ridotte. I nostri dati mostrano inoltre che le cellule pTh1/17 polmonari nella
FC hanno un profilo di espressione genica diverso rispetto alle cellule T protettive.

Grazie alla caratterizzazione funzionale e molecolare dell’interazione tra le DC infettate da Pa e le cellule
pTh1/17 polmonari attivate, identificheremo nuovi bersagli che potranno essere usati per lo sviluppo di
nuove immunoterapie. L'individuazione di nuovi checkpoint immunitari e bersagli farmacologicamente
attaccabili aprira la strada a strategie farmacologiche innovative ed efficienti per prevenire I'inflamma-
zione nella FC, migliorando sia la qualita che I’aspettativa di vita delle persone che ne sono affette.

Mauro Piacentini (in the middle)
with his collaborators
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Bacterial infections play a pivotal role in infectious disease, such as cystic fibrosis (CF). Innate
immunity is the first line of defence to fight microbial pathogens and the STING signalling is
the main host pathway that triggers the immune response upon infections. STING is activated
upon bacterial infection and has a major role on the induction of type I interferons (IFN1). The
action of IFN1 in host defence against bacteria may be beneficial or not depending on the type
of infection. We have recently shown that genetic and pharmacologic inhibition of Transgluta-
minase 2 (TG2), a multifunctional enzyme that catalyzes post-translational modifications of
proteins, results in an enhanced anti-microbial response in CF. Interestingly, we also found that
TG2 could regulate the STING pathway, highlighting the implication of the enzyme in the host
response to bacteria.
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The goal of this project was to better characterize STING signalling in CF models with the aim
to find new possible targets to develop host-directed therapies (HDTs).

We proposed a one-year renewal project aimed to extend the analysis of STING pathway in
people with CFE Specifically, we wanted to elucidate if the alterations in the STING pathway,
observed for the F508del model, could be also associated to other CFTR mutations. Moreover,
we wanted to use STING agonists on human CF samples to corroborate our findings on the
mouse model. Finally, we aimed to better elucidate the mechanisms underlying the defective
STING pathway induction in CF.

The results from our previous project indicated that this pathway is defective in CF human and
mouse model. Moreover, the direct stimulation of STING through agonists was able to restore
the pathway leading to IFNI production and improved bacterial clearance. Interestingly, we
found that the alteration of the STING pathway occurs also in people with CF the F508del/
F508del mutation and at least one copy of minimal residual function mutations, and that the
stimulation with cGAMP is able to increase the IFN-f§ expression also in these CF patients
derived cells.

This approach allows us to finally define STING signalling as an important target in CF provi-
ding the basis to manipulate immune responses in CF enhancing host cell response. The use of
antibiotics has played a major role in the increasing median survival of people with CF. Howe-
ver, alternative therapies are required to overcome microbial resistance. In this scenario, to find
novel compounds such as cGAMP able to restore the defective microbial response in CF by
modulating the host immune response, will be useful to develop HDTs.

Le infezioni batteriche svolgono un ruolo fondamentale nelle malattie infettive, come la fi-
brosi cistica (FC). L'immunita innata ¢ la prima linea di difesa per combattere i patogeni mi-
crobici e la via di segnalazione di STING ¢ la via principale dell’ospite che innesca la risposta
immunitaria alle infezioni. STING si attiva in caso di infezione batterica e svolge un ruolo
importante nell’induzione dell’interferone di tipo 1 (IFN1). L’azione dell’TFN1 nella difesa
dell’ospite contro i batteri puo essere benefica o meno a seconda del tipo di infezione. Abbia-
mo recentemente dimostrato che I’inibizione genetica e farmacologica della Transglutaminasi
2 (TG2), un enzima multifunzionale che catalizza le modificazioni post-traduzionali delle pro-
teine, si traduce in una maggiore risposta antimicrobica nella FC. Abbiamo inoltre scoperto
che la TG2 potrebbe regolare la via di segnalazione di STING, evidenziando I’'implicazione
dell’enzima nella risposta dell’ospite ai batteri.

L’obiettivo di questo progetto era caratterizzare ulteriormente la via di segnalazione di
STING nei modelli di FC con I’obiettivo di trovare nuovi possibili bersagli per lo sviluppo di
terapie host-directed (HDT).

Abbiamo proposto un progetto di rinnovo di un anno volto a estendere ’analisi della via di
segnalazione STING nelle persone con FC. Nello specifico, volevamo chiarire se le alterazioni
nella via STING, osservate per il modello F508del, potessero essere associate anche ad altre
mutazioni CFTR. Inoltre, volevamo usare gli agonisti di STING su campioni di FC umani per
corroborare i nostri risultati sul modello di topo. Infine, abbiamo mirato a chiarire meglio i
meccanismi alla base della difettiva attivazione della via STING nella FC.

I risultati del nostro precedente progetto hanno indicato che STING ¢ difettoso nel modello
umano e di topo di FC. Inoltre, la stimolazione diretta di STING attraverso molecole come il
cGAMP ¢ stata in grado di ripristinare la produzione di IFN1 e migliorare la rimozione batte-
rica. E interessante notare che I’alterazione della via STING ¢ presente anche nelle persone
con mutazione F508del/F508del e almeno una copia di mutazioni con funzione minima resi-
dua, e che la stimolazione con cGAMP ¢ in grado di aumentare ’espressione di IFN-f§ anche
in questa tipologia di pazienti.

Questo approccio ci ha consentito di asserire che la via STING ¢ un obiettivo importante nel-
la fibrosi cistica, le basi per manipolare le risposte immunitarie nella FC. L’uso di antibiotici
ha svolto un ruolo importante nell’aumentare la sopravvivenza mediana delle persone con
FC, tuttavia sono necessarie terapie alternative per superare la resistenza microbica. In questo
scenario, trovare nuovi composti come cGAMP in grado di ripristinare la risposta microbica
difettosa nella fibrosi cistica sara utile per sviluppare HDT.
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Mycobacterium abscessus (Mab) is emerging as one of the most prevalent pathogens in people with
cystic fibrosis (CF). The overuse of antiMycobacterial molecules and Mab intrinsic antibiotic resi-
stance are reducing the effects of the existing chemotherapy. As a result, more efficient approaches
are urgently needed. Upon infection, Mab is internalised by alveolar macrophages (AMs) in the lung.
Interestingly, it has been proposed that histone posttranslational modifications (PTMs), such as the
acetylation of H3 lysin 14 (H3K14ac), might influence AM differentiation towards a pro- or antin-
flammatory phenotype. Hence, H3K14ac could significantly impact Mab sensing and inflammatory
response.

Our hypothesis is that remodulating H3K14ac we can enhance AMs’ ability to resolve Mab infection.
The objective is to boost AMs immunity by shifting the balance from Mab-permissive to Mab-eradi-
cating AMs.

We used confocal microscopy to determine H3K14ac expression in AMs and used a clinically appro-
ved histone deacetylase inhibitor (Panobinostat) to promotes AMs towards Mab-killing phenotype.

We demonstrated the presence of two coexisting AMs subpopulations having either low or high expres-
sion of H3K14ac. Following infection with Mab we observed a general decrease in the signal associa-
ted with H3K14ac and a reduced variability among the AMs sub-populations. However, single-cell
analysis revealed that the reduced acetylation was to be ascribed only to the infected sub-population.
Therefore, we speculated that a high level of H3K14ac might regulate Mab clearance by AMs and
could be harnessed for therapy. We probed Panobinostat ability to remodulate H3K14ac in uninfected
and Mab infected AMs.

Our preliminary results suggest that Panobinostat helps infected AMs-cell to better control the in-
fection, while possibly avoiding spreading the infection to the uninfected neighbor AMs. Hence, we are
revealing the crucial role of epigenetics in controlling the progression of the infection. Overall, we want
to propose a new epitherapy that will exploit alveolar macrophage functional and phenotypic plasticity
and that could supplement the existing Mab treatment.

Mycobacterium abscessus (Mab) sta emergendo come uno dei patogeni pill prevalenti nelle per-
sone con fibrosi cistica (FC). L'uso indiscriminato di antibiotici e la capacita intrinseca di Mab di
resistere a essi, stanno riducendo ’efficacia delle terapie gia esistenti. Quindi si rendono necessari
terapie piul efficienti. Durante I'infezione, Mab viene internalizzato dai macrofagi alveolari (AMs)
che sono presenti nel polmone. Recentemente ¢ stato proposto come le modifiche post-traduzionali
degli istoni (PTM), tipo I’acetilazione della lisina 14 dell’istone 3 (H3K14ac), potrebbero influenzare
la differenziazione dei AMs verso un fenotipo pro- o antinfiammatorio. Di conseguenza, H3K14ac
potrebbe avere un ruolo significativo nella risposta all’infezione da Mab.

La nostra ipotesi ¢ che rimodulando I’espressione di H3K14ac si possa potenziare la risposta im-
munitaria degli AMs. L'obiettivo ¢ di spostare 1’equilibrio da cellule permissive nei confronti del
patogeno, verso cellule che lo eliminino.

Abbiamo usato la microscopia confocale per determinare 1’espressione di H3K14ac nelle AMs.
Inoltre, stiamo valutando la capacita di un inibitore dell’istone deacetilasi clinicamente approvato
(Panobinostat) di promuovere il differenziamento degli AMs verso un fenotipo attivo contro Mab.

I nostri esperimenti hanno dimostrato che le cellule non infette si dividono in due sottotipi con
espressione alta o bassa di H3K14ac. Tuttavia, in seguito all’infezione da Mab, abbiamo notato una
generale diminuzione del segnale associato ad H3K14ac e una sua ridotta variabilita tra le sottopo-
polazioni cellulari. Pertanto, abbiamo ipotizzato che un elevato livello di H3K14ac possa regolare
I’eliminazione di Mab da parte degli AMs e potrebbe essere sfruttato in ambito terapeutico. Infine,
abbiamo testato la capacita del Panobinostat di rimodulare H3K14ac sia negli AMs non infetti che
in quelli infettati da Mab. I nostri risultati preliminari suggeriscono che Panobinostat aiuti le cellule
infette a controllare meglio I'infezione, limitando la diffusione del patogeno alle cellule circostanti.

La nostra ricerca sta rivelando il ruolo cruciale dell’epigenetica nel controllo della progressione
dell’infezione. Nel complesso, la nostra idea & di proporre una nuova epiterapia che possa essere
integrata al trattamento gia esistente nei confronti di Mab.
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People with cystic fibrosis (CF) frequently encounter infections by pathogenic bacteria that increase
the complications associated with the illness. Pseudomonas aeruginosa, an opportunistic pathogenic
Gram-negative bacterium very resistant to antibacterial treatments, is associated with these infections.
Binding to the lung system occurs through the adhesion to the epithelial cells and is mediated by se-
veral molecules. The most relevant one is the type IV pilus, a macromolecular complex composed of
several proteins, in which the most abundant one, PilA, oligomerises to build the final structure.

A region of PilA, the so-called disulfide loop, is antigenic. Still, an antibody raised against the region
of the PAK strain fails to protect individuals since they are infected by several strains of P. aeruginosa
having different amino acidic compositions in the disulfide loop region. Our strategy is to create a
hybrid molecule comprising a peptidic stable scaffold linked to the disulfide loop.

We plan to use a combination of bioinformatic tools (Homology Modelling and Molecular Dyna-
mics) for the molecule’s design. Experimental verification of the correct folding will be performed
through Circular Dichroism (CD) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. Finally,
in vivo tests on mice will be used to check that the designed molecules can elicit an immune response.

The first of such molecules has been modelled using the Alphafold system, linking the disulfide loop
to the scaffold in different positions. Molecular dynamics simulations suggest that one position is more
stable than the others. CD spectroscopy of this molecule indicates that it forms the expected secondary
structure. NMR will be used to further study this molecule to characterise in detail the three-dimensio-
nal structure.

