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Un modello di fibrosi cistica in chip microfluidico

In alto

A sinistra.Un circuito microfluidico (chip) sviluppato per la coltura di modelli di tessuti sani
e tessuti affecti da fibrosi cistica.E’ un dispositivo di dimensioni minime, costituito da una
complessa rete di microcanali che interagiscono con il tessuto coltivato al suo interno. Nel caso
della fibrosi cistica il tessuto riproduce le tre componenti di un bronco affetto da FC: cellule
epiteliali (che rivestono la sua superficie interna), cellule mucipare (che producono muco) e
tessuto connettivale. Il tessuto puo essere esposto all’azione di stimoli di varia natura, a batteri
patogeni o a farmaci (infusi attraverso i canali o somministrati per acrosol). Le modificazioni
elettrofisiologiche indotte possono essere misurate attraverso speciali sensori ed elettrodi.

A destra. Lo stesso chip posto su tavolino di un microscopio ottico invertito.

In basso

A sinistra. Immagine a fluorescenza ottenuta con un microscopio confocale ad alta risoluzione,
che mostra il tappeto di cellule epiteliali bronchiali (in verde il citoscheletro della cellula, in blu
il nucleo) che riveste la superficie del tessuto nel chip.

A destra. Immagine ottenuta con microscopio a scansione elettronica, mostra un particolare del
tessuto bronchiale contenuto nel chip:una cellula epiteliale bronchiale dotata di cilia vibratili
per la rimozione di muco e altro materiale.

A Gystic Fibrosis model on a microfluidic chip

Above

Left. A microfluidic cheap developed to cultivate cystic fibrosis airway tissue models. The device makes possible
the tissue culture in controlled fluid-dynamic and appropriately modulated conditions, so that bronchial
epithelial cells from CF patients are induced to differentiate in a thickness stratified mucociliated epithelium on a
connective layer. The model can be exposed to various inflammatory or infective agents and is implemented with
an aerosol system for drug delivery and analysis of the airways surface liquid (ASL). Induced electrophysiological
changes can be measured by special sensors and electrodes.

Right. The same chip placed on a small table of inverted optical microscape.

Below

Left. Fluorescence image obtained with a high resolution confocal microscope, showing the layer of bronchial
epithelial cells (in green the cytoskeleton of the cell, in blue the nucleus) that covers the tissue surface inside of
the chip.

Right. Image obtained with an electronic scanning microscope, shows a detail of the bronchial tissue inside of the
chip: a bronchial epithelial cell equipped with vibratile cilia for removing mucus or other materials.

Da: Paolo Netti (CRIB,Istituto Italiano di Tecnologia, Napoli), Diego di Bernardo (CRIB, Universita
Federico II, Napoli).Da progetti: FFC#8/217 e FFC#14/2019 (Abs n.1).



17" CONVENTION OF FFC INVESTIGATORS
IN CYSTIC FIBROSIS

XVII Convention d’Autunno
dei Ricercatori in Fibrosi Cistica

Centro Congressi Camera di Commercio di Verona
Verona, 14-16 Novembre 2019

Progress of research projects funded by FFC (2017-2019)

Presentazione dello stato di avanzamento dei progetti
finanziati dalla Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica
(2017-2019)

In collaborazione con Con il patrocinio di

ors cretea oo S0 | e comena
Fibrosi Cistica - Onlus CXS | MRICOURA RN
italian cystic fibrosis research foundation

23 Azienda Ospedaliera
Booao B Universitaria Integrat
: Verona

A
ok




Program at a glance

Thursday, November 14t

09:00-10:30
10:30- 10:50
10:50 - 12:50

12:50 - 14:00
14:00 - 16:00

16:00 - 16:30
16:30 - 18:30

18:30-19:30

Registration and poster display
Introduction and greetings from FFC Foundation and Authorities

Plenary Session 1
- DISEASE MODELS & PREDICTIVE TESTINGn

Lunch bag and Poster view

Plenary Session 2
- CLINICAL ISSUES
- ALTERNATIVE ANTIMICROBIAL STRATEGIES

Coffee break & Poster view

Plenary Session 3
- LUNG TRANSPLANTATION
- CLINICAL MONITORING & CARE

Small group meetings

Friday, November 15t

08:30-11:00

11:00-11:30
11:30-13:30

13:30-14:30
14:30-16:15

16:15-16:45
16:45-18:10

18:10 - 19:00
20:00 - 23:00

Plenary Session 4
- POSSIBLE TARGETS AND MECHANISMS OF CFTR MODULATORS

Coffee break and Poster view

Plenary Session 5
- SEARCH FOR CFTR MODULATORS AND ITS IMPLICATIONS FOR CARE

Lunch bag and Poster view

Plenary Session 6

- POSSIBLE NEW MODULATORS OF MUTANT CFTR
Coffee break and Poster view

Plenary Session 7

- GENE AND RNA EDITING

Small group meetings

Welcome dinner

Saturday, November 16"

09:00 - 10:40

10:40-11:10
11:10 -13:25

13:25-13:30
13:30 - 14:00

Plenary Session 8
- NON TUBERCOLOUS MYCOBACTERIA
- ADVANCES IN CF MICROBIOLOGY

Coffee break and Poster view

Plenary Session 9

- CF INFLAMMATION: THERAPEUTICAL APPROACHES?
Closing remarks

Poster detachments



Program /Index

Thursday, November 14"

09:00 - 10:30 Registration and poster display
10:30 - 10:50 Introduction and greetings from the FFC Foundation

10:50 - 12:50 Plenary Session 1
DISEASE MODELS & PREDICTIVE TESTING

Chairmen: Lucarelli M., Cresta F.

1. Netti P, Di Bernardo D 9
A novel Full Thickness Cystic Fibrosis model on a microfluidic chip to study pathogenic mechanisms and evaluate therapeutic strategies
(FFC#8/2017. Concluded — FFC#14/2019. Extension) (20')

2. Eramo A, Lucarelli M. 10
Establishment of Conditionally Reprogrammed Airway Epithelial Stem Cell cultures from nasal epithelia of Cystic Fibrosis patients: exploring
response to CFTR-modulating drugs for correlation with genetic profile (theratyping) and restoring CFTR function through gene editing
approaches (FFC#12/2018. Ongoing) (8)

Discussion (10")

3. SorioC. 1
Testing intestinal organoids for the prediction of response to CFTR potentiators and correctors used in clinic (FFC#13/2018. Ongoing) (8')
4. Frulloni L., LucidiV., de Jonge H. 12

Intestinal organoids for assessment and pharmacological correction of abnormalities in fluid transport and anion currents in patients
affected by pancreatitis (FFC#6/2018. Ongoing) (8)

Discussion (8")

5. Averna M., Marengo E. 13
Proteomic approach for the identification of new leukocytes biomarkers directly related to a restored CFTR activity following ex vivo treatment
with VX-770 (FFC#12/2019. New, pilot) (8)

6. LaudannaC. 14
Monocyte integrin activation as a cystic fibrosis drug evaluation test (FFC#13/2019. New)(8))

Discussion (8')

7. LoreNl. 15
Phenotyping new genetically-diverse mouse models mirroring the complexity of the Cystic Fibrosis pathology (FFC#4/2017. Concluded) (15’)
8. BragonziA. 15

Bridging airway mucus-microbiota-host genotype to define novel cystic fibrosis animal models (FFC#2/2019. New) (8)
Discussion (11°)

12:50 - 14:00 Lunch bag & Poster view/discussion

14:00 - 16:00 Plenary Session 2
CLINICAL ISSUES
Chairmen: Mangoni ML., Cimino G.

9. Terlizzi V., Padoan R., Tosco A., Claut LE. 16
Cystic Fibrosis screen positive inconclusive diagnosis (CFSPID): an italian multicenter survey evaluating prevalence, clinical data, management
and outcome(FFC#30/2018. Ongoing) (8')

10. Battezzati A., Colombo C., Lucidi V., Lucanto MC., Mari A. 17
Early Derangements of Glucose Tolerance in Cystic Fibrosis: effect of CFTR Modulators (FFC#24/2019. New)(8)
11. Pasut G, Percudani R 18

Therapeutic potential of a long-acting lung-specific DNase (DNase2b) for the treatment of CF(FFC#9/2018. Ongoing) (8)
Discussion (10°)

ALTERNATIVE ANTIMICROBIAL STRATEGIES

12. Antonelli G. 19
Ex vivo study on Type | and lll interferon response and virus—bacteria interactions in cystic fibrosis patients: a new approach to try to develop
alternative therapeutic strategy (FFC#14/2018. Ongoing) (8)

13. LeonilL. 20
Drug repurposing for antivirulence therapy against Pseudomonas aeruginosa (FFC#17/2018. Concluded) (15)

Discussion (12")

14. Bevivino A., Mengoni A., Segata N 21
A longitudinal metagenomic analysis to uncover microbial signatures of CF lung disease: unravelling host-microbial community interactions
in humans and animal models (FFC#19/2017. Concluded) (15)

15. ViscaP. 21
Gallium as an antibacterial agent in cystic fibrosis: animal studies for the delivery of inhalable formulations to the clinic (FFC#19/2019. New) (8))
16. AscenzioniF. 22

Pharmacological inhibition of colistin resistance in gram-negative cystic fibrosis pathogens (FFC#15/2019. New) (8))



Discussion (13")

16:00 - 16:30 Coffee break & Poster view/discussion

16:30 - 18:30 Plenary Session 3
LUNG TRANSPLANTATION

Chairmen: Romano M., Messore B.

17. Nosotti M. 23
Extracorporeal photopheresis as induction therapy to prevent acute rejection after lung transplantation in cystic fibrosis patients (FFC#24/2017.
Concluded) (15)

18. ReaF, SchenaP. 24
Identification of early molecular biomarkers of acute and chronic rejection in cystic fibrosis patients with lung transplant through the
application of omics technologies (FFC#28/2018. Concluded) (15)

19. Scaravilli V. 25
Right ventricle dysfunction in cystic fibrosis patients undergoing lung transplantation (FFC#27/2019. New) (8))
20. Palleschi A., Aliverti A. 25

Use of multivolume MRI instead of ionizing imaging techniques for surveillance in young patients after lung transplantation for cystic fibrosis
(FFC#27/2018. Ongoing) (8)

Discussion (13')

CLINICAL MONITORING AND CARE

21. Bartoloni A., Viscoli C., Cariani L., Fiscarelli EV. 26
Aspergillus pulmonary disease in cystic fibrosis (CF) patients: multicentre perspective observational study based on new diagnostic tests to
evaluate the prognostic value on the CF disease (FFC#26/2018. Ongoing) (8))

22. Romano M., Lanuti P. 27
Identification and validation of circulating microvesicles analysis as a new ex vivo assay to monitor cystic fibrosis disease (FFC#29/2018.
Ongoing) (8)

23. Morana G. 28
Standardized Ventilation Inflammation Perfusion and Structure (VIPS) MRI platform for monitoring Cystic Fibrosis Lung Disease (FFC#26/2019.
New) (8)

Discussion (13)

24 Lleo M. 29
Investigating Achromobacter xylosoxidans pathogenicity and clinical role in CF lung infection (FFC#18/2019. New) (8)

25 Casciaro R., Graffigna G. 30
Patient Engagement in Cystic Fibrosis: a cross-sectional multi-stakeholder study(FFC#25/2019. New) (8')

Discussion (10")

18:30 - 19:30 Small group meetings (on individual and self-managed initiative, Poster hall)

Friday, November 15"

08:30 - 11:00 Plenary Session 4
POSSIBLE TARGETS AND MECHANISMS OF CFTR MODULATORS
Chairmen: Bandiera T, Pisi G.

26. Armirotti A. 31
Proteomic profiling of F508del-CFTR cells to identify new pharmacological targets for CF (FFC#1/2018. Concluded — FFC#1/2019. Extension)
(20)

27. BaroniD. 31
Dissecting the rescue mechanisms mediated by CFTR correctors(FFC#3/2018. Ongoing) (8))
28. Galietta LJV. 32

Identification of deubiquitinases and ubiquitin ligases that affect mutant CFTR rescue (FFC#2/2017. Concluded — FFC#6/2019. Extension) (20')
Discussion (12)
29. GambariR., CorradiniR. 33

Revealing the microRNAs-transcription factors network in cystic fibrosis: from microRNA therapeutics to precision medicine (CF-miRNA-THER)
(FFC#7/2018. Ongoing) (8')

30. Cozza G, Esposito S., Raia V. 34
Restoring defective proteostasis in Cystic Fibrosis: novel strategies for F508del-CFTR repair(FFC#4/2019. New) (8')
31. Piacentini M., Maiuri L., Delogu G. 35

Dissecting the mechanism of action of the TG2 inhibitor cysteamine on Cystic Fibrosis (FFC#10/2018. Concluded) (15)
Discussion (12')

32. DugaSS. 36
Small molecules modulating splicing as novel CFTR amplifier drugs (FFC#5/2019. New) (8)
33. SalviM 37

Functional role of post-translational modifications in F508del-CFTR correction (FFC#11/2019. New, pilot) (8)



34. Luini A, Tamanini A., Borgatti M. 38
Targeting the signalling network controlling proteostasis and inflammation to rescue F508del-CFTR (FFC#7/2019. New) (8)

35. CiganaC. 38
Off-target effects of CFTR-modulators in preclinical infection models(FFC#15/2018, Ongoing) (8)

Discussion (13)

11:00 - 11:30 Coffee break and Poster view/discussion

11:30-13:30 Plenary Session 5
SEARCH FOR CFTR MODULATORS AND ITS IMPLICATIONS FOR CARE
Chairmen: Galietta LJV., Buzzetti R.
36. LeeT. 40
State of the art and perspectives on CFTR modulators. (Lecture, 40°)
Discussion (20")

37. GarattiniS. 41
The social cost of new drugs and its implications for research and care. (Lecture, 40)

Discussion (20°)
13:30 - 14:30 Lunch bag & Poster view/discussion

14:30- 16:15 Plenary Session 6
POSSIBLE NEW MODULATORS OF MUTANT CFTR

Chairmen: Cabrini G., Bresci S.

38. BandieraT., Pedemonte N., Galietta LJV. 42
Preclinical development of the ARN23765 corrector and search for its backup (FFC/TFCF extension 1, 2, 3. Ongoing) (15)

39. Pedemonte N., Cavalli A. 42
RNF5 inhibitors as potential drugs for Cystic Fibrosis basic defect (FFC#9/2017. Concluded) (15°)

40. BarrajaP., Scudieri P. 43

Towards the discovery of new correctors based on nitrogen heterocyclic systems (FFC#4/2018. Ongoing) (8')
Discussion (20)

41. HirschE 44
In depth-characterization of the molecular mechanisms underlying PI3Ky-mediated regulation of CFTR (FFC#8/2018. Ongoing) (8')

42. Aureli M., Tamanini A. 45
Development of ganglioside GM1-based therapy to improve F508delCFTR rescue approaches (FFC#2/2018. Ongoing) (8')

43. Rusnati M., Fossa P, Orro A. 46

Rescuing defective CFTR applying a drug repositioning strategy based on computational studies, surface plasmon resonance and cell-based
assays (FFC#11/2018. Concluded — FFC#10/2019. Extension) (20))

Discussion (20)
16:15 - 16:45 Coffee break and Poster view/discussion

16:45-18:10 Plenary Session 7
GENE AND RNA EDITING

Chairmen: Sorio C., Majo F.

44. Dileonardo A 46
Investigating CRISPR-CAS13b as a tool for the RNA editing of CFTR mRNA with premature stop codon (FFC#5/2018. Concluded) (15°)

45. Cereseto A., Debyser Z., Arosio D. 47
Splicefix: fixing splicing defects in the CFTR gene through CRISPR/Cas9 technology (FFC#1/2017. Concluded) (15')

46. Cereseto A., Arosio D. 48

Harnessing CRISPR/Cas9 technology to revert F508del-CFTR defect (FFC#3/2019. New) (8')
Discussion (14')

TARGETING NON F508del-CFTR MUTATIONS

47. Lentini L., Pibiril. 49
Optimization of a new lead promoting the readthrough of nonsense mutations for the CFTR rescue in human CF cells (FFC#3/2017.
Concluded) (15)

48. Mangoni ML. 50
Antimicrobial peptides from amphibian skin for treatment of lung pathology in cystic fibrosis: advanced in vitro and in vivo functional
characterization (FFC#8/2019. New) (8')

49, Pedemonte N., Cavalli A. 51
Theratyping orphan mutations in Italian cystic fibrosis patients: efficacy of CFTR modulators and RNF5 inhibitors (FFC#9/2019. New) (8)

Discussion (14")




18:10 - 19:00 Small group meetings (on individual and self-managed initiative, Poster hall)

20:00 - 23:00 Welcome dinner (Osteria da Ugo, vic. dietro S. Andrea, Verona)

Saturday, November 16"

09:00 - 10:40 Plenary Session 8
NON TUBERCOLOUS MYCOBACTERIA

Chairmen: Visca P, Delfino E.

50. Fraziano M. 52
Preclinical study of a combined host- and pathogen directed approach based on bioactive liposomes and bacteriophages against
Mycobacterium abscessus infection (FFC#21/2019, New) (8)

51. Cirillo DM. 52
Preclinical evaluation of liposomes carrying bioactive lipids as an immune therapeutic tool against in vivo infection with Mycobacterium
abscessus (FFC#16/2018. Concluded — FFC#17/2019. Extension) (20')

52. Pasca MR. 53
New weapons against Mycobacterium abscessus and other nontuberculous mycobacteria (FFC#19/2018, Ongoing) (8')

Discussion (12")

ADVANCES IN CF MICROBIOLOGY

53. Notomista E., Pizzo E. 54
Invitro and in vivo efficacy of an antimicrobial and antibiofilm designed peptidomimetic against CF lung pathogens (FFC#18/2018. Ongoing)
8)

54. Sanguinetti M., Vitali A., lafisco M., Catalucci D. 55
Biocompatible and inhalable antimicrobial-loaded nanoparticles for the counteraction of biofilm formation and antibiotic resistance:
towards a potential new therapy for CF related infections (FFC#20/2018. Ongoing) (8)

55. BiavascoF. 56
Induction of viable but non-culturable forms, possibly responsible for treatment failure, in “in vitro” biofilms of Pseudomonas aeruginosa. Role
of antibiotics and antibiotic concentrations (FFC#13/2017. Concluded - FFC#16/2019. Extension) (20°)

Discussion (12)

10:40 - 11:10 Coffee break and Poster view/discussion

11:10- 13:25 Plenary Session 9
CF INFLAMMATION: THERAPEUTICAL APPROACHES?

Chairmen: Bruni P,, Cigana C., Lucanto MC

56. Bellet MM. 57
Thymosin alpha 1 in cystic fibrosis: from the lung to the gut (FFC#21/2018. Concluded) (15))
57. Bianchi ME. 58

Preclinical testing in cystic fibrosis of a repurposed molecule targeting HMGB1 (FFC#22/2018. Concluded) (15")
Discussion (10')

58. Dechecchi MC., Guaragna A 58
Evaluation of anti-inflammatory treatments for CF lung disease in murine models of lung infection in vivo (FFC#23/2018. Concluded -
FFC#20/2019. Extension) (20)

59. RomanilL 60
Pharmacology and therapeutics of inhaled indoles, as aryl hydrocarbon receptor ligands, in cystic fibrosis (FFC#24/2018. Ongoing) (8))

60. Lampronti l., Chilin A. 60
Multi-task evaluation of TMA analogues as anti-inflammatory treatments for CF lung disease (FFC#22/2019. New) (8)

Discussion (10')

61. Pistocchi AS. 61
Potential action of phages as immunomodulators in cystic fibrosis(FFC#23/2019. New) (8')

62. Ungaro F., Merkel OM. 62

Enabling pulmonary delivery of siRNA in cystic fibrosis lung inflammation: therapeutic potential of hybrid lipid/polymer nanoparticles
(FFC#25/2018. Concluded) (15)

63. Ferreral. 63
Properties of airway mucus in cystic fibrosis: their modification by changes in the activity of CFTR and after application of bicarbonate
(FFC#12/2016. Concluded) (15)

64. BoschiF. 64
Testing the anti-inflammatory effects of matrix metalloprotease inhibitors in P. aeruginosa-infected CFTR-knockout mice by in vivo imaging
techniques (FFC#21/2017. Concluded Dec 31, 2018. Presentation only with poster no. 63)

Discussion (10"

13:25 - 13:30 Closing remarks
13:30 - 14:00 Poster detachment




APPENDICES
Archive of Publications & Congress Abstracts from FFC Projects (2009-2019)

Institutes and Laboratories involved in FFC Projects

International Reviewers of FFC Projects

2002-2019 FFC Projects: Funding and Publications

Research Funding by FFC (1997-2019)

FFC Projects (2017-2019) adopted by Supporters

65

94

98

100

101

102



ABSTRACTS OF PRESENTATIONS

Thursday, November 14

09:00 - 10:30 Registration and poster display

10:30 - 10:50 Introduction and greetings from the FFC Foundation

10:50 - 12:50

Plenary Session 1

DISEASE MODELS & PREDICTIVE TESTING

1. A novel Full Thickness Cystic Fibrosis model on
a microfluidic chip to study pathogenic mecha-
nisms and evaluate therapeutic strategies

Netti P, di Bernardo D?

'Centro per Biomateriali avanzati per la Sanita - CRIB, Istituto Italiano di
Tecnologia, Napoli, °Centro di Ricerca Interdipartimentale sui Biomate-
riali, Universita degli Studi di Napoli Federico Il (FFC#8/2017, Concluded
- FFC#14/2019. Extension)

Paolo Netti, secondo da sinistra, con il suo gruppo di ricerca, il partner
Diego di Bernardo e Luis Galietta, collaboratore esterno (nei riquadri)

Background and rationale. Cystic Fibrosis (CF) is a highly het-
erogeneous disease. Several airway epithelial in vitro models have
been developed to better understand pathogenic mechanisms
underlying CF, to investigate the patient-specific prognosis and re-
sponse to therapeutics . Although these models are useful, they do
not recapitulate the crosstalk between epithelial cells and the con-
nective tissue, which has important consequences on the differentia-
tion and function/dysfunction of the epithelium.

Hypothesis and objectives. The project aimed to build up a
novel 3D CF model (called Full Thickness model) featured by the
presence of the lung epithelial and connective compartments.
Moreover, we designed and fabricated a microfluidic device for the
culture of CF models, for monitoring tissue function and for admin-
istrating drugs.

Essential methods. The normal and CF connective airway tis-
sues (CAT) were produced by using a bottom up approach starting
from the assembly of pulmonary engineered micro-tissues. In order
to build up the full thickness model, normal and CF epithelial cells
were seeded on the top of the normal or CF CAT and differentiated at
the Air Liquid Interface. The engineered tissues were characterized by
morphological, functional and molecular analysis. The microfluidic
chip was designed in Autocad and fabricated in Poly Dimethyl Silox-
ane using a Micromilling.

Results. The CF CAT showed significant differences compared to
the normal one. Specifically, CF lung fibroblasts proliferated faster
and produced more elements of the extracellular matrix, featured
by a higher elastic modulus. Epithelial cells developed a differenti-
ated epithelium on the surface of the CAT and penetrated the matrix
forming glandular-like structures resembling submucosal glands.
The viscosity of the mucus of the CF was higher than the normal
model. At the same time, the microfluidic device was developed for
the culture of CF models. The chip was equipped with electrodes and

an aerosol for monitoring tissue function and administrating sub-
stances in the apical side.

Conclusions. The novel 3D model well recapitulated complica-
tions occurring during CF both in the connective and epithelial com-
partments. For this reason, we expect it could be used to investigate
the role epithelial-stroma crosstalk in CF. Moreover, the fabricated
microfluidic chip could be used for the culture of CF models, for ad-
ministrating drugs in the apical or serosal side of the sample and to
monitor their efficacy.

Extension Project FFC#14/2019. The extension project has
the purpose to use the fabricated model to understand pathophysi-
ological mechanisms underlying CF. In particular, the role of epi-
thelial stromal crosstalk in CF progression will be investigated. To
this aim each part of the model (epithelium, stroma and glands)
will be characterized from a morphological and molecular point of
view. Moreover, we plan to use the microfluidic chip to mimic in-
fection and trigger inflammation through the delivery of bacterial
supernatants in the apical part of the sample via aerosol. Further,
tissue rescue after treatment with VX-809 +/- VX-770 will be studied
in order to validate the model using drugs of known effects. We be-
lieve that the full thickness model on chip will represent a reliable
platform to study the human lung pathology in CF and effective
CFTR pharmacotherapy.

Un nuovo modello di fibrosi cistica a tutto spesso-
re su un chip microfluidico per studiare i meccani-
smi patogeni e valutare le strategie terapeutiche

Problema e ragioni dello studio. La fibrosi cistica (FC) &€ una
malattia altamente eterogenea. Diversi modelli di epitelio bron-
chiale in vitro sono stati sviluppati per comprendere i meccani-
smi patogenetici associati alla FC, per studiare la progressione
paziente-specifica della FC e la risposta alle terapie. Nonostante
I'efficacia di questi modelli, essi non ricapitolano la comunicazione
tra epitelio e stroma (trama connettivale, ndr) polmonare e le con-
seguenze che questa interazione puod avere nell'evoluzione della
patologia.

Ipotesi e obiettivi. Lobiettivo principale del progetto e stato
realizzare un nuovo modello 3D FC (detto a tutto spessore) carat-
terizzato dalla presenza non solo dell’epitelio ma anche dello stro-
ma polmonare. Inoltre, il progetto ha portato alla realizzazione di
un chip microfluidico utile per la coltura in dinamico di modelli FC,
per il monitoraggio delle funzioni tissutali e per la somministrazio-
ne di farmaci.

Metodi essenziali. Il tessuto connettivo equivalente delle vie
aeree (normale di controllo e FC) ¢ stato prodotto utilizzando un
approccio di ingegneria dei tessuti, che prevede I'assemblaggio di
unita di micro-tessuti polmonari per ottenere tessuti di dimensio-
ni pit grandi. Al fine di costruire il modello a tutto spessore, le cel-
lule epiteliali normali e FC sono state seminate sulla superficie del
tessuto connettivo normale o FC e differenziate all'interfaccia aria-
liquido. | tessuti ingegnerizzati sono stati caratterizzati mediante
analisi morfologiche, funzionali e molecolari. Il chip microfluidico
per coltura tissutale & stato progettato in Autocad e fabbricato in
poli-dimetil-silossano utilizzando una micro-fresatrice.

Risultati. Il tessuto connettivo FC ha mostrato differenze si-
gnificative rispetto a quello normale. In particolare, i fibroblasti
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polmonari FC hanno proliferato piu rapidamente e prodotto piu
elementi della matrice extracellulare, caratterizzata da un modu-
lo elastico piu elevato. Le cellule epiteliali sono state in grado di
sviluppare un epitelio differenziato sulla superficie del tessuto
connettivo e penetrare nella matrice formando strutture simili
alle ghiandole sottomucose. La viscosita del muco era piu alta
per il modello FC rispetto a quello normale, come previsto a cau-
sa della mutazione CFTR. Allo stesso tempo, & stato sviluppato
il dispositivo microfluidico per la cultura di modelli FC. Il chip e
stato dotato di elettrodi e aerosol per il monitoraggio delle fun-
zioni tissutali e la somministrazione di sostanze nella porzione
apicale del campione.

Conclusioni. Il nuovo modello 3D ha ricapitolato bene alcune
delle complicazioni che si verificano durante la FC a livello del con-
nettivo e dell’epitelio polmonare. Per questo motivo, prevediamo
che il modello possa essere utilizzato per studiare il ruolo della co-
municazione tra stroma ed epitelio in FC. Inoltre, il chip microflui-
dico fabbricato potrebbe essere utilizzato per la coltura di modelli
FC, per la somministrazione di farmaci nel lato apicale o serosale
(la parte che si affaccia verso il sangue, n.d.r.) del campione e per
la valutazione della loro efficacia.