The final goal is to produce a cocktail of peptides each having the same scaffold but the disulfide loop
of a different strain that will be used as a vaccine to promote the production of monoclonal antibodies
in patients. Since it is a modular system, other diseases can be considered equally suitable.

Le persone con fibrosi cistica spesso incontrano infezioni da batteri patogeni che aumentano le
complicazioni associate alla malattia. Pseudomonas aeruginosa, un batterio opportunista patogeno
Gram-negativo molto resistente ai trattamenti antibatterici, ¢ spesso associato a queste infezioni.
L'infezione si sviluppa attraverso ’adesione alle cellule epiteliali ed ¢ mediata da diverse molecole,
tra cui la piu rilevante ¢ il pilus di tipo IV, un complesso macromolecolare composto da diverse pro-
teine, in cui quella piu abbondante, PilA, oligomerizza per costruire la struttura finale.

E stato dimostrato che una regione di PilA, il cosiddetto loop disolfuro, risulta essere antigenica,
ma un anticorpo preparato contro la regione del ceppo PAK non riesce a proteggere gli individui in
quanto 'infezione viene portata avanti da diversi ceppi di P. aeruginosa aventi diversa composizione
amminoacidica nella regione del loop disolfuro. La nostra strategia ¢ quella di creare una molecola
ibrida che comprenda un’impalcatura peptidica stabile collegata al loop disolfuro.

Useremo una combinazione di metodi informatici (modellazione per omologia e dinamica mole-
colare) per il design delle molecole. La verifica sperimentale che le molecule assumano il folding
corretto verra effettuata tramite spettroscopia di Dicroismo Circolare (CD) e spettroscopia di Riso-
nanza Magnetica Nucleare (NMR). Infine, useremo test in vivo su topi per verificare che le molecole
stimolino la produzione degli anticorpi.

Usando il sistema Alphafold ¢ stato collegato il loop disolfuro all’impalcatura in diverse posizioni.
Le simulazioni di dinamica molecolare suggeriscono che una posizione & piu stabile delle altre. La
spettroscopia CD indica che questa molecola assume la struttura secondaria prevista. Questa mo-
lecola sara ulteriormente studiata tramite spettroscopia NMR per caratterizzare in dettaglio la sua
struttura tridimensionale e quindi iniettata nei topi.

L obiettivo finale ¢ quello di produrre un cocktail di peptidi, aventi ciascuno la stessa impalcatura
ma il loop disolfuro di ceppi diversi, che verra usato come vaccino per promuovere la produzione
di anticorpi monoclonali nei pazienti stessi. Poiché si tratta di un sistema modulare, altre patologie
potranno essere prese in considerazione.
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People with cystic fibrosis (pwCF) have subclinical right ventricle (RV) dysfunction. During lung
transplantation (LUTX), RV failure and shock may occur. In this scenario, emergent intraoperative
extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) is lifesaving but associated with post-operative
cardiac failure and primary graft dysfunction. Echocardiographic RV strain (RV free wall longitu-
dinal strain: RVFWLS) has been recently described as an accurate, non-invasive index of RV dy-
sfunction but has never been evaluated in lung transplant recipients. Levosimendan is a calcium-sen-
sitizer inotrope used for cardiac failure, capable of improving RV function, but never documented
in the CF LUTX candidates.

We hypothesize that in pwCF undergoing LUTX: 1) pre-operative RVFWLS is predictive of intraope-
rative RV failure; 2) in patients with RV dysfunction, levosimendan is effective in reducing RV strain.

i) Prospective observational study of RVFWLS of patients undergoing LUTX; ii) prospective inter-
ventional trial to test levosimendan in reducing RV strain in this patients’ cohort.

Of'the 68 pwCF enlisted for LUTX at our center 50 (69% ) have been included, and their pre-operative
echocardiography performed. Of the remaining 18 pwCE 1 was included in the study but exited the
list (no FC), 12 were transplanted prior to study echography, and 5 are scheduled for baseline echocar-
diography. Of the 50 included patients, 29 have received LUTX, and 21 are still on the waiting list. De-
spite minimal macroscopic morphologic alterations, RV global and free wall longitudinal strain were
significantly depressed (see Table 1). Overall, RVFWLS identified the highest percentage of impaired
RV function (47 %) compared to conventional echocardiographic parameters (TAPSE, 32%;, S’, 27 %,
FAC, 26%) and ventriculography (15%). Of the 29 included patients who had undergone LUTX,
15 required intraoperative ECMO support. We did not document a difference in RVFWLS between
ECMO (-19.7+79) and non-ECMO (-19.2+3.0) patients (p=0.825). Similarly, no other pre-operati-
ve echocardiographic parameter showed a statistically significant difference among the two cohorts.
Among LUTX recipients from 2017 to 2022 (130 patients, 74 CF), 28 were treated with levosimendan
for post-operative cardiac failure, with a single case of atrial fibrillation and outcomes similar to other
first-line inotropes.

We documented that LUTX candidates have severely depressed RVFWLS, but it was not predictive
of intraoperative ECMO use. The acquired data do not support using RVFWLS to select patients for
levosimendan treatment. Further studies are necessary to assess the impact on secondary outcomes of
RV dysfunction documented by RVFWLS.

Table 1. Right Heart echocardiographic analyses.

Index Normal Measured p Z-test
(vs. normal
population)

Right atrium area (cm?) 14+2 12.6+5.3 <0.001

RV end-diastolic area (cm?) 18+4 11.1+5.7 <0.001

RV basal diameter (mm) 3314 36.1+6.1 <0.001

RV FAC (%) 49+7 38.4+12.0 <0.001

TAPSE (mm) 2343 18.6+4.7 <0.001

Pulmonary Artery Acceleration Time (ms) 130+20 85.7+38.1 <0.001

S' vel RV (cm/s) 15+2 112+2.8 <0.001

RV global longitudinal strain (RV GLS) -24+3 -172+4.9 <0.001

RV free wall longitudinal strain (RV FWLS) -28+5 -19.4+6.4 <0.001

RV, right ventricle; FAC, fractional area change; TAPSE, tricuspid annular plane systolic excur-
sion, S', tissue Doppler positive peak systolic wave velocity.
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Razionale Le persone con fibrosi cistica (FC) che necessitano di trapianto polmonare (TX) hanno una al-
dello studio terazione asintomatica della funzione del ventricolo destro (VDx), che si manifesta durante I'in-
tervento con deterioramento cardiaco acuto e necessita di circolazione extracorporea (ECMO),
che puo essere associata a un peggioramento della prognosi del trapianto a breve termine. La
misura dello strain del VDx (Right Ventricle Free Wall Longitudinal Strain: RVFWLS) & una tec-
nica innovativa per studiare il VDx, mai testata in pazienti candidati a TX. Il Levosimendan ¢ un
nuovo farmaco, usato fino ad ora per pazienti con malattie cardiache, che ¢ capace di migliorare
la funzione del ventricolo destro.

Ipotesi  Gli obiettivi sono: i) validare il RVFWLS per la diagnosi dei pazienti a piu alto rischio di disfun-
e obiettivi  zione intraoperatoria del ventricolo destro; ii) verificare se il trattamento con Levosimendan
possa essere efficace in questo gruppo di pazienti.

Metodi Studio osservazionale prospettico di RVFWLS e la sua capacita di predire la necessita di ECMO
e una seconda fase interventistica (trattamento con Levosimendan dei pazienti a rischio per di-
sfunzione ventricolare destra).

Risultati  Delle 68 persone con FC candidati a TX nel nostro centro, 50 (69% ) sono state incluse e studiate.
Delle rimanenti 18, uno ¢ uscito dalla lista, 12 sono stati trapiantati prima di poter ottenere una
misura di RVFWLS, e 5 sono in lista in attesa di essere studiati. Dei 50 incusi, 29 sono stati tra-
piantati, e 21 sono in lista. Abbiamo osservato una grave riduzione del RVFWLS, a fronte di una
funzione globalmente preservata (Tabella 1). Il RVFWLS ha identificato la piil alta percentuale
di disfunzione del VDx (47%), confrontato con le altre tecniche convenzionali (TAPSE, 32%; S’
27%, FAC, 26%) e ventricocolografia (15%). Dei 29 pazienti inclusi sottoposti a TX, 15 hanno
necessitato di ECMO. Non abbiamo documentato pero una differenza nella misura di RVFWLS
basale tra pazienti ECMO (-19,7+79) e non-ECMO (-19,2+3,0), (p=0,825), come per le altre mi-
sure ecografiche.

Di tutti i pazienti sottoposti a TX dal 2017 al 2022 (130 pazienti, 74 FC), 28 sono stati trattati
con levosimendan per disfunzione miocardica post-operatoria, con un singolo caso di fibrillazione
atriale e impatto clinico simile a quelli di altri farmaci inotropi.

Conclusioni Abbiamo documentato come le persone con FC candidate a trapianto hanno una alterazione im-
portante dello strain del ventricolo destro, ma i dati non ne supportano 1’'uso per selezionare i pa-
zienti per il trattamento con levosimendan. Il levosimendan ha dato risultati clinici simili a quelli di
altri inotropi. Ulteriori studi sono necessari per valutare I'impatto clinico secondario di una alterata
funzione del ventricolo destro documentata con lo strain.
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del temperamento, della
personalita e degli stili di
attaccamento

Background Depression and anxiety are among the most frequent comorbidities reported in cystic fibrosis (CF),
and rationale Wwith impact on medication adherence and health outcomes. The research hypothesis is based on the
identification of temperament and personality factors as predictors for identifying patients at risk for a

worse prognosis both from a clinical and therapeutic point of view.

Hypothesis Aims of the study have been to investigate personality and temperament factors, predictors of mood
and objectives and anxiety disorders, and the investigation of psychological conditions more subjected to changes
over time, through the follow-up.

Essential It has been conducted a prospective observational cohort study: at TO it has been enrolled 65 patients
methods and 10 parents (of adolescent patients), with the administration of validated psychological tests, part
of which it has been re-administered through follow-up after 1 year (T1), and compared with clinical

parameters.
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In the CF sample, from TO to T1, it has been observed an increase of moderate anxiety symptomato-
logy (10.8% vs 23.1%), whereas a decrease of severe anxiety (10.8% vs 3.1%) At T1 it has been regi-
stered an increase of: sub-threshold depression (277% vs 29.2%), mild (10.8% vs 13.8%) and severe
(0% vs 1.5%). It has been reported a slight increase of pathological dissociation from T0 to T1 (6.2%
vs 77%). The perception of the disease has changed related to the coherence and understanding of CE.
This data found could be highly related to the CFTR modulators treatment, with relevant psychologi-
cal effects in terms of experience of illness. Parents’ sample (n=10) has worsen values of mild anxiety
from TOto T1 (30% vs 50% ), whereas unaltered the severe anxiety (20%). The decrease of medication
adherence was statistically significant from T0 to T1, albeit slight.

Data found through the follow-up highlight the importance of monitor any changes related to mental
health conditions of people with CF, even more in the era of CFTR modulators, in particular connected
to depression. The predominant hyperthymic temperament trait found could represent an important
resource to consider for the psychological intervention in relation to the mood disorders. Furthermore,
in the CF sample analyzed, the difficulties with negative emotionality and changes in the perception
of disease requiring attention for the management of medication adherence with consequences on the
clinical course.

La depressione e I’ansia sono tra le comorbilita piil frequenti riportate nella fibrosi cistica (FC), con
un impatto sull’aderenza terapeutica e sugli esiti di salute. L’ipotesi di ricerca si basa sull’identifica-
zione di fattori temperamentali e di personalita per I'identificazione di persone con FC a rischio di
una peggiore prognosi sia dal punto di vista clinico che terapeutico.

Scopi dello studio sono stati quello di indagare fattori di personalita e temperamento, predittori di
disturbi dell’'umore e d’ansia, e I'indagine delle condizioni psicologiche pill soggette a cambiamenti
nel tempo.

N

E stato condotto uno studio prospettico osservazionale di coorte: al TO sono stati arruolati 65 pazien-
ti e 10 genitori (di pazienti adolescenti), con somministrazione di test psicologici validati, parte dei
quali & stata risomministrata, dopo 1 anno (T1), e confrontati con i parametri clinici.

Nel campione FC,dal TO al T'1, ¢ stato osservato un aumento della sintomatologia ansiosa moderata
(10,8% vs 23,1% ), mentre una diminuzione dell’ansia grave (10,8% vs 3,1%). A1T1 & stato registrato
un aumento di: depressione sottosoglia (277% vs 29,2%), lieve (10,8% vs 13,8%) e grave (0% vs
1,5%). E stato riportato un lieve aumento della dissociazione patologica dal TO al T1 (6,2% vs 7.7%).
La percezione della malattia ¢ cambiata relativamente alla coerenza e alla comprensione della FC.
Questi dati rilevati potrebbero essere altamente correlati al trattamento con modulatori CFTR, con
effetti riguardo il vissuto di malattia. Il campione dei genitori presenta valori di ansia lieve peggiorati
daTO0 aT1 (30% vs 50%), inalterati quelli di ansia grave (20%). La diminuzione dell’aderenza alle
terapie ¢ risultata statisticamente significativa dal TO al T1, seppur lieve.

I dati rilevati attraverso il follow-up evidenziano I'importanza di monitorare eventuali cambiamenti
legati alle condizioni di salute mentale delle persone con FC, ancor piu nell’era dei modulatori, in
particolare relativamente alla depressione. Il tratto temperamentale ipertimico, riscontrato come
pit predominante, potrebbe rappresentare un’importante risorsa da considerare per l'intervento
psicologico relativamente ai disturbi dell'umore. Inoltre, le difficolta legate all’emotivita negativa e
ai cambiamenti nella percezione della malattia richiedono attenzione per la gestione dell’aderenza
terapeutica, con conseguenze sul decorso clinico.
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In a prior FFC Ricerca project, we identified DNasel L2 as a favorable mucolytic agent for its resistan-
ce to actin and acidic pH optimum of activity. We produced the enzyme in recombinant and PEGyla-
ted form, and obtained promising results in cystic fibrosis (CF) artificial mucus.

We aim at finalizing the preclinical characterization of DNasel L2 in mucus of people with CF, broa-
dening its activity spectrum through covalent modifications and protein engineering, and understan-
ding the structural basis of its unique catalytic properties.
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To increase the yield and solubility, we produced recombinant DNasel L2 in Escherichia coli as a
fusion protein with the maltose-binding protein (MBP). Because DNasel L2 exists in two isoforms
distinguished by the presence (DNasel L2-1) or absence (DNasel L2-S) of a 21-amino acid insertion
with unknown function, we applied the same strategy to produce both isoforms. DNase activity was
analyzed by using supercoiled plasmid DNA as substrate. The PEGylated form of DNasel L2 pre-
viously obtained, mPEG24mer-DNasel L2, was characterized in terms of sites of conjugation. The
modification of DNasel L2 with PEG was preliminary investigated also using other PEGylation stra-
tegies. Mucus samples have been collected from consenting people with CF after a respiratory phy-
siotherapy session and have been frosted immediately at -80°C.

Expression of recombinant DNasel L2 as a fusion protein with MBP greatly increases the protein
yield and prevents its accumulation in inclusion bodies. The two fusion proteins (DNasel L2-L and
DNasel L2-S) are both active, but after proteolytic cleavage to release DNasel L2 from MBP, the acti-
vity increases. mPEG24mer was conjugated preferentially to three lysine residues of DNasel L2 that
are far from the catalytic site. Three different conjugates of DNasel L2 were obtained by using PEG2k-
Da-aldehyde linked to lysines, PEG20kDa linked at the protein N-terminus or Z-GIn-Gly-mPEG 20
kDa linked to lysines. The conditions and protocols to assay the activity of DNasel L2 on patients’
mucus have been established at the Italian Institute of Technology in Genoa.

In this first year i) we have produced two natural isoforms of DNasel L2 as fusion proteins and characte-
rized their activity in vitro; ii) we have designed constructs to purify DNasel L2-L and DNasel L2-S in
a more active form; iii) we preliminary investigated different PEGylation approaches of DNasel L2. We
will test both DNasel L2 isoforms in native and PEGylated form on collected patient mucus.

In un precedente progetto di FFC Ricerca, abbiamo identificato la DNasilL2 come agente mucoliti-
co favorevole per la sua resistenza all’actina e per il pH acido ottimale di attivita. Abbiamo prodotto
I’enzima in forma ricombinante e PEGhilata e abbiamo ottenuto risultati promettenti nel muco ar-
tificiale della FC. Abbiamo prodotto I’enzima in forma ricombinante e pegilata e abbiamo ottenuto
risultati promettenti nel muco artificiale della fibrosi cistica (FC).

Ci proponiamo di completare la caratterizzazione preclinica della DNasilL.2 nel muco dei pazienti,
di ampliare il suo spettro di attivita attraverso modifiche covalenti e ingegneria proteica, e di com-
prendere le basi strutturali delle sue uniche proprieta catalitiche.

Per aumentare la resa e la solubilitd, abbiamo prodotto la DNasilL2 ricombinante in Escherichia
coli come proteina di fusione con la proteina legante il maltosio (MBP). Poiché la DNasel1L2 esi-
ste in due isoforme che si distinguono per la presenza (DNasel1L.2-L) o l’assenza (DNaselL.2-S)
di un’inserzione di 21 aminoacidi con funzione sconosciuta, abbiamo applicato la stessa strategia
per produrre entrambe le isoforme. L’attivita della DNasi ¢ stata analizzata usando come substra-
to il DNA plasmidico superavvolto. La forma PEGhilata di DNaselL2 precedentemente ottenuta,
mPEG24mer-DNasell 2, ¢ stata caratterizzata in termini di siti di coniugazione. La modifica della
DNasilL2 con PEG ¢ stata studiata in via preliminare anche usando altre strategie di PEGhilazione.
Campioni di muco sono stati raccolti da persone con FC consenzienti dopo una sessione di fisiotera-
pia respiratoria e sono stati congelati immediatamente a -80°C.

Lespressione della DNasilL2 ricombinante come proteina di fusione con MBP aumenta notevol-
mente la resa proteica e previene 1’accumulo nei corpi di inclusione. Le due proteine di fusione
(DNaselL2-L e DNaselL.2-S) sono entrambe attive, ma dopo il taglio proteolitico per liberare
la DNaselL2 dalla MBP, I'attivita aumenta. Il mPEG24mer ¢ stato coniugato preferenzialmente
a tre residui di lisina della DNase1L2 che sono lontani dal sito catalitico. Tre diversi coniugati di
DNaselL2 sono stati ottenuti utilizzando PEG2kDa-aldeide legata alle lisine, PEG20kDa legato
all’N-terminale della proteina o Z-GIn-Gly-mPEG 20 kDa legato alle lisine. Le condizioni e i pro-
tocolli per testare I’attivita della DNasilL2 sul muco dei pazienti sono stati stabiliti presso 1'Istituto
Italiano di Tecnologia di Genova.

In questo primo anno i) abbiamo prodotto due isoforme naturali di DNasel1L2 come proteine di
fusione e ne abbiamo caratterizzato Pattivita in vitro; ii) abbiamo progettato costrutti per purificare
DNaselL2-L e DNase1L.2-S in una forma pil attiva; iii) abbiamo studiato in via preliminare diversi
approcci di PEGhilazione di DNaselL2. Testeremo entrambe le isoforme di DNaselL2 in forma
nativa e PEGhilata su muco raccolto da persone con FC.
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The Italian Cystic Fibrosis Foundation funded two post-marketing retrospective and observational
studies, to assess the real world effectiveness and safety of ETI in people with cystic fibrosis (pwCF), 12
years of age or older and heterozygous for F508del (F) and one minimal function mutation (MFM).
The first study (SITTMA) assessed pwCF with advanced lung disease through 24 months and ended
in 2023. The second ongoing study (SPIKE) evaluated pwCF with normal or mild-moderate lung
disease through 24 months and pwCF of the first study through 4 years.

The availability of an effective treatment for people with CF facing respiratory failure, lung transplan-
tation or death is of paramount importance, so both studies were aimed to assess effectiveness and
safety of pwCF with advanced lung disease through 48 months. This group of pwCF will be compared
with pwCF with milder lung disease. Our interest is also focused on the individual responsiveness to
the drug, considering the correlation between the ex vivo rescue by CFTR modulators in nasal cells
and the clinical benefits obtained with ETI, pharmacokinetics data and the change in phenotype and
genotype of Pseudomonas aeruginosa after prolonged treatment with ETI.

We reported methods and preliminary results of the SITTMA study. 20 Italian CF Centers participated
in a retrospective observational study, designed to obtain real-world data in pwCF (age = 12 years,
genotype: F/MFM) with advanced respiratory disease (FEV1 < 40% pred.). Demographic and clinical
data were collected from patient files for 2 years prior to and 2 years after ETI was initiated. Outcomes
included treatment-related adverse events, temporary or definitive interruption of the drug, change in
FEV1, sweat chloride concentration, use of antibiotics, body mass index and quality of life.

124 (48.4% males) pwCF with advanced lung disease were treated with ETI through 2 years: the mean
(SD) age was 32.5 (10.5) years, the mean FEVI was 36.2 (12.0) % pred. The absolute mean (SD)
changes in percentage of predicted FEV1 at the end of the first and second year of treatment were +15
(13.9) and +172 (13.0) points relative to baseline, respectively. Two patients discontinued ETI after 11
and 14 months of treatment because they underwent lung transplantation. Temporary interruption of
ETI occurred in 5 pwCF (2 due to skin rash and 3 due to elevated levels of aminotransferase). Greater
than three-fold elevation of aminotransferase levels occurred in 6 pwCF (4.8%).

Short-term descriptive reports (3-6-12 months) showed a significant absolute change in FEV1 % pre-
dicted after the initiation of ETI in pwCF with advanced lung disease (1, 2). Our study showed a
sustained mean improvement in percentage of predicted FEV1 of about 15 points through 24 months.

FFC Ricerca ha finanziato due studi post marketing, osservazionali, retrospettivi - prospettici di
coorte, allo scopo di verificare ’efficacia e la sicurezza di ETI nella vita reale di persone con fibrosi
cistica (FC), di eta uguale o superiore ai 12 anni, eterozigoti composti per la mutazione F508del (F)
e una mutazione a funzione minima (MFM). Il primo studio (SITTMA) della durata di 24 mesi,
conclusosi quest’anno, ha valutato persone con FC e malattia polmonare severa che hanno avviato
ETI attraverso il programma “ex-compassionevole” Il secondo studio (SPIKE), in procinto di essere
avviato, della durata di 24 mesi, valutera persone FC con malattia polmonare normale o lieve-mo-
derata che hanno avviato ETI dopo I’autorizzazione all'immissione in commercio e persone con FC
del primo studio prolungando I’osservazione per 4 anni.

Gli studi hanno l'obiettivo di valutare 1’efficacia e la sicurezza di ETI in persone con FC con malattia
polmonare severa a confronto con persone con FC con malattia polmonare normale o lieve-moderata.
Lo studio SPIKE ¢ inoltre secondariamente interessato a caratterizzare la responsivita individuale alla
terapia con ETT: verificando la correlazione tra i dati funzionali dell’attivita di CFTR ottenuti ex vivo e
la risposta clinica delle persone con FC con ETT; fornendo dati di farmacocinetica; fornendo dati sulla
variazione nel fenotipo/genotipo di Pseudomonas aeruginosa dopo trattamento prolungato con ETT.