Progetto di estensione FFC#14/2019. Il progetto di esten-
sione ha lo scopo di utilizzare il modello fabbricato per compren-
dere meccanismi fisiopatologici alla base della FC. In particolare,
sara studiato il ruolo della comunicazione tra epitelio e stroma
nella progressione della FC. A tal fine ogni parte del modello
(epitelio, stroma e ghiandole) sara caratterizzata dal punto di
vista morfologico e molecolare. Inoltre, intendiamo utilizzare il
chip microfluidico per mimare I'infezione e innescare l'infiamma-
zione attraverso il rilascio di surnatanti batterici nella parte api-
cale del campione tramite aerosol. Infine, sara studiato il recupe-
ro delle funzioni tissutali in seguito a trattamento con farmaci ad
effetto noto quali VX-809 +/- VX-770, al fine di validare il modello.
Riteniamo che il modello a tutto spessore su chip rappresentera
una piattaforma affidabile per studiare la patologia polmonare
umana in FC e la farmacoterapia che mira al ripristino di CFTR.

2. Establishment of Conditionally Repro-
grammed Airway Epithelial Stem Cell cultures
from nasal epithelia of Cystic Fibrosis patients:
exploring response to CFTR-modulating drugs
for correlation with genetic profile (theratyping)
and restoring CFTR function through gene edit-
ing approaches

Eramo A', Lucarelli M?

'Dip. Oncologia e Medicina Molecolare, Istituto Superiore di Sanita, *Dip.
Biotecnologie Cellulari e Ematologia, La Sapienza, Roma (FFC#12/2018,
Ongoing)

Adriana Eramo, al centro in alto, responsabile, e Marco Lucarelli, primo in
basso da sinistra, partner del progetto con i collaboratori

Background and rationale. CF is caused by mutations of the
CFTR gene. The CFTR protein is a chloride channel expressed in many
epithelial cells, thus CF is a multi-system disease affecting organs and
tissues where CFTR is expressed, particularly respiratory system. Ad-
vances in the understanding of molecular genetics of CF (more than
2000 CFTR gene mutations have been reported and grouped into 6
classes) have led to development of clinically approved mutation-
specific therapies. However, the potential success of CF personalized
therapy is hampered by the scarce characterization of CFTR variants
and low number of mutational classes studied, as experimental mod-
els are lacking and clinical trials are difficult to realize, particularly for
the rare genetic variants, due to limited patient availability. Various
cellular models for drug testing and gene therapy approaches used
so far are still unsatisfactory and clinical trials are difficult to perform
for the rare genetic variants, due to scarce number of patients. Thus,
efficient establishment of patient-derived disease models highly reli-
able for drug testing are strictly required.

Hypothesis and objectives. We proposed to expand airway
epithelial stem cells (AESC) from nasal epithelia of cystic fibrosis (CF)
patients with different CFTR gene defects, through the highly effi-
cient, “culture reprogramming condition” (CRC) methodology, and
to generate CF-CRC-derived disease models to test the response of
patient-derived cells to clinical therapeutics with the aim to predict
drug response for different CF genetic variants (theratyping). Our
objective is also to assess the efficacy of a combined gene editing ap-
proach based on Small Fragment Homologous Replacement (SFHR)
and CRISPR/Cas9 methodologies to correct CFTR gene.

Essential methods. We established AESC cultures from nasal
brushing of CF patients, using the CRC methodology (CF-CRC) and
validated them for AESC phenotype and properties. We set up two
CRC-derived CF models in vitro suitable for CFTR studies: 1) Air Liquid
Interface (ALI) culture of CRC generating 2D differentiated respira-
tory tissue and 2) CRC culture in matrigel/ALI medium to generate
3D organoids. Both models are validated by analysis of stem and
differentiated cell markers and for CFTR expression and function
(immunoblot in the 2D model and forskolin-induced swelling, FIS,
in organoids). Response to CFTR-targeting drugs is assessed in the
two models: in ALl-cultures, through immunoblot (evaluation of
the increased corrected CFTR form, higher molecular weight band)
and in organoids through FIS assay. Concerning the gene editing,
the specific CFTR defects are replaced with wild-type sequence in CF-
CRC through a combination of SFHR and Crispr/Cas9 gene editing
approaches.

Results. We established 14 CF-CRC cultures derived from affect-
ed patients and carriers with different CFTR defects. We validated all
cultures for the presence of the patient CFTR gene defect, AESC phe-
notype and properties. CFTR transcript and protein analysis revealed
low levels of CFTR in the CRC cells and higher levels in CRC-derived
AlI-differentiated cells, therefore the latter may constitute a highly
suitable CF model for in vitro CFTR experimentation. We optimized
a second CF model consisting in 3D CRC-derived organoids mimick-
ing the respiratory tissue in terms of structure and properties. The
two optimized CRC-derived CF models proved highly suitable for the
project aims of testing CFTR variants activity and pharmacological
response. ALl model was validated for the pharmacological correc-
tion assays using positive control cells carrying F508del pathogenic
variant (responsive patients) that proved highly responsive to Lu-
macaftor and Tezacaftor (marked CFTR band shift in immunoblot).
We set up the organoid FIS assay in responsive carrier cells (marked
swelling) and are currently optimizing the procedures to evaluate
and quantify the ability of correctors to rescue defective CFTR func-
tion. For gene editing evaluation, a Droplet Digital PCR assay able
to detect 1 wild type copy among 20000 F508del mutated copies of
DNA has been setup.

Conclusions. During the last year, we expect to optimize the
quantification of CFTR correction in FIS assays in organoids, and
to exploit the two CRC-derived CF models as complementary ap-
proaches to achieve reliable results on pharmacological response
of CFTR variants. Our approaches represents powerful tools toward
the introduction of more effective, patient-specific therapeutic op-



tions as well as to predict response to specific therapies for patients
with rare mutations. The possibility to test cell response from each
CF patient, to pharmacologic and genetic approaches may be of
great translational impact, in the direction of theratyping and gene
therapy, with particular relevance for rare CF variants.

Generazione di colture di cellule staminali delle
vie aeree condizionalmente riprogrammate pro-
venendo da epitelio nasale di pazienti con Fibrosi
Cistica: valutazione della risposta a farmaci mo-
dulatori del CFTR e correlazione con il profilo ge-
netico (theratyping) e ripristino della funzione del
CFTR mediante approcci di modificazione genica

Ragioni del progetto. La fibrosi cistica (FC) & causata da mu-
tazioni del gene CFTR. La proteina codificata & espressa in molte
cellule epiteliali, pertanto la FC & una malattia multi-organo che
colpisce diversi tessuti e organi, particolarmente il sistema respira-
torio. Avanzamenti nella comprensione della genetica molecolare
della FC (piu di 2000 mutazioni identificate e raggruppate in 6 clas-
si) hanno portato allo sviluppo di terapie mutazione-specifiche cli-
nicamente approvate. Tuttavia, il potenziale successo della terapia
personalizzata per la FC & ostacolato dalla scarsa caratterizzazione
delle varianti del CFTR e dal ridotto numero di classi mutazionali
studiate, a causa della mancanza di modelli sperimentali e della
difficolta di realizzazione degli studi clinici particolarmente per
le varianti rare, a causa della scarsita di pazienti. Pertanto, la di-
sponibilita di modelli di malattia ottenuti dai pazienti, adeguati,
innovativi e altamente affidabili per test farmacologici sarebbero
di notevole beneficio per la CF.

Ipotesi e Obiettivi. Ci siamo proposti di utilizzare la efficiente
metodologia di “condizioni di coltura riprogrammanti” (CRC) per
espandere cellule staminali delle vie respiratorie (AESC) dall'epi-
telio nasale di pazienti con diverse varianti patogenetiche di fi-
brosi cistica (FC) allo scopo di utilizzare le FC-CRC e modelli della
malattia (inclusi gli organoidi) da esse derivati per valutare la loro
risposta a farmaci di uso clinico e predire la risposta delle diverse
varianti genetiche a terapie mirate (theratyping). Inoltre ci pro-
poniamo di correggere geneticamente il gene CFTR mutato me-
diante un approccio combinato di“gene editing” basato sulle me-
todologie di Small Fragment Homologous Replacement (SFHR) e
CRISPR/Cas9.

Metodi. Le colture di AESC da brushing nasale di pazienti con
FC vengono ottenute usando la metodologia CRC (FC-CRC). Le FC-
CRC sono validate per il genotipo, fenotipo e proprieta funzionali.
Abbiamo generato due modelli in vitro di CF derivati dalle CRC
adatti per studi del CFTR: 1) La coltura 2D di Air Liquid Interface
(ALI) che genera cellule respiratorie funzionalmente differenziate
e 2) la coltura 3D delle CRC in matrigel e terreno di coltura ALI
che genera gli organoidi che mimano il tessuto respiratorio anche
strutturalmente. Entrambi i modelli vengono validati mediante
analisi di espressione di marcatori di staminalita e differenzamento
e per l'espressione e funzione del CFTR (immunoblot nelle colture
2D e Forskolin-induced swelling, FIS, negli organoidi). La risposta
farmacologica ad agenti terapeutici di uso clinico viene valutata
nelle colture ALI, mediante immunoblot (valutazione dell'incre-
mento della forma matura/corretta di CFTR) e negli organoidi me-
diante saggio FIS, correlata al profilo genetico dei pazienti. | difetti
genici di CFTR vengono riparati mediante una combinazione di 2
approcci di gene editing (SFHR e CRISPR- CAS9).

Risultati. Abbiamo generato 14 colture FC-CRC da pazienti
affetti e portatori sani con diverse alterazioni del gene CFTR. Le
colture sono state validate a livello genetico, per fenotipo e per le
proprieta di AESC. Lespressione del CFTR (RNA e proteina) é risul-
tata a livelli basali nelle CRC e a livelli molto piu alti nelle cellule
CRC dopo differenziamento ALI. Abbiamo realizzato un secondo
modello di FC che consiste nella generazione di organoidi 3D,
derivati da CRC, che mimano strutturalmente e funzionalmente il
tessuto respiratorio. Entrambi i modelli di FC riteniamo siano al-

tamente adeguati per gli obiettivi del progetto ovvero per saggi
di attivita residua e risposta farmacologica delle diverse varianti
di CFTR, nonché esperimenti di gene editing. Il modello ALl si e
mostrato ottimale per la variante patogenetica F508del in omo-
zigosi (considerato il controllo positivo di risposta ai correttori), in
qguanto ha mostrato, come atteso, un forte incremento della for-
ma matura/corretta del CFTR in immunoblot dopo il trattamento
con Lumacaftor o Tezacaftor. Abbiamo messo a punto il saggio di
FIS negli organoidi da portatori sani (controlli positivi/responsivi)
che hanno mostrato un marcato rigonfiamento dopo il trattamen-
to con forskolin e stiamo ottimizzando le procedure per valutare
e quantificare I'entita del rigonfiamento sul singolo organoide e
quindi l'effetto dei correttori e la loro capacita di ripristinare la fun-
zione del CFTR mutato. Entrambi i saggi saranno utilizzati in mo-
delli con varianti CFTR di controllo e sperimentali gia disponibili
o che verranno ottenute nel corso del secondo anno di progetto,
in modo da definire funzionalita e risposta farmacologica di ogni
variante disponibile. Per la valutazione degli approcci di gene edi-
ting, & stato messo a punto un saggio di Droplet Digital PCR in
grado di misurare, nel DNA, la presenza di una singola copia sana
tra 20000 copie mutate di F508del.

Conclusioni. Durante I'ultimo anno utilizzeremo i due modelli
di FC ottenuti come approcci complementari per ottenere risultati
sempre piu affidabili sulla risposta farmacologica delle varianti del
CFTR. La possibilita di ottenere grandi quantita di FC-CRC da ogni
paziente rappresenta un potente strumento per predire la risposta
a terapie mirate per pazienti con mutazioni rare come anche per
I'introduzione di opzioni terapeutiche paziente-specifiche, com-
preso il gene editing, piu efficaci.

3. Testing intestinal organoids for the prediction
of response to CFTR potentiators and correctors
used in clinic

Sorio C
Universita degli Studi di Verona, Dipartimento di Medicina (FFC#13/2018,
Ongoing)

Claudio Sorio con le ricercatrici del suo gruppo di ricerca

Background and rationale. Prediction of individual drug re-
sponses in CF is challenging, mainly because of a very limited avail-
ability of primary cell models for screening of compounds able to
restore the function of defective CFTR. This capability would pave the
way to clinical efficacy, pre-selection of patients /drugs, identifica-
tion of drug-responsive subgroups and drug registration. Organoids
(OG) are a new research tool with remarkable basic and translational
potential. Human intestinal OG could be useful for assessing the ef-
ficacy of new therapies, and provide personalized therapies for CF
subjects other than representing a permanent sample for checking
CFTR activity.

Hypothesis and objectives. We aim at developing a personal-
ized medicine approach in CF patients by collecting, expanding, stor-
ing and analyzing human intestinal organoids

Essential methods. Crypts have been isolated and cultured
from human intestinal biopsies following established protocols al-
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ready set in the laboratory. We measured CFTR activity by forskolin
induced swelling (FIS) assay. Established functional tests (Gibson-
Cooke and FEV1 tests) were recorded before the treatment and at in-
dicated times after treatment. Patients with indication of treatment
with Ivacaftor and Orkambi and one with unknown response poten-
tial have been tested.

Preliminary results. Eighteen Organoids were derived from
19 patients biopsies, of these 17 carry a F508Del mutation. One is a
carrier of a unique combination of variants (W57G/A234D) whose
response to CFTR correctors is unknown. We provide evidence that
OG derived form this patient respond to Ivacaftor. Responses to VX-
661 and VX-809 (+ VX770) was recorded for a patient carrying the
F508del/N1303K variant while data for other two patients await
analysis. Additional FIS Assays for the other genotypes are planned
pending access to instruments available within common facilities.

Conclusions. Thank to this project we have had the possibility
to study and describe the response of the rare variants W57G/A234D
to Ivacaftor, thus suggesting that treatment with this drug might be
beneficial for this patient other than providing a proof-of-principle
of a personalized medicine approach in Italy based on organoid iso-
lation an analysis. Training of highly specialized personnel has been
carried on and permitted to establish the standardized procedures.

Analisi di organoidi intestinali per la predizione
della risposta a potenziatori e correttori di CFTR
utilizzati in clinica

Problema e ragioni dello studio. Prevedere la risposta dei
pazienti FC ai farmaci disponibili per il trattamento di questa pato-
logia risulta una vera sfida, soprattutto per la disponibilita molto
limitata di modelli basati su cellule primarie che permettano lo
screening di composti capaci di recuperare la funzione difettiva
della CFTR. Questo spianerebbe la strada all'efficacia clinica, alla
preselezione di pazienti/farmaci, all'identificazione di sottogruppi
che rispondono ai farmaci e alla registrazione di farmaci. Gli orga-
noidi sono un nuovo strumento di ricerca con un notevole poten-
ziale sia di base che traslazionale. Infatti, gli organoidi intestinali
umani potrebbero essere utili al fine di valutare I'efficacia di nuove
trattamenti e provvedere a terapie personalizzate per soggetti
malati di FC oltre che costituire uno strumento permanente per
testare l'attivita della CFTR.

Ipotesi e obiettivi. [l nostro scopo ¢ quello di sviluppare un
approccio di medicina personalizzata in pazienti FC mediante la
raccolta, l'espansione, la conservazione ed analisi di organoidi in-
testinali umani.

Metodi essenziali. Le cripte intestinali sono state isolate e
coltivate da biopsie intestinali umane, seguendo protocolli gia
messi a punto in laboratorio. L'attivita di CFTR é stata analizzata
mediante il test del rigonfiamento indotto dalla forskolina (FIS-
Forskolin Induced Swelling). | test funzionali clinici stabiliti (test
Gibson-Cooke e FEV1) sono stati registrati prima del trattamento e
nei momenti indicati dopo il trattamento. Verranno analizzati pa-
zienti con indicazione per il trattamento con lvacaftor e Orkambi.

Risultati preliminari. Diciotto linee di organoidi sono state
estratte con successo da 19 biopsie di pazienti. Di questi, 17 sono
portatori in eterozigosi della mutazione F508del. Un paziente par-
ticolare & portatore di una combinazione di varianti unica (W57G/
A234D), la cui risposta al correttore della CFTR & sconosciuta. | no-
stri dati preliminari rivelano che gli organoidi di questo paziente
rispondono a lvacaftor. Le risposte a VX-661 e VX-809 (+ VX770)
sono state registrate per un paziente portatore delle varianti
F508del / N1303K, mentre le risposte di altri due pazienti sono in
corso di analisi. Ulteriori saggi FIS per gli altri genotipi sono piani-
ficati in base alla disponibilita degli strumenti condivisi.

Conclusioni. Grazie a questo progetto abbiamo avuto la pos-
sibilita di studiare e descrivere la risposta a Ivacaftor della variante
rara W57G/A234D suggerendo una possibile efficacia clinica di
un eventuale trattamento, oltre che fornire un esempio tangibile
di approccio di medicina personalizzata in Italia basato sullisola-
mento e l'analisi di organoidi. La formazione continua di persona-

le altamente specializzato ha permesso lo stabilirsi di procedure
standardizzate.

4. Intestinal organoids for assessment and phar-
macological correction of abnormalities in fluid
transport and anion currents in patients affected
by pancreatitis

Frulloni L', Lucidi V?, de Jonge H?

"University of Verona, Dep. of Medicine, Gastroenterology Unit,
2Dipartimento Pediatrie Specialistiche, Ospedale Bambino Gesu,
Roma, *Dept. of Gastroenterology & Hepatology, Erasmus University
Medical Center (FFC#6/2018, Ongoing)

Luca Frulloni, responsabile del
progetto diricerca

Background and rationale. Most of the patients with idiopath-
ic pancreatitis (IP) in our population carry at least one mutation in
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) protein,
but the role of the disfunction of CFTR in their disease and treatment
is not yet clear. Moreover, the diagnostic procedure in these patients
is often very challenging and is mainly based on CFTR measurements
in vivo, with borderline results for the Gibson and Cooke (GCST) clas-
sic sweat test or normal chloride transport, detected by nasal poten-
tial difference (NPD) and/or the measurement of intestinal current
(ICM). Unfortunately, no-one of the outcome parameters currently
monitored for diagnosis and in clinical trials so far provides direct
information on HCO3- and mucin secretion in CFTR expressing epi-
thelia. New informations are needed to better understand the contri-
bution of CFTR mutations on the bicarbonate transport function in
the pathogenesis of pancreatitis in non-CF patients.

Hypothesis and objectives.

1) To investigate epithelial ion transport in patients affected by idi-
opathic pancreatitis with at least one CFTR mutation (IPC) or phe-
notyped as CFTR related pancreatitis (CRP):

- (a) by functional analysis: ICM on rectal biopsies, 3D cultures
of rectal organoids and by establishing an optical technique to
measure fluid transport in parallel to anion currents in 2D intes-
tinal organoids;

- (b) by GCST and imaged ratiometric sweat rate test (“bubble”
sweat test, BST);

2) to search for mutations related to pancreatic function with pos-
sible functional relevance in IPC and CRP;

3) to investigate if and to what extent novel CFTR targeted drugs,
known to restore chloride transport in CF, are also capable of re-
storing ion transport in IPC or CRP.

Essential Methods. Patients affected by IPC or CRP will be tested
electrophysiologically for intestinal CFTR-dependent chloride and bi-
carbonate ions transport by ICM (rectal biopsies; 2D cultures of rectal
organoids) and for CFTR-driven fluid transport by FIS in 3D organoids
and by confocal reflectometry test in 2D organoids. Sequencing of
CFTR and of genes coding for ion channels expressed in the pancreas
will be performed. CFTR function tested by standardized methods as
GCST, NPD and ICM (performed according to ECFS SOPs) will be cor-
related with clinical dat, including lung function tests.

Preliminary results. In the first year we have set the procedures



and started the collection of human derived material. Patients have
been recruited and measurements of the planned parameters have
been performed. We obtained organoids from 10 out of 11 biopsies;
shipment of the material to Prof. De Jonge’s laboratory is planned
within the next few weeks.

Conclusions. We successfully organized the analysis of func-
tional parameters from patients affected by recurrent pancreatitis,
including the development of rectal organoids. Within the next year
the material will be subjected to functional tests as planned.

Organoidi intestinali per la valutazione e la cor-
rezione farmacologica di anomalie nel trasporto
di fluidi e correnti anioniche in pazienti affetti da
pancreatite

Problema e ragioni dello studio. La maggior parte dei pa-
zienti con pancreatite idiopatica (PI) porta almeno una mutazione
del regolatore della conduttanza transmembrana della fibrosi ci-
stica, ma il ruolo della (dis) funzione della CFTR nella loro malattia
e il trattamento di questa non sono ancora chiari. Per giunta, la
procedura diagnostica in questi pazienti & spesso molto impegna-
tiva e si basa principalmente su misurazioni della funzione della
CFTR in vivo con risultati “borderline”, quali per esempio quelle
che si ottengono con il classico test del sudore di Gibson e Cooke
(TSGC) o con il trasporto dello ione cloruro rilevato dal potenzia-
le nasale (DPN) e/o con la misurazione della corrente intestinale
(MCI). Sfortunatamente nessuno dei parametri attualmente mo-
nitorati, sia per la diagnosi che per gli studi clinici, fornisce infor-
mazioni dirette sulla secrezione di HCO3- e mucine nell’epitelio
che esprime CFTR. Quindi sono necessarie nuove informazioni per
capire meglio la relazione tra le mutazioni che coinvolgono il gene
CFTR e la funzione di trasporto del bicarbonato nella patogenesi
della pancreatite in pazienti non-affetti da fibrosi cistica.

Ipotesi e obiettivi.

1) Investigare il trasporto ionico epiteliale in pazienti affetti da
pancreatite idiopatica con almeno una mutazione della CFTR
(PIC) o fenotipizzato come pancreatite correlata a CFTR (PRC)

- (a) mediante analisi funzionale: MCI su biopsie rettali, culture
3D di organoidi rettali e tramite una tecnica ottica che per-
mette di misurare negli organoidi intestinali 2D il trasporto di
fluidi in parallelo alle correnti anioniche;

- (b) mediante test del sudore TSGC e test ottico beta-adrenergi-
co del sudore (bubble test, BST);

2) Ricercare mutazioni correlate alla funzione pancreatica con pos-
sibile rilevanza funzionale in PIC e CRP

3) Verificare se nuovi farmaci mirati contro CFTR, noti per ripristi-
nare il trasporto di cloruro nella Fibrosi Cistica, siano anche in
grado di ripristinare il trasporto di ioni in PIC o CRP

Metodi essenziali. | pazienti affetti da PIC o CRP saranno te-
stati elettrofisiologicamente per la misura a livello intestinale dello
ione cloruro CFTR-dipendente e del trasporto di bicarbonato tra-
mite misurazione della corrente intestinale (biopsie rettali, colture
bi-dimensionali di organoidi rettali) e per il trasporto di fluidi di-
pendente da CFTR mediante saggio FIS in organoidi e mediante
test di riflettometria confocale in organoidi 2D. Verra eseguito il
sequenziamento del CFTR e dei geni codificanti per i canali ionici
espressi nel pancreas. La funzione CFTR, testata con metodi stan-
dardizzati come TSGC, DPN e MCI (eseguiti secondo le SOP ECFS),
sara correlata ai dati clinici, inclusi i test di funzionalita polmonare.

Risultati preliminari. Durante il primo anno abbiamo messo
apunto le procedure e iniziato la raccolta di materiale di derivazio-
ne umana. Abbiamo reclutato i pazienti ed eseguito la misurazio-
ne dei parametri stabiliti. Il lavoro & poi proseguito con l'estrazione
di 10 linee di organoidi da 11 biopsie conferite e a breve & prevista
la spedizione del materiale al laboratorio del Prof. DeJonge.

Conclusioni. Abbiamo analizzato vari parametri funzionali nei
pazienti. Dalle biopsie conferite abbiamo anche ricavato organoi-
di che verranno sottoposti a test funzionali secondo i programmi
stabiliti.

5. Proteomic approach for the identification of
new leukocytes biomarkers directly related to a
restored CFTR activity following ex vivo treat-
ment with VX-770

Franchi A', Pedrazzi M', Castellani C?, Casciaro R? Cresta F?,
Patrone M3, Manfredi M*, Marengo E?, Averna M’

DIMES, University of Genova; *Hospital, IRCSS G.Gaslini, Genova, *DISIT,
University of Piemonte Orientale; *DiMel, University of Piemonte
Orientale (FFC#12/2019. New, pilot)

: ] , AR
Monica Averna, al centro, con il suo gruppo di ricerca, e il partner del
progetto, Emilio Marengo (nel riquadro)

Background and rationale. Leukocytes are recognized in the
scientific literature not only as key components of the pathogenetic
events associated to cystic fibrosis but also as a valuable source of
cellular biomarkers to be evaluated during the progress of treatment
response. Shotgun proteomic analysis is a powerful technique that
is able to identify and quantify thousands of proteins in a biological
sample. Several researchers, by using a proteomic approach, have al-
ready demonstrated that some protein networks are significantly al-
tered by CF and also that new altered proteins, not previously known,
are related to CF.

Hypothesis and objectives. Our project aims to identifying pro-
teomic changes as a direct consequence of a restored CFTR activity
in CF leukocytes, by combining together HS-YFP fluorescence assay
of CFTR activity with proteomic analysis on CF leukocytes before and
after ex vivo treatment with the potentiator VX770. For this purpose,
we are especially focusing on the PM-associate proteome because
these proteins mediate immune functions and may provide new in-
formation on disease mechanisms.

Essential methods. PBMCs and/or monocytes, isolated from
patients carrying class lll gating mutations and non-gating muta-
tion with residual functioning CFTR predicted responding to VX770,
are used for the CFTR activity assay and proteomic analyses. Label-
free proteomics was performed through nano-LC chromatography
and high-resolution mass spectrometry.

Preliminary Results. Our preliminary results show that the de-
veloped approach is able to identify a specific proteomic profile relat-
ed to a restored CFTR activity. Besides the identification of potential
biomarkers, the analysis highlighted the presence of specific path-
ways and biological functions that could improve the knowledge of
cystic fibrosis treatment.

Conclusions. In case of successful experimental results, we could
perform these analyses directly on leukocytes from the same CF pa-
tients submitted to Ivacaftor therapy at the Regional CF Center of
IRCCS G. Gaslini. Actually, the identification of biochemical markers,
associated with drug response in a readily available source of prima-
ry cells, could be used for the evaluation/prediction of the efficacy of
new therapies targeting the defect of Cl- transport in cystic fibrosis.

Approccio multiomico per l'identificazione di
nuovi biomarkers leucocitari correlati al recupero
di funzionalita del canale CFTR dopo trattamento
ex vivo con il potenziatore VX770
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Problema e ragioni dello studio. Recentemente ¢é stato di-
mostrato e riportato in letteratura che i globuli bianchi ed in par-
ticolare i monociti dei pazienti FC presentano attivita difettose.
Mediante un approccio di tipo proteomico, atto a valutare i cam-
biamenti delle espressioni delle varie proteine cellulari, alcuni ri-
cercatori hanno gia dimostrato che varie reti proteiche sono signi-
ficativamente alterate dalla FC. Tramite questo studio intendiamo
verificare se il farmaco che recupera la normale funzione di CFTR
recupera anche le funzioni dei monociti FC e se questo & dimostra-
bile attraverso le modifiche del proteoma monocitario.

Ipotesi e obiettivi. Il nostro progetto si propone di identifica-
re nel globulo bianco, in particolare nel monocita, i cambiamenti
proteomici direttamente correlati al recupero di attivita di CFTR, in
seguito al loro trattamento col potenziatore VX770.

Metodi essenziali. Le analisi sono effettuate su globuli bian-
chi e/o monociti isolati da campioni di sangue periferico di pa-
zienti FC con mutazioni di classe Il (difetto di gating) e mutazioni
con funzione residua, tutti pazienti potenzialmente responsivi alla
terapia con ivacaftor, mediante cromatografia nano-LC e spettro-
metria di massa ad alta risoluzione.

Risultati preliminari. | nostri risultati preliminari mostrano
che I'approccio sviluppato & in grado di identificare un profilo pro-
teomico specifico correlato a un‘attivita CFTR ripristinata.

Conclusioni. Ci attendiamo di identificare nuovi biomarker che
riflettano un cambiamento nel pattern proteico del monocita come
diretta conseguenza del recupero dell’attivita di CFTR in seguito al
trattamento con VX770. In caso di successo sperimentale, potrem-
mo condurre queste analisi sui globuli bianchi degli stessi soggetti
successivamente sottoposti a terapia con ivacaftor al Centro Regio-
nale Fibrosi Cistica IRCSS G.Gaslini. Questo tipo di approccio spe-
rimentale rivolto ad identificare biomarker correlati alla risposta al
farmaco in una tipologia di cellula primaria facilmente reperibile
potra essere usato per la valutazione dell’efficacia di nuove terapie
mirate al recupero della funzionalita di CFTR difettoso.

6. Monocyte integrin activation as a cystic fibro-
sis drug evaluation test

Laudanna C
Universita di Verona, Dipartimento di Medicina, Sez. Patologia Generale
(FFC#13/2019. New)

Carlo Laudanna, resposabile del
progetto di ricerca

Background and rationale. Persistent lung inflammation is
a major cause of decline in respiratory function in cystic fibrosis
(CF) patients, and is a leading cause of morbidity and mortality.
In this context, activation of integrin mediated adhesion mediates
PMNs pro-inflammatory recruitment into the lung. We discovered
that CFTR regulates integrin activation by chemoattractants in
monocytes. Monocytes integrin activation is severely impaired in
CF, leading to unbalanced recruitment of phagocytes into lung pa-
renchyma, with exacerbated accumulation of PMNSs. Since CF is a
hereditary defect, our discovery identifies CF as a new type of Leu-
kocyte Adhesion Deficiency (LAD) disease (LAD-IV). This highlights
that a LAD background characterizes the pathogenesis of CF.

Hypotheses and objectives. By using specific monoclonal
antibodies, we have shown that CFTR controls LFA-1 affinity trig-
gering by chemoattractants in monocytes. Restoration of CFTR
function by targeted treatments restores LFA-1 activation in CF
monocytes. Thus, quantification of LFA-1 activation in monocytes
may represent a specific marker of CFTR activity and can be ex-
ploited to monitor the efficacy of CFTR-correcting compounds. The
objective of this project is thus to demonstrate that measurement
of LFA-1 integrin activation in monocytes can be exploited to moni-
tor the outcome of patient treatments with Ivacaftor and Orkambi
CFTR correcting drugs.

Essential methods. Peripheral blood will be collected from a
minimum of 10 controls and 10 selected CF patients for each type
Il or lll mutations, before and after therapy. KIM127 and 327C-327A
monoclonal antibodies will detect, respectively, LFA-1 low-interme-
diate and high affinity conformational epitopes. Integrin triggering
will be induced with classical chemoattracts (fMLP, C5a, LTB4). Quan-
tification of integrin activation will be evaluated by flow cytometry
and in standard adhesion assays.

Expected results and spin-off. We will validate a novel ap-
proach to CF patient monitoring, based on analysis of LFA-1 activa-
tion states in CF monocytes. The new approach, exploiting minimally
invasive tissue procurement and highly sensitive assays, has the po-
tential of greatly improving the predictive and monitoring capability
for novel CFTR corrector/potentiator therapies, thus allowing a per-
sonalized approach to CF treatment.

Attivazione integrinica monocitaria come test di
valutazione di farmaci per la Fibrosi Cistica

Premesse. Linflammazione polmonare persistente & una delle
principali cause di declino della funzione respiratoria nei pazienti
con fibrosi cistica (CF) ed & una delle cause di morbilita e mortalita.
In questo contesto, |'attivazione integrinica media il reclutamen-
to pro-infiammatorio dei PMNs ( leucociti polimorfonucleati) nel
polmone. Recentemente, abbiamo scoperto che CFTR regola I'at-
tivazione delle integrine nei monociti. L'attivazione integrinica
bloccata nei monociti CF, portando a un reclutamento squilibrato
dei fagociti nel parenchima polmonare, con accumulo esacerbato
di PMNs. Poiché la CF & un difetto ereditario, la scoperta identifica
la CF come un nuovo tipo di malattia da insufficienza di adesione
dei leucociti (LAD-1V), indicando che un contesto LAD caratterizza
la patogenesi della fibrosi cistica.

Ipotesi. Usando anticorpi monoclonali specifici, abbiamo
dimostrato che CFTR controlla I'attivazione di LFA-1 da parte di
chemoattrattanti nei monociti. Il ripristino della funzione CFTR
mediante trattamenti mirati ripristina l'attivazione di LFA-1 nei
monociti CF. Pertanto, la quantificazione dell‘attivazione di LFA-1
nei monociti pud costituire un marcatore specifico dell'attivita di
CFTR e puo essere sfruttata per monitorare l'efficacia dei farmaci
che correggono la CFTR.

Obiettivo. Dimostrare che la misurazione dell'attivazione di
LFA-1 nei monociti puo essere utilizzata per monitorare l'esito dei
trattamenti dei pazienti con i farmaci correttivi Ivacaftor e Orkambi.

Pazienti, materiali e metodi. Sangue periferico da un minimo
di 10 controlli e 10 pazienti CF selezionati per mutazioni di tipo
Il o lll, prima e dopo la terapia. Anticorpi monoclonali KIM127 e
327C-327A cherrilevano, rispettivamente, epitopi conformazionali
LFA-1 di bassa-intermedia ed alta affinita. Attivazione di LFA-1 sara
indotta con fattori chemiotattici (fMLP, C5a, LTB4). La quantifica-
zione dell'attivazione di LFA-1 sara misurata mediante citometria a
flusso e saggi di adesione.

Risultati attesi e sviluppi. Convalida di un nuovo metodo di
monitoraggio dei pazienti CF, basato sull'analisi degli stati di atti-
vazione di LFA-1 nei monociti CF. Il nuovo approccio, che si basa
su ottenimento minimamente invasivo di campioni da pazienti e
analisi altamente sensibile, ha il potenziale di migliorare notevol-
mente la capacita predittiva e di monitoraggio per nuove terapie
correttrici di CFTR, consentendo cosi un approccio personalizzato
al trattamento della CF.



7. Phenotyping new genetically-diverse mouse
models mirroring the complexity of the Cystic Fi-
brosis pathology
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Background. In addition to the cystic fibrosis (CF) transmem-
brane conductance regulator (CFTR) gene defect, the severity of
pulmonary disease correlates also to other genetic factors. Several
CF mouse models were generated by using redundant genetic back-
grounds, whose do not represent the heterogeneity of the human
population. Thanks to a previous project (FFC# 11/2015), we gen-
erated two new CF mouse models (which we have named CC06_
CFTRtm1kth and CC037_CFTRtm1kth) carrying the AF508 mutation
in the different genetic background derived from the Collaborative
Cross (CC) mouse population.

Hypotesis and objectives. The hypothesis guiding our proposal
is that the mutation of CFTR in murine populations with genetic di-
versity may cause different pathological alterations not detected so
far. The final objective is to characterize the disease manifestations
in the two new CC_CF murine models.

Methods. CC_CF murine lines have been characterized for
spontaneous pathology and for susceptibility to P. aeruginosa lung
infection. Disease phenotypes have been dissected by monitoring
survival rate, body weight, hematological analysis and multiorgans
histopathology.

Results. Breeding of CC06_AF508-/+ heterozygotes does not
produce homozygotes mice CC06_ AF508-/- indicating potential
premature death in utero for this line. However, CC37_ AF508-/+
produces 10% of vital homozygotes mice CC37_ AF508-/-. CC37_
AF508-/- mice (CF) showed a significantly lower survival rate post
birth with reduced body weight in comparison to the congenic WT
mice. Hematological analysis showed significantly higher neutro-
phil in CF than WT, indicating an ongoing systemic inflammation.
Histopathology indicated that CF mice exhibit both the expected
CF-related gut pathology and, different from previous models,
alterations in the lungs. Bronchial epithelium of CF mice was dif-
fusely hyperplastic with multiple-layers of epithelial and increased
of goblet cells. Muco-obstructive alterations in the lungs were ob-
served in the trachea and major bronchi of CF mice. Additional
pathological phenotypes have been observed in other organs in-
cluding pancreas, heart, reproductive tract, spleen, thymus and
bone marrow.

Conclusions. CC lines greatly expanded the range of disease
phenotypes relative to classical inbred strains and may lead to the
generation of disease specific mouse model that potentially repro-
duce the CF human disease.

Caratterizzazione di nuovi modelli animali che
rispecchiano la complessita della malattia fibrosi
cistica

Ragioni dello studio. Ad oggi I'importanza del profilo gene-
tico individuale come determinante della gravita della malattia Fi-
brosi Cistica (FC) e stata trascurata. Infatti, sono stati sviluppati di-
versi modelli murini FC, utilizzando profili genetici ridondanti che
non rappresentano l'eterogeneita della popolazione umana. Grazie
al precedente progetto FFC# 11/2015, abbiamo generato due nuo-
vi modelli murini con FC, sfruttando una nuova popolazione muri-
na chiamata ‘Collaborative Cross' (CC). Rispetto ai modelli usati fino
ad ora, i CC rappresentano la diversita genetica della popolazione
umana.

Ipotesi e obiettivo. Lipotesi di questo progetto e che la muta-
zione del CFTR in popolazioni con profili genetici differenti possa
causare diverse alterazioni patologiche non descritte fino ad ora.
Lobiettivo finale & di caratterizzare le manifestazioni di malattia in
due nuovi ceppi murini di FC aventi la mutazione AF508 (chiamati
rispettivamente CC06_CFTRtm1kth e CC037_CFTRtm1kth).

Metodi. Le linee murine CC_FC sono state caratterizzate per pa-
tologia spontanea e suscettibilita all'infezione polmonare da P. ae-
ruginosa. | fenotipi della malattia sono stati analizzati monitorando
il tasso di sopravvivenza, il peso corporeo, I'analisi ematologica e la
necropsia multiorgano.

Risultati. Lincrocio di topi CC06_AF508-/+ eterozigoti non
produce topi omozigoti CC06_ AF508-/- indicando una potenziale
morte prematura in utero in questa linea. Tuttavia, la linea CC37_
AF508-/+ produce il 10% dei topi omozigoti CC37_ AF508-/- vitali.
I topi CC37_AF508-/- (FC) hanno mostrato un tasso di sopravvivenza
significativamente pil basso con un peso corporeo ridotto rispetto
alla controparte WT. L'analisi ematologica indica presenza di neutro-
fili significativamente piu numerosi nella FC rispetto al WT, indican-
do uminfiammazione sistemica basale. Lanalisi istopatologica ha
mostrato che i topi FC presentano sia I'attesa patologia intestinale
correlata alla FC sia, a differenza dei modelli precedenti, alterazioni
nei polmoni. Lepitelio bronchiale di topi FC e diffusamente iperpla-
stico con strati multipli di cellule epiteliali e aumento delle cellule
caliciformi. Alterazioni muco-ostruttive nella trachea e nei bronchi
principali sono state osservate nei topi FC. Altri fenotipi patologici
sono stati rilevati nel pancreas, cuore, tratto riproduttivo, milza, timo
e midollo osseo.

Conclusioni. Le linee CC hanno ampliato la gamma di fenotipi di
malattia rispetto ai ceppi murini utilizzati fino ad ora e hanno portato
alla generazione di modelli murini specifici della malattia che ripro-
ducono potenzialmente la malattia umana FC.

8. Bridging airway mucus-microbiota-host geno-
type to define novel cystic fibrosis animal models

Sipione B', Rossi G? Sanvito F3, Livraghi A* Pedemonte N>,
Bragonzi A'

'Infection and Cystic Fibrosis Unit, San Raffaele Scientific Institute,
Milan, Italy, ?School of Biosciences and Veterinary Medicine, University
of Camerino, Matelica, Italy, *Pathological Anatomy Unit, IRCSS San
Raffaele Scientific Institute, “Cystic Fibrosis/Pulmonary Research and
Treatment Center, The University of North Carolina at Chapel Hill,
USA, *UOC Genetica Medica, IRCCS Istituto Giannina Gaslini, Genova,
Italy. (FFC#2/2019. New)

Background. In humans, absence of CFTR-mediated CI secre-
tion causes airway surface dehydration, which leads to mucus stasis,
inflammation, infection and bronchiectasis. However, functional
ablation of Cftr in mice has never produced an overt pulmonary
phenotype. Since gene modifiers have been shown to modulate CF
lung pathology, we leveraged the Collaborative Cross (CC) mice to
recapitulate the allelic diversity of the human population and intro-
duced delF508 Cftr mutation to generate new CF mice. The CC37-
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delF508 line, generated in the project FFC#04/2017, exhibits major
muco-obstructive alterations in the lungs.

Hypotesis and objectives. The objectives of this project are to
establish if the host genetic background directly impacts: 1) distribu-
tion of airway mucus-secretory cells and the abundance of secreted
mucus; 2) airway ion transport and expression of CFTR; and 3) airway
mucus composition through modification of the host microbiome.

Preliminary results. CC murine lines were screened for sus-
ceptibility to bacterial infection, and line CC37 was selected for ex-
hibiting severe pneumonia. Next, the CFTR-delF508 mutation was
introduced in the CC37-delF508 line by backcrossing with C57Bl/6
Cftrmkh, Expectedly, CC37-delF508 CF mice exhibits high lethality,
failure to thrive and gut pathology. Different from previous models,
they also show major muco-obstructive alterations in the lungs.

Methods. Longitudinal characterization of airway mucus, ion
transport, and host microbiota will be performed in CC37-delF508
mice and upon antibiotics or laxative treatment.

Aim 1: the abundance/composition of airway mucus will be
quantified by AB-PAS staining, Muc5ac, and Muc5b western blot and
immunohistochemistry, and RNAscope analyses. Aim 2: modulation
of epithelial ion transport will be tested by ex vivo bioelectric meas-
urements and RNAscope localization of relevant mediators. Aim 3:
the composition of the host lung microbiome will be determined by
bacterial 16S ribosomal RNA gene quantification and sequencing.

Anticipated results. We will establish if the host genetic back-
ground affects: 1) abundance and/or composition of airways mucus;
2) epithelial ion transport components relevant to airway mucus clear-
ance; 3) host microbiome as relevant in airways mucus alteration.

Conclusions. We will provide a highly-needed CF small animal
model for basic and translational studies focused on disease mecha-
nisms and causes of phenotypic variation.

14:00 - 16:00

Correlare muco-microbiota-genotipo per definire
nuovi modelli animali di fibrosi cistica

Ragioni dello studio. Nei pazienti con FC, il gene difettivo
CFTR provoca una malattia polmonare principalmente caratteriz-
zata da: disidratazione delle vie aeree, stasi di muco, infiammazio-
ne, infezioni e bronchiectasie. Ulteriori fattori critici che possono
influenzare la gravita della patologia polmonare FC sono i geni
modificatori di CFTR. | modelli animali FC di piccola taglia generati
fino ad ora, aventi mutazione funzionale di CFTR, hanno mostrato
minori alterazioni patologiche nei polmoni. Nonostante nell'uomo
vi siano evidenze che, oltre a mutazioni in CFTR, anche la diversita
genetica individuale possa determinare una sostanziale variazio-
ne fenotipica, non sono stati generati modelli animali che replichi-
no tali caratteristiche della popolazione umana. Pertanto, gli studi
di base e traslazionali nel campo della FC sono stati ostacolati dalla
mancanza di modelli adeguati che riproducano fedelmente la ma-
lattia dell'uomo. Questo ha lasciato senza risposta importanti do-
mande sulla patogenesi e sulla possibilita di testare correttamente
l'efficacia delle terapie.

Ipotesi e obiettivo. Sfruttando i topi Collaborative Cross (CC)
per replicare le variazioni genotipiche/fenotipiche della popola-
zione umana abbiamo generato un nuovo modello murino con
la mutazione CFTR-F508del. Questo modello mostra importanti
alterazioni muco-ostruttive nei polmoni e potrebbe rispondere a
molte questioni ancora aperte riguardanti la patologia FC.

Metodi. Quattro diversi gruppi di ricerca metteranno a dispo-
sizione le loro competenze e risorse utilizzando un approccio mul-
tidisciplinare. L' esperienza nello studio della patologia, le tecniche
di elettrofisiologia, la fenotipizzazione del muco, la conoscenza
del microbioma e padronanza del modello animale di malattia,
saranno le competenze chiave fondamentali per il successo del
progetto.

Risultati attesi. In questo progetto, stabiliremo se, come e in
che misura il profilo genetico dell'ospite influisca: 1) sull’abbon-
danza e/o la composizione del muco delle vie aeree; 2) sul muco
delle vie aeree attraverso la modulazione del trasporto ionico epi-
teliale; 3) sempre sul muco delle vie aeree attraverso l'alterazione
del microbioma dell'ospite.

Conclusioni. Ci si aspetta che questi sforzi possano fornire un
nuovo modello per la FC focalizzato sui meccanismi di malattia e
sulle cause della variazione fenotipica. Inoltre, le conoscenze ge-
nerate avranno una ricaduta sui pazienti FC, aprendo nuove ipo-
tesi e contribuendo a comprendere meglio la fisiopatologia FC a
diversi livelli.
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9. Cystic Fibrosis screen positive inconclusive di-
agnosis (CFSPID): an italian multicenter survey
evaluating prevalence, clinical data, manage-
ment and outcome

Terlizzi V', Padoan R? Tosco A3, Claut LE*
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Milano (FFC#30/2018, Ongoing)

Background and rationale: further research is needed to de-
termine the prognosis and the appropriate follow up (FU) of Cystic
Fibrosis (CF) screen positive inconclusive diagnosis (CFSPID).

Hypothesis and objectives: 1.(retrospective) to collect clinical
data and information on FU of CFSPID subjects (CFSPIDs) from 6
Italian CF Centers; 2. (prospective) to standardize sweat testing (ST)

Vito Terlizzi, responsabile del
progetto di ricerca

timelines, diagnostic criteria and genetic testing during CFSPIDs’ FU.

Essential methods: NBS positive infants born from 01.01.2011
to 31.08.2018 and diagnosed CF or CFSPID were enrolled. CF patients
(CFp) diagnosed by meconium ileus were excluded. Data were retro-



spectively retrieved about ST, genetics, clinical course and FU features.
Prospectively, we will follow CFSPIDs born in the period Sept. 2018-
Dec. 2019, performing ST every 6 months and Il and lll level CFTR tests.

Preliminary results: data about 324 CFSPIDs and 181 CFp were
collected. 20 CFSPIDs were diagnosed as CF (6.2%), 7 as CFTR-RD
(2.2%), 27 were healthy carriers (8.3%) and 16 healthy (4.9%), after
a mean FU of 487 days. 254 CFSPIDs were still in FU (78.4%). Only
15.5% CFSPIDs underwent a sweat test (ST) at least every 6 months.
Chest X-ray was prescribed to 50.6% CFSPIDs and a CT scan to 3.2%
of them. 27.8% CFSPIDs underwent respiratory FKT, mainly for pre-
vention (85.4%). Pneumonia occurred in 5.1% of CFSPIDs, pancrea-
titis in 1.3% and hyponatremic hypochloremic dehydration in 1.3%.
No CFSPIDs developed pancreatic insufficiency. Pharyngeal culture
was performed in 65.5% CFSPIDs: non chronic Pseudomonas aer-
uginosa (Pa) was found in 20.2% subjects, MRSA in 10.6%. 137 out
of 324 CFSPIDs (42.3%) had normal ST (group A): they received a
definitive diagnosis less frequently (4.4% vs 16.9%), performed more
often the throat swab (80.7% vs 57%) or presented more episodes of
pneumonia (8.1% vs 2.9%) than CFSPIDs with ST in borderline range
(group B). A great difference was found about the CFSPIDs’ manage-
ment during FU varying the length of FU (182.6-815.6 days), the fre-
quency of ST at least every 6 months (0-34.8%) and the percentage
of CFSPIDs without a final diagnosis (40.6-100%).

Conclusions: our data show a high number of CFSPIDs followed
by 6 CF Italian centers and without a conclusive diagnosis. CFSPIDs
have a better clinical course than CFp although they may develop
complications such as pneumonia or pancreatitis. The FU manage-
ment by CF centers is notably variable. A standardization of clinical
approach to CFSPIDs is needed.

Diagnosi inconclusiva di fibrosi cistica da scree-
ning neonatale positivo (CFSPID): studio osser-
vazionale multicentrico per valutare prevalenza,
dati clinici, gestione ed outcomes in 6 centri ita-
liani di riferimento regionale

Ragioni dello studio: lo screening neonatale per la Fibrosi
Cistica (FC) puo identificare neonaticon diagnosi non conclusiva
(I"acronimo inglese & CFSPID, “Cystic fibrosis screen positive incon-
clusive diagnosis”), ad esempio perché aventi valori del test del
sudore (TS) nel range borderline. Sono necessari ulteriori studi per
definire la gestione, 'andamento clinico e la durata del follow-up.

Ipotesi ed obiettivi: il progetto nasce dall'ipotesi che i cen-
tri coinvolti seguano in follow up un elevato numero di soggetti
CFSPID con grande variabilita nella gestione clinica, nella tempi-
stica di esecuzione e nell'andamento del test del sudore. Il nostro
obiettivo € raccogliere retrospettivamente dati sui lattanti CFSPID
e sui soggetti FC e prospetticamente uniformare il comportamen-
to dei centri nei soggetti CFSPID.

Metodi essenziali: dopo approvazione del progetto da parte
dei comitati etici locali, abbiamo retrospettivamente raccolto dati
clinici, laboratoristici, genetici e microbiologici dei bambini posi-
tivi allo screening neonatale, nati tra il 01.01.2011 e il 31.08.2018
e che hanno ricevuto diagnosi di FC o non conclusiva di CFSPID.
Dati prospettici saranno raccolti per i bambini con diagnosi di
CFSPID nati dal 01.09.2018 al 31.12.2019 e seguiti in follow up fino
al 30.06.2020, effettuando in modo univoco il TS ogni 6 mesi e il
test genetico di Il e lll livello.

Risultati preliminari: sono disponibili i dati retrospettivi di
324 CFSPID e 181 pazienti FC. Al termine di un follow up medio
di 487 giorni, 20 CFSPID hanno ricevuto diagnosi definitiva di FC
(6.2%), 7 di patologia CFTR correlata (2.2%), 27 sono portatori sani
(8.3%), 16 soggetti sono sani (4.9%). 254 CFSPID (78.4%) sono an-
cora in follow up. Soltanto il 15.5% ha effettuato il test del sudore
almeno ogni 6 mesi. | soggetti CFSPID hanno sviluppato episodi
di polmonite (5.1%), pancreatite (1.3%) o disidratazione (1.3%). La
tendenza dei centri & di effettuare nei soggetti CFSPID esami ra-
diologici (50.6%), microbiologi (65.5%) e prescrivere la fisioterapia
respiratoria (27.8%) anche in assenza di sintomi o test del sudore
nella norma.

Conclusioni: la gestione clinica dei soggetti CFSPID e la tempi-
stica di esecuzione del test del sudore & molto variabile nei centri
italiani coinvolti. | soggetti CFSPID, pur avendo un andamento cli-
nico meno severo rispetto ai casi di FC, possono presentare com-
plicanze quali episodi di disidratazione, polmonite o pancreatiti.

10. Early Derangements of Glucose Tolerance in
Cystic Fibrosis: effect of CFTR Modulators
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Background and Rationale. Diabetes (CFRD) is a frequent and
serious complication in Cystic Fibrosis (CF), caused by defects in insu-
lin secretion (Moran et al. 2009). New modulator therapies targeted
at CFTR have become available raising hope to prevent or treat CFRD
(Clancy et al. 2019). Current evidence does not support significant ef-
fects but several issues have complicated this assessment: the natu-
ral history of insulin secretory defects is unclear in early life according
to CFTR genotypes, but therapy is offered earlier now than in initial
studies and for few mutations.

Hypothesis and Objectives. We hypothesize that CFTR modu-
lators can ameliorate insulin secretory defects, but, in previous stud-
ies, the endocrine pancreas damage may have been too advanced
for therapy to be effective.

The objectives: to evaluate whether 1-yr modulators treatment
ameliorates the insulin secretory, sensitivity and glucose tolerance
parameters in 6-11 years old subjects compared to the course of chil-
dren with the same mutations on conventional therapy; to begin a
natural history study in the carriers of mutations still not eligible for
modulators.

Essential methods. We will initiate a prospective multicenter
study of glucose tolerance in a cohort of CF subjects 6-11 yr old using
repeated OGTTs as previously developed to assess the insulin secre-
tion parameters along with pulmonary, exocrine pancreatic and liver
function and nutritional status assessment. Subjects who become
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eligible to CFTR modulators will be studied at therapy onset. All sub-
jects will repeat the OGTT after 1 yr.

Preliminary results. We have previously described the insulin
secretory responses using a modified Oral Glucose Tolerance Tests
(OGTT) protocol in CF patients followed at the CF center in Milan and
are collaborating to build reference values at national and interna-
tional level (Battezzati et al. 2015). Data on early glucose tolerance
defects were not systematically collected.

Conclusions. Evaluation of modulators effects on insulin secre-
tory, sensitivity and glucose tolerance parameters and initial descrip-
tion of natural history in patients still not receiving modulators, to
provide valuable background data for future therapies assessment.
This clinical study will evaluate the effectiveness of therapies target-
ed to the basic CFTR defect on an important CF complication and will
fill gaps in knowledge in its natural history.

Alterazioni precoci della Tolleranza al Glucosio in
Fibrosi Cistica: effetti dei Modulatori di CFTR

Problema e ragioni dello studio. Il diabete in fibrosi cistica
(CFRD) e una complicanza frequente e severa causata da un de-
ficit progressivo di secrezione insulinica. Nuovi farmaci, mirati a
modulare il difetto genetico di base, sono diventati disponibili
nella pratica clinica, aprendo la possibilita di prevenire o trattare
il CFRD. Inizialmente non sono emersi effetti netti, ma manca-
no i dati nelle prime fasi della vita e per diversi genotipi. Oggi,
la terapia con modulatori é offerta per poche mutazioni in eta
piu precoce rispetto agli studi iniziali. Per poter dare una risposta
bisogna conoscere al meglio il decorso dei deficit di secrezione
insulinica in eta precoce.

Ipotesi e obbiettivi. Noi ipotizziamo che i farmaci modulatori
possano migliorare la secrezione insulinica, ma che nei primi studi
la terapia sia stata somministrata in fase troppo avanzata per risul-
tare efficace. Ci poniamo quindi l'obiettivo di valutare se il tratta-
mento con i modulatori possa migliorare la secrezione insulinica
in pazienti piu giovani, dai 6 agli 11 anni rispetto al decorso di chi
non ha ancora l'opportunita di ricevere questi farmaci, anche per-
ché portatori di mutazioni per cui non vi & ancora indicazione.

Metodi essenziali. Useremo il carico orale di glucosio (OGTT)
come metodo sperimentale (gia indicato come screening annuale
dalle linee-guida) per identificare le alterazioni di secrezione insu-
linica e lo ripeteremo a distanza di un anno in tutti i bambini dai 6
ai 12 anni afferenti ai centri coinvolti. | pazienti per cui e indicata
la terapia ma sono ancora in attesa ed i pazienti con mutazioni per
cui non vi € ancora indicazione verranno inclusi ugualmente e se
ne valutera presenza e decorso naturale dei deficit secretori.

Risultati preliminari. In uno studio precedente abbiamo de-
scritto la risposta secretoria dell'insulina utilizzando un protocollo
modificato di OGTT in pazienti con fibrosi cistica seguiti presso il
centro di Milano. Stiamo inoltre collaborando per elaborare valori
di riferimento della secrezione insulinica a livello nazionale e in-
ternazionale.