Riportiamo i metodi e risultati dello studio SITTMA. 20 Centri FC italiani hanno aderito a uno stu-
dio retrospettivo, osservazionale finalizzato a valutare nella vita reale gli effetti di ETI nelle persone
con FC (eta > 12 anni, genotipo: F/MFM) con malattia polmonare severa (FEV1 < 40% pred.). Sono
stati confrontati i dati demografici e clinici raccolti durante i due anni precedenti e i due successivi
I’avvio della terapia. Le misure di esito sono state gli effetti avversi correlati al farmaco, la sua so-
spensione temporanea o definitiva, la variazione di FEV1, del cloro sudorale, del numero di cicli
antibiotici, dell’indice di massa corporea e della qualita della vita.
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124 (48,4% maschi) persone con FC con malattia polmonare severa sono state trattate con ETI per
2 anni: eta media (SD) di 32,5 (10,5) anni, FEV1 medio 36,2 (12,0) % predetto. La variazione assoluta
in punti di percentuale predetta del FEV1 alla fine del primo e del secondo anno di trattamento ¢
stata, rispettivamente, +15 (13,9) e +172 (13,0) rispetto al basale. Due persone hanno sospeso ETI
dopo 11 e 14 mesi di trattamento perché sottoposte a trapianto polmonare. In 5 persone ETI ¢ stato
sospeso temporaneamente (2 per rash cutaneo e 3 per ’elevazione delle aminotrasferasi). Un au-
mento di pitt di tre volte la soglia delle aminotrasferasi ¢ stato registrato in 6 persone (4,8%).

Studi di breve durata (3-12 mesi) hanno riportato una significativa variazione assoluta nel FEV1
dopo avvio di ETT in persone con FC e malattia polmonare avanzata. Il nostro studio ha mostrato
un aumento prolungato della percentuale predetta del FEV1 di circa 15 punti nell’arco dei 24 mesi
di follow-up.
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! Analytical Chemistry Facility, Fondazione Istituto Italiano di Tecnologia (IIT), Genoa, Italy - 2 UOC Genetica
Medica, IRCCS Istituto Giannina Gaslini, Genoa, Italy - * Department of Medical Biotechnology and Translational
Medicine, University of Milan, Italy - * Fondazione Edmund Mach, Trento, Italy (FFC#1/2021, concluded;
FFC#1/2023, new)

The role of lipids in many processes related to CFTR trafficking has been extensively documented.
We have carried out a lipidomic investigation on F508del-CFTR CFBE4lo- cells treated with CF
drugs and we highlighted alterations in the sphingolipids metabolism. In another study, we used the
same model to assess changes in expression levels and in the subcellular localization of around 5000
proteins of the human bronchial epithelium (BE) treated with VX-809. We discovered an extensive
structural reorganization of mitochondria and peroxisomes associated with CFTR rescue and we va-
lidated our findings in primary cells.

We performed a multi-omic investigation, focused on F508del-CFTR vs wild-type primary cells tre-
ated with ETI (elexacaftor, tezacaftor and ivacaftor) or control (DMSO) to identify changes in the
lipidome and proteome of the BE associated with CFTR rescue. Data from BE from subjects carrying
compound heterozygous minimal function mutations (MF/MF) allowed us to discriminate between
specific effects (related with CFTR rescue) and non-specific effects (related to the drug).

We analysed the lipidome and the proteome of BE cells from 10 subjects homozygous for F508del, 10
non-CF and 4 MF/MF subjects treated with DMSO and ETI, for a total of 240 individual samples. On
these samples, we have conducted the following studies: i) targeted quantification of sphingolipids; ii)
investigation of GM1 metabolism, enabled by the incorporation of 3H-sphingosine; iii) quantification
of several hundred lipid species and iv) proteome-wide expression proteomics experiment.

We demonstrated that an off-target effect of ETI is the alteration of the dihydroceramides/ceramides
balance. Moreover, all untargeted data we collected so far, while showing a limited alteration of protein
expression profiles, highlight very significant and diversified changes of the BE lipidome. These chan-
ges confirm and extend our previous findings and allowed us to clearly discriminate between specific
and off-target effects of ETI.

We have conducted the most detailed multi-omic investigation of the F508del-CFTR BE undertaken
so far and we specifically discriminated the alterations related to CFTR rescue from those related to
non-specific effects of the drug. These results will hopefully lead to the development of new drugs and
to the elucidation of the mechanisms behind adverse effects of ETIL

We hypothesize that ETI is either a direct inhibitor of DEGSx or that it might impact on its levels of
expression. DEGSx enzymes convert dihydroceramides (dhCer) into ceramides (Cer), thus control-
ling the homeostasis of dihydrosphingolipids in the cell. We want to investigate this hypothesis, with
the aim to understand the mechanisms lying behind our observation. In the light of our data, we also
want to investigate the impact of the drug on the liver, by searching for biomarkers of Kaftrio action
on human hepatocytes.




Razionale Ilruolo dei grassi in molti processi legati a CFTR ¢ stato ampiamente documentato. Abbiamo effet-
dello studio  tuato un’analisi su cellule F508del-CFTR trattate con farmaci FC e abbiamo evidenziato alterazioni
in alcuni tipi di grassi. In un altro studio abbiamo usato lo stesso modello per valutare i cambiamenti
nella localizzazione di circa 5000 proteine nell’epitelio bronchiale umano (BE). Abbiamo scoperto
una riorganizzazione strutturale dei mitocondri e dei perossisomi associata al recupero di CFTR e

abbiamo convalidato i nostri risultati in cellule primarie.

Ipotesi Abbiamo condotto esperimenti su cellule primarie ottenute da soggetti con FC e non-FC trattate
e obiettivi  con ETI (elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor) per identificare i cambiamenti nel lipidoma e nel proteo-
ma del BE associati al recupero di CFTR. I dati provenienti da BE di soggetti portatori di mutazioni
a funzione minima (MF/MF) ci consentono di discriminare tra effetti specifici (correlati al recupero
di CFTR) ed effetti non specifici (correlati al farmaco).

Metodi Abbiamo analizzato il lipidoma e il proteoma delle cellule BE di 10 soggetti con la mutazione
F508del, 10 soggetti non FC e 4 soggetti MF/MF trattati con DMSO ed ETI, per un totale di 240
campioni. Su questi campioni, abbiamo condotto i seguenti studi: i) quantificazione mirata degli
sfingolipidi; ii) studio del metabolismo di GM1; iii) quantificazione di diverse centinaia di specie
lipidiche e iv) analisi dei livelli di espressione proteica.

Risultati Abbiamo dimostrato che un effetto non-specifico di ETI ¢ I’alterazione dell’equilibrio tra due tipi
di grassi (diidroceramidi e ceramidi). Inoltre, tutti gli altri dati che abbiamo raccolto finora, pur mo-
strando una limitata alterazione dei profili di espressione proteica, evidenziano cambiamenti molto
significativi e diversificati del lipidoma. Questi cambiamenti confermano ed estendono i nostri ri-
sultati precedenti e ci hanno permesso di discriminare chiaramente tra gli effetti specifici e quelli
non-specifici di ETI.

Conclusioni  Abbiamo condotto I'indagine molecolare pitl dettagliata intrapresa finora del F508del-CFTR BE e
abbiamo discriminato in modo specifico le alterazioni legate al recupero di CFTR da quelle legate
agli effetti non specifici del farmaco. Si spera che questi risultati portino allo sviluppo di nuovi far-
maci e alla delucidazione dei meccanismi alla base degli effetti avversi dell’ETT.

Appendice Progetto Ipotizziamo che ETI sia un inibitore diretto di DEGS o che possa alterare la sua abbondanza nella
FFC#1/2023  cellula. DEGS ¢ un’enzima che converte le diidroceramidi (dhCer) in ceramidi (Cer). Vogliamo
indagare questa ipotesi, con 1’obiettivo di comprendere i meccanismi che stanno alla base della no-
stra osservazione. Alla luce dei nostri dati, vogliamo anche capire 'impatto del farmaco sul fegato,
studiando possibili alterazioni del rapporto dhCer/Cer e ottenere indicazioni su potenziali effetti

tossici.
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(FFC#16/2021, ongoing)

Background The CFTR modulator Kaftrio shows great promise. While it has the potential to greatly improve outco-
and rationale mes in people with cystic fibrosis (pwCF), marked variability in the response to treatment was reported
in clinical studies.

Hypothesis We hypothesized that Kaftrio alters the nature of Pseudomonas aeruginosa infection by directly af-
and objectives fecting bacterial off-targets. We aim to identify specific bacterial genetic and phenotypic changes as-
sociated with Kaftrio treatment, which may affect antibiotic resistance and/or host response, thereby

affecting the effectiveness of this new therapy.

Essential Longitudinal clonally-related isolates of P. aeruginosa, collected from pwCF before and after Kaftrio
methods treatment, were characterized for relevant phenotypes (mucoidy, motility, pyocyanin, protease and
biofilm production) and tested for susceptibility to antibiotics by minimum inhibitory concentration
assay. The impact of clonal isolates at specific stages of treatment on inflammation was evaluated using
bronchial epithelial wt- and F508del-CFTR cells by ELISA. Whole genome sequencing (WGS) was

performed on isolates grown for 10 days in an artificial sputum medium.
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Preliminary We analyzed the phenotypes of 47 P. aeruginosa isolates from 11 pwCF. Patient-specific differences in
results  antimicrobial susceptibility, biofilm production and impact on the host inflammatory response were
observed during Kaftrio treatment. A general reduction in the motility and pyocyanin production of

isolates collected during Kaftrio treatment was observed in comparison to the clonal isolates collected

before treatment initiation. However, some variability was noted among clonal isolates collected con-

currently. Preliminary results from WGS indicate the emergence of genetic variants during Kaftrio

treatment. Ongoing analysis is exploring potential correlations between these results and clinical data.

Conclusions To date, our results indicate patient-specific differences in P. aeruginosa isolates collected before and
during Kaftrio treatment. Correlation analysis with clinical data will indicate whether these differences
may account for varying responses to Kaftrio observed in pwCE The overall results of this project
could generate recommendations for Kaftrio use, also in combination with antibiotic treatment.

Razionale Le nuove terapie come Kaftrio stanno dimostrando un enorme potenziale nel migliorare lo stato di
dello studio  salute nelle persone con fibrosi cistica (FC). Tuttavia, la risposta clinica ¢ marcatamente variabile,
suggerendo I’esistenza di meccanismi indipendenti da quelli diretti al CFTR.

Ipotesi La nostra ipotesi ¢ che Kaftrio modifichi la natura dell’infezione da Pseudomonas aeruginosa agen-
e obiettivi  do direttamente sui batteri, influenzando di conseguenza I’efficacia del farmaco. Il nostro obiettivo &
definire se e come Kaftrio influisca sulla suscettibilita agli antibiotici e la virulenza di P. aeruginosa.

Metodi Ceppi clonali di P. aeruginosa, isolati dagli escreati di persone con FC prima e dopo il trattamento
con Kaftrio, sono stati testati per la suscettibilita agli antibiotici e caratterizzati per fenotipi rilevanti
in FC, come la mucoidicita, la motilita, la produzione di biofilm e la secrezione di proteasi e piocia-
nina. E stato valutato I’effetto di questi ceppi sullo stato infiammatorio di cellule epiteliali bronchiali
con CFTR normale o omozigoti per la mutazione F508del. Inoltre, ¢ stato sequenziato il genoma di
ceppi clonali longitudinali.

Risultati  Sono stati analizzati i fenotipi di 47 ceppi di P. aeruginosa da 11 persone con FC. Sono state osser-
preliminari  vate differenze specifiche per ogni individuo nella suscettibilita agli antibiotici, nell’impatto sulla
risposta infiammatoria delle cellule e nella produzione di biofilm dei ceppi isolati prima e durante il
trattamento con Kaftrio. Inoltre, ¢ stata osservata una riduzione generale di fattori di virulenza quali
motilitd e produzione di piocianina dei ceppi raccolti durante il trattamento con Kaftrio rispetto ai
clonali raccolti prima dell’inizio del trattamento, nonostante un certo grado di variabilita anche tra
ceppi clonali raccolti allo stesso tempo. I risultati preliminari del sequenziamento indicano che il
trattamento con Kaftrio & associato alla comparsa di varianti genetiche. E in corso I’analisi di poten-
ziali correlazioni tra questi risultati e i dati clinici.