Conclusioni. Lo studio permettera di comprendere se i nuovi
farmaci modulatori hanno un effetto sulle alterazioni che portano
al diabete in FC e di aumentare le conoscenze sulle fasi precoci
della sua storia naturale. Questo permettera la valutazione dell’ef-
ficacia dei modulatori nel prevenire i meccanismi di diabete e un
chiarimento del suo decorso naturale per una migliore previsione
dell'effetto delle terapie future.

11. Therapeutic potential of a long-acting lung-
specific DNase (DNase2b) for the treatment of CF

Grigoletto A', Danila Delfino D?, Mori G?, Bizzotto G', Rivetti
C?, Percudani R?, Pasut G'

'Pharmaceutical and Pharmacological Sciences, University of Padua,
“Dipartimento di Scienze Chimiche, della Vita e della Sostenibilita
Ambientale Universita di Parma, (FFC#9/2018, Ongoing)

Percudani, partner

Background/Rationale. CF respiratory symptoms can be treat-
ed with recombinant human deoxyribonuclease | (rhDNase, Pulmo-
zyme®) thanks to its mucolytic activity. However, rhDNase has im-
portant issues: short residence time in the lungs and non-responders.
Interestingly, other human DNases (DNase2b and DNase1L2) have
therapeutic potential for CF but so far have not been considered. Fa-
vourable properties of these DNases could be enhanced by conjuga-
tion with polyethylene glycol (PEG), for a prolonged residence time
in the lungs.

Hypothesis and Objectives. To develop and study long-acting
forms of alternative DNases with improved catalytic properties to
manage the pulmonary symptoms of CF. The obtained endonu-
cleases will promote mucus thinning by cleaving the DNA of dead
neutrophils. To overcome the present limitations of rhDNase by PEG
conjugation, which will prolong the action of DNase and prevent its
inhibition and degradation.

Essential Methods. Recombinant expression of DNase2b
and DNasell2 was carried out in bacterial and yeast systems.
DNase2b was poorly soluble and with no detectable activity in
both expression systems. DNase1L2 was obtained in soluble and
active form in the methylotrophic yeast Pichia pastoris and was
purified by anion-exchange chromatography. DNase activity was
analysed by using supercoiled plasmid DNA as substrate. PEGyla-
tion of DNase has been firstly studied with commercial rhDNase.
After unsuccessful attempts with enzymatic methods the three
different conjugates were obtained by using PEG20kDa linked
at the protein N-terminus, PEG2kDa-aldehyde linked to lysines
or PEG1056Da-NHS linked to lysines. The activity retention was
studied by Kunitz assay.

Preliminary results. DNase1L2 is active in a broad range of
pH from 4 to 8.5, with optimum between 5 and 6, and requires two
divalent cations (i.e. Ca2+ and Mg2+). The three different rhDNase
conjugates were characterized regarding the number of PEG chains
conjugated per protein unit and the residual activity. The conjugate
with PEG2kDa had an average of 2.8 polymer chains per protein with
an residual activity of 88.7% with respect to native rhDNase, the con-
jugate with PEG1056Da-NHS has an average of 2 chains per protein
and an activity of 34.7% and the last with PEG20kDa has a single
chain per protein and a residual activity of 16.6%.

Conclusions. In this first year i) we have produced and purified
recombinant DNase1L2 and characterized its activity in vitro; ii) we
have settled the conditions of PEGylation of DNase proteins with
short polymer chains to favour the mucus penetration and retain the
enzymatic activity on mucus thinning.

Studio del potenziale terapeutico di una DNasi
polmonare ad azione prolungata per il tratta-
mento della fibrosi cistica



Problema e ragioni dello studio. | sintomi respiratori FCpos-
sono essere trattati con deossiribonucleasi umana ricombinante |
(rhDNase, Pulmozyme®) grazie alla sua attivita mucolitica. Tutta-
via, rhDNase ha problemi importanti: il suo breve tempo di per-
manenza nei polmoni e non responsivita al trattamento. E inte-
ressante notare che esistono altre DNAsi umane, tra le quali due
DNasi espresse in particolare in polmone ed epidermide (DNa-
se2b e DNase1L2), che hanno un potenziale terapeutico per la FC
ma finora non sono state prese in considerazione. Le proprieta
favorevoli di queste DNAsi alternative potrebbero essere migliora-
te mediante coniugazione con polietilenglicole (PEG), per aumen-
tare il tempo di permanenza nei polmoni nella loro forma attiva.

Ipotesi e obiettivi. i) Sviluppare e studiare forme a lungo ef-
fetto delle DNasi alternative con proprieta catalitiche piu efficienti
per gestire i sintomi polmonari della FC. Le endonucleasi ottenute
promuoveranno la fluidificazione del muco tagliando il DNA dei
neutrofili morti. ii) Superare le attuali limitazioni della rhDNase
mediante coniugazione del polimero PEG, che prolunghera l'azio-
ne delle DNasi e ne impedira l'inibizione e la degradazione.

Metodi essenziali. DNase2b e DNase1L2 sono state espres-
se in forma ricombinante in batterio e lievito. DNase2b é risultata
poco solubile e con attivita non rilevabile in entrambi i sistemi di

espressione. DNase1L2 e stata ottenuta in forma solubile e attiva
nel lievito metilotrofico Pichia pastoris e purificata per cromatogra-
fia a scambio anionico. Lattivita DNasica & stata analizzata utiliz-
zando DNA plasmico superavvolto come substrato. La PEGilazione
e stata in questo primo anno studiata su rhDNase ottenendo tre
diversi coniugati, i quali sono stati caratterizzati per determinare
I'attivita enzimatica residua.

Risultati preliminari. DNase1L2 é attiva in un ampio range
di pH da 4 a 8.5, con optimum tra 5 e 6, e necessita di due catio-
ni divalenti (Ca2+ and Mg2+). | tre coniugati sono stati ottenuti
con buone rese, e in un caso & stato possibile preservare oltre 88%
dell'attivita della proteina dornase, che pero presenta i limiti so-
prariportati di una veloce perdita di efficacia. Questo coniugato
pemettera una azione fluidificante sul muco per tempi piu lunghi
rispetto alla dornase attuale.

Conclusioni. In questo primo anno i) abbiamo prodotto e pu-
rificato DNase1L2 ricombinante e ne abbiamo caratterizzato |'at-
tivita in vitro; ii) abbiamo stabilito le condizioni di coniugazione
del polimero PEG alle proteine DNasi e I'uso di catene polimeriche
corte permettera di favorire la penetrazione nel muco e mantene-
re l'attivita enzimatica sulla fluidificazione del muco.

ALTERNATIVE ANTIMICROBIAL STRATEGIES

12. Ex vivo study on Type | and Ill interferon re-
sponse and virus-bacteria interactions in cystic
fibrosis patients: a new approach to try to devel-
op alternative therapeutic strategy

Antonelli G
Department of Molecular Medicine, Laboratory of Virology, “Sapienza”
University, Rome (FFC#14/2018, Ongoing)

Guido Antonelli, responsabile
del progetto

Background and rationale. The dual effects of type | and Il
interferon (IFN-I/1ll) in tuning inflammation and tissue damage has
been pursued in several respiratory diseases, but the IFN-signaling in
cystic fibrosis (CF) is much less understood.

Hypothesis and objectives.IFN-I/Ill activity as well as innate
immunity might be a double-edged sword which strives to strike
a delicate balance between eradication of the infection/recovery
and immunopathogenesis in CF disease. Our aims are: i) to assess
the clinical value of IFN signature in CF progression; ii) to ascertain
whether virus-bacteria coinfection compromises the IFN response
and consequently affects disease severity.

Essential methods. Respiratory samples were collected from CF
patients (n=309) enrolled at the regional reference center for Cystic
Fibrosis at Sapienza University Hospital “Policlinico Umberto I” dur-
ing clinical routine. Together with canonical microbiological investi-
gation, human rhinovirus HRV and Merkel cell polyomavirus MCPyV
were examined by current criteria in respiratory samples. Expression

of toll like receptors (TLRs) was also measured by real time PCR. Sta-
tistical analysis was performed using SPSS v.20.0.

Preliminary results. HRV positivity was found in 80 out of 515
respiratory samples (15.5%) with a similar rate in all age groups (0-10
years, 11-24 years, =25 years). Since TLRs are the triggers of a multi-
faceted network that promotes both the IFN-I/lll and inflammatory
response, expression of TLRs was compared between the above (60
out of 80) HRV infected patients and HRV negative CF patients. Re-
sults showed that HRV infected patients express higher airway levels
of TLR2 and TLR4 compared to those without HRV infection. Interest-
ingly, the level of expression of TLR2 and TLR4 correlates with high
level of HRV viral load in CF patients. HRV positive patients coinfected
with S. aureus or P. aeruginosa showed enhanced amounts of TLR2
and TLR4-mRNAs expression. Moreover, in order to gain new insights
into a potential pathogenic role played by viruses, other than HRV, in
CF, we determined frequency of MCPyV in the upper respiratory tract
of a subgroup of CF patients (n=249). MCPyV DNA was detected in
65 out of 249 samples analyzed (26%), a percentage that was higher
than that recorded in individuals not affected by CF (0.8%). An asso-
ciation between the presence of MCPyV and the concurrent isolation
of S. aureus was also found.

Conclusions. Although preliminary, our results gain new in-
sights into the virus-bacteria coinfection in promoting a dysregu-
lation of IFN signaling in CF patients. The final aim is to identify CF
patients at risk of developing complications and to contribute to the
development of new therapeutic approaches.

Studio ex vivo sulla risposta dell'interferon di tipo
I/11l e sull'interazione virus-batteri nei pazienti af-
fetti da Fibrosi Cistica: un nuovo approccio nello
sviluppo di strategie terapeutiche alternative

Ragioni dello studio. Gli interferon di tipo | e lll (IFN) (proteine
prodotte naturalmente dalle cellule, n.d.r). sono coinvolti nella di-
fesa antimicrobica e nell'induzione di una risposta inflammatoria,
ma sembrano esercitare anche un ruolo negativo nel controllo di
alcune infezioni respiratorie. Il profilo di espressione dell'IFN nei
pazienti FC non & stato ancora definito.

Ipotesi e obiettivi. Lipotesi del progetto & chiarire ruolo
dell’attivazione del pathway (percorso) dell'lFN in FC consideran-
do sia la sua azione come meccanismo di controllo delle infezio-
ni microbiche sia la sua azione favorente la disregolazione della
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risposta immune. In particolare, gli obiettivi che intendiamo per-
seguire sono i seguenti: i) caratterizzazione molecolare della si-
gnature (firma) dell'lFN in FC; ii) analisi delle interazioni dinamiche
tra batteri e virus respiratori e del loro impatto sulla risposta IFN
mediata nei pazienti FC.

Metodi essenziali. Durante il primo anno del progetto
sono stati raccolti campioni respiratori da pazienti FC (n=309)
afferenti al Centro di riferimento di fibrosi cistica dell'Ospedale
Universitario “Policlinico Umberto 1" di Roma. Oltre ai metodi
di indagine microbiologica di routine, sui campioni respiratori
sono stati eseguiti: rilevamento, quantificazione e tipizzazio-
ne di rinovirus e Merkel cell polyomavirus mediante tecniche di
PCR. Inoltre, il profilo di espressione genica dei Toll Like Recep-
tors (TLR), coinvolti nel pathway degli IFN, e stato esaminato
mediante Real time PCR.

Risultati preliminari. Una infezione da HRV é stata riscon-
trata in 80 dei 515 campioni respiratori (15.5%), raccolti durante
I'anno di osservazione, con percentuali paragonabili nei diversi
gruppi di eta analizzati (0-10 anni, 11-24 anni, >= 25 anni). Dall’a-
nalisi dell'espressione dei TLRs emerge che nei pazienti con una
infezione da HRV sono presenti livelli piu elevati di TLR2 e TLR4.
Inoltre, un'espressione maggiore di TLR2, TLR4 e TLR8 correla con
una carica virale piu elevata. | livelli dei TLRs sembrano variare an-
che in funzione delle specie batteriche, S.aureus e/o P.aeruginosa,
che colonizzano il tratto respiratorio dei pazienti FC. | principali
risultati ottenuti dalla ricerca del MCPyV-DNA indicano un'elevata
positivita al virus (26%) nei campioni respiratori dei pazienti FC, in
particolare in quelli con una infezione da S.aureus.

Conclusioni. Sebbene preliminari, i risultati sono rilevanti al
fine di comprendere gli effetti positivi e/0 negativi della risposta
IFN mediata che, come risvolto applicativo, ha quello di permette-
re di identificare i pazienti FC a rischio di sviluppare complicanze e
di contribuire allo sviluppo di nuovi approcci terapeutici.

13. Drug repurposing for antivirulence therapy
against Pseudomonas aeruginosa

Leoni L', Rampioni G', Baldelli V', Mellini M', Fortuna A,
Bragonzi A?

"University Roma Tre, Department of Science, Microbial Bio-
technology Lab., 2lmmunology, Transplantation and Infectious
Diseases, Infections and Cystic Fibrosis Unit, HSR Institute, Milan
(FFC#17/2018, Concluded)

Livia Leoni, quarta da destra, responsabile del progetto di ricerca con i
collaboratori

Background and rationale. The application of anti-virulence
drugs to treat chronic lung infections caused by Pseudomonas aer-
uginosa in cystic fibrosis (CF) patients has been hampered so far
by toxicity issues and limited knowledge about their efficacy on CF
strains. The state of the art knowledge about P. aeruginosa infection
in CF highlights three notions relevant for CF research: i) the drug
repurposing approach can be used for the identification of anti-vir-
ulence drugs with low toxicity and high probability of a rapid trans-
fer to the clinic; ii) any new compound active against P. aeruginosa
model (non-CF) strains should be proven to be active also against a

large proportion of strains isolated from CF patients, before further
development for CF therapy; iii) it is worth to test anti-virulence drugs
targeting the quorum sensing system of P. aeruginosa (pgs) for their
application to CF therapy.

Hypothesis and objectives. We have discovered a new anti-pgs
activity in three “old” FDA-approved drugs originally developed for
the treatment of diseases different from P. aeruginosa infection. The
possibility of repurposing these drugs to CF therapy was evaluated,
also in combination with antibiotics.

Essential methods. The anti-virulence activity of each one of
the three anti-pqs drugs was tested against a collection of 100 P. aer-
uginosa strains isolated from CF patients, having different antibiotic
resistance profiles. The interaction of the anti-pqs drugs with anti-
biotics commonly used in CF therapy was studied in P. aeruginosa
liquid and biofilm cultures.

Results. The anti-pgs drugs were significantly active against
a large percentage of CF strains, even if to different extents, and
showed no antagonistic effects toward antibiotics. In particular,
multidrug resistant (MDR) strains seemed to be particularly suscepti-
ble to one of these drugs, named clofoctol.

Conclusions. This comparative analysis of three anti-pgs drugs,
together with toxicity and pharmacokinetic considerations, support
clofoctol as the most promising antivirulence drug for repurposing
in CF therapy. However, additional confirmatory studies carried out
with a larger number of MDR P. aeruginosa CF isolates should be car-
ried out before proceedings with further studies in animal infection
models.

Vecchi farmaci con una nuova attivita anti-viru-
lenza contro Pseudomonas aeruginosa

Problema e ragioni dello studio. | farmaci anti-virulenza
inibiscono la capacita di Pseudomonas aeruginosa di produr-
re l'infezione, costituendo una promessa per lo sviluppo di te-
rapie innovative anti-Pseudomonas per la fibrosi cistica (FC). In
precedenza abbiamo scoperto che tre “vecchi” antibiotici svi-
luppati per il trattamento di infezioni diverse da quelle causate
da P. aeruginosa, hanno una attivita anti-virulenza nei confronti
di questo batterio. Poiché sono farmaci gia approvati per uso
nell'uomo, potrebbero giungere alla terapia pit velocemente di
molecole “nuove’, non caratterizzate dal punto di vista tossicolo-
gico e farmacologico.

Ipotesi e obiettivi. | ceppi di P. aeruginosa isolati da pazien-
ti con fibrosi cistica (ceppi FC) accumulano mutazioni che gli
consentono di adattarsi e persistere nel polmone, nonostante
le intense terapie antibiotiche. Questo implica che I'attivita di
un farmaco, attivo contro ceppi di P. aeruginosa da laboratorio,
debba essere confermata contro una collezione di ceppi isolati
dai pazienti FC, prima di passare a studi clinici. Lo scopo del pro-
getto e stato selezionare, tra tre farmaci con chiara attivita anti-
Pseudomonas, quello piu adeguato allo sviluppo di una terapia
specifica per i malati di FC.

Metodi essenziali. Lefficacia dei tre farmaci anti-virulenza ¢
stata testata in 100 ceppi di P. aeruginosa, diversi per suscettibilita
agli antibiotici, isolati da pazienti FC con infezione intermittente
o cronica. Linterazione di questi farmaci con antibiotici comune-
mente somministrati ai pazienti FC € stata testata usando modelli
in vitro di biofilm.

Risultati. Ognuno dei tre farmaci é attivo contro una buona
parte dei ceppi FC analizzati, soprattutto ceppi multiresistenti
agli antibiotici (MDR). Nessuno di questi farmaci ha un‘azione
antagonista rispetto ad antibiotici comunemente usati nella te-
rapia FC.

Conclusioni. Il confronto tra i tre farmaci anti-virulenza testati,
insieme alle loro caratteristiche di tossicita e farmacocinetica, sem-
bra identificare il clofoctol come quello con il piu alto potenziale
di trasferimento alla terapia dei malati FC. Questi dati dovrebbero
essere confermati da ulteriori studi condotti utilizzando un mag-
gior numero di ceppi MDR, prima di procedere con studi in modelli
animali.
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Background and rationale. Although changes in the CF mi-
crobiota composition around the time of exacerbations have been
described, the analysis of taxonomic assessment of CF lung micro-
biome and its functional potential have not been investigated yet.
In addition, no data are present on animal models, which are crucial
to complement human data and delineate mechanisms of microbi-
ome dynamics and also assist in the development of new therapies
to treat patients with CF.

Hypothesis and objectives. The general aim of this proposal is
to provide a more in-depth understanding of the lung microbiome
in humans and animal models. The specific aims are: understand
and describe the taxonomic and functional gene dynamics of the
lung microbiome of CF patients; evaluate the combined effect of Cftr
mutation and infection by P. aeruginosa on gut-lung microbiome in
wild type and CF mice.

Essential Methods. Twenty-two subjects with CF, with a severe/
moderate pulmonary disease, were followed over a 15-month period.
Functional and taxonomic features of bacterial airway microbiome
of CF patients were inferred from shotgun metagenomic data ob-
tained from sputum samples. Also, male Cftrtm1UNCTgN(FABPCFTR)
and their WT congenic mice were sacrificed at seven days post-infec-
tion to track changes of the gut and lung microbiome during chronic
infection.

Results. Microbial strain-level population structure from metage-
nomes revealed a constant strain-level signature of a subject’s mi-
crobiome over time, suggesting the substantial longitudinal strain
retention within the same microbial community. Time and exacerba-
tion events impacted the microbiota dynamic from both a functional
and a taxonomical perspective though the subject effect was highly
relevant. CFTR-deficient and WT congenic mice do not cluster sepa-
rately for lung following P. aeruginosa chronic infection, while a sepa-
ration of the gut microbiota with respect to the mutation was found,
suggesting that the CFTR genotype has more influence in our animal
model for the gut microbiota than for lung microbiota.

Conclusions. The lung microbiome of CF patients showed an
extraordinary resilience of the main CF pathogens with patient-spe-
cific colonization even at strain- level. Genes associated to metabolic
pathways (including antibiotic-resistance genes) were less variable
but highly patient-specific suggesting the need for future develop-
ment of personalized therapeutic approaches based on patient- spe-
cific airways microbiome. The possibility to analyze the microbiome
dynamics in CF airways will permit to discover novel biomarkers
involved in the pulmonary disease dynamics and can give us a set

of tools to unlock the potential of microbiome-based personalized
medicine in major disease areas including CF. Animal studies will
also assist in the development of microbiome manipulation of lung
microbiome aimed to restore “healthy” microbial communities.

Un’analisi metagenomica longitudinale per sco-
prire le forme microbiche della malattia polmo-
nare: verso la comprensione della complessita
delle interazioni ospite-microbiota negli esseri
umani e in modelli animali

Problema e ragioni dello studio. E ormai noto che la
composizione delle comunita batteriche nelle vie aeree durante
le esacerbazioni infettive FC subisce delle variazioni, tuttavia I'a-
nalisi dell'intero corredo genetico microbico (microbioma) e la re-
lazione con lo stato di malattia polmonare del paziente non sono
stati ancora investigati. Per comprendere pienamente le relazioni
funzionali tra microbioma polmonare e malattia FC sono cruciali i
modelli animali.

Ipotesi e obiettivi. Lobiettivo principale di questo progetto &
la comprensione piu approfondita della dinamica del microbioma
polmonare umano e nei modelli animali. Gli obiettivi specifici di
questa proposta sono: analizzare la composizione del microbioma
e delle sue modifiche in relazione all’avanzamento della malattia;
valutare l'effetto dell'associazione di mutazione del gene CFTR con
infezione da P. aeruginosa sul microbioma polmonare ed intestina-
le in topi FC.

Metodi essenziali. Ventidue soggetti con FC, con funziona-
lita respiratoria moderata-severa, sono stati seguiti nel corso di
15 mesi. | campioni di espettorato sono stati analizzati mediante
sequenziamento massivo per I'analisi delle caratteristiche funzio-
nali e tassonomiche del microbioma delle vie aeree. Infine, topi
CftrtmTUNCTgN (FABPCFTR) e wild type congenici sono stati sa-
crificati a sette giorni dall'infezione con P. aeruginosa per le suc-
cessive analisi dei cambiamenti del microbioma polmonare ed
intestinale durante l'infezione cronica.

Risultati preliminari. £ stata osservata una complessa tas-
sonomia del microbioma, sia negli espettorati provenienti dallo
stesso paziente sia tra diversi pazienti esaminati. | batteri patoge-
ni del tratto respiratorio FC hanno dimostrato di avere un'elevata
capacita di resilienza al trattamento antibiotico. Gli eventi di esa-
cerbazione e il tempo hanno influenzato la dinamica del micro-
bioma polmonare a livello funzionale e tassonomico. Inoltre, ogni
soggetto ha riportato una composizione specifica di geni e gruppi
tassonomici. | risultati dagli esperimenti murini hanno rivelato che
il microbioma polmonare nei topi FC e WT, infettati con P. aerugi-
nosa, non presenta differenze significative a differenza del micro-
bioma intestinale, suggerendo che in questo modello il genotipo
FC abbia un'influenza maggiore sul microbioma intestinale rispet-
to a quello polmonare.

Conclusioni. Abbiamo osservato un elevato grado di resilien-
za del microbioma polmonare delle vie aeree e una colonizzazione
paziente-specifica fino al livello di ceppo. | geni associati al micro-
bioma si sono rivelati specifici per il paziente; da qui la necessita di
sviluppare in futuro approcci terapeutici personalizzati basati sul
microbioma delle vie aeree del paziente. Lo studio della compo-
sizione del microbioma polmonare murino permettera di porre le
basi per lo sviluppo di nuovi approcci basati sulla manipolazione
del microbioma polmonare ai fini del ripristino di una comunita
microbica “stabile e sicura”.

15. Gallium as an antibacterial agent in cystic
fibrosis: animal studies for the delivery of inhal-
able formulations to the clinic

Visca P, Sorrentino R?
'Dipartimento di Scienze, Unita Microbiologia, Universita Roma Tre,
2Dip. di Farmacia, Universita di Napoli Federico Il (FFC#19/2019. New)
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Paolo Visca, responsabile del progetto, e Raffaella
Sorrentino, responsabile dell’'unita di ricerca partner

Background and rationale. Over the past 12 years, several
works have shown that Gallium [Ga(lll)] inhibits Pseudomonas aer-
uginosa (Pa) growth, acting as an iron mimetic'2. The perspective
of bringing Ga(lll)-based anti-Pa therapies to the clinic has recently
been substantiated by a pilot clinical trial showing favourable phar-
macokinetics, safety and tolerability profiles of intravenous (i.v.) ad-
ministered Ganite® [FDA-approved Ga(NO,) ] in CF patients chroni-
cally infected by Pa’.

Hypothesis and objectives. Drug delivery to the respiratory
tract has become of choice for CF lung infections treatment. The
main objective of this project is to provide evidence of in vivo anti-
bacterial activity of novel inhalable Ga(lll) formulations, to gain es-
sential pre-clinical insights for the delivery of improved/novel Ga(lll)-
based drugs to the clinic.

Essential methods. New Ga-based formulations will be gener-
ated, and their activity assessed on a representative collection of PaCF
isolates. Moreover, the immunomodulatory proprieties on human
monocytes/macrophages and the in vivo toxicity after administration
(intratracheal/intranasal) of Ga(lll) formulations will be investigated
in mice. The protective efficacy of the best Ga(lll) formulation after sin-
gle intratracheal administration ormultiple intranasal instillations
will be determined in a murine model of Palung infection.

Preliminary results. Our team has generated and in vitro tested
novel formulations for Ga(ll) inhalation therapy, and investigated
Ga(lll) pharmacology upon systemic (i.v.) and lung (local) administra-
tion in rats. Significant improvement of Ga(lll) persistence in lungs (the
target of the antibacterial therapy) and lower accumulation in kidney
(the target of the adverse effect) have been achieved through inhal-
able dry powders embedding Ga(lll)-loaded nanopatrticles, compared
with i.v. and intratracheal administration of Ga(NO,), solution.

Conclusions. In the worrying scenario of increasing antibiotic
resistance in Pa, the perspective of bringing Ga(lll)-based anti-Pa
therapies in CF patients is highly desirable. The identification of suit-
able Ga(lll) formulations and dosing regimens for successful treat-
ment of Pa lung infection in mice will foster future clinical applica-
tion of Ga(lll) for inhalation therapy in CF patients.

Il gallio come agente antibatterico in fibrosi cisti-
ca: studi preclinici di formulazioni inalabili a base
di gallio in modelli animali

Problema e ragioni dello studio. | pazienti con fibrosi cistica
(FC) incorrono in frequenti infezioni polmonari causate da ceppi
di Pseudomonas aeruginosa multi-resistenti a causa dei prolungati
trattamenti antibiotici. Vi € quindi la necessita di sviluppare nuovi
farmaci per contrastare l'infezione da P. aeruginosa. Studi del no-
stro ed altri gruppi di ricerca hanno dimostrato che il gallio [Ga(lll)]
inibisce la crescita di P. aeruginosa privando il batterio del ferro
necessario per la sua crescita. Recentemente uno studio clinico
condotto in pazienti FC con infezione cronica da P. aeruginosa ha
dimostrato che la somministrazione i.v. di Ganite [soluzione ac-
quosa di Ga(lll)-citrato] & ben tollerata e non determina l'insorgen-
za di effetti collaterali.

Ipotesi e obiettivi. Nei pazienti FC é preferibile la sommini-
strazione di farmaci attraverso le vie respiratorie al fine di raggiun-
gere una maggiore concentrazione del farmaco a livello polmo-
nare e ridurne gli eventuali effetti sistemici. Il presente progetto

(FFC#19/2019) & uno studio pre-clinico, condotto in modelli mu-
rini ed é finalizzato a dimostrare l'efficacia di formulazioni inala-
bili di Ga(lll) per contrastare le infezioni polmonari causate da P.
aeruginosa.

Metodi essenziali. Le formulazioni inalabili di Ga(lll) verranno
saggiate per le loro proprieta anti-batteriche in vitro su una colle-
zione rappresentativa di ceppi di P. aeruginosa isolati clinici, inclusi
pazienti FC. Saranno anche condotti studi in vivo, finalizzati a valu-
tare la tossicita e la capacita delle formulazioni a base di Ga(lll) di
proteggere da infezioni di P. geruginosa in un modello murino di
infezione polmonare.

Risultati preliminari. Il nostro gruppo di ricerca ha gia svilup-
pato nuove formulazioni inalabili di Ga(lll). In un modello di ratto,
tali formulazioni inalabili non hanno mostrato alcun effetto tossi-
co rispetto alla Ganite, ed al contempo hanno anche determinato
un significativo aumento della persistenza del Ga(lll) nel polmone
(organo bersaglio della terapia) e una riduzione della presenza di
Ga(lll) nei reni (principale bersaglio degli effetti tossici).

Conclusioni.Prevediamo di identificare la migliore formula-
zione di Ga(lll) e la dose necessaria per il trattamento di infezioni
polmonari in un modello murino d‘infezione polmonare. Auspi-
chiamo che questo progetto renda possibile la futura applicazione
clinica delle formulazioni inalabili Ga(lll) per il trattamento dell'in-
fezione polmonare da P. aeruginosa nei pazienti FC.

16. Pharmacological inhibition of colistin resis-
tance in gram-negative cystic fibrosis pathogens

Ascenzioni F', Imperi F?, Botta B®

'Dip. Biologia e Biotecnologie C. Darwin, Universita La Sapienza, Roma,
Dip. Scienze, Universita Roma Tre, *Dip. Chimica e Tecnologia del
Farmaco, Universita La Sapienza, Roma (FFC#15/2019. New)

Fiorentina Ascenzioni, seconda da destra, con il ricercatori del suo
laboratorio

Background and rationale. Antibiotic resistance limits our
ability to treat lung infections in CF. Old antibiotics, such as colistin,
have been reintroduced to treat multidrug resistant Gram-negative
infections. This has inevitably led to the spread of colistin-resistant
isolates, which in some CF centers reached rates close to 50% (1).
Colistin is a cationic peptide that interacts with the lipid A moiety
of the lipopolysaccharide (LPS), causing membrane destabilization
and cell death. Strong experimental evidence demonstrated that
in Pseudomonas aeruginosa colistin resistance depends on the co-
valent addition of 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (Ara4N) to lipid A,
that reduces colistin affinity for LPS (2,3).

Hypothesis and objectives. Through a target-based drug dis-
covery approach, we have recently identified a lead compound able
to potentiate colistin activity in vitro. This project aims to develop de-
rivatives with improved potency and/or specificity, and to investigate
their mechanism of action, range of activity, toxicity and efficacy of
the lead compound and/or its derivatives.

Essential methods. Compound optimization will be performed
by iterative cycles of drug design and in vitro activity assessment. The
mechanism of action will be verified by mass spectrometry analysis
of the external membrane components and biochemical characteri-



zation of the interaction with the putative target. The range of ac-
tivity of the most promising compounds will be determined using a
panel of colistin-resistant clinical isolates, while their toxicity and ef-
ficacy will be assessed in different in vitro and in vivo model systems.

Preliminary results. Taking advantage of the resolved struc-
ture of ArnT (4), the last enzyme of the pathway leading to lipid A
aminoarabinosylation, we performed an in silico molecular docking
approach that allowed to identify a compound capable to potenti-
ate colistin activity against a colistin-resistant P. aeruginosa tester
strain at relatively low concentrations. Based on computational and
organic chemistry studies, some analogues have already been syn-
thesized and will represent the starting point of the project.

Conclusions. We expect to develop small molecule(s) with drug-
like features and with activity against colistin-resistant P. aeruginosa
strains. As very few treatment options exist for colistin-resistant CF
infections, drugs that restore sensitivity in colistin-resistant isolates
would represent a valuable therapeutic tool for these difficult-to-
treat infections.

Inibizione farmacologica della resistenza alla
colistina in patogeni gram-negativi della fibrosi
cistica

Problema e ragioni dello studio. La resistenza agli antibiotici
complica il trattamento delle infezioni polmonari in fibrosi cistica.
Vecchi antibiotici, come la colistina, sono stati reintrodotti per il
trattamento delle infezioni multiresistenti ai farmaci, ma questo
ha inevitabilmente portato alla diffusione di batteri insensibili
anche a questi antibiotici. La colistina agisce destabilizzando la
membrana esterna dei batteri Gram-negativi. Pseudomonas aeru-
ginosa, il principale patogeno in fibrosi cistica, acquisisce resisten-
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za alla colistina mediante una specifica modificazione della mem-
brana esterna che la rende inattaccabile dall’antibiotico.

Ipotesi e obiettivi. Mediante un approccio di disegno razio-
nale di nuovi farmaci, il nostro gruppo ha recentemente identifica-
to un composto in grado di potenziare |'attivita della colistina. Lo-
biettivo di questo progetto e l'ottimizzazione di questo composto,
in termini sia di attivita che di specificita, Inoltre, ci proponiamo di
studiarne il meccanismo di azione, lo spettro di attivita, la tossicita
e l'efficacia.

Metodi essenziali. || composto sara ottimizzato mediante
cicli successivi di sintesi di nuovi derivati e valutazione della loro
attivita. Il meccanismo d'azione sara verificato investigandone I'ef-
fetto sulla struttura della membrana esterna e caratterizzandone
I'interazione con il bersaglio molecolare. Lo spettro di attivita sara
valutato su diversi isolati clinici resistenti alla colistina, mentre la
tossicita e l'efficacia saranno verificate in sistemi modello sia in vi-
tro che in vivo.

Risultati preliminari. Partendo dalla struttura tridimensiona-
le dell'enzima responsabile della modificazione della membrana
esterna responsabile della resistenza alla colistina, ed utilizzando
sistemi informatici, abbiamo identificato un composto in grado di
ristabilire |'attivita della colistina contro un ceppo di P. aeruginosa
colistina-resistente. Mediante approcci di chimica organica e com-
putazionale, alcuni analoghi di questo composto sono gia stati
sintetizzati e rappresenteranno il punto di partenza del progetto.

Conclusioni. Ci aspettiamo di sviluppare molecole, con pro-
prieta farmacologiche ottimali, attive contro i ceppi di P. aerugi-
nosa resistenti alla colistina. Il raggiungimento di questo obiettivo
contribuira a mantenere in vita I'attivita antibiotica della colistina,
che ad oggi rappresenta una delle ultime risorse per il trattamento
delle infezioni da Pseudomonas multiresistente.
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17. Extracorporeal photopheresis as induction
therapy to prevent acute rejection after lung
transplantation in cystic fibrosis patients

Nosotti M', Righi I', Trabattoni D?, Clerici M?, Ibba S?, Fenizia C?,
Morlacchi L3, Rossetti V3, Torretta L%, Mocellin C*, Prati L, Lazzari
L5, Buono G®, Blasi F3
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Granda Ospedale Maggiore Policlinico, Milan. (Dipartimento di
Fisipatologia Medico Chirurgica e dei Trapianti, Universita degli studi
di Milano), *Laboratorio di Immunologia, Dipartimento di scienze
biomediche cliniche L. Sacco, *Pneumology and respiratory medicine
Unit, Fondazione IRCCS Ca Granda Ospedale Maggiore Policlinico,
Milano (Dipartimento di Fisipatologia Medico Chirurgica e dei Trapianti,
Universita degli studi di Milano), “Trasfusional and Apheresis Unit,
Fondazione IRCCS Ca Granda Ospedale Maggiore Policlinico, Milano,
SCell Factory Unit of Regenerative Medicine, Fondazione IRCCS Ca Granda
Ospedale Maggiore Policlinico, Milano (FFC#24/2017. Concluded)

Mario Nosotti, responsabile
del progetto di ricerca

Background and rationale. Acute rejection (AR) is common in
the first year after lung transplantation (LTx). AR has usually been re-
versible with treatment, but it can trigger chronic transplantation re-
jection (CTR) that is the leading causes of late morbidity and mortal-
ity. Extracorporeal photopheresis (ECP) has emerged as a promising
treatment for chronic rejection. Patients affected by cystic fibrosis
(CF) are more likely exposed to infections after LTx, and this can lead
to episodes of rejections, both acute and chronic.

Hypothesis and objectives.This study aims to verify, in recipi-
ents suffering from cystic fibrosis, whether the induction therapy
with ECP can decrease the rate of AR, in order to impact positively on
chronic rejection, that is the main cause of mortality in LTx (primary
end points: survival, AR). Moreover, the safety and efficacy of ECP will
be evaluated and also the infections rate. The expected results are
the reduction of acute rejection episodes in its clinical, histopatho-
logic and humoral manifestations.

Essential methods.This is a pilot study, single center, random-
ized controlled, single blind, 2 parallel arms: 12 patients are in the
study group (ECP and standard therapy) and 12 patients are in the
control group (standard therapy). Analyses ofimmune cell functions
(in presence/absence of polyclonal or allo-specific stimulus), inflam-
matory status and vescicles were performed on blood and bron-
choalveolar lavage at different time points in the first year after LTx.
AR episodes and infections will be recorded clinically, hystologically
and microbiologically. We recorded also every adverse event.

Results. The study started on 15" September 2018, and since
then we enrolled 12 patients. Preliminary data on the first ten pa-
tients (6 ECP and 4 CTR) are reported. There was one drop-off due to
psychological difficulties. One patient in the control group died for
sepsis due to pneumonia on 10 post-operation day.No AR episodes
were observed and no adverse events due to ECP were recorded.
Immune parameters were evaluated at different time points in the
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first year after LTx. In ECP compared to CTR patients: 1) regulatory
T cells (Treg) as well as IL10 production by Treg were increased; 2)
IL17-secreting Th17 as well as Th1 T cells were reduced; 3) CD107+/
CD8+ (perforin-releasing CTL) T lymphocytes were reduced, 4) IL10-
producing NK cells were increased; 5) LPS-stimulated IL-10 produc-
tion was augmented whereas that of TNFa and IL-18 was reduced.
The expression of EV-associated markers CD63, CD9 and CD81 was
detected. Upregulation of platelet (CD62p; p<0.05 by t-test), lym-
phocytes (CD3, CD24) markers and integrins (CD29, CD49e) was ob-
served in ECP-treated patient compared to the control group

Conclusions. This study is still its into enrolling phase; the cur-
rent interim analysis did not show any adverse effect in the study
group. The immunological tests demonstrated a profound immu-
noregulation in the treated patients. We estimate to finish the enrol-
ment before September 2020.

Fotoferesi extracorporea come terapia d’induzio-
ne per prevenire il rigetto acuto in pazienti affetti
da fibrosi cistica e trapiantati di polmone.

Problema e ragioni dello studio. La maggioranza dei pa-
Zienti sottoposti a trapianto polmonare che va incontro a rigetto
non risponde ai trattamenti attuali, per cui si assiste a un progres-
sivo declino della funzione polmonare, con peggioramento del-
la qualita della vita e una maggior suscettibilita alle infezioni, fino
allo stato di insufficienza respiratoria irreversibile. L'importante
terapia immunosoppressiva a cui vengono sottoposti i pazienti
trapiantati di polmone crea una situazione favorente lo sviluppo
di infezioni polmonari, che a loro volta sono tra le cause principali
di rigetto acuto e cronico. La fotoforesi extracorporea (ECP), che
€ una terapia immunomodulatoria gia consolidata per patologie
immunomediate, crea un aumento a lungo termine del numero di
cellule immunoregolatore e la riduzione dello stato infiammato-
rio. LECP e trattamento raccomandato di prima linea per il rigetto
cronico post-trapianto polmonare.

Ipotesi e obiettivi. Lipotesi & che I'ECP, utilizzata come tera-
pia di profilassi antirigetto (terapia di induzione) dopo trapianto
polmonare, determini tolleranza immunitaria, prevenendo episo-
di di rigetto acuto e cronico. Lobiettivo di tale studio € di valutare
la fattibilita, I'efficacia e la sicurezza della ECP come terapia di in-
duzione per prevenire il rigetto nei pazienti affetti da fibrosi cisti-
ca sottoposti a trapianto bipolmonare (obiettivi primari: soprav-
vivenza, tasso di rigetto). Gli obiettivi secondari sono relativi alla
risposta immunologica del ricevente correlata con I'andamento
clinico, anatomopatologico e microbiologico.

Metodi essenziali. Si tratta di uno studio pilota, non farma-
cologico, randomizzato in due gruppi: 12 pazienti trattati (terapia
standard e ECP) e 12 controlli (terapia standard). Sono analizzate
la funzionalita delle cellule immuni, lo stato inflammatorio e di
comunicazione intercellulare da sangue periferico (PBMC) e da
broncolavaggio. Sono analizzati parametri clinici, istologici e mi-
crobiologici di valutazione del rigetto acuto, iperacuto e cronico
con monitoraggio funzionale e istologico del graft e delle infezioni
(secondo tempi definiti fino al primo anno post trapianto).

Risultati prelimiari. | risultati delle analisiimmuno-biologiche
sono in fase di elaborazione, i pazienti arruolati (12) dal 15/09/18
non presentano rigetto acuto. Disponiamo di dati preliminari su
10 pazienti (6 del gruppo ECP e 4 del gruppo controllo) Un pazien-
te e uscito dallo studio per difficolta psicologiche legate al trapian-
to. Un paziente del gruppo “controllo” & deceduto per un episodio
infettivo importante in 10° giornata post operatoria. Il trattamento
ECP e stato sempre ben tollerato e non si sono verificati eventi
avversi. Le analisiimmunologiche e biologiche hanno confermato
|'effetto modulante dell’ECP sul sistema immune, che é la base del-
la tolleranza nei confronti dell'organo trapiantato.

Conclusioni. Lo studio si presenta ancora in fase di arruola-
mento. | risultati di quest’analisi ad interim non hanno messo in
evidenza alcun effetto sfavorevole rilevante nel gruppo di pazienti
trattati. Le analisi immunologiche dimostrano un profondo riar-
rangiamento dellimmunocompetenza dopo ECP. Noi ci attendia-
mo di concludere I'arruolamento entro settembre 2020.

18. Identification of early molecular biomarkers
of acute and chronic rejection in cystic fibrosis
patients with lung transplant through the appli-
cation of omics technologies

Rea F', Schena FP?
'Dip. Scienze Cardiologiche, Toraciche e Vascolari, Div. Chirurgia toracica,
AOU Padova, *Schena Foundation, Omics Research (FFC#28/2018. Ongoing)

Federico Rea, a sinistra, responsabile di progetto, e
Francesco Paolo Schena, partner

Background and rationale. About 16% of patients undergo-
ing lung transplant (LT) account for of end-stage cystic fibrosis (CF)
patients. The first cause of LT failure is the development of acute
rejection (AR) and then chronic lung allograft dysfunction (CLAD)
that affects 50% of patients at 5 years post-transplantation. CLAD
includes two entities: bronchiolitis obliterans syndrome and restric-
tive allograft syndrome. Both phenotypes have poor prognosis with
amedian survival of less than 2 years for RAS and less than 4 years for
BOS. Since CLAD is irreversible, it is necessary to study the molecular
mechanisms leading to such a condition with the ultimate goal of
identifying early biomarkers for diagnosis and targeted therapy.

Hypothesis and Objective. Our project is the molecular study of
rejection in CF patients that undergone lung transplant by perform-
ing RNA-Seq in transbronchial biopsy (TBB) specimens.

Essential methods. From August 2015 a certified biobank is
available at the Pathological Anatomy Unit of the Padova University
Hospital. For each of the follow-up time-points, TBB have been stored
according to specific guidelines in order to perform omics analyses.
Illlumina NextSeq 500 has been used for sequencing RNA obtained
from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) TBB specimens.The
quality of RNA has been checked before RNA-seq that has been se-
quenced in pair-end mode. Prior to further analysis, a quality check
of the sequencing data has been performed.

Preliminary Results. In this retrospective study we have en-
rolled 18 patients who underwent lung transplant for end-stage CF
and 10 cadaveric lung donors. TBBs have been evaluated for the
presence of AR and CLAD according to the guidelines of the ISHLT.
Transcriptomics has been performed in 40 TBB samples (11 CLAD, 6
AR, 13 samples with no rejection and 10 donor lungs obtained before
transplantation). Statistical analysis, performed by the Bioconductor
tool, generated a gene list of 7675 probes corrected with p<0.05 for
the AR and 4605 for the CLAD. Ingenuity Pathway Analysis (IPA) soft-
ware that assesses biological relationships among genes and entities
with a FC>1.5 evidenced 5 different pathways and 3 genes (CACNATI,
CERS3, FLG) that were common in AR and CLAD. Real-time PCR to
validate differential gene expression data and immunohistochemis-
try on lung tissue specimens are in progress.

Conclusions. Integrating histological data and transcriptomics
we may provide more information on the molecular mechanisms of
AR and CLAD in end-stage CF patients with lung transplant.

Identificazione di biomarcatori precoci per la dia-
gnosi di rigetto acuto e cronico nei pazienti con
fibrosi cistica sottoposti a trapianto di polmone.

Problema e ragioni dello studio. Circa il 16.4% dei pazienti
che ricevono un trapianto di polmone (TP) sono affetti da fibrosi



cistica. | pazienti trapiantati sono costantemente a rischio di rigetto
dell'organo, sia in forma acuta (rigetto acuto, RA) che cronica (riget-
to cronico, RC). La prima causa di perdita dell'organo trapiantato é
il rigetto cronico che interessa circa il 50% dei pazienti dopo 5 anni
dal trapianto. Il RC si presenta con due quadri clinico-patologici:
una forma ostruttiva (bronchiolite obliterante, BO) e una restrittiva
(RAS). Entrambi hanno una prognosi severa ed infausta. Poiché la
RC éirreversibile, € necessario conoscere i meccanismi patogenetici
molecolari ed individuare alcuni biomarcatori che possono permet-
tere una diagnosi precoce ed una terapia possibilmente specifica.

Ipotesi e obiettivi. Scopo del nostro progetto & lo studio mo-
lecolare del rigetto acuto e cronico dopo trapianto di polmone in
pazienti con fibrosi cistica.

Metodi essenziali. Dall’Agosto 2015 & presente nell’Anatomia
Patologica dell’'Universita di Padova una biobanca certificata che
colleziona tutto il materiale diagnostico che viene prelevato ai
pazienti sottoposti a TP durante il follow-up, effettuato a periodi
prestabiliti. Le biopsie polmonari eseguite routinariamente per il
monitoraggio del rigetto,dopo lo studio istologico per la diagnosi,
sono state utilizzate per eluire RNA, che ¢ stato successivamente
analizzato con il sequenziatore lllumina 500.

Risultati. Sono stati arruolati 18 pazienti con FC sottoposti a
TP. Inoltre sono state utilizzate le biopsie polmonari effettuate sul
parenchima polmonare dei donatori prima del TP. Lo studio di tra-
scrittomica é stato effettuato su 11 biopsie con diagnosi di RC, 6
con RA, 13 polmoni di pazienti sottoposti a trapianto senza segni
di rigetto e 10 biopsie polmonari su parenchima dei donatori pri-
ma del trapianto. L'analisi statistica ha evidenziato un pattern di
geni disregolati, che costituiscono il pattern del RC. Questi geni
saranno confermati con la RT-PCR e con I'imunoistochimica effet-
tuata sulle biopsie polmonari incluse nello studio.

Conclusioni. Lintegrazione dei dati istologici con i dati deri-
vanti dall’analisi trascrittomica puo6 dare maggiori informazioni sui
meccanismi molecolari che sono responsabili del rigetto cronico
nei pazienti con FC che hanno ricevuto un trapianto polmonare.

19. Right ventricle dysfunction in cystic fibrosis
patients undergoing lung transplantation

ScaravilliV

Department of Anesthesia, Critical Care and Emergency, Fondazione
IRCCS Ca’ Granda - Ospedale Maggiore Policlinico, Milan) (FFC#27/2019.
New)

Vittorio Scaravilli, responsabi-
le del progetto

Background and rationale. Patients with cystic fibrosis (CF)
have subclinical right ventricle (RV) dysfunction. During lung trans-
plantation (LUTX), several reasons (i.e., sequential pulmonary artery
cross-clamping, hypoxia, hypercapnia) lead to pulmonary hyperten-
sion, RV failure, and shock. Emergent intraoperative extracorporeal
membrane oxygenation (ECMO) is used in these cases. ECMO is as-
sociated with a higher risk for postoperative cardiac failure, primary
graft dysfunction (PGD), and graft rejectio. Echocardiographic RV
strain has been recently described as an accurate, non-invasive in-
dex of RV dysfunction, but has never been evaluated in FC patients.
Levosimendan is a calcium-sensitizer drug used for cardiac failure,
capable of improving RV function.

Hypothesis and objectives. We hypothesize that in CF patients
undergoing LUTX: 1) RV strain is predictive of RV failure and the in-
traoperative need for ECMO; 3) in patients with RV dysfunction, pre-
operative levosimendan is effective in reducing RV strain, and limit
RV failure.

Essential methods. This study is composed of two 1-year con-
secutive phases: 1) prospective observational study to evaluate
RV strain before, during, and after LUTX in CF patients; 2) prospec-
tive interventional trial to evaluate the efficacy of pre-operative le-
vosimendan in reducing RV strain. The RV strain will be assessed by
echocardiography throughout all the perioperative period (i.e., en-
listment, pre-operative, intraoperative, ICU dismissal, and 3-months
follow-up). During the second phase of the study, the patients at
higher risk for intraoperative right ventricle failure (i.e., reduced RV
strain) will undergo a pre-operative and intraoperative single course
of levosimendan.

Preliminary Results. At the moment of this writing, the Institu-
tional Ethical Committee has approved the prospective observation-
al phase of the study. Patients’ recruitment has commenced.

Conclusions. If our hypothesis will be confirmed, the care of CF
patients undergoing LUTX could be improved since we will develop: a
new accurate non-invasive repeatable index for identification of pa-
tients at high risk for intraoperative ECMO and a potential treatment
to limit intraoperative RV failure, ECMO use, and its complications.

Disfunzione del ventricolo destro in pazienti con
fibrosi cistica sottoposti a trapianto di polmoni

Problema e ragioni dello studio. | pazienti con fibrosi cistica
(FC) che necessitano di trapianto polmonare spesso hanno una
alterazione subclinica (asintomatica) della funzione del ventricolo
destro, che si manifesta durante l'intervento, con deterioramento
cardiaco acuto della funzione del ventricolo destro e necessita di
circolazione extracorporea, che puo essere associata a un peggio-
ramento della prognosi del trapianto a breve termine. Il Levosi-
mendan & un nuovo farmaco, usato fino ad ora per pazienti con
malattie cardiache, che é capace di migliorare la funzione del ven-
tricolo destro.

Ipotesi e obiettivi. Gli obiettivi sono: 1) validare nuove tecni-
che ecografiche non invasive per la diagnosi dei pazienti a piu alto
rischio di disfunzione intraoperatoria del ventricolo destro; 2) ve-
rificare se il trattamento con Levosimendan possa essere efficace
nel ridurre tale rischio.

Metodi essenziali. Verranno inclusi nello studio i pazienti con
fibrosi cistica candidati a trapianto di polmone presso I'Ospeda-
le Maggiore Policlinico- Fondazione IRCCS Ca’ Granda nell’arco di
due anni. Vi sara una prima fase osservazionale prospettica (studio
del cuore destro con ecografia nel primo anno in soggetti in lista
per il trapianto) e una seconda fase interventistica (trattamento
con Levosimendan dei pazienti a rischio per disfunzione ventrico-
lare destra nel secondo anno).

Risultati preliminari. Allo stato attuale lo studio osservazio-
nale prospettico é stato approvato dal Comitato Etico istituziona-
le. Il reclutamento dei pazienti & in corso.

Conclusioni. Se positivo, questo studio permettera di trovare
nuovi indici ecografici predittivi di insufficienza ventricolare destra
durante il trapianto polmonare di pazienti con FC, e valutera l'ef-
ficacia di una terapia con Levosimendan nel limitarne l'incidenza.

20. Use of multivolume MRI instead of ionizing
imaging techniques for surveillance in young
patients after lung transplantation for cystic
fibrosis

Palleschi A', Aliverti A2

'Fondazione IRCCS Ca’ Granda - Ospedale Maggiore Policlinico, Milano,
“Politecnico di Milano, Dip. Elettronica, Informazione e Bioingegneria
(FFC#27/2018, Ongoing)
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Alessandro Palleschi,a sinistra, responsabile, e
Andrea Aliverti, partner del progetto

Background and rationale. Lung transplantation (LTx) is an
established therapy for patients with end-stage cystic fibrosis (CF).
Post-LTx management comprising monitoring allograft function,
regulating immunosuppressive regimen, as well as detecting and
treating complications expeditiously is crucial to optimize patient
outcome. LTx follow-up required several computed tomography (CT)
controls. The radiological risk is disappointing in patients treated
with immunosuppressive drugs and with young age. Recently, a new
technique based on conventional magnetic resonance (MRI) ac-
quired at different lung volumes (multivolume MRI) has been intro-
duced to investigate regional ventilation, demonstrating sensitivity
to ventilation impairment. More recently, this method was applied to
a small group of CF patients.

Hypothesis and objectives. We propose to explore the feasibil-
ity of multivolume proton-MRI to detect early changes and different
features of structural damage in the follow-up of LTx CF patients and
to correlate proton-MR regional variations with classical indicators
of acute lung allograft dysfunction.

Essential methods. We plan to enrol 29 CF patients who re-
ceive a bilateral LTx at the Thoracic and Lung Transplantation Unit,
Ospedale Maggiore Policlinico of Milan. Multi-volume CT scan and
pulmonary function tests at 3, 6 and 12 months will be performed
according to the surveillance protocol. In addition, the patients will
be subjected to a conventional H-MRI of the lung. An innovative al-
gorithm for CT and MR image processing will be develop in order to
describe the ventilation distribution in the follow-up of lung-trans-
planted patients.

Preliminary results. The Ethics Committee approved a dedicat-
ed protocol. Between August 2018 and September 2019 we enrolled
27 subjects who underwent lung transplantation at our Centre. Pa-
tients performed the usual surveillance tests, with the addition of
MRI. The Politecnico validated the method by comparison with the
CT data on a sample of 10 subjects. Next year, we will proceed with
the imaging analysis and with the statistical correlation with clini-
cal-functional outcomes.

Conclusions. The expected result is the definition of a new tool,
a radiation-free imaging technique, for surveillance in young pa-
tients after LTx for CF, able to provide innovative functional imaging

biomarkers useful to early detect acute lung allograft dysfunction.
This approach may indeed increase the quality of the diagnostic
examination by improving the survival and the quality of life of pa-
tients with CF who receive LTx.

La risonanza magnetica come tecnica d’'ima-
ging non ionizzante nella sorveglianza dei pa-
zienti con fibrosi cistica sottoposti a trapianto
di polmone

Ragioni dello studio. Il trapianto di polmone & una risorsa
essenziale per i pazienti affetti da fibrosi cistica (FC) con coinvol-
gimento polmonare grave. | tassi di sopravvivenza sono incorag-
gianti ma ancora non soddisfacenti; di fondamentale importanza
la sorveglianza clinico-strumentale e il trattamento mirato e tem-
pestivo delle complicanze.

Ipotesi e obiettivi. Il nostro obiettivo & validare I'utilizzo di
una tecnologia d’imaging non ionizzante, qual & la risonanza ma-
gnetica (RMN) convenzionale, come metodica di sorveglianza non
invasiva, ripetibile e oggettiva per la diagnosi pre-clinica e diffe-
renziale di complicanze nel follow-up dei giovani pazienti FC sot-
toposti a trapianto.

Metodi essenziali. Si prevede di includere, 29 pazienti FC
afferenti al Centro Trapianti di Milano: dopo il trapianto saranno
sottoposti al protocollo abituale di sorveglianzaa 3,6 e 12 mesi. A
questi tempi, e in occasione di sospetto clinico/funzionale d'insor-
genza di complicanze, i pazienti eseguono TAC, prove di funziona-
lita respiratoria standard, sono sottoposti a fibrobroncoscopia con
lavaggio bronco-alveolare e biopsie polmonari trans-bronchiali.
Inoltre, per la finalita dello studio, saranno sottoposti a RMN con-
venzionale. | dai relativi alle caratteristiche pre-, intra- e post-tra-
pianto saranno registrati su un database dedicato, gia in uso nel
nostro Centro. Le immagini TAC e RMN saranno rielaborate presso
il Politecnico di Milano mediante approccio innovativo per lo stu-
dio funzionale e quantitativo del parenchima polmonare. Tali risul-
tati saranno correlati con i classici dati di funzionalita respiratoria
e le eventuali modificazioni saranno correlate con l'insorgenza di
complicanze, in fase pre-clinica o clinica.