Conclusioni I nostri risultati indicano differenze specifiche per ogni persona con FC nei ceppi di P. aeruginosa
raccolti prima e durante il trattamento con Kaftrio. L’analisi di correlazione con i dati clinici indi-
chera se queste differenze possono spiegare il diverso grado di risposta a Kaftrio riscontrato nelle
persone con FC. I risultati complessivi di questo progetto potrebbero generare raccomandazioni per
I'uso di Kaftrio in ambito clinico.
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Background Diabetes (CFRD) is a frequent and serious complication in cystic fibrosis (CF), caused by defects in
and rationale insulin secretion. New modulator therapies raised the hope to prevent or treat CFRD. Current evidence
does not support significant effects, but the natural history of insulin secretory defects is unclear in early

life and therapy is now offered earlier.
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We hypothesized that CFTR modulators can ameliorate insulin secretory defects, but, in previous stu-
dies, the endocrine pancreas damage may have been too advanced for therapy to be effective. The
objectives of the project are: i) to evaluate whether 1yr modulators treatment ameliorates the insulin
secretory, sensitivity and glucose tolerance parameters in 6-13 years old subjects compared to con-
ventional therapy; ii) to begin a natural history study in the carriers of mutations still not eligible for
modulators.

In the context of a prospective multicenter study of glucose tolerance in a cohort of CF, we have as-
sessed subjects 6-13 yr old using repeated OGTTs as previously developed, to measure the insulin se-
cretion parameters along with clinical parameters. Subjects who become eligible to CFTR modulators
have been studied at therapy onset and after 1 yr.

We have shown that abnormal insulin secretion associated with high glucose response during OGTT
in prepuberal people with CF predicts a decrease in adult height z-score, suggesting that insulin secre-
tory defects in CF affect growth prior to the development of fasting hyperglycemia. We reported the
distribution of OGTT-related variables in people with CF from puberty to adulthood. Data collected
pre- and across puberty showed an increment in insulin secretory parameters during puberty that is
not well described even in the general population.

During the project we have also found no evidence of improvements in glucose tolerance mechanisms
in people with CF after one-year treatment with the CFTR modulator LUMA-IVA. Analysis is cur-
rently underway to describe the effect of different genotypes on glucose tolerance and insulin secretion
(manuscript in preparation). Preliminary results show that people with CF with at least one CFTR
allele with residual function have better glucose tolerance associated with better 3-cell function. Analy-
sis is currently underway to analyze prospectively the changes in parameter during the 1yr follow-up.

Parameters of insulin secretion are important determinants of adult height, glucose tolerance, are rela-
ted to CF genotype, and are probably not easily affected by current modulator therapies.

Il diabete in fibrosi cistica (CFRD) ¢ una complicanza frequente e severa causata da un deficit pro-
gressivo di secrezione insulinica. Nuovi modulatori sono diventati disponibili aprendo la possibilita
di prevenire o trattare il CFRD. Inizialmente non sono emersi effetti netti, ma mancano i dati nelle
prime fasi della vita e oggi la terapia ¢ offerta in eta piu precoce.

Abbiamo ipotizzato che i farmaci modulatori potessero migliorare la secrezione insulinica, ma che
nei primi studi la terapia sia stata somministrata in fase troppo avanzata per risultare efficace. Ab-
biamo quindi studiato il decorso di persone con FC trai6 e i 13 anni.

Abbiamo usato due carichi orali di glucosio (OGTT) a distanza di 1 anno per identificare le altera-
zioni di secrezione insulinica.

Abbiamo mostrato che una alterata secrezione insulinica associata con elevata glicemia durante
POGTT in persone con FC in eta prepuberale predice una basso z-score di altezza in eta adulta, sug-
gerendo che i difetti di secrezione insulinica influenzano la crescita prima che insorga iperglicemia.
Abbiamo descritto la distribuzione di variabili collegate al’lOGTT in persone con CF dalla puberta
all’eta adulta. I dati relativi alla puberta hanno mostrato un incremento di secrezione insulinica
non ben descritto nemmeno nella popolazione generale. Durante il progetto non abbiamo inoltre
trovato evidenza di effetti del LUMA-IVA sui parametri di secrezione dopo 1 anno di trattamen-
to. Stiamo conducendo analisi per descrivere I’effetto del genotipo sulla tolleranza al glucosio e la
secrezione di insulina (manoscritto in preparazione). I risultati preliminari mostrano che persone
con FC con almeno un allele CFTR con funzionalita residua hanno migliore tolleranza al glucosio
associata a migliore funzione B-cellulare. Stiamo inoltre analizzando i pazienti in follow-up di 1 anno.

I parametri di secrezione insulinica sono importanti determinanti dell’altezza in eta adulta, della tol-
leranza al glucosio, sono collegati al genotipo FC, e sono probabilmente non facilmente influenzati
da terapie con modulatori.
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Appendix 1

Publications from the studies funded by the Italian CF Research Foundation 2013-2023
Pubblicazioni dagli studi finanziati da FFC Ricerca dal 2013 al 2023

1. Innovative therapies to correct the basic defect
and CFTR genetics

Terapie e approcci innovativi per correggere il difetto
di base, genetica

FFC Project #1/2013 “Mechanism of action of trimethylangeli-
cin in rescuing F508del CFTR functional expression” Valeria
Casavola (Dip. di Bioscienze, Biotecnologie e Biofarmaceutica,
Universita di Bari)

Rubino R, Bezzerri V, Favia M et all “ Pseudomonas aeruginosa re-
duces the expression of CFTR via post-translational modification
of NHERF1” Pflugers Arch 2014 Mar 5

Favia M. et al. “Trimethylangelicin promotes the functional rescue
of mutant F508del CFTR protein in cystic fibrosis airway cells”
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2014;May 9

Abbattiscianni AC. et al. “Correctors of mutant CFTR enhance
subcortical cCAMP/PKA signaling via ezrin phosphorylation and
cytoskeleton organization” J Cell Sci, 2016 Jan 28

Laselva O. et al. “The investigational Cystic Fibrosis drug Tri-
methylangelicin directly modulates CFTR by stabilizing the first
membrane-spanning domain” Biochemical Pharmacology 2016
Sep 8

Castellani S, Favia M, Guerra L et al. “Emerging relationship
between CFTR, actin and tight junction in cystic fibrosis airway
epithelium” Histology and Histopatology, 2017 May;32(5):445-459.

FFC Project#3/2013 “AF508-CFTR correctors deriving from
computational design and from safe natural compounds for a
prompt clinical application” Mauro Mazzei (Dipartimento di
Farmacia, Universita di Genova), Paola Fossa (Dip. di Farmacia,
Universita di Genova), Maria Pascale (Dip. di Farmacia, Univer-
sita del Salento)

Nieddu E. et al. “The search for a common structural moiety
among selected pharmacological correctors of the mutant CFTR
chloride channel” Future Med Chem. 2014;6(17):1857-68

Nieddu E. et al. “Phenylhydrazones as Correctors of a Mutant
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” Arch
Pharm 2016 Feb;349(2):112-23

Marengo B, Speciale A, Senatore L et al. “Matrine in association
with FD2 stimulates F508delcystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator activity in the presence of corrector VX809”
Molecular Medicine Reports 2017 Dec;16(6):8849-8853

FFC Project #6/2013 “Establishment of a semi-automated eva-
luation of CFTR function in blood cells for clinical applica-
tions” Claudio Sorio (Dip. di Patologia, Sez. Patologia generale,
Universita di Verona), Monica Averna (Dip. di Medicina Speri-
mentale, Universita di Genova), Mario R. Buffelli (Dip. Scienze
Neurologiche e del Movimento, Universita di Verona)

Johansson J et al. “Detection of CFTR protein in human Leu-
kocytes by Flow Cytometry” Cytometry 2014 Jul;85(7):611-20

Ettorre M. et al. “Electrophysiological evaluation of Cystic Fibrosis
Conductance Transmembrane Regulator (CFTR) expression in hu-
man monocytes” Biochimica et Biophysica Acta vol 1840:3088-3095

FFC Project#7/2013 “Nasal epithelial cells as a novel diagnostic
approach for cystic fibrosis and CFTR related-disorders” Giu-
seppe Castaldo (CEINGE-Biotecnologie Avanzate scarl, Napoli)

Terlizzi V. et al. “Genotype—phenotype correlation and functional
studies in patients with cystic fibrosis bearing CFTR complex alle-
les” J Med Genet 2016;0:1-12
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e Di Lullo AM, Scorza M, Amato F, Comegna M, Raia V “An “ex
vivo model” contributing to the diagnosis and evaluation of new
drugs in cystic fibrosis” Acta Otorhinolaryngologica Italica 2017
Jun;37(3):207-213

FFC Project #1/2014 “Identification and validation of novel mo-
lecules obtained by integrated computational and experimental
approaches for the read-through of PTCs in CF cells” Laura
Lentini (Dip. di Biologia, Scienze Chimiche e Farmaceutiche e
Tecnologie -STEBICEF, Sez. di Biologia Cellulare, Universita di
Palermo), Ivana Pibiri (Dip. di Biologia, Scienze Chimiche e Far-
maceutiche e Tecnologie STEBICEF, Sez. di Biologia Cellulare,
Universita di Palermo)

e Pibiri I. et al. “Enhancement of premature stop codon readthrough
in the CFTR gene by Ataluren (PTC124) derivatives” Eur J Med
Chem. 2015 Aug 28;101:236-44

e Pibiri I. et al. “Exploring the readthrough of nonsense mutations
by non-acidic Ataluren analogues selected by ligand-based virtual
screening” European Journal of Medicinal Chemistry 2016 Oct
21;122:429-35

e Lentini L, Melfi R, Cancemi P et al. “Caffeine boosts Ataluren’s
readthrough activity” Heliyon 2019 Jun 21;5(6):¢01963

FFC Project #2/2014 “A systems biology approach to the cor-
rection of Cystic Fibrosis: from building a network of proteosta-
sis regulatory pathways to combinatorial targeting. (A rational
approach to develop novel drugs for the treatment of Cystic Fi-
brosis)” Alberto Luini (Centro Nazionale Ricerche, Dip. di Scien-
ze Biomediche, Istituto di Biochimica delle Proteine, Napoli )

e Hegde RN. et al. “Unravelling druggable signalling networks that
control F508del-CFTR proteostasis” Elife, 2015 Dec 23;4

FFC Project#4/2014 “The molecular structure and the folding of
the whole Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regula-
tor (CFTR): correctors sites” Oscar Moran (Istituto di Biofisica,
CNR, Genova)

e Pollock NL et al. “Structure of wild type and mutant F508del
CFTR: A small-angle X-ray scattering study of the protein-de-
tergent complexes” J Struct Biol. 2016 Apr;194(1):102-11

e Moran O. “The biophysics, biochemistry and physiology of
CFTR?” Cell and molecular life sciences 2017 Jan;74(1):1-2

e Moran O. “The gating of the CFTR channel” Cell and molecular
life sciences 2017; 74: 85-92

FFC Project#5/2014 “An RNA based approach based on Ex-
SpeUl for correction of CFTR splicing defects: analysis of
efficacy in primary bronchial cells” Franco Pagani (Centro
Internazionale di Ingegneria Genetica e Biotecnologie ICGEB,
Trieste)

e Balestra D, Scalet D, Pagani F et al. “An Exon-Specific Ulsn-
RNA Induces a Robust Factor IX Activity in Mice Expressing
Multiple Human FIX Splicing Mutants” Molecular Therapy Nu-
cleic Acids, 2016 Oct 4;5(10):e370

* Rogalska ME, Tajnik M, Licastro D et al. “Therapeutic activity
of modified U1 core spliceosomal particles” Nature Communica-
tions, 2016; 7: 11168.
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FFC Project#6/2014 “Development of novel methodologies for
the identification of CFTR-targeted drugs: a multidisciplinary
approach using Real Time Surface Plasmon Resonance inte-
raction assay supported by bioinformatics strategies on HPC
infrastructures” Marco Rusnati (Dip. di Medicina Molecolare e
Traslazionale, Universita di Brescia, Unita Analisi Interazione
Macromolecolare-Sez. di Oncologia Sperimentale e Immunolo-
gia), Paola Fossa (Dip. di Farmacia, Genova), Alessandro Orro
(Istituto di Tecnologie Biomediche, CNR, Segrate-Milano)

Rusnati M, Sala D, Orro A et all. “Speeding Up the Identification
of Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-Tar-
geted Drugs: An Approach Based on Bioinformatics Strategies
and Surface Plasmon Resonance” Molecules 2018 Jan 8;23(1).
Fossa P “Studi strutturistici sulla proteina CFTR: opportunita e
prospettive” La chimica e I’industria, gen/feb 2019, n.1, anno 2,
pp- 48-51

FFC Project#7/2014 “A kinase-directed approach to rescue
Jfunctionality of F508del CFTR” Andrea Venerando (Dip.
Scienze Biomediche, Universita di Padova), Valeria Rachela Vil-
lella (IERFC, Divisione di Genetica e Biologia Cellulare, Istituto
San Raffaele, Milano)

Ibrahim SH, Turner MJ, Saint-Criq V et all “CK2 is a key re-
gulator of SLC4A2-mediated Cl-/HCO3 - exchange in hu-
man airway epithelia” European Journal of Physiology 2017
Sep;469(9):1073-1091.