Risultati preliminari. Abbiamo elaboratouno specifico pro-
tocollo per approvazione del Comitato etico. Tra agosto 2018 e
settembre 2019 abbiamo arruolato 27 soggetti trapiantati di pol-
mone presso il nostro Centro, che sono stati sottoposti agli abituali
esami di sorveglianza, con aggiunta della RMN. Presso il Politec-
nico, si & proceduto a validazione della metodica mediante con-
fronto con i dati TAC su un campione di 10 soggetti. Il prossimo
anno procederemo con l'analisi dell'imaging dei pazienti arruolati
e l'analisi statistica per la correlazione con i dati clinico-funzionali.

Conclusioni. La possibilita di introdurre una metodica di sor-
veglianza non invasiva, ripetibile e oggettiva, nel delicato approc-
cio al paziente sottoposto a trapianto di polmone rappresenta una
possibilita di grande importanza. In particolar modo in pazienti
giovani e complessi quali i soggetti affetti da FC.

CLINICAL MONITORING AND CARE

21. Aspergillus pulmonary disease in cystic fibro-
sis (CF) patients: multicentre perspective obser-
vational study based on new diagnostic tests to
evaluate the prognostic value on the CF disease

Bartoloni A', Viscoli C?, Cariani L3, Fiscarelli EV*

'Unita Infezione e Malattie Tropicali, Azienda Ospedaliero-
Universitaria Careggi, Firenze Div. Malattie Infettive, Universita di
Genova, Ospedale San Martino, Genova 3Lab. Analisi, Microbiologia
FC, Fondazione IRCSS Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico,
Milano “Lab. Microbiologia FC, Ospedale Bambino Gesu, Roma

(FFC#26/2018, Ongoing)

Background and rationale. Aspergillus spp may be isolated from re-
spiratory samples in cystic fibrosis (CF) patients without signs or symp-
toms, but the benefit of antifungal therapy is debated. The differential
diagnosis is complicated by the difficulty to discern between the poten-
tial symptoms of Aspergillus infection and of those CF complications.
Objectives. The objective of the study is to determine the clinical
impact of Aspergillus spp infection in CF patients, with the aim of in-
vestigating the role of diagnostic tests and of defining the diagnostic
and therapeutic approach to the Aspergillus infection.

Essential methods. We will enroll CF patients, referred to 4



Alessandro Bartoloni, respon-
sabile del progetto di ricerca

Italian Cystic Fibrosis Center (Florence, Genoa, Milan, Rome). We
will enroll CF patients, 18 years of age or older, with available de-
mographic and clinical data from medical records. The enrolled
patients will perform a sputum sample for microbiological culture,
GM Aspergillus and RT-PCR Aspergillus, and a blood test for detec-
tion of total and specific IgE and specific IgG. The patients will be
classified according to the results of the tests and they will be evalu-
ated for the prescription of antifungal therapy. Every six months,
enrolled patients will perform clinical control, lung function tests,
sputum culture and GM. The enrolling time is of 6 months and the
follow up time of 18 months.

Preliminary results. So far, two centers started enrolling pa-
tients while the two remaining centers are still waiting for the final
approval by the local Ethical Committee. We obtained the result
of GM sputum in 17 patients (10 males and 7 female). The median
age is 30 years old (standard deviation £10), median FEV1% is 50
(range 24-95%). Chronic respiratory pathogens are Pseudomonas
aeruginosa (11, 64.7%), methicillin susceptible Staphylococcus au-
reus (MSSA) (8, 47%), Alcaligenes xylosoxidans (4, 23.5%), methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) (2, 11.8%), Staphylococcus
aureus small colony variant (2, 11.8%), Stenotrophomonas maltho-
philia (1, 5.9%). The GM sputum is positive in 11 patients (median
index 4.32, range 1.87-5.9). Antifungal therapy was prescribed for 2
patients. We also enrolled about 80 patients and the microbiological
exams are ongoing.

Conclusion. The project could provide new insights into the role
of Aspergillus in the progression of CF lung disease and the role in
lung function decline. Through the implementation of new micro-
biological tests, we will allow to evaluate the natural history of dif-
ferent manifestations of Aspergillus disease and the effects of anti-
fungal therapy on the clinical outcome and the lung function.

Malattia polmonare da Aspergillus nei pazienti
affetti da fibrosi cistica (FC): studio multicentrico
osservazionale prospettico basato sull’utilizzo di
nuovi test diagnostici per valutare il ruolo pro-
gnostico sulla malattia polmonare dei pazienti
con FC

Ragioni dello studio. Aspergillus € un genere di funghi, ad
alcune specie del quale risultiamo frequentemente esposti nella
vita quotidiana e che talvolta € responsabile di malattia. Puo es-
sere isolato dai campioni respiratori di pazienti affetti da fibrosi
cistica, in assenza di una sintomatologia associata, per cui & dibat-
tuta l'effettiva necessita di un trattamento. | sintomi non specifi-
ci, ma spesso simili ai sintomi di una riacutizzazione polmonare,
e l'assenza di test diagnostici, che garantiscano una diagnosi di
certezza, rendono complicata I'individuazione di soggetti che po-
trebbero beneficiare di un trattamento antifungino.

Obiettivi principali. Utilizzare la combinazione di test dia-
gnostici, al fine di aumentare la sensibilita, per individuare pa-
zienti con infezione da Aspergillo che si potrebbero giovare di un
trattamento antifungino.

Metodi essenziali. Saranno arruolati i pazienti con fibrosi ci-
stica di eta superiore a 18 anni, afferenti a 4 Centri italiani di Ri-
ferimento per la Fibrosi Cistica (Firenze, Genova, Milano, Roma).

Per ogni paziente verra richiesto un campione di espettorato, sul
quale verranno eseguiti esami microbiologici, biomolecolari (real-
time-PCR per Aspergillus) e sierologici (galattomannano), e un
esame ematico per la ricerca di anticorpi specifici per Aspergillus.
In base al risultato di tali test, verra stabilita la necessita di un trat-
tamento antifungino. | pazienti arruolati saranno valutati ogni 6
mesi con test di funzionalita respiratoria, esame dell'espettorato e
esami sierologici.

Risultati preliminari. Fino ad oggi, solo 2 dei 4 centri han-
no iniziato I'arruolamento dei pazienti, essendo gli altri in attesa
dell’approvazione finale del Comitato Etico locale. Al momento
il risultato del galattomannano su escreato & disponibile per 17
pazienti, di eta media 30 anni (deviazione standard+10), con
FEV1% medio di 50 (range 24-95%). Undici pazienti presentava-
no un infezione cronica da Pseudomonas aeruginosa (64.7%), 8
da Staphylococcus aureus meticillino sensibile (MSSA) (47%), 4
da Alcaligenes xylosoxidans (23.5%), 2 da Staphylococcus aureus
meticillino resistente (MRSA) (11.8%), 2 da Staphylococcus aureus
small colony variant (11.8%), 1 da Stenotrophomonas malthophi-
lia (5.9%). In 11 pazienti il GM su espettorato é risultato positivo,
con index medio di 4.32 (range 1.87-5.9). Due pazienti hanno in-
trapreso terapia antifungina.

Conclusioni. Un accurato inquadramento della malattia da
Aspergillus permettera non solo di limitare le eventuali riacutizza-
zioni causate da Aspergillus, ma anche di individuare in fase pre-
trapianto i soggetti necessitanti di un trattamento, con un possibi-
le miglioramento del decorso della malattia.

22, Identification and validation of circulating
microvesicles analysis as a new ex vivo assay to
monitor cystic fibrosis disease

Lanuti P'?, Patruno S?3, Bologna G'? Pomilio A%, Simeone
P2, Plebani R?*3, Pecce R?3, Pierdomenico L'?, ErcolinoE'?,
Ciccocioppo F'?, Di Sabatino M* Miscia S'?, Marchisio M'?,
Moretti P4, Cirilli N5, Cipolli M®, Recchiuti A~* and Romano M*?
'Dipartimento di Medicina e Scienze delllnvecchiamento, “Center for
Advanced Studies and Technologies (CAST), *Dipartimento di Scienze
Mediche, Orali e Biotecnologiche, Universita degli Studi G. dAnnunzio
di Chieti-Pescara; “Centro Regionale Fibrosi Cistica, Ospedale di Atri
(TE); 3Centro Regionale Fibrosi Cistica, Ospedali Riuniti, Ancona.
(FFC#29/2018, Ongoing)

Mario Romano, responsabile, e Paola Lanuti, partner del progetto

Background and rationale. Monitoring inflammation and lung
disease is pivotal in cystic fibrosis (CF). The rationale of this study is
grounded on previous work from our group and others showing that
in addition to epithelial cells, platelet, endothelial cell and leukocyte
functions are affected by the molecular defect of CF and can contrib-
ute to sustain lung inflammation. It is also grounded on the evidence
that cell activation during pathophysiological events is accompanied
by the release of microvesicles (MV), which serve as intercellular mes-
sengers orchestrating the host response to infection and inflamma-
tion). Thus, the analysis of these MV could be highly informative on the
degree of ongoing inflammation and tissue damage in CF.
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Hypothesis and objectives. We hypothesize that the enumera-
tion of circulating MV may represent a novel parameter of inflamma-
tion, infection and lung damage. Main objectives are:

1. To validate the integrated analysis of circulating MV as a new
biomarker of CF lung disease progression and response to therapy.

2. To develop a new diagnostic/prognostic laboratory tool for CF,
readily transferable to the clinic.

Essential methods. Using a flow cytometric methodology de-
veloped by our group, we identified and enumerated total, platelet,
leukocyte, endothelial and epithelial MV in peripheral blood. We have
so far recruited 36 patients with CF (9 with FEV1% < 30 - 50; 12 with
FEV1% 50-70 and 15 with FEV1% > 70), 8 of them are being treated
with CFTR modulators. Blood is being collected approximately every
3 months up to 21 months and at the beginning and the end of any
exacerbation. Data are being correlated with respiratory parameters
and markers of inflammation.

Preliminary Results. The data collected so far show that CF
patients have a higher number of MV than normal subjects. Fur-
thermore, we observed some correlations between leukocyte and
endothelial MV and indices of inflammation. Of note MV, both total
and specific, tend to increase during the course of infectious exacer-
bations and to decrease with the resolution of the event. Finally, in
the cases studied so far, patients treated with CFTR modulators tend
to have a lower number of circulating MV compared to patients not
on these drugs.

Conclusions. The results obtained so far suggest that the count
of circulating MV may represent a new index useful for monitoring
inflammation and drug response in CF patients.

Identificazione e validazione della analisi delle
microvescicole circolanti come un nuovo metodo
ex vivo per monitorare la fibrosi cistica.

Problema e ragioni dello studio. Valutare lo stato dell'in-
fiammazione e della malattia polmonare nei pazienti con fibrosi
cistica (FC) & molto importante per mettere a punto terapie effi-
caci. Questo studio si basa su precedenti osservazioni del nostro
gruppo e di altri che dimostrano come il difetto molecolare della
FC comprometta la funzione di cellule endoteliali e cellule del san-
gue. Si basa inoltre sull'evidenza che le cellule rispondono a stimo-
liinfettivo/infiammatori rilasciando piccole vescicole, denominate
microvescicole (MV) che servono come messaggeri tra le cellule
per orchestrare le risposte dell'organismo. Quindi I'analisi delle MV
potrebbe fornire informazioni sul livello dellinfiammazione e del
danno dei tessuti.

Ipotesi e obiettivi. Ipotizziamo che la conta delle MV circo-
lanti possa fornire indicazioni su inflammazione, infezione e dan-
no polmonare. | nostri obiettivi sono:1. Validare I'analisi delle MV
circolanti come un nuovo marcatore della progressione e risposta
alla terapia della malattia polmonare nella FC;2. Mettere a punto
un nuovo strumento di laboratorio a fini diagnostico/prognostici,
facilmente trasferibile alla pratica clinica.

Metodi essenziali. Sono stati finora reclutati 36 pazienti con
FC (9 con FEV1% fra 30 - 50; 12 con FEV1% fra 50-70 e 15 con
FEV1% > 70), 8 dei quali in trattamento con modulatori di CFTR.
A questi pazienti vengono prelevate piccole quantita di sangue
ogni 3 mesi per 21 mesi e all'inizio e alla fine di ogni esacerbazio-
ne infettiva. | dati vengono correlati con parametri di funzionalita
respiratoria e indici di infezione/inflammazione. Le MV del sangue
vengono contate utilizzando un metodo basato sulla flusso-cito-
metria messo a punto dal nostro gruppo.

Risultati preliminari. | dati raccolti finora mostrano che i pa-
zienti FC hanno un numero di MV superiori a quelle di soggetti
normali. Inoltre, abbiamo osservato correlazioni tra alcuni indici di
inflammazione con le MV endoteliali e leucocitarie. Interessante no-
tare come le MV, sia totali che specifiche, tendono ad aumentare nel
corso delle esacerbazioni infettive per poi diminuire con la risoluzio-
ne dell'evento. Infine, nei casi finora studiati, i pazienti in terapia con
modulatori di CFTR tendono a presentare un numero inferiore di
MV circolanti rispetto ai pazienti non in terapia con questi farmaci.

Conclusioni. | risultati finora ottenuti suggeriscono che la
conta delle MV circolanti possa rappresentare un nuovo indice
utile per monitorare l'inflammazione e la risposta a farmaci nei
pazienti con FC.

23. Standardized Ventilation Inflammation Per-
fusion and Structure (VIPS) MRI platform for
monitoring Cystic Fibrosis Lung Disease

Morana G, Bertolo S
Ospedale Ca’ Foncello, Dip. Radiologia Diagnostica e Interventistica,
Treviso (FFC#26/2019. New)

Giovanni Morana, responsa-
bile del progetto di ricerca

Rationale. Fourier Decomposition is a novel Magnetic Reso-
nance Imaging (FD-MRI) analythical technique that allows obtain-
ing perfusion and ventilation images without intravenous and gase-
ous contrast agents. FD-MRI could provide new outcomes measures
for the monitoring of Cystic Fibrosis Lung Disease (CFLD). Before
introducing FD-MRI in CF clinical practice, we need to validate this
technique against standard as Computed Tomography (CT) and
with perfusion MRI techniques (CEMRI). The final goal of this vali-
dation plan is to develop an MRI protocol that provide information
about ventilation, inflammation, perfusion and structure (VIPS-MRI)
in a single examination of 30 minute.

Hyphotesis and Objective. Primary: to validate a new MRI
protocol in order to obtain more precise information about lung
ventilation, perfusion, inflammation and structure compared to CT
and Contrast-enhanced MRI. Secondary: to develop the VIPS MRI
platform.

Essential methods. 80 patients with CF scheduled for their
periodical CT will be asked to participate. Participation will entail
an MRI study, performed the same day of the CT or within a week.
A sub-group of patients will include patients with pulmonary exac-
erbations (n=20) and hemoptysis (n=10): they will undergo to con-
trast-enhanced MRI. Patients with respiratory tract exacerbation will
repeat the MRI protocol after medical treatment.

Preliminary results. The primary study parameters will be used
to validate a new sequence against established MRI (1,5 T) and CT
(ultra low-dose) techniques to assess structural and functional pul-
monary alterations.The main parameters assessed will be: amount
of Low Intensity Regions (LIR) quantified on end-expiratory MR im-
ages expressed as percentage over the total lung volume. Ventilation
defect (VD) on ventilation map expressed as percentage of total lung
volume. Amount of Low Attenuation Regions (LAR) quantified on
end-expiratory CTimages (CF patients only) expressed as percentage
of the total lung volume. The primary study parameters will be com-
pared using appropriate statistic tests. In addition, primary study
parameters will be correlated against each other to define strength
of association.

Conclusions. Given that MRI is part of the clinical routine for CF
patients, and the data derived from this study have the potential to im-
prove clinical understanding and management, we believe this study
is justified. The new VIPS MRI protocol may improve detection and
quantification of structural and functional changes in the CF patients.



Standardizzazione di un protocollo di imaging
con risonanza magnetica (MRI) per lo studio
di ventilazione, infiammazione, perfusione e
struttura al fine di migliorare il monitoraggio
della patologia polmonare FC

Problema e ragioni dello studio. La Fourier Decomposition
€ una nuova tecnica di risonanza magnetica (FD-RM) che consente
di ottenere informazioni su perfusione e ventilazione senza Mezzo
di Contrasto (MdC). La FD-RM potrebbe fornire nuovi risultati per
il monitoraggio della malattia polmonare in fibrosi cistica (CFLD).
Prima diintrodurre la FD-RM nella pratica clinica, & necessario con-
validare questa tecnica confrontandola con la tomografia compu-
terizzata (TC) e con lo studio di perfusione RM con MdC (CERM).

Ipotesi e Obiettivi. Obiettivo primario: convalidare un nuo-
vo protocollo RM che dia informazioni su ventilazione polmo-
nare, perfusione, infiammazione e struttura migliori rispetto
alla tecnica RM e alla CT correntemente utilizzate. Obiettivo
Secondario: sviluppare una piattaforma VIPS-RM che utilizzi un
singolo esame di 30 minuti, standardizzando il protocollo per I'u-
tilizzo in ogni centro, indipendentemente dall'apparecchiatura
RM disponibile.

Metodi essenziali. Includeremo 80 pazienti con FC che de-
vono eseguire il controllo CT periodico, i quali eseguiranno anche
uno studio RM lo stesso giorno della TC o entro una settimana. Un
sottogruppo di pazienti con esacerbazione polmonare (n=20) ed
emottisi (n=10) eseguira anche una RM con MdC. | pazienti con
esacerbazione ripeteranno I'esame RM dopo il trattamento anti-
biotico.

Risultati preliminari. | parametri dell'obiettivo primario
saranno utilizzati per convalidare il nuovo protocollo confron-
tandolo con le tecniche di RM (1,5 T) e TC (ultra low-dose) di-
sponibili e convalidate per valutare le alterazioni polmonari
strutturali e funzionali. | principali parametri valutati saranno:
estensione delle aree a bassa intensita di segnale (LIR), quantifi-
cate suimmagini RM a fine espirio espresse come % sul volume
polmonare totale (VPT); difetto di ventilazione (DV) sulla map-
pa di ventilazione espressa come % del VPT; estensione delle
aree a bassa densita (LAR), quantificate su immagini TC a fine
espirio ed espresse come % sul VPT. | parametri saranno con-
frontati usando appropriati test statistici e saranno correlati tra
loro per definirne la forza di associazione.

Risultati attesi e possibili ricadute cliniche. Considera-
to che la RM é parte della routine clinica per i pazienti CF e i
dati derivati da questo studio hanno il potenziale per miglio-
rare la comprensione e la gestione clinica, il nuovo protocollo
VIPS -MRI puo migliorare la detenzione e la quantificazione dei
cambiamenti strutturali e funzionali nei pazienti FC, in un unico
esame e senza utilizzo di MdC e di radiazioni ionizzanti.

24. Investigating Achromobacter xylosoxi-
dans pathogenicity and clinical role in CF lung
infection

Lleo MM
Dip. Diagnostica e Sanita Pubblica, Universita di Verona (FFC#18/2019.
New)

Background and rationale. Achromobacter xylosoxidans is
frequently isolated in sputum samples from CF patients. Although its
clinical role is not fully clear yet, chronic infection has been associ-
ated with lung inflammation, increased frequency of exacerbations
and decline of the respiratory function, and is usually complicated by
multidrug resistance.

Hypothesis and objectives. A. xylosoxidans pathogenicity
is probably related to virulence features supporting invasion and
survival in a hostile environment like CF lungs, similarly to other CF

Maria M. Lleo, responsabile
del progetto diricerca

pathogens. We aim to identify these features and to evaluate their
impact on host response and respiratory decline.

Essential methods. The pathogenic potential of 54 A. xylosox-
idans clinical strains isolated from 26 CF patients will be first evalu-
ated in G. mellonella larvae. After whole genome sequencing, the
presence of virulence genes will be investigated to identify markers
associated with pathogenicity as assessed in G. mellonella. Cytotox-
icity and epithelial disruption will be evaluated in vitro on human CF
bronchial epithelial cells. Pro-inflammatory effects will be assessed
in vivo in infected CFTR-knockout mice. Clinical data (infection sta-
tus, lung function, pulmonary exacerbations, transplantation/death,
genotype) of the carrier patients will be correlated to the pathogenic
features of the infecting strains.

Preliminary results. Within a group of 60 patients followed at
the CF Center of Verona, 20% (n=12) presented lung infection with
A. xylosoxidans. We observed that diverse CF clinical strains show
different pathogenic degrees. We detected extracellular proteases,
which might damage lung tissue and induce host inflammatory re-
sponse. Through genome analysis of a few strains, we found more
than 70 virulence genes; the presence of genes related to type Il se-
cretion system suggests a cytotoxic potential.

Expected results. We expect to identify genetic virulence mark-
ers associated with A. xylosoxidans pathogenicity and to link these
features to the clinical conditions of carrier patients. Nowadays, in
Italy, lung infection with A. xylosoxidans is frequently not treated due
to a lack of knowledge about its clinical impact. The results of this
investigation will contribute to elucidate the pathogenic potential
and clinical role of A. xylosoxidans, and to support the development
of new treatment regimens.

Studio della patogenicita e del ruolo clinico di
Achromobacter xylosoxidans nell'infezione pol-
monare in fibrosi cistica.

Problema e ragioni dello studio. Achromobacter xylosoxidans
viene frequentemente isolato da campioni di escreato di pazienti
FC. Sebbene il suo ruolo clinico non sia ancora chiaro, l'infezione
cronica é stata associata con un declino della funzionalita respira-
toria e con inflammazione polmonare, ed & solitamente complica-
ta dalla resistenza agli antibiotici.

Ipotesi e obiettivi. La patogenicita di A. xylosoxidans & pro-
babilmente correlata a fattori di virulenza che supportano l'inva-
sione e la sopravvivenza in un ambiente ostile come i polmoni dei
pazienti con FC, in mondo simile ad altri patogeni FC. Lo scopo del
progetto € identificare tali fattori e valutare il loro impatto sulla
risposta dell'ospite e sul declino respiratorio.

Metodi essenziali. La patogenicita di 54 ceppi clinici di A.
xylosoxidans isolati da 26 pazienti FC verra valutata in larve di
Galleria mellonella. || genoma dei ceppi batterici verra sequen-
ziato e analizzato per la presenza di geni di virulenza, allo scopo
di identificare dei marcatori associati alla patogenicita osservata
nelle larve. Citotossicita e danno tissutale saranno valutati in vitro
su cellule epitelialibronchiali umane. Lattivita pro-infiammatoria
sara valutata in vivo in topi FC. | dati clinici (stato dell'infezione,
funzionalita polmonare, esacerbazioni polmonari, trapianto/mor-
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te, genotipo) dei pazienti infetti saranno correlati alla patogenicita
dei relativi ceppi.

Risultati preliminari. In un gruppo di 60 pazienti seguiti pres-
so il Centro FC di Verona, ben il 20% (n=12) ha presentato infezio-
ne polmonare da A. xylosoxidans. Abbiamo osservato che diversi
ceppi clinici mostrano diversi gradi di patogenicita, e che alcuni
possono secernere proteasi, enzimi extracellulari che possono
danneggiare il tessuto polmonare e indurre una risposta infiam-
matoria. Tramite analisi genomica di alcuni ceppi, abbiamo indivi-
duato piu di 70 geni di virulenza, alcuni dei quali suggeriscono che
A. xylosoxidans possa provocare citotossicita.

Risultati attesi. | risultati attesi sono l'identificazione di mar-
catori genetici di virulenza associati alla patogenicitadi A. xylosoxi-
dans, e I'associazione di queste caratteristiche alle condizioni clini-
che dei pazienti infetti. Ad oggi, in Italia, l'infezione polmonare da
parte di A. xylosoxidans non viene normalmente trattata, a causa
della scarsa conoscenza dell'impatto clinico di questo patogeno.
| risultati diquesto studio contribuiranno a stabilire la potenziale
patogenicita e il ruolo clinico di A.xylosoxidans, e a supportare lo
sviluppo di nuovi regimi terapeutici mirati.

25. Patient Engagement in Cystic Fibrosis: a
cross-sectional multi-stakeholder study

Casciaro R', Ciprandi R, Pescini R, Cresta F', Garuti S', Favilli F',
Graffigna G?, Barello S?, Palamenghi L?, Castellani C’

'Cystic Fibrosis Center, IRCCS Giannina Gaslini Institute, Genoa, Italy,
’EngageMinds Hub Consumer & Health Engagement Research Center,
Catholic University of the Sacred Heart, Milan, Italy (FFC#25/2019. New)

Rosaria Casciaro, terza da sinistra, con lo staff di ricerca

Background and rationale. Patient centred model in medi-
cine considers patient “expert” about his/her past of illness. Patient
engagement is based on establishing an effective partnership with
patients for improving adherence to medical prescriptions and alli-
ance with healthcare team (Forbat et al., 2009). Scientific evidences
explain caregivers’ crucial role for improving therapeutic success po-
tentialities (Bernabeo & Holmboe, 2013).

Hypothesis and objectives. In according to the hypothesis
about a relation among patients, caregivers and doctors engage-
ment, we intend to study factors related to different psychosocial
variables, predictors of the engagement. Primary objective of this
study is investigating the engagement of patients affected by Cystic
Fibrosis and analyzing caregiver engagement. Furthermore we in-
tend to study clinicians’ involvement towards healthcare system and
doctor-patient relation.

Essential methods. This is an observational cross-sectional
study composed of two sequential phases: quantitative (through ad-
ministration of questionnaires to patients, caregivers and clinicians)
and qualitative (interviews to patients and adolescent patients’ car-

egivers). Quantitative data collected will be developed through de-
scriptive and multivariate statistical analysis; qualitative data will be
analyzed with IPA (Interpretative Phenomenological Approach).

Preliminary Results. Results collected until now prove a posi-
tive patient engagement (66% of the sample); patients act in a pro-
active manner towards the disease and have realized most of the
needed behavioural changes. Furthermore it has come to light a
low adherence to pharmacological therapies in 55% of the sample.
What we expect from the progression of this study is the confirma-
tion of low medication adherence, especially in patients with daily
high numerousness of drugs, inhalation therapies and respiratory
physiotherapy.

Conclusions. This study aims to identify factors that contribute
to promote the engagement in CF patients and their caregivers, with
a specific attention to clinicians’ role, adequately supported by psy-
chologists’ intervention. Investigating psychological factors linked to
health-related aspects has a value for good clinical practice and for
managing this chronic disease, that compromises patients’ and also
caregivers’ quality of life. In this way we wish to achieve suitable tools
for being validated in multicenter studies to sustain the importance
of Patient Engagement.

Il coinvolgimento attivo nel programma di cura
del paziente con Fibrosi Cistica: uno studio tra-
sversale con le diverse parti interessate

Problema e ragioni dello studio. Il modello centrato sul pa-
ziente, in medicina, considera il paziente “esperto” del suo vissuto
di malattia. Il coinvolgimento attivo del paziente & basato sulla
costruzione di un'efficace collaborazione per migliorare I'aderenza
alle prescrizioni mediche e l'alleanza col team sanitario (Forbat et
al,, 2009). Le evidenze scientifiche illustrano il ruolo cruciale dei
caregiver per migliorare le potenzialita di successo terapeutico
(Bernabeo & Holmboe, 2013).

Ipotesi e obiettivi. In accordo con l'ipotesi di una relazione tra
il coinvolgimento attivo del paziente, del caregiver e del medico,
intendiamo studiare i fattori relativi alle diverse variabili psicoso-
ciali. Obiettivo principale di questo studio & misurare il coinvolgi-
mento dei pazienti affetti da fibrosi cistica e indagare tale aspetto
nei caregiver. Inoltre intendiamo studiare il coinvolgimento attivo
dei clinici nei confronti del sistema sanitario e la relazione medico-
paziente.

Metodi essenziali. Si tratta di uno studio osservazionale tra-
sversale composto da due fasi sequenziali: quantitativa (attraverso
la somministrazione di questionari a pazienti, caregiver e clinici) e
qualitativa (colloqui rivolti a pazienti e caregiver di pazienti ado-
lescenti). L'elaborazione dei dati sara caratterizzata da analisi sta-
tistica per la parte quantitativa e analisi delle aree tematiche dei
colloqui per la parte qualitativa.

Risultati preliminari. | risultati raccolti finora dimostrano un
coinvolgimento positivo dei pazienti (66% del campione), che
agiscono in modo proattivo nei confronti della malattia e han-
no messo in atto la maggior parte dei cambiamenti comporta-
mentali necessari. E emersa, d'altra parte, una bassa aderenza
alle terapie farmacologiche (dato noto in letteratura) nel 55% del
campione.

Conclusioni. Questo studio ha lo scopo di identificare i fatto-
ri che contribuiscono a promuovere il coinvolgimento attivo nei
pazienti con fibrosi cistica e nei loro caregiver, con un‘attenzione
specifica al ruolo dei clinici, adeguatamente supportato dall'in-
tervento dello psicologo. Indagare tali aspetti relativi alla salute
assume valore per una buona pratica clinica e per la gestione di
tale patologia cronica, che compromette la qualita della vita del
paziente ed anche del caregiver. Auspichiamo dunque di ottenere
strumenti adeguati da poter validare in studi multicentrici per so-
stenere I'importanza del coinvolgimento attivo dei pazienti.
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26. Proteomic profiling of F508del-CFTR cells to
identify new pharmacological targets for CF

Braccia C'#, Tomati V?, Liessi N3, Pedemonte N? and Armirotti A3
'D3Pharmachemistry, Fondazione Istituto Italiano di Tecnologia,
Genova, U.O.C. Genetica Medica, IRCCS Istituto Giannina Gaslini,
Genova, ‘Analytical Chemistry Lab, Fondazione Istituto [taliano di
Tecnologia, Genova, “Dipartimento di Chimica, Universita degli Studi di
Genova, Genova, Italy(FFC#1/2018. Concluded - FFC#1/2019. Extension)

Andrea Armirotti con due collaboratrici di ricerca

Background and Rationale. An approach to identify new tar-
gets for CF is the screening of siRNA libraries designed to silence mol-
ecules with a role in F508del-CFTR processing and degradation, in
order to pinpoint those that, upon inhibition, lead to CFTR rescue at
the plasma membrane. This screening, performed at Gaslini Hospi-
tal by Pedemonte’s group, already allowed the identification of some
new candidate targets. Still, some of the identified molecules (prima-
ry targets) are “big-players” in the cell machinery and their inhibition
might potentially arise safety concerns.

Hypothesis and objectives. In the frame of first year project
(FFC#1-2018), we quantified > 4000 proteins in the bronchial epithe-
lium of CF patients, and we found that 154 of them are significantly
dysregulated by the disease5. We then applied the same technique
to CFBE410- cells, following the abolition of the four primary targets
(FAU, RNF5, LRRC59 and PHF12).

Essential methods. We performed the proteomic analysis by
using SWATH-MS3 and a dedicated protocol optimized for the pro-
teomic investigation of the human bronchial epithelium. We used
publicly available software tools to annotate the functions of the
dysregulated proteins and to investigate protein networks.

Results. Our results show that changes in protein expression are
clearly detectable after the silencing of the secondary targets, thus
supporting the feasibility of our project. Indeed, we identified seven
and eleven proteins (secondary targets) that are respectively up- and
down-regulated following the abolition of the primary targets. We
also identified four biological pathways that are significantly down-
regulated by the same CFTR rescuing maneuvers. We then selected
a number of secondary targets and we silenced them in CFBE410-
models. Very promisingly, some of these proteins triggered a signifi-
cant rescue of CFTR.

Conclusions. With the use of proteomics and bioinformatics, we
managed to identify a set of proteins (secondary targets) that, when
silenced in CFBE410-, trigger a significant rescue of CFTR.

Extension project. The challenge is now to translate these re-
sults to primary cell cultures from CF patients, by modulating these
targets by mean of commercially available pharmacological modu-
lators (FFC#1-2019) with the aim to confirm a significant CFTR rescue
in this model.

Analisi proteomica su cellule F508del-CFTR per
identificare nuovi bersagli farmacologici per la
fibrosi cistica

Ragioni dello studio. Nonostante i successi della ricerca, le
opzioni terapeutiche per il trattamento di FC rimangono limitate
ed & necessario trovare nuovi bersagli farmacologici. Dall'analisi
approfondita dei cambiamenti del proteoma di cellule F508del e
possibile individuare delle proteine che giocano ruoli chiave e che
potrebbero costituire dei nuovi bersagli farmacologici per la FC.

Ipotesi e obiettivi.

Negli anni scorsi, sono stati individuate alcune proteine (tar-
get primari) che interagiscono con la maturazione di CFTR e la cui
modulazione farmacologica consentirebbe un miglioramento dei
sintomi della FC. Mediante una estesa investigazione dei cambia-
menti nell'espressione proteica risultanti dall’abolizione dei target
primari, € possibile individuare un nuovo set di bersagli meno ge-
nerici e molecolarmente piu specifici per CFTR.

Metodi essenziali. Questo studio & stato condotto usando la
proteomica, una potente tecnica per misurare le proteine in un
sistema biologico, che il nostro gruppo ha gia opportunamente
ottimizzato per investigare I'epitelio bronchiale umano. | dati otte-
nuti sono poi stati analizzati con opportuni algoritmi bioinforma-
tici, utili a rilevare collegamenti funzionali tra proteine.

Risultati. Abbiamo misurato 4000 proteine nell’epitelio bron-
chiale di pazienti CF e ne abbiamo individuato 154 che sono signifi-
cativamente alterate dalla malattia. Abbiamo poi applicato questo
protocollo analitico, in combinazione con altre tecniche in grado
di studiare la biologia della cellula, ad un modello in-vitro di FC e
abbiamo identificato un gruppo di proteine che, se modulate ge-
neticamente, portano ad un significativo recupero di CFTR e sono
quindi candidate per future progetti di sviluppo di nuovi farmaci.

Conclusioni. Il risultato atteso per questo progetto e l'indi-
viduazione di un numero di proteine potenzialmente utili per il
trattamento farmacologico della FC e per il miglioramento delle
condizioni di vita dei pazienti.

Progetto di estensione. Dopo aver individuato questi target
nel modello in vitro (CFBE410-), I'attenzione adesso si concen-
trera su cellule primarie provenienti da pazienti FC. A tale scopo,
nell'ambito dell’estensione del progetto, cercheremo dei compo-
sti chimici in grado di interagire con i target secondari e li provere-
mo sulle cellule primarie di pazienti, allo scopo di capire se sono in
grado di favorire il recupero funzionale di CFTR.

27. Dissecting the rescue mechanisms mediated
by CFTR correctors

Baroni D, Brandas C
Istituto di Biofisica, Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR), Genova
(FFC#3/2018. Ongoing)

Background and rationale. Cystic fibrosis (CF) is a genetic dis-
ease associated with the defective function of the CF conductance
regulator (CFTR) protein that in airway epithelia causes obstruc-
tive disease and chronic bacterial infections. The most prevalent
CF-causing mutation, the deletion of phenylalanine at position 508
(F508del), leads to CFTR misfolding, trafficking defects and prema-
ture degradation. Several correctors, able to partially rescue F508del
CFTR processing defects, have been identified. Clinical trails demon-
strated that, unfortunately, mono-therapy with the best correctors
identified to date does not ameliorate lung function or sweat chlo-
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ride concentration in CF patients. Understanding the mechanisms
exerted by today available correctors to increase mutant F508del-
CFTR expression is essential for the development of new CF-thera-
peutics.

Hypothesis and objectives. The main objective accomplished
during the first year of the project was to identify mutant F508del
and wild type (WT) CFTR domains whose expression was mostly af-
fected by the action of correctors and to disclose their mechanisms
of action.

Essential methods. Complementary biochemical methods -
heterologous expression of isolated domains and protein stability
assays — were used to recognize the CFTR domains involved in cor-
rectors’ mechanisms of rescue. Real time-PCR experiments and as-
says aimed to test the functionality of rescued WT and F508F-CFTR
channels corroborated retrieved data.

Preliminary results. Correctors under study, did not influence
neither the total expression nor the maturation of WTCFTR. Contra-
rily, they significantly enhanced the expression and the maturation
of the full length F508del protein. VX809, VX661 and VX325 seem to
specifically improve the expression and the maturation of mutant
CFTR N-half. Contrarily CFTR C-half appears to be the region mainly
affected by corr4a. VX809 stabilizes both WT- and F508del-CFTR N-
half isoforms, while VX661 and VX325 enhanced the stability only of
mutant F508del-CFTR.

Conclusions. Correctors exert their action on different regions of
the CFTR, opening the perspective to use a combination of correctors
targetting two or more CFTR-F508del domains to improve or even
restore the function of mutant CFTR and ameliorate CF patients’
symptoms and life conditions. In particular, the CFTR N-half dem-
ostrated to be as a hot spot region whose expression and stabiliza-
tion properties should be kept into deep consideration in the search
and design of more effective correctors.

Analisi del meccanismo d’azione dei correttori
della proteina CFTR

Problema e ragioni del progetto. La fibrosi cistica (FC) € una
malattia genetica causada da mutazioni della proteina CFTR, che
determinano, nelle vie aeree, I'insorgenza di malattie ostruttive e
infezioni batteriche croniche. La mutazione pilu frequente della
CFTR ¢ la delezione della fenilalanina in posizione 508 (F508del)
che causa malfunzionamento della CFTR, difetti di traffico e degra-
dazione prematura della proteina. Diversi farmaci, definiti corret-
tori, in grado di recuperare parzialmente la proteina CFTR-F508del
sono stati identificati. Studi clinici hanno pero dimostrato che,
sfortunatamente, la terapia con i migliori correttori identificati fino
ad oggi non migliora la funzionalita polmonare o la concentrazio-
ne di cloruro nel sudore nei pazienti affetti da FC. Comprendere il
meccanismo d'azione dei correttori oggi disponibili & essenziale
per lo sviluppo di nuovi e pil efficci farmaci mirati alla correzione
del difetto di base della FC.

Ipotesi e obiettivi. Lobiettivo principale raggiunto durante il
primo anno del progetto é stata l'identificazione dei domini della
proteina mutata (F508del) e nativa (WT) la cui espressione & prin-
cipalmente influenzata dall'azione dei correttori.

Metodi essenziali. Metodi biochimici complementari -
espressione eterologa di domini isolati e saggi di stabilita protei-
ca - sono stati usati per riconoscere i domini della CFTR coinvolti
nel meccanismo d'azione dei correttori. Esperimenti real-time PCR
insieme ad altri mirati a testare la funzionalita dei canali CFTR mu-
tati e nativi dopo trattamento con i correttori hanno corroborato
i risultati ottenuti.

Risultati preliminari. | correttori selezionati non hanno in-
fluenzato né l'espressione totale né la maturazione della proteina
CFTR nativa. Al contrario, essi hanno migliorato in modo signifi-
cativo l'espressione e la maturazione della CFTR-F508del. VX809,
VX661 e VX325 sembrano migliorare in modo specifico I'espres-
sione e la maturazione della prima meta della CFTR mutante. Al
contrario, la seconda meta della CFTR sembra essere la regione
principalmente interessata dall'azione di corr4a. VX809 stabilizza
la prima meta della proteina in entrambe le sue isoforme, nativa e
mutata, mentre VX661 e VX325 migliorano la stabilita della prima
meta della CFTR solo se questa é affetta dalla mutazione F508del.

Conclusioni. | correttori esercitano la loro azione su diverse
regioni della CFTR, aprendo cosi la prospettiva di utilizzare una
combinazione di correttori che agiscono su regioni diverse della
CFTR per migliorare o persino ripristinare la funzione della CFTR
mutante e migliorare i sintomi e le condizioni di vita dei pazienti
con FC. In particolare, la prima meta della CFTR si & dimostrata la
regione maggiormente interessata dall’azione dei correttori che
abbiamo utilizzato, in termini di aumento sia di espressione che di
stabilita della proteina mutata. Questo dato dovrebbe essere te-
nuto in grande considerazione nella ricerca e nella progettazione
di correttori piu efficaci.

28. Identification of deubiquitinases and ubiqui-
tin ligases that affect mutant CFTR rescue

Musante |, Renda M, Venturini A, Galietta LJV
Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM, Pozzuoli, Italy)
(FFC#2/2017. Concluded — FFC#6/2019. Extension)

o

Luis Galietta con le ricercatrici del suo laboratorio

Background and Rationale. F508del, the most frequent mu-
tation in cystic fibrosis (CF), impairs the folding and stability of the
CFTR chloride channel. Despite the treatment with pharmacological
correctors a significant fraction of mutant CFTR (F508del-CFTR) is
eliminated by cell quality control mechanisms based on ubiquitina-
tion and proteasome/lysosome-dependent degradation.

Hypothesis and Objectives. Our proposal aims at the identi-
fication of deubiquitinases (DUBs) and ubiquitin ligases (UBLs) that
control mutant CFTR degradation. Identification of the main mecha-
nisms responsible for mutant CFTR degradation, and development
of pharmacological strategies to contrast them, may help to achieve
better levels of CFTR correction.

Essential Methods. We used pharmacological modulators and
gene ssilencing to identify the DUBs that are involved in F508del-CFTR
processing.

Results. Using gene silencing by siRNA transfection, we have



identified a panel of DUBs that influence F508del-CFTR rescue by
corrector VX-809. In particular, knockdown of USP13 results in de-
creased F508del-CFTR function. Therefore, these DUBs may have a
protective role on F508del-CFTR by contrasting the process of ubig-
uitination that occurs even in the presence of the corrector. Intrigu-
ingly, we also found DUBs whose silencing amplifies mutant CFTR
rescue. In this case, we need to postulate a more indirect mechanism
in which the DUB activity affects the expression/function of a regula-
tor of F508del-CFTR processing.

Conclusions. A better knowledge of the mechanisms that limit
mutant CFTR rescue can lead to improved therapeutic strategies.

Extension project-. DUBs and UBLs proteins that, once si-
lenced, cause a modification of mutant CFTR function have been
identified. Now the mechanisms of action associated with these ef-
fects will be studied through complementary techniques that can
clarify the type of interaction (physical and/or functional) between
such proteins and CFTR. The identification of proteins that control
mutant CFTR degradation will be important to design novel phar-
macological strategies.

Identificazione di deubiquitinasi e ubiquitina-li-
gasi che influenzano la correzione della proteina
CFTR mutate

Problema e ragioni dello studio. La mutazione piu fre-
quente nei pazienti con fibrosi cistica (FC) & F508del, che pro-
voca un grave difetto di stabilita e maturazione della proteina
CFTR. Per il trattamento dei pazienti con F508del sono a di-
sposizione dei farmaci, chiamati correttori, che perd mostrano
un'efficacia limitata.

Ipotesi e obiettivi. La nostra ipotesi € che la proteina CFTR
con F508del, nonostante il trattamento con correttori, sia in gran
parte eliminata a causa di proteine intracellulari chiamate ubi-
quitina-ligasi (UBL). Le UBL agiscono da controllori; riconoscono
la proteina CFTR con la mutazione F508del e attaccano ad essa
I'ubiquitina, una specie di etichetta molecolare che ne determi-
na l'eliminazione. Esistono anche proteine con azione contraria.
Queste sono le deubiquitinasi (DUB), ne esistono circa 100, che
rimuovono |'ubiquitina salvando le proteine dalla degradazione. Il
nostro obiettivo é di identificare le UBL e le DUB che controllano il
destino della proteina CFTR mutata.

Metodi essenziali. Per il nostro studio abbiamo utilizzato
cellule in coltura esprimenti la proteina CFTR con la mutazione
F508del. In queste cellule abbiamo silenziato separatamente I'e-
spressione di tutte le DUB conosciute e ne abbiamo determinatoil
conseguente effetto sulla funzione ed espressione della proteina
CFTR mutata.

Risultati. Abbiamo identificato un piccolo pannello di DUB, in
particolare la proteina USP13, che, se opportunamente silenziate,
mostrano di cambiare la funzione della proteina CFTR mutata. L'a-
nalisi del cosiddetto “interattoma’, cioé del complesso di proteine
che interagiscono con USP13 e con altre DUB collegate a CFTR, ha
anche evidenziato delle UBL particolarmente importanti.

Conclusioni. | nostri risultati potranno favorire lo sviluppo di
strategie per migliorare l'efficacia di trattamenti farmacologici per
la proteina con F508del e altre mutazioni simili. Si puo infatti ipo-
tizzare lo sviluppo di farmaci mirati che, promuovendo l'attivita di
DUB e/o inibendo I'attivita di UBL, avranno l'effetto desiderato di
proteggere la CFTR mutata favorendo l'azione di correttori.

Problema e ragioni dello studio. La mutazione piu fre-
quente nei pazienti con fibrosi cistica (FC) & F508del, che pro-
voca un grave difetto di stabilita e maturazione della proteina
CFTR. Per il trattamento dei pazienti con F508del sono a di-
sposizione dei farmaci, chiamati correttori, che perd6 mostrano
un’efficacia limitata.

Ipotesi e obiettivi. La nostra ipotesi & che la proteina CFTR
con F508del, nonostante il trattamento con correttori, sia in gran
parte eliminata a causa di proteine intracellulari chiamate ubiqui-
tina-ligasi (UBL). Le UBL agiscono da controllori; riconoscono la
proteina CFTR con la mutazione F508del e attaccano ad essa I'ubi-

quitina, una specie di etichetta molecolare che ne determina l'eli-
minazione. Esistono anche proteine con azione contraria. Queste
sono le deubiquitinasi (DUB), ne esistono circa 100, che rimuovo-
no l'ubiquitina salvando le proteine dalla degradazione. Il nostro
obiettivo é diidentificare le UBL e le DUB che controllano il destino
della proteina CFTR mutata.

Metodi essenziali. Per il nostro studio abbiamo utilizzato
cellule in coltura esprimenti la proteina CFTR con la mutazione
F508del. In queste cellule abbiamo silenziato separatamente l'e-
spressione di tutte le DUB conosciute e ne abbiamo determinato il
conseguente effetto sulla funzione ed espressione della proteina
CFTR mutata.

Risultati. Abbiamo identificato un piccolo pannello di DUB, in
particolare la proteina USP13, che, se opportunamente silenziate,
mostrano di cambiare la funzione della proteina CFTR mutata. L'a-
nalisi del cosiddetto “interattoma’, cioé del complesso di proteine
che interagiscono con USP13 e con altre DUB collegate a CFTR, ha
anche evidenziato delle UBL particolarmente importanti.

Conclusioni. | nostri risultati potranno favorire lo sviluppo di
strategie per migliorare I'efficacia di trattamenti farmacologici per
la proteina con F508del e altre mutazioni simili. Si puo infatti ipo-
tizzare lo sviluppo di farmaci mirati che, promuovendo I'attivita di
DUB e/o inibendo I'attivita di UBL, avranno l'effetto desiderato di
proteggere la CFTR mutata favorendo I'azione di correttori.

Progetto di estensione. Sono state identificate le proteine
DUBs e UBLs che, una volta silenziate, causano modificazione fi
funzione del mutante CFTR. Ora, saranno studiati i meccanismi as-
sociati con questi effetti attraverso tecniche complementari che
possono chiarire il tipo di interazione (fisica e/o funzionale) tra
tali proteine e CFTR. Lidentificazione di proteine che controllano
la degradazione del mutante CFTR sara importante per disegnare
nuove strategie farmacologiche.

29. Revealing the microRNAs-transcription fac-
tors network in cystic fibrosis: from microRNA
therapeutics to precision medicine (CF-miRNA-
THER)

Gambari R, Finotti A', Gasparello J', Fabbri E', Cabrini G?
Dechecchi MC?, Tamanini A, Cipolli M3, Corradini R*
'Department of Life Sciences and Biotechnology, Ferrara, Italy,
2Laboratory of Molecular Pathology - University Hospital of Verona, Italy,
3Cystic Fibrosis Center, University Hospital of Verona, Italy, “Department
of Chemistry, Life Sciences and Environmental Sustainability, University
of Parma, ltaly. (FFC#7/2018. Ongoing)

Roberto Gambari, secondo da sinistra, con i collaboratori del suo
laboratorio

Background and rationale. Regulation of CFTR by microRNAs
has been explored in cystic fibrosis (CF). Modulation of miRNA ex-
pression can be achieved by the use of pre-miRNAs as well as using
antagomiRNA, including peptide-nucleic acids (PNAs).

Hypothesis and objectives. Objectives of CF-miRNA-THER are:
(a) identification and characterization of key microRNAs regulating
CFTR and CFTR modulators; (b) identification and validation of the
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most relevant mRNA targets of CF-associated miRNAs, with par-
ticular focus on transcription factors controlling CFTR expression;
(c) studies on changes of the gene expression in CF using PNAs tar-
geting microRNASs; (d) activation of CFTR transcription and increase
of CFTR content; (e) combined treatments, with particular focus on
CFTR correctors and/or potentiators; (f) characterization of miRNAs
differentially present in body fluids from CF patients.

Essential methods. Next Generation sequencing, RT-gPCR and
digital RT-ddPCR, Western blotting. Suitable delivery systems have
bene studied. Content of miRNAs in body fluids from CF patients has
been carried out in plasma samples.

Preliminary results. We have demonstrated that PNAs against
miR-145-5p, miR-494-3p, miR-101-3p (all targeting CFTR mRNA)
induce increase of CFTR in Calu-3 cells. Increase of CFTR was ob-
tained with a PNA against miR-335-5p, targeting the CFTR modula-
tor NHERF1 and by PNAs against miR-96-5p and miR-183-5p (both
targeting ezrin mRNA). We have further studied specificity and activ-
ity of a PNA masking miR-145-5p binding sites, which was demon-
strated to increase CFTR mRNA content. We have identified by NGS
the global changes in the miRNome following PNA treatment. We
have characterized novel delivery systems for PNAs and pre-miRNAs
based on (a) porous silicon nanoparticles and (b) a macrocyclic mul-
tivalent tetraargininocalix[4]arene. The major output of CF-miRNA-
THER is the identification of microRNA targets and mRNA targets of
biomolecules of interest in translational medicine, with the objective
of modifying gene expression of cystic fibrosis cells, and, in particu-
lar, of increasing stability/expression of the CFTR protein. This thera-
peutic goal is very important for the treatment of cystic fibrosis.

Conclusions. Therapies currently in development will probably
not be able to address the medical need of CF patients over the next
decade; therefore, additional therapeutic options and novel targets
will be required to treat CF lung disease increasing CFTR functions.

Caratterizzazione del Network microRNA-fattori
di trascrizione in fibrosis cistica: dalla“terapia mi-
croRNA” alla medicina di precisione (CF-miRNA-
THER)

Ragioni dello studio. La modulazione dell’'espressione della
proteina CFTR da parte di microRNA (miRNA, molecole ad attivita
regolatoria) & stata dimostrata in fibrosi cistica (FC). La modula-
zione dei miRNA puod essere ottenuta mediante I'uso di moleco-
le pre-miRNA (in grado di riprodurre I'attivita di miRNA), nonché
utilizzando molecole antagomiR, tra cui quelle basate su acidi
peptido-nucleici (PNA) (in grado di inibire i miRNA).

Ipotesi e obiettivi. Obiettivi del progetto CF-miRNA-THER
sono: (a) la caratterizzazione dei principali miRNAs coinvolti in FC
in grado di regolare I'espressione di CFTR e di modulatori di CFTR;
(b) la validazione di mRNA regolati da miRNA; (c) lo studio delle
modifiche dell'espressione genica in cellule FC trattate con PNA
in grado di colpire miRNA; (d) lo studio di molecole antagomiRNA
basate su PNA; (e) trattamenti combinati, in particolare con cor-
rettori e/o potenziatori di CFTR; (f) caratterizzazione dei miRNA
presenti in modo differenziale in fluidi biologici di pazienti CF.

Metodi essenziali. Sequenziamento del trascrittoma RT-gPCR
and digital RT-ddPCR, Western blotting. Sono state sviluppate mo-
lecole antagomiR basate su PNA e adeguati sistemi di veicolazione.

Risultati preliminari. Il risultato principale di CF-miRNA-THER &
I'identificazione di microRNA (e relativimRNA bersaglio) di interesse
in medicina traslazionale, con l'obiettivo di modificare I'espressione
genica di cellule da pazienti FC e di aumentare la stabilita/espres-
sione della proteina CFTR. Abbiamo dimostrato che PNA contro
miR-145-5p, miR-494-3p e miR-101-3p (tutti diretti al CFTR mRNA)
inducono un aumento di CFTR in cellule Calu-3. Laumento di CFTR
é stato ottenuto anche con un PNA contro miR-335-5p, che rego-
la un modulatore di CFTR (NHERF1) e con PNA contro miR-96-5p
e miR-183-5p (entrambi in grado di colpire 'mRNA per l'ezrina).
Abbiamo ulteriormente studiato la specificita e I'attivita di un PNA
che maschera i siti di legame di miR-145-5p sullmRNA CFTR, che
ha dimostrato di aumentare l'espressione di CFTR. Abbiamo identi-

ficato i cambiamenti globali dei miRNA dopo trattamento con PNA.
Abbiamo caratterizzato nuovi sistemi di veicolazione dei PNA.

Conclusioni. Le terapie attualmente in fase di sviluppo non
saranno probabilmente in grado di affrontare la necessita medica
dei pazienti FC nel prossimo decennio; di conseguenza, opzioni
terapeutiche aggiuntive sono necessarie e tra queste potrebbero
rientrare le strategie sviluppate nel presente progetto.

30. Restoring defective proteostasis in Cystic Fi-
brosis: novel strategies for F508del-CFTR repair

Esposito S', Villella VR', Ferrari E'2, Monzani R'? Venerando A3,
Tosco A% Castaldo A* Sepe A% Cimbalo C* Rossetto M?, Bosello
Travain V>, Roveri A°, Miotto G°, Maiorino M5, Ursini F5, Maiuri
L'?, Raia V4, Cozza G®

"European Institute for Research in Cystic Fibrosis (IERFC), San Raffaele
Institute, Milan., ?Department of Health Sciences, University of Eastern
Piedmont, Novara, *Department of Comparative Biomedicine and Food
Science, University of Padua., “Department of Translational medical
sciences, University of Naples Federico Il, Regional Cystic Fibrosis Care
Unit, Naples., *Department of Molecular Medicine, University of Padua.
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Giorgio Cozza, primo a sinistra, con collaboratori e, in alto, Valeria Raia
e Speranza Esposito, partner del progetto

Background and Rationale. Cystic Fibrosis (CF) is a life-short-
ening genetic disorder, caused by mutations of the ion channel CFTR.
The most common F508delCFTR mutant is unable to traffic to and
reside at the plasma membrane (PM). Currently, CFTR-repairing ther-
apies available for F508delCFTR are not very effective. Our novel ap-
proach aims at targeting the derailed CF intracellular environment,
through a combination of drugs able to inhibit TG2 activity, specific
protein kinases and modulate the nuclear factor Nrf2.

Hypothesis and Objectives. We aim to 1) refine new targets as
novel therapeutic strategy in CF by exploiting a network of in silico
and experimental approaches; 2) validate the efficacy of novel drug
candidates in pre-clinical CF models.

Essential Methods. We used: A) in silico approaches to identify
novel chemical entities able to interact with our new protein targets;
B) in vitro and in cell methodologies to validate the best candidates
from A; C) in vivo validation into appropriate mouse models.