FFC Project#8/2014 “Design and synthesis of improved ana-
logs of trimethylangelicin (TMA) for personalized treatment
of cystic fibrosis” Roberto Gambari (Dip. di Scienze della Vita
e Biotecnologie, Sez. di Biochimica e Biologia Molecolare, Uni-
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Appendix 4

FFC Ricerca Projects (2021 — 2023) adopted by Supporters
Progetti FFC Ricerca (2021-2023) adottati da Sostenitori FFC Ricerca

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2024-2026.
GENDEL-CF. STRATEGIE DI TRASFERIMENTO GENICO NEI
POLMONI PER IL TRATTAMENTO DELLA FIBROSI CISTICA
Responsabile: Anna Cereseto (Dipartimento CIBIO dell’Universita
di Trento)

Finanziamento: 1.870.207 €

Adottato da: Lascito Anna Cantelli (€ 490.000); Delegazione FFC
Ricerca di Imola e Romagna (€ 100.000); Gruppo di sostegno FFC
Ricerca “Insieme per Giulia Sofia” (€ 20.000)

Adottabile per 1.260.207 €

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2021-2023. 1 SU
30 ENON LO SAI. UNA CAMPAGNA DI INFORMAZIONE E
SENSIBILIZZAZIONE SUL TEST DEL PORTATORE SANO DI
FIBROSI CISTICA. FASE 1.

Responsabile: Carlo Castellani (Centro Fibrosi Cistica, Istituto
Giannina Gaslini)

Finanziamento: € 169.826. Adottato totalmente da: Delegazione FFC
Ricerca di Milano (€ 100.000); Delegazione FFC Ricerca di Catania
Paterno (€ 20.000); Antonio Guadagnin & Figlio Srl (€ 8.000); Dele-
gazione FFC Ricerca di Como Dongo (€ 41.826)

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2021-2023.

1 SU 30 ENON LO SAI. UNA CAMPAGNA DI INFORMAZIONE
E SENSIBILIZZAZIONE SUL TEST DEL PORTATORE SANO
DI FIBROSI CISTICA. FASE 2.

Responsabile: Carlo Castellani (Centro Fibrosi Cistica, Istituto
Giannina Gaslini)

Finanziamento: € 60.000.

Adottato totalmente da Fondazione Corrado e Bruno Maria Zaini

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2021-2023.
MOLECOLE 3.0 PER LA FIBROSI CISTICA FASE 1.

NUOVI MODULATORI FARMACOLOGICI PER IL RECUPERO
DELLA PROTEINA CFTR MUTATA

Responsabile: Paola Barraja (STEBICEF Laboratorio di sintesi de-
gli eterocicli, Universita di Palermo); Luis J. V. Galietta (Telethon
Institute of Genetics and Medicine - TIGEM, Pozzuoli, NA)
Finanziamento: € 190.000. Adotatto totalmente da: Delegazione FFC
Ricerca di Milano (€ 100.000); Rotary Club Verona Distretto 2060
(€28.000); Delegazione FFC Ricerca del Lago di Garda (€ 62.000)

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2021-2023.
MOLECOLE 3.0 PER LA FIBROSI CISTICA. FASE 2.

NUOVI MODULATORI FARMACOLOGICI PER IL RECUPERO
DELLA PROTEINA CFTR MUTATA

Responsabile: Paola Barraja (STEBICEF - Laboratorio di sintesi
degli eterocicli, Universita di Palermo); Luis J. V. Galietta (Telethon
Institute of Genetics and Medicine - TIGEM, Pozzuoli, NA)
Finanziamento: 270.000 €. Adottato totalmente da: Rotary Club di
Verona e Provincia (€ 28.000); Delegazione FFC Ricerca del Lago di
Garda (€ 100.000); Associazione - La camminata del respiro “E ora
di vivere” (€ 130.000); Latteria Montello (€ 12.000)

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2021-2023.
MOLECOLE 3.0 PER LA FIBROSI CISTICA. FASE 3.

NUOVI MODULATORI FARMACOLOGICI PER IL RECUPERO
DELLA PROTEINA CFTR MUTATA

Responsabile: Paola Barraja (STEBICEF - Laboratorio di sintesi
degli eterocicli, Universita di Palermo); Luis J. V. Galietta (Telethon
Institute of Genetics and Medicine - TIGEM, Pozzuoli, NA)
Finanziamento: 187200 €

Adottato da: Rotary Club di Verona e Provincia (€ 28.000).
Adottabile per 154.700 €
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PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2023-2024.
ESPERTI INSIEME. MIGLIORARE LINTEGRAZIONE

E LA CONDIVISIONE DEGLI OBIETTIVI FRA LA COMUNITA
FC E IL MONDO DELLA SCIENZA E DELLA RICERCA
Responsabile: Michele Gangemi (Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica)
Finanziamento: 45.000 €.

Adottato da: UniCredit (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di
Campiglione Fenile (€ 10.000)

Adottabile per 15.000 €

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2021-2023.
EFFETTO-KAFTRIO NELLA MALATTIA AVANZATA.
STUDIO DI EFFICACIA E SICUREZZA DI KAFTRIO NELLA
VITA REALE DI PERSONE CON FC IN STADIO AVANZATO
Responsabile: Cesare Braggion (Direzione Scientifica, Area Ricerca
Clinica FFC Ricerca)

Ricercatore principale: Sonia Volpi (Centro Regionale Veneto Fibro-
si Cistica, Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata di Verona)
Finanziamento: € 98.136. Adottato totalmente da: Fondazione Uni-
Credit (€ 25.000); Delegazione FFC Ricerca di Vicenza (€ 73.136)

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2023-2025.
KAFTRIO NELLA VITA REALE. EFFICACIA E SICUREZZA

DI KAFTRIO NELLA VITA REALE: STUDIO ITALIANO
OSSERVAZIONALE E MULTICENTRICO

Responsabile: Cesare Braggion (Direzione Scientifica, Area Ricerca
Clinica FFC Ricerca)

Ricercatore principale: Maria Cristina Lucanto (Centro Regionale
di Riferimento per la Fibrosi Cistica di Messina)

Finanziamento: € 328.000.

Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca Miriam
Colombo — Ospedaletti (€ 50.000); Delegazione FFC Ricerca di
Genova (€ 50.000); Delegazione FFC Ricerca di Brindisi Torre (€
30.000); Delegazione FFC Ricerca di Milano (€ 100.000); Delega-
zione FFC Ricerca di Napoli (€ 52.000); Delegazione FFC Ricerca
Cosenza Sud (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca della Valpolicella
(€30.000); Delegazione FFC Ricerca di Roma Pomezia (€ 8.000)

D FFC#1/2021 - Esplorazione multiomica del lipidoma dell’epite-
lio bronchiale primario della FC e del suo ruolo nel recupero di
CFTR

Responsabile: Andrea Armirotti (Istituto Italiano di Tecnologia IIT)

Finanziamento: 130.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Valle Scrivia

Alessandria (€ 12.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca Genova

“Mamme per la ricerca” (€ 50.000); Delegazione FFC Ricerca di

Prato (€ 15.000); Delegazione FFC Ricerca di Reggello Firenze (€

15.000); Associazione Correre a perdifiato (€ 9.000); Delegazione

FFC Ricerca di Bergamo Villa d’Alme (€ 29.000).

» FFC#2/2021 - Utilizzo di tecnologie CRISPR-Cas per revertire gli
effetti delle mutazioni F508del e 2789+5G>A del gene CFTR

Responsabile: Anna Cereseto (Universita di Trento)

Finanziamento: 103.450 €.

Adottato totalmente da: Evento “Together for Life” 2021

D FFC#3/2021 - Verso lo sviluppo di terapie personalizzate per i pa-
zienti FC con mutazioni di gating resistenti

Responsabile: Adriana Chilin (Dip. di Scienze Farmaceutiche e Far-

macologiche, Universita di Padova)

Finanziamento: 70.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Imola e Romagna

D FFC#4/2021 - Stress ossidativo e autofagia in fibrosi cistica: nuovi
approcci biochimici e di individuazione di farmaci

Responsabile: Giorgio Cozza (Dip. di Medicina Molecolare, Univer-

sita di Padova)

Finanziamento: 104.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca della Franciacor-



ta e Val Camonica

D FFC#5/2021 - Valutazione in vitro di nuovi strumenti per la modi-
fica (editing) sito-specifica di RNA messaggeri per proteina CFTR
con mutazioni stop

Responsabile: Aldo Di Leonardo (Dip. di Scienze e Tecnologie Bio-

logiche Chimiche e Farmaceutiche STEBICEF, Universita degli Stu-

di di Palermo)

Finanziamento: 99.500 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Palermo

e Trapani

D FFC#6/2021 - Ottimizzazione della previsione delle risposte cli-
niche ai modulatori della CFTR utilizzando le cellule primarie
nasali in condizioni che rispecchiano lo stato infiammatorio del
paziente FC

Responsabile: Onofrio Laselva (Dip. di Scienze Mediche e Chirurgi-

che, Universita degli Studi di Foggia)

Finanziamento: 130.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Novara (€

8.000); Delegazione FFC Ricerca di Verona (€ 30.000); Delegazione

FFC Ricerca di Alberobello (€ 20.000); Loifur (€ 10.000); Delegazio-

ne FFC Ricerca di Bologna (€ 21.000); Delegazione FFC Ricerca di

Ferrara (€ 8.000); Amici della Ritty (€ 33.000).

D FFC#7/2021 - Attivazione integrinica monocitaria come test di va-
lutazione farmacologica in fibrosi cistica ulteriore analisi

Responsabile: Carlo Laudanna (Azienda Ospedaliera Universitaria

Integrata Verona)

Finanziamento: 69.850 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Verbania e

V.C.O. (€ 10.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Nichelino

(€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Sondrio Valchiavenna (€

39.850)

D FFC#8/2021 - Theratyping della fibrosi cistica

Responsabile: Marco Lucarelli (Dip. Biotecnologie cellulari ed Ema-
tologia, Universita La Sapienza, Roma)

Finanziamento: 129.800 €. Adottato totalmente da: Delegazione FFC
Ricerca Boschi Sant’Anna Minerbe “Alla fine esce sempre il sole” (€
30.000); Delegazione FFC Ricerca di Alberobello (€ 25.000); Grup-
po di sostegno FFC Ricerca di Bolzano (€ 20.000); Delegazione FFC
Ricerca di Morbegno (€ 25.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di
Crotone “Vita in te ci credo” (€ 19.800); Metropole (€ 10.000).

D FFC#9/2021 - Ottimizzazione di analoghi del MKT-077 come inibi-
tori allosterici della HSP70 combinati con correttori CFTR F508del:
un approccio multi-farmaco per contrastare la fibrosi cistica

Responsabile: Enrico Millo (Dip. di Medicina Sperimentale DIMES,

Universita degli Studi di Genova)

Finanziamento: 102.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Como Dongo

(€ 102.000)

D FFC#10/2021 - Mutazioni orfane presenti nei pazienti italiani: ca-
ratterizzazione della risposta ai modulatori di CFTR

Responsabile: Nicoletta Pedemonte (IRCCS Istituto Giannina Ga-
slini, UOC Genetica Medica, Genova)

Finanziamento: 130.000 €. Adottato totalmente da: Delegazione FFC
Ricerca di Genova (€ 57000); Gruppo FC Altomilanese (€ 8.000);
Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Campiglione Fenile (€ 35.000);
Delegazione FFC Ricerca di Napoli (€ 30.000)

D FFC#11/2021 - Studio dei bersagli alternativi per compensare la
mancata funzione della proteina-canale CFTR

Responsabile: Paolo Scudieri (Dip. di neuroscienze, riabilitazione,

oftalmologia, genetica e scienze materno-infantili DINOGMI, Uni-

versita degli Studi di Genova)

Finanziamento: 130.000 €.

Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Sondrio

Tresivio Ponte “In ricordo di Teresa” (€ 20.000); Delegazione FFC

Ricerca di Codogno e Piacenza (€ 8.000); Gruppo di sostegno FFC

Ricerca di Magenta (€ 10.000); Charity Dinner “Respiri” (€ 40.000);

Gruppo di sostegno FFC Ricerca Miriam Colombo — Ospedaletti (€

11.000); Delegazione FFC Ricerca di Lucca (€ 15.000).

D FFCi#12/2021 - Inibizione farmacologica della resistenza alla coli-
stina nei patogeni Gram-negativi della fibrosi cistica
Responsabile: Fiorentina Ascenzioni (Dip. Biologia e Biotecnologie

C. Darwin, Universita La Sapienza, Roma) Finanziamento: 84.040 €.
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Vicenza (€
84.040).

D FFCi#13/2021 - Probiotici: una strategia emergente contro le infe-
zioni polmonari in FC

Responsabile: Giovanna Batoni (Dip. di Ricerca Traslazionale e del-

le Nuove Tecnologie in Medicina e Chirurgia, Universita di Pisa)

Finanziamento: 35.000 €. Adottato totalmente da: Un respiro in piu

Onlus e La mano tesa Onlus

D FFC#14/2021 - La regolazione della virulenza e dell’antibiotico re-
sistenza mediata da piccoli RNA come bersaglio per lo sviluppo di
terapie non tradizionali contro Pseudomonas aeruginosa

Responsabile: Giovanni Bertoni (Dip. di Bioscienze, Universita degli

Studi di Milano)

Finanziamento: 70.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Brindisi Torre (€

20.000); Delegazione FFC Ricerca di Prato (€ 30.000); Emanuela

Cricri e amici della ricerca (€ 20.000).

D FFC#15/2021 - Affrontare la fago-resistenza per aumentare la so-
lidita della terapia fagica nella cura delle infezioni batteriche in
pazienti con fibrosi cistica (PhaCyf)

Responsabile: Federica Briani (Dip. di Bioscienze, Universita degli

Studi di Milano)

Finanziamento: 21.000 €. Adottato totalmente da: Associazione

Trentina Fibrosi Cistica ODV “In ricordo di Pio Nicolini”

D FFC#16/2021 - Valutazione delle proprieta antibatteriche del
Kaftrio

Responsabile: Cristina Cigana (Unita Infezioni e Fibrosi Cistica, di-
visione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Istituto San
Raffaele Milano)

Finanziamento: 104.000 €. Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di
Roma Vaticano (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Napoli (€
10.000); Delegazione FFC Ricerca di Moncalvo (€ 35.000); Delega-
zione FFC Ricerca di Vittoria Ragusa Siracusa (€ 19.500); Delega-
zione FFC Ricerca di Catania Mascalucia (€ 19.500).

D FFC#17/2021 - Nuove combinazioni di farmaci contro le infezioni
da micobatteri non tubercolari nella fibrosi cistica

Responsabile: Lanfranco Fattorini (Dip. di Malattie Infettive, Istitu-

to Superiore di Sanita, Roma)

Finanziamento: 70.000 €. Adottato totalmente da: Delegazione FFC

Ricerca di Roma Pomezia (€ 15.000); Delegazione FFC Ricerca di

Como Dongo (€ 55.000).

D FFC#18/2021 - Nuove armi contro Mycobacterium abscessus e al-
tri micobatteri non tubercolari

Responsabile: Maria Rosalia Pasca (Universita degli Studi di Pavia,
Dip. di Biologia e Biotecnologia Lazzaro Spallanzani)
Finanziamento: 70.000 €. Adottato totalmente da: Delegazione FFC
Ricerca di Codogno e Piacenza (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca
di Rovigo (€ 8.000); Latteria Montello (€ 18.000); Delegazione FFC
Ricerca di Belluno (€ 36.000).

D FFC#19/2021 - Targeting combinato della sfingosina-1-fosfato-lia-
si dell’ospite e del patogeno come strategia antimicrobica nella
fibrosi cistica

Responsabile: Barbara Cellini (Universita degli Studi di Perugia,

Dip. di Medicina Sperimentale) Finanziamento: 69.750 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Bologna

D FFC#20/2021 - Terapie prorisolutive per la fibrosi cistica mediante
resolvina D1 e nanotecnologie: studi preclinici per la consegna alla
clinica di formulazioni innovative

Responsabile: Antonio Recchiuti (Universita G. dAnnunzio Chie-

ti-Pescara, Dip. di Scienze Mediche, Orali e Biotecnologiche)

Finanziamento: 68.100 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Napoli (€

8.000); Delegazione FFC Ricerca di Treviso Montebelluna (€

30.000); Delegazione FFC Ricerca di Acqui Terme (€ 30.100).

D FFC#21/2021 - La salute psichica nei pazienti affetti da fibrosi ci-
stica: il ruolo prognostico del temperamento, della personalita e
degli stili di attaccamento

Responsabile: Gianluca Serafini (Dip. di neuroscienze, riabilitazione,

oftalmologia, genetica e scienze materno-infantili DINOGMI, Uni-
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versita degli Studi di Genova)

Finanziamento: 65.950 €. Adottato totalmente da: Delegazione FFC
Ricerca di Napoli (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Firenze (€
45.000); Delegazione FFC Ricerca di Ascoli Piceno (€ 12.950)

D GMSGH#1/2022 - Sviluppo di sistemi di trasporto per la tecnologia
CRISPR-Cas per la cura della fibrosi cistica

Responsabile: Giulia Maule (Dip. di Biologia Cellulare, Computa-

zionale e Integrata CIBIO, Universita di Trento)

Finanziamento: 149.00 €.

Adottto totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Val d’Alpone (€

80.000); Together for Life (€ 69.000)

D FFCi1/2022 - Strategie terapeutiche basate sui lipidi per il recupe-
ro di CFTR con mutazioni orfane di terapia e per contrastare le
infezioni batteriche in fibrosi cistica

Responsabile: Massimo Aureli (Universita di Milano, Dip. Biotecno-

logie Mediche e Medicina Traslazionale)

Finanziamento: 130.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Crevalcore (€

60.000); Delegazione FFC Ricerca di Milano (€ 70.000)

D FFCi#2/2022 - Caratterizzazione del meccanismo di azione di mo-
dulatori di CFTR attraverso tecniche di analisi chimica, come la
marcatura indotta da foto-attivazione

Responsabile: Fabio Bertozzi (Istituto Italiano di Tecnologia IIT Genova)

Finanziamento: 63.000 €.

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Bolzano (€

20.000); Delegazione FFC Ricerca di Acqui Terme (€ 23.000); Grup-

po di sostegno FFC Ricerca “Insieme per Giulia Sofia” (€ 10.000);

Delegazione FFC Ricerca di Vercelli (€ 10.000).

D FFC#3/2022 - Ripristino dell’attivita di CFTR con mutazioni rare
attraverso un peptide derivato dall’enzima PI3KYy

Responsabile: Emilio Hirsch (Dip. di Biotecnologia Molecolare e

Scienze della Salute, Universita di Torino)

Finanziamento: 128.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Messina (€

18.000); Delegazione FFC Ricerca di Cerea “Il sorriso di Jenny” (€

10.000); Delegazione FFC Ricerca di Catania Paterno (€ 30.000);

Delegazione FFC Ricerca di Chivasso (€ 15.000); “Un fiore per Vale-

ria” Assemini Cagliari (€ 12.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca

di Seregno (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca di Olbia (€ 21.000);

Delegazione FFC ricerca di Manciano Grosseto e famiglia Catalano

(€12.000).

D FFC#4/2022 - Derivati del peptide esculentina come agenti tera-
peutici con attivita antimicrobica e potenziatrice di CFTR per il
trattamento della patologia polmonare della fibrosi cistica

Responsabile: Maria Luisa Mangoni (Dip. Scienze Biochimiche,

Universita La Sapienza, Roma)

Finanziamento: 130.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Roma (€

65.000); Delegazione FFC Ricerca della Franciacorta e Val Camo-

nica (€ 65.000)

D FFCi#5/2022 - Sviluppo di inibitori dell’assorbimento del ferro
come farmaci innovativi per il trattamento di infezioni resistenti
da M. abscessus in pazienti affetti da fibrosi cistica

Responsabile: Laurent Robert Chiarelli (Laboratorio di Microbiolo-

gia molecolare, Dip. Biologia e Biotecnologia “Lazzaro Spallanzani”,

Universita di Pavia)

Finanziamento: 130.000 €

Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca Miriam

Colombo — Ospedaletti (€ 8.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca

di Grado - Gorizia (€ 10.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di

Benevento (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Monterotondo

Roma (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Trieste (€ 10.000); De-

legazione FFC Ricerca di Sassari Castelsardo (€ 58.000); Delegazio-

ne FFC Ricerca di Vigevano (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di

Moncalvo (€ 12.000); Delegazione FFC Ricerca di Lecce (€ 8.000).

D FFC#6/2022 - Ricerca di combinazioni di farmaci capaci di elimi-
nare Mycobacterium abscessus nella fibrosi cistica

Responsabile: Federico Giannoni (ISS, Dip. Malattie Infettive)

Finaziamento: 70.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Napoli
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D FFC#7/2022 - Identificazione dei tipi di Mycobacterium abscessus
presenti in Italia e dei biomarcatori dell’ospite per caratterizzare
Pinfezione da micobatteri in fibrosi cistica

Responsabile: Nicola Ivan Lore (Unita Patogeni Batterici Emergen-

ti, Istituto Scientifico San Raffaele, Milano)

Finanziamento: 128.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Morbegno (€

25.000); Kymos Srl SB (€ 9.000); Antonio Guadagnin & Figlio Srl (€

8.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Martinsicuro Teramo (€

22.000); LIFC Toscana Onlus (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca

di Cecina e Rosignano (€ 54.000)

D FFCi#8/2022 - Usare la proteina STING come bersaglio specifico
per combattere le infezioni batteriche nella fibrosi cistica

Responsabile: Mauro Piacentini (Dip. Biologia, Universita Roma

Tor Vergata)

Finanziamento: 68.500 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Imola e Ro-

magna

D FFC#9/2022 - L’effetto degli stimoli infiammatori sul trasporto de-
gli ioni nell’epitelio delle vie aeree in fibrosi cistica

Responsabile: Luis J. V. Galietta (Telethon Institute of Genetics and

Medicine - TIGEM, Pozzuoli, NA)

Finanziamento: 130.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Vittoria, Ra-

gusa e Siracusa (€ 65.000); Delegazione FFC Ricerca di Catania Ma-

scalucia (€ 65.000).

D FFC#10/2022 - Verso lo sviluppo del composto GY971a come far-
maco antinfiammatorio per la fibrosi cistica

Responsabile: Ilaria Lampronti (Dip. di Scienze della vita e biotec-

nologie, Universita degli Studi di Ferrara)

Finanziamento: 117750 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Treviso Mon-

tebelluna (€ 30.000); Delegazione FFC Ricerca di Pesaro con De-

legazione FFC Ricerca di Rivarolo Canavese e Delegazione FFC

Ricerca di Parma Fidenza (€ 87.750)

D FFC#11/2022 - Inibire il meccanismo di attivazione piastrinica
come strategia per spegnere I'infiammazione polmonare in fibrosi
cistica

Responsabile: Domenico Mattoscio (Dip. Scienze Mediche, Orali e

Biotecnologiche, Univ. Chieti-Pescara)

Finanziamento: 130.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Cuneo Alba

D FFC#12/2022 - Valutazione delle interazioni tra i batteriofagi e il
sistema immunitario dell’ospite in modelli di fibrosi cistica: un pas-
so verso I’applicazione della terapia fagica

Responsabile: Anna Silvia Pistocchi (Dip. di Biotecnologie Mediche

e Medicina Traslazionale Biometra, Universita degli Studi di Milano)

Finanziamento: 59.400 €

Adottato totalmente da: Associazione Trentina Fibrosi Cistica ODV

“In ricordo del Professor Gianni Mastella”

D FFC#13/2022 - Una strategia terapeutica combinata di liposomi/
Kaftrio/antibiotico per il trattamento di infezioni da Mycobacte-
rium abscessus

Responsabile: Maurizio Fraziano (Dip. di Biologia, Universita di

Roma “Tor Vergata”)

Finanziamento: 130.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Ascoli Piceno

(€ 25.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Saviano (€ 16.000);

Delegazione FFC Ricerca di Padova (€ 20.000); Delegazione FFC

Ricerca di Latina (€ 25.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Ge-

nova “Mamme per la ricerca” (€ 22.000); Delegazione FFC Ricerca

di Milano (€ 22.000).

D FFC#14/2022 - Sfruttare effetto mucolitico di un enzima DNase
perfezionato per il trattamento della malattia polmonare nella fi-
brosi cistica

Responsabile: Riccardo Percudani (Universita di Parma, Dip. Chimi-

ca, Scienze delle Vita e della Sostenibilita ambientale)

Finanziamento: 96.400 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Valle Scrivia

Alessandria (€ 14.000); Intesa Sanpaolo (€ 17500); Donazione in me-

moria (€ 30.000); Delegazione FFC Ricerca Altomilanese — Legnano



(€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Lecco Valsassina (€ 26.900).

D FFC#15/2022 - Usare gli anticorpi come potenziali biomarcatori
per la diagnosi e la terapia dell’aspergillosi broncopolmonare al-
lergica nei bambini con fibrosi cistica

Responsabile: Teresa Zelante (Dip. di Medicina e Chirurgia, Univer-

sita degli Studi di Perugia)

Finanziamento: 130.000 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Verbania e

V.C.O. (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca di Fermo (€ 12.000);

Delegazione FFC Ricerca di Fabriano Ancona (€ 12.000); Delega-

zione FFC Ricerca della Valpolicella (€ 36.000); Delegazione FFC

Ricerca di Tradate Gallarate (€ 60.000).

D GMSG#1/2023 - Messa a punto di un modello 3D di tessuto respi-
ratorio per studiare I'infiammazione in fibrosi cistica

Responsabile: Roberto Plebani (Dip. di Scienze Mediche, Orali e

Biotecnologiche, Universita G. dAnnunzio di Chieti-Pescara)

Finanziamento: 159.162 €

Adottato totalmente da: Together for life

D GMRF#1/2023 - Espianti di polmone di maiale come nuovo mo-
dello per testare la terapia fagica contro infezioni da Pseudomo-
nas aeruginosa in fibrosi cistica

Responsabile: Marco Cafora (Dip. Biotecnologie mediche e Medici-

na translazionale, Universita degli Studi di Milano)

Finanziamento: 105.000 €

Adottato da: Donatori regolari FFC Ricerca (€ 70.000).

Adottabile per 35.000 €

D FFC#1/2023 - Studio degli effetti secondari del Kaftrio sui grassi
che compongono le cellule

Responsabile: Andrea Armirotti (Istituto Italiano di Tecnologia - IIT

Genova)

Finanziamento: 73.500 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Acqui Ter-

me (€ 53.500); Gruppo di Sostegno FFC Ricerca Palo del Colle (€

20.000)

D FFC#2/2023 - Esplorare i percorsi cellulari della proteina CFTR
mutata per potenziarne il recupero

Responsabile: Carlos M. Farinha (BioISI - Biosystems and Integrati-

ve Sciences Institute, University of Lisboa, Portugal)

Finanziamento: 136.465 €

Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Vimer-

cate - in ricordo di Gloria (€ 94.000); Armito Teatro - Delegazione

FFC Ricerca di Genova “Mamme per la ricerca” (€ 12.000); Delega-

zione FFC Ricerca di Nichelino e Moncalieri (€ 30.465)

D FFC#3/2023 - Studio dei meccanismi alla base della variabilita di
risposta ai modulatori di CFTR della mutazione N1303K su cellu-
le nasali primarie

Responsabile: Renata Bocciardi (Dip. di neuroscienze, riabilitazione,

oftalmologia, genetica e scienze materno-infantili - DINOGMI, Uni-

versita degli Studi di Genova)

Finanziamento: 135.500 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Genova

“Mamme per la ricerca” (€ 60.000); Delegazione FFC Ricerca di

Tradate Gallarate (€ 76.500)

D FFC#4/2023 - Strategia del cavallo di Troia per migliorare il trat-
tamento delle infezioni polmonari da Pseudomonas aeruginosa
Responsabile: Andrea Battistoni (Dip. di Biologia, Universita di

Roma “Tor Vergata”)

Finanziamento: 73.500 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Boschi
Sant’Anna Minerbe “Alla fine esce sempre il sole” (€ 35.000); Asso-
ciazione Trentina Fibrosi Cistica Odv - In ricordo di Luciano Rossi
(€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Sondrio Valchiavenna (€
18.500)

D FFC#5/2023 - Oltre il polmone: studiare il ruolo dell’intestino nel-
1a fibrosi cistica

Responsabile: Alessandra Bragonzi (Unita Infezioni e Fibrosi cisti-

ca, Divisione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Istituto

Scientifico San Raffaele, Milano)

Finanziamento: 136.500 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Palermo e Tra-
pani - #8maggioepersempre2023 in memoria di Costanza (8.000€)

D FFC#6/2023 - Individuare nuovi farmaci contro Pseudomonas ae-
ruginosa e Staphylococcus aureus mediante Papproccio di scree-
ning virtuale

Responsabile: Silvia Buroni (Dip. Biologia e Biotecnologie “Lazzaro

Spallanzani”, Universita di Pavia)

Finanziamento: 210.000 €

Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Campiglione Fenile (€

40.000); Delegazione FFC Ricerca Valle Scrivia Alessandria (€

16.000)

Adottabile per 154.000 €

D FFC#7/2023 - Valutazione del potenziale dell’antibiotico cefidero-
col su Pseudomonas aeruginosa per il trattamento delle infezioni
polmonari in fibrosi cistica

Responsabile: Barbara Citterio (Dip. Scienze Biomolecolari e Bio-

tecnologiche, Universita di Urbino)

Finanziamento: 126.000 €

Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Ferrara (€ 10.000).

Adottabile per 116.000 €

D FFC#8/2023 - Nanoparticelle inalabili per la somministrazione di
combinazioni di molecole antimicrobiche nel trattamento delle in-
fezioni polmonari in fibrosi cistica

Responsabile: Eugenio Notomista (Dip. Biologia Strutturale e Fun-

zionale, Universita Federico II, Napoli)

Finanziamento: 136.500 €

Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Napoli (€

32.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Vitulazio (€ 8.000); As-

sociazione Trentina Fibrosi Cistica Odyv - In ricordo di Maria Gardu-

mi e Alba Leveghi (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Vittoria

Ragusa e Siracusa (€ 76.500)

D FFC#9/2023 - Valutazione dell’efficacia del nuovo antibiotico
“VOMG” contro Mycobacterium abscessus

Responsabile: Maria Rosalia Pasca (Dip. di Biologia e Biotecnologie

Lazzaro Spallanzani, Universita degli Studi di Pavia)

Finanziamento: 136.500 €

Adottabile

D FFC#10/2023 - Riposizionamento di farmaci per inibire I’adatta-
mento di Pseudomonas aeruginosa al’ambiente polmonare nelle
persone con fibrosi cistica

Responsabile: Giordano Rampioni (Dip. di Scienze, Universita

Roma Tre, Roma)

Finanziamento: 66.150 €

Adottato totalmente da: Associazione Trentina Fibrosi Cistica Odv

- In ricordo di Otello Pegoretti (€ 20.000); Delegazione FFC Ricer-

ca di Morbegno (€ 36.000); Delegazione FFC Ricerca di Ferrara (€

10.150)

D FFC#11/2023 - Risoluzione delle infezioni da Mycobacterium ab-
scessus con una terapia ispirata ai fagi

Responsabile: Loris Rizzello (Istituto Nazionale Genetica Moleco-

lare - INGM, Milano)

Finanziamento: 73.500 €

Adottato da: Associazione Trentina Fibrosi Cistica Odv - In ricordo

di Silvio Pellegrini (€ 20.000)

Adottabile per 53.500 €

D FFC#12/2023 - Rieducare il sistema immunitario dell’ospite a neu-
tralizzare P'infezione da Mycobacterium abscessus

Responsabile: Edoardo Scarpa (Dip. di Scienze Farmaceutiche, Uni-

versita degli Studi di Milano)

Finanziamento: 136.500 €

Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Firenze (€ 15.000);

Delegazione FFC Ricerca di Ascoli Piceno (€ 30.000)

Adottabile per 91.500 €

D FFC#13/2023 - Costruire strutture derivate da Pseudomonas ae-
ruginosa per stimolare il sistema immunitario dell’ospite contro
il batterio

Responsabile: Marco Sette (Dip. di Scienze e Tecnologie Chimiche,

Universita di Roma “Tor Vergata”)

Finanziamento: 210.000 €
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Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca del Lago di Garda

D FFCi#14/2023 - Identificazione dei meccanismi molecolari che por-
tano all’attivazione delle cellule immunitarie Th1/17 patogeniche
in fibrosi cistica

Responsabile: Moira Paroni (Dip. di Bioscienze, Universita degli

Studi di Milano)

Finanziamento: 210.000 €

Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Codogno e Piacenza (€

10.000); Delegazione FFC Ricerca di Vercelli (€ 30.000); Delegazio-

ne FFC Ricerca della Franciacorta e Val Camonica (€ 50.000); Grup-

po di sostegno FFC Ricerca di Ghedi (€ 40.000); Gruppo di sostegno

FFC Ricerca “Il Sogno di Aiden” (€ 40.000)

Adottabile per 40.000 €

D FFCi#15/2023 - Melanocortine per controllare Pinfiammazione
nella fibrosi cistica

Responsabile: Mario Romano (Dip. di Scienze Mediche, Orali e Bio-

tecnologiche, Universita G. dAnnunzio di Chieti-Pescara)

Finanziamento: 136.500 €
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Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Treviso Montebelluna (€
30.000)
Adottabile per 106.500 €

D FFC#16/2023 - Affrontare la resistenza alla terapia fagica di bat-
teri Pseudomonas aeruginosa isolati da persone con fibrosi cistica

Responsabile: Federica Briani (Dip. di Bioscienze, Universita degli

Studi di Milano)

Finanziamento: 113.085 €

Adottato da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Saviano (€ 30.000)

Adottabile per 83.085 €
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