Preliminary results. A) Identification of novel TG2 inhibitors:
Exploiting a novel docking site of TG2, close to the catalytic cleft, we
identified a series of novel promising compounds (CT-family). In par-
ticular, CT11 is able to restore CFTR function equally to VX809 (>70%),
at a concentration more than 10 fold lower (0.1 uM vs 3 uM), in both
CFBE410- cells and ex vivo in cells collected by nasal brushing from
CF patients. Inmunoblot detection of CFTR confirms that, after treat-
ment with CT11, the channel resides at the PM, Beclin 1-dependent
autophagy is restored and inflammation biomarkers are reduced.
Encouraging, but still preliminary results, were also obtained with
the natural compound SECT which is able to restore 60% of F508del-
CFTR function in CFBE41o.

B) Identification of novel modulators of protein kinase and
Nrf2: by applying our discovery strategies against our target models,



we have identified an approved pharmaceutical entity (AMX) able to
inhibit a specific protein kinase and consequently to restore F508del-
CFTR function in CFBE410- cells. On the other side we have isolated
a series of natural compounds (SPH-family) able to upregulate Nrf2,
leading to the rescue F508del-CFTR function at the PM.

Conclusion. The novel compounds identified represent a new
frontier for the treatment of Cystic Fibrosis, by a) clarifying the roles
of several other protein targets in CF, despite from the F508delCFTR
itself; b) paving the way for novel phase clinical studies with a com-
bination of molecules (or a single drug candidate) able to improve
the life of CF patients.

Ripristino della proteostasi difettiva in fibrosi
cistica: nuove strategie per il recupero di CFTR-
F508del

Problema e ragioni dello studio. La Fibrosi Cistica (FC) & una
malattia genetica a prognosi infausta, causata da mutazioni della
proteina CFTR . La proteina portatrice della mutazione pit comu-
ne, F508delCFTR, non & in grado di stazionare a livello della mem-
brana plasmatica (MP).. Attualmente le terapie disponibili per i
pazienti omozigoti per la F508del risultano essere poco efficaci. Il
nostro nuovo approccio, mira a migliorare il compartimento intra-
cellulare che causa la bassa espressione del CFTR sulla superficie
cellulare, attraverso la combinazione di molecole in grado di ini-
bire I'attivita di TG2 e di specifiche proteine chinasi e modulare il
fattore nucleare Nrf2.

Ipotesi e obiettivi. [l nostro progetto ha l'obiettivo di 1) de-
finire nuovi target terapeutici nella FC utilizzando un network di
approcci computazionali e sperimentali; 2) validare l'efficaciadelle
nuove molecole candidate in modelli preclinici di FC.

Metodi essenziali. A) Approcci computazionali per iden-
tificare nuove molecole capaci di interagire con i nuovi target
proteici . B) Metodologie in vitro e in cellule per validare i mi-
gliori candidati del punto A). C) Validazione in vivo in appropriati
modelli murini.

Risultati preliminari. A) Identificazione di nuovi inibitori
di TG2: Sfruttando l'identificazione di un nuovo sito di docking
(orientamento molecolare.n.d.r ) della TG2, vicino alla tasca cata-
litica (porzione di molecola implicata nella formazione di legami,
n.d.r.), abbiamo identificato una serie di promettenti molecole
(famiglia CT). In particolare, CT11 ¢ in grado di ripristinare la fun-
zione del CFTR in maniera paragonabile al VX809 (>70%), ad una
concentrazione piu di 10 volte inferiore (0.1uM vs 3uM), sia in mo-
delli cellulari (CFBE410-), sia ex vivo in cellule derivate da brushing
nasale di pazienti CF. L'analisi degli immunoblot conferma il re-
cupero della banda del CFTR nella MP, il ripristino del marcatore
di autofagia Beclin1 e la riduzione dei marker di infiammazione..
Risultati incoraggianti, ma ancora preliminari, sono stati ottenuti
con il composto naturale SEC1, che € in grado di recuperare il 60%
della funzione del F508delCFTR in cellule CFBE410-.B) Identifica-
zione di nuovi modulatori di proteine chinasi e Nrf2: Applican-
do la nostra strategia di identificazione di nuove molecole verso
i bersagli selezionati durante il progetto, abbiamo identificato un
farmaco approvato (AMX) capace di inibire una specifica chinasi
e di recuperare la funzione del F508delCFTR in cellule CFBE410-.
Dall'altra parte, abbiamo isolato una serie di composti naturali (fa-
miglia SPH) in grado di aumentare i livelli di Nrf2, recuperando di
conseguenza la funzione del canale nella MP.

Conclusioni. | composti identificati rappresentano una nuova
frontiera per il trattamento delle FC: a) chiarendo il ruolo di altre
proteine target nella FC, al di la del F508delCFTR; b) aprendo le
porte ad una nuova fase clinica per una combinazione di molecole
(o un singolo farmaco) possibilmente capaci di migliorare la vita
dei pazienti affetti da FC.

31. Dissecting the mechanism of action of the
TG2 inhibitor cysteamine on Cystic Fibrosis

Piacentini M, Maiuri L, Delogu G2, Rossin F2

"Universita Roma Tor Vergata, Dip. Biologia, ?Istituto Europeo Ricerca
Fibrosi Cistica - IERFC c/o Istituto San Raffaele, Milano, *Universita
Cattolica del Sacro Cuore, Fondazione Policlinico Gemelli, Istituto di
Microbiologia, Roma (FFC#10/2018. Concluded)

Mauro Piacentini, responsa-
bile del progetto di ricerca

Background/Rationale. Transglutaminase 2 (1G2), the most
ubiquitous member of the TG family, plays a crucial role in Cystic Fi-
brosis (CF) pathogenesis. TG2 is a multifunctional enzyme involved
in a variety of cellular processes by playing a key regulatory role in
intracellular proteostasis under stressful conditions. TG2 catalyses
post-translational modifications of proteins through both Ca2+
dependent and independent reactions. In addition to its crosslink-
ing activity, TG2 may also act as protein disulphide isomerase. It has
been speculated and demonstrated that TG2 is constitutively up-reg-
ulated in CF airways and drives chronic inflammation. The enzyme
deregulation in CF disrupts the TG2 mediated capability of fighting
stress, making TG2 a harmful, instead of beneficial, player of the dis-
ease pathogenesis. Several TG2 inhibitors, such as cysteamine, can
ameliorate the disease phenotype; cysteamine is a small molecule
with pleiotropic functions, among which the capability of controlling
TG2 over-activation in CF, improving the trafficking and the function
of F508del CFTR.

Hypothesis and Objectives. The aim of this project is to eluci-
date the molecular mechanisms by which cysteamine modulates
CFTR trafficking and consequently the susceptibility to opportunistic
airways infections. We will assess the activity of cysteamine against
bacterial infection and the effect on the activation of the innate
immune response analysing the STING pathway in the CF models.
Moreover, we will perform a transcriptome sequencing in human
and mouse CF models using cysteamine to inhibit TG2 with the aim
to obtain a platform of new possible CF targets.

Essential methods. We will use CF mouse models infected in
vivo and ex vivo with Mabs and P. aeruginosa as well as peripheral
blood mononuclear cell from CF patients.

Results. Our findings indicate that cysteamine can improve the
clearance of other pathogenic mycobacteria such as Mycobacterium
abscessus. Moreover, we found that TG2 is able to control the innate
immune response by regulating type 1 interferon production, thus
possibly explaining the negative role of the enzyme in the infection
process.

Conclusions. The results of this project will define the molecular
basis that supports the use of cysteamine not only as a CFTR corrector
but also as a promising therapy against bacterial opportunistic infec-
tions. To understand the molecular pathway involved in bacterial in-
fection could provide new possible targets and the possibility to define
novel strategies aimed to improve the health care of CF patients.

Capire il meccanismo d’azione dell'inibitore della
TG2, cisteamina, sulla fibrosi cistica

Ragioni dello studio. La transglutaminasi 2 (TG2) € una pro-
teina che svolge un ruolo cruciale nella patogenesi della fibrosi
cistica (FC). La TG2 e un enzima multifunzionale coinvolto in una
varieta di processi cellular e svolge un ruolo chiave nella regola-
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zione della proteostasi intracellulare in condizioni di stress. La TG2
modifica le proteina sia attraverso reazioni Ca2 + dipendenti che
indipendenti. E stato dimostrato che la TG2 & costitutivamente
attivata nelle vie aeree dei pazienti con FC e causa inflammazio-
ne cronica. L'enzima e deregolato nella FC, rendendolo un fattore
dannoso invece che benefico della patogenesi della malattia. Di-
versi inibitori del TG2 possono migliorare il fenotipo della malattia
come la cisteamina, una piccola molecola con funzioni pleiotro-
piche, tra cui la capacita di controllare l'iperattivazione della TG2
migliorando la funzione del CFTR mutato.

Ipotesi e obiettivi. Lo scopo di questo progetto & quello di
chiarire i meccanismi molecolari con cui la cisteamina modula la
suscettibilita alle infezioni delle vie respiratorie nella FC. E stata va-
lutata I'attivita della cisteamina contro l'infezione batterica e I'ef-
fetto sull'attivazione della risposta immunitaria nei modelli di FC.
Inoltre, sono stati analizzati i cambiamenti nell’espressione genica
in modelli di FC utilizzando la cisteamina per inibire la TG2, con
l'obiettivo di ottenere una piattaforma di nuovi possibili bersagli
della FC.

Metodi essenziali. Abbiamo utilizzato modelli di topo infetta-
ti con Mabs e P. aeruginosa, nonché cellule del sangue da pazienti
con FC. Estato studiato l'effetto dell'inibitore del TG2 sull'attiva-
zione della risposta immunitaria nei modelli di FC dopo infezione
batterica.

Risultati. | nostri risultati indicano che la cisteamina puo mi-
gliorare la rimozione di Pseudomonas aeruginosa e di altri mico-
batteri patogeni come Mycobacterium abscessus. Inoltre la TG2
controlla la risposta immunitaria, regolando la produzione d’in-
terferone 1.

Conclusioni. | risultati di questo progetto definiranno la base
molecolare che supporta l'uso della cisteamina. La cisteamina e
un farmaco approvato e rivelare i suoi meccanismi di azione con-
tro le infezioni batteriche potrebbe fornire nuove possibili strate-
gie volte a migliorare il tenore di vita dei pazienti con FC.

32. Small molecules modulating splicing as nov-
el CFTR amplifier drugs

Duga S', Straniero L', Perriera R? Rimoldi V', Solda G', Asselta
R', Lentini L?, Melfi R?

'Department of Biomedical Sciences, Humanitas University, Pieve
Emanuele - Milan, Italy, and IRCCS Istituto Clinico Humanitas,
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Background and Rationale. Despite being a lethal disease,
cystic fibrosis (CF) has not been eradicated by human evolution
and disease allele frequencies as high as 1:20 are seen in Caucasian
populations. This evidence, together with the presence of a highly
prevalent haplotype (associated with the F508del mutation) in most
populations, suggested the hypothesis that reduced CFTR function
was selected over evolution as it conferred an increased resistance to
infectious diseases. Literature data and our preliminary results also

indicate that CFTR splicing is particularly inefficient, suggesting that
also unusually high levels of missplicing could have been advanta-
geous over evolution. This might explain the frequency (up to 5%
in the general population) of some variants known to severely im-
pair normal CFTR splicing, such as the TGmTn polymorphism, which
modulates exon-10 inclusion and is associated with monosympto-
matic forms of CF.

Hypothesis and objectives. Our main hypothesis is that a frac-
tion of the population has an endogenous reservoir of precursor
CFTR mRNA molecules that are incorrectly-processed by the splicing
machinery and could represent a source of additional CFTR protein,
provided that the splicing defect can be corrected.

Our objectives are: 1. Define the actual amount of misspliced
CFTR mRNAs that could be corrected to increase functional CFTR
protein; 2. Confirm that kinetin/RECTAS (small molecules already
successfully used as splicing correctors in other inherited diseases)
can increase CFTR activity in vitro; 3. Assess target vs. off-target splic-
ing effects of kinetin/RECTAS.

Essential methods

1. Determine the actual amount of full-length functional CFTR
mMRNA by ultra-long read RNA sequencing in different tissues relevant
for CF; 2. Confirm that treatment with kinetin/RECTAS in vitro can in-
crease not only wild-type CFTR mRNA levels but also CFTR protein
and function; 3. Define the global impact of kinetin/RECTAS on splic-
ing by RNAseq.

Preliminary results. We demonstrated that it is possible to par-
tially correct the splicing defect associated with some alleles at the
TGmTn polymorphism by treating cell lines and patient-derived cells
with the plant hormone kinetin or its analogue RECTAS.

Conclusions. We expect to prove that kinetin/RECTAS can be
used as amplifier drugs to increase CFTR protein, laying the founda-
tions to explore possible synergistic effects on modulator treatments.

Utilizzo di piccole molecole che modulano lo spli-
cing di CFTR come nuovi farmaci amplificatori

Problema e ragioni dello studio. La fibrosi cistica (FC) e cau-
sata da mutazioni nel gene per il canale di membrana del cloro
CFTR. Lelevata frequenza di portatori sani suggerisce che una
ridotta funzione del canale sia evolutivamente vantaggiosa, pro-
babilmente perché ha conferito resistenza ad alcune malattie
infettive. Lo splicing di CFTR, cioé il processo responsabile della
maturazione delle molecole (MRNA) che portano l'informazione
per la sintesi delle proteine, & inefficiente. Questo suggerisce che
anche alti livelli di mRNA non correttamente processato possano
essere vantaggiosi, spiegando come mai alcune varianti che mo-
dulano lo splicing, tra cui la pit importante € il polimorfismo TG(9-
13)T(5,7,9), siano frequenti nella popolazione generale.

Ipotesi e obiettivi. Di recente sono diventati disponibili far-
maci mutazione-specifici per il trattamento della FC. La nostra
ipotesi € che mRNA di CFTR non correttamente processati rappre-
sentino una riserva di precursori da cui ottenere proteina funzio-
nante, a patto che il difetto di splicing sia parzialmente corretto.
Qui, ci proponiamo di dimostrare che la kinetina, e il suo analogo
RECTAS (entrambi precedentemente utilizzati con successo per
correggere lo splicing in altre malattie genetiche), sono in grado
di aumentare la funzione di CFTR in presenza di varianti che ridu-
cono l'efficienza di splicing.

Metodi. Inizieremo col definire quale sia il livello di splicing
aberrante in diversi tessuti umani rilevanti per la malattia e se il
trattamento con Kinetina/RECTAS possa correggere anche altri
difetti di splicing del gene. Quindi verificheremo se l'effetto che
abbiamo finora dimostrato esistere a livello di mRNA si traduca in
un aumento della proteina e della attivita del canale. Infine, verifi-
cheremo gli effetti del trattamento su altri geni, in modo da valuta-
re possibili effetti collaterali in vista di future applicazioni cliniche.

Risultati preliminari. Abbiamo gia dimostrato che ¢ possibi-
le correggere il difetto associato al polimorfismo TG(9-13)T(5,7,9)
trattando cellule derivate da pazienti con 'ormone vegetale kine-
tina e il suo derivato RECTAS.



Conclusioni e possibili ricadute. La nostra ricerca portera
a dimostrare l'efficacia della kinetina/RECTAS come amplificatori
dell'attivita di CFTR, un obiettivo importante per aumentare |'atti-
vita dei farmaci correttori e potenziatori nei pazienti con varianti
che riducono l'efficienza di splicing. | nostri dati possono porre le
basi per futuri trial clinici.

33. Functional role of post-translational modifi-
cations in F508del-CFTR correction

D’Amore C, Borgo C, Cesaro L, Salvi M
Department of Biomedical Sciences, University of Padova, Via U.
Bassi 58/B, Padova. (FFC#11/2019. New, pilot)

Mauro Salvi, secondo da sinistra, responsabile del progetto assieme ai
collaboratori di ricerca

Background and Rationale. Deletion of phenylalanine at
position 508 in CFTR (F508del) is the most frequent mutation
causative of Cystic Fibrosis (CF). F508del is responsible for defec-
tive folding and processing of CFTR, which fails to traffic to the
plasma membrane (PM) and causes the majority of CFTR pro-
tein to be retained in the endoplasmic reticulum with premature
degradation. CFTR is subjected to different post-translational
modifications (PTMs) that could regulate protein turnover, con-
formation, localization, etc. and the possibility to modulate these
PTMs has been suggested as a potential therapeutic strategy for
F508del functional recovery. Previous reports suggest an involve-
ment of protein kinase CK2 in the regulation of F508delCFTR. We
and others have shown that CK2 activity may be required for
F508del functional rescue and that its pharmacological inhibi-
tion is detrimental . Recently, it has been identified a cluster of
PTMs associated with functional recovery of F508del, named PTM
code. In this PTM code, the CK2-dependent phosphorylation of
three serine and methylation/ubiquitylation of some lysine has
been suggested to have a pivotal role in F508del functional res-
cue. However, it is not still clear if these PTMs are a consequence
or are functional required for F508del correction.

Hypothesis and objectives. The aim of the project is to assess
the real contribution of these modifications for functional F508del
recovery. All the modified sites identified in the CFTR PTM code will
be mutated in a plasmid expressing F508del. Mutants will be trans-
fected in CFBE cells and their response to permissive temperature or
VX-809 treatment will be assayed. Moreover, it will be also evaluated
the possibility to favour F508del correction controlling the enzymes
responsible of these PTMs.

Essential Methods. F508del rescue efficiency will be assayed
by western blotting and by SPQ. siRNA library targeting differ-
ent enzymes potentially involved in regulating these PTMs will
be transfected in CFBE overexpressing F508del CFTR and YFP-
H148Q/1152L, a fluorescent protein that allows measurement of
physiological changes in chloride concentration. A rapid screen-
ing to assay functional F508del recovery following siRNA treat-
ments in absence or presence of correctors will be performed as
reported by Galietta’s group.

Preliminary Results. To date, we have obtained all the single

CFTR mutants proposed in the project that will be analysed for
their role in F508del CFTR functional recovery. In a second step
multiple mutations will be obtained in the same plasmid to verify
potential cross-talk effects. A siRNA library targeting about 30
proteins potentially involved in the regulation of the PTM code
has been obtained and the experimental protocols for a rapid
screening of siRNA effect on CFTR function using YFP-H148Q/
1152L has been set up.

Conclusions. Our pre-clinical study will clarify the role of PTM
code on F508del functional recovery and will verify the hypothesis
that a pharmacological regulation of PTM code could favour F508del
functional recovery.

Ruolo di modifiche post-traduzionali nel recupe-
ro funzionale di F508del CFTR

Problema e ragioni dello studio. La delezione di un singo-
lo aminoacido nella posizione 508 del CFTR (F508del) € la piu
frequente mutazione che causa la Fibrosi Cistica. La delezione
del residuo F508 e responsabile di un ripiegamento non corret-
to che porta alla sua ritenzione nel reticolo endoplasmatico con
prematura degradazione. CFTR & soggetto a differenti modifi-
che post-traduzionali (dopo che la proteina é stata sintetizzata,
n.d.r.) (PTMs) che ne regolano la stabilita, la conformazione e la
localizzazione. La possibilita di modulare queste PTMs & stata
suggerita come una potenziale strategia terapeutica per un re-
cupero funzionale di F508del. La protein chinasi CK2 e coinvol-
ta in alcune di queste modifiche e recenti studi suggeriscono
che l'attivita di CK2 possa essere necessaria per un recupero
funzionale di F508del..

Recentemente é stato identificato un cluster (gruppo, n.d.r.)
di PTMs che sono associate alla maturazione del CFTR sano e al
recupero funzionale del mutante F508del. Queste modifiche con-
sistono in una fosforilazione CK2-dipendente di tre siti e la metila-
zione/ubiquitilazione di alcune lisine. Tuttavia non & stato chiarito
se queste PTMs siano una conseguenza di un recupero funzionale
del F508del indotto da correttori o una conditio sine qua non per il
ripristino del canale.

Ipotesi e Obiettivi. Il principale obiettivo di questo progetto
é dimostrare il reale contributo di queste PTMs in un recupero fun-
zionale di F508del. Tutti gli aminoacidi la cui modifica é stata asso-
ciata alla maturazione del canale saranno mutati nella sequenza di
un plasmide codificante F508del. | mutanti saranno poi trasfettati
in cellule CFBE e sara analizzata l'efficienza nel recupero funzionale
di F508delCFTR in seguito a temperatura permissiva o trattamento
con il correttore VX-809 Inoltre si cerchera di dimostrare se sia pos-
sibile favorire il recupero del canale mutato agendo sugli enzimi
responsabili di tali modifiche.

Metodi essenziali. Utilizzeremo cellule CFBE recanti la muta-
zione F508del in omozigosi. Il recupero funzionale di F508del sara
valutato mediante western blotting e SPQ. Librerie di siRNA per
downregolare enzimi potenzialmente coinvolti nella regolazione
di queste PTMs saranno trasfettate in cellule CFBE overesprimenti
F508del e YFP-H148Q/I152L, una proteina fluorescente che per-
mette di misurare cambiamenti fisiologici della concentrazione di
cloro. Il recupero funzionale di questi mutanti in assenza o pre-
senza di correttori sara valutata come riportato in letterautura da
altri autori .

Risultati preliminari. Ad oggi, abbiamo prodotto tutti i sin-
goli mutanti proposti nel progetto e che saranno analizzati per il
loro ruolo nel recupero funzionale di F508del. In uno step succes-
sivo, mutazioni multiple saranno prodotte nella stessa proteina
per verificare potenziali effetti additivi/sinergici. E stata allestita
una prima libreria di siRNA contro circa una trentina di proteine
potenzialmente coinvolte nella regolazione di queste PTMs, e il
protocollo sperimentale per una rapida analisi della funzionalita di
F508del e stato messo a punto.

Conclusioni. Il nostro studio pre-clinico chiarira se la modula-
zione di queste modifiche post-traduzionali potra favorire o meno
il recupero funzionale di F508del.
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Background and rationale. A pulmonary inflammatory pro-
cess in CF patients is characterized by the presence of high number of
neutrophils, which release oxygen free radicals, proteases and other
products that cause pulmonary obstruction and airway damage. An
increasing number of evidences, including our own, suggests that
inflammatory processes act in a vicious circle to amplify themselves
and also enhance the degradation of F508delCFTR, the misfolded
mutant protein present in most CF patients.

Hypothesis and objectives. We propose that inflammation
enhances degradation of F508delCFTR, reduces the availability of
F508delCFTR for pharmacochaperones to act and thus compromises
the effectiveness of corrector drugs in patients.

We propose to: a. delineate signaling pathways regulating infec-
tion/inflammation induced degradation of F508delCFTR; b. target
these signaling pathways to overcome this enhanced degradation,
thus allowing effective rescue by “correctors” and c. also study how
these signaling pathways contribute to exacerbation of inflamma-
tion that is common in CF patients.

Essential methods. We will identify signaling pathways acti-
vated inflammatory mediators by antibody microarrays. We will test
the effect of their downregulation by siRNA and/or drugs on F508del-
CFTR degradation as well as inflammation by western blotting, PCR
and ELISA assays. Promising drugs will then be tested in primary
bronchial epithelial for restoration of F508delCFTR proteostasis by
chloride conductance assays.

Preliminary results. Treatment of bronchial epithelial with in-
flammatory mediators - H202, TNF-a or TGF-$3 enhances targeting
of F508delCFTR for proteasomal degradation, compromising the
rescue of F508delCFTR by VX-809 even in primary patient derived
cells. This effect of inflammatory mediators can be abolished by
downregulating the kinase MLK3, which responds to and also con-
trols inflammation. Thus, targeting MLK3 pathway can restore pro-
teostasis of F508delCFTR as well as reducing inflammation.

Conclusions. The study will establish a strong link between in-
flammation and worsening of the disease and identify therapeutic
strategies to potentiate the action of drugs that are approved for the
treatment of CF. By proposing and validating a novel link between
inflammation and proteostasis, this project encapsulates the mis-
sion of CF foundation to develop innovative drug treatment for CF.

Indagare i meccanismi inflammatori intracellula-
ri, potenzialmente dannosi per I'attivita di CFTR,
per scoprire nuove molecole efficaci nella corre-
zione di F508delCFTR.

Problema e ragioni dello studio. Un processo inflammatorio
polmonare nei pazienti con fibrosi cistica (FC) e caratterizzato dalla
presenza di un elevato numero di neutrofili, che rilasciano radicali li-
beri dell'ossigeno, proteasi e altri prodotti che causano ostruzione pol-
monare e danni alle vie respiratorie. Un crescente numero di evidenze,
incluse le nostre, suggeriscono che i processi inflammatori agiscono
in un circolo vizioso per amplificare sé stessi e potenziare anche la de-
gradazione di F508delCFTR, la proteina mutante non correttamente
ripiegata, presente nella maggior parte dei pazienti con FC.

Ipotesi e obiettivi. Ipotizziamo che l'infiammazione au-
menti la degradazione di F508delCFTR, riduca la disponibilita di
F508delCFTR affinché i farmaco-chaperoni agiscano compromet-
tendo quindi l'efficacia di questi farmaci correttori nei pazienti.
Proponiamo quindi di: a. delineare le vie di trasduzione del segnale
che regolano la degradazione indotta da infezione / inflammazio-
ne di F508delCFTR; b. manipolare queste vie di segnalazione per
diminuire la degradazione, consentendo cosi un efficace recupe-
ro da parte dei “correttori”; c. studiare anche come queste vie di
segnalazione contribuiscano all'esacerbazione dell'infiammazione,
che € comune nei pazienti con FC.

Metodi essenziali. Identificheremo le vie di segnalazione atti-
vate da mediatori infiammatori mediante I'utilizzo di antibody micro-
arrays. Verificheremo l'effetto della loro downregulazione da parte
di siRNA e / o farmaci sulla degradazione di F508delCFTR, nonché
sull'infiammazione mediante Western blot, PCR ed ELISA. | farmaci
promettenti saranno quindi testati nell’epitelio bronchiale primario
per il ripristino della proteostasi di F508delCFTR mediante saggi di
conduttanza del cloruro.

Risultati preliminari. Il trattamento dell’epitelio bronchiale con
mediatori infiammatori (H202, TNF-a o TGF-f3) aumentano la degra-
dazione proteasomale di F508delCFTR, compromettendo il recupe-
ro dei livelli di F508delCFTR indotto da VX-809 anche nelle cellule
primarie derivate dal paziente. Questo effetto dei mediatori infiam-
matori puo essere abolito downregolando la chinasi MLK3, che ri-
sponde e controlla binfiammazione. Pertanto, bersagliare la via di
trasduzione di MLK3 puo ripristinare la proteostasi di F508delCFTR
e ridurre binflammazione.

Conclusioni. Lo studio stabilira un forte legame tra inflamma-
zione e peggioramento della malattia e identifichera le strategie
terapeutiche per potenziare |'azione dei farmaci approvati per il trat-
tamento della FC. Proponendo e convalidando un nuovo legame tra
inflammazione e proteostasi, questo progetto racchiude la missione
della Fondazione FFC di sviluppare un trattamento farmacologico
innovativo per la FC.

35. Off-target effects of CFTR-modulators in pre-
clinical infection models

Mancini G, Caslini C, Melessike M, Alcala-Franco B, Bragonzi A,
Cigana C

Infections and Cystic Fibrosis Unit, Division of Immunology,
Transplantation and Infectious Diseases, San Raffaele Scientific
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Background and rationale. CFTR-modulators are increas-
ingly proving to ameliorate outcomes in individuals with CF. How-
ever, their use is associated with marked variability in the response
to treatment. Recently, CFTR-modulators have been shown to pos-
sess in vitro CFTR-independent activities, including an antibacterial
profile (Reznikov LR, Abou Alaiwa MH, Dohrn CL, et al. J Cyst Fibros.
2014;13(5):515-9).

Hypothesis and objectives. We aim to define whether, how
and to what extent CFTR-modulators have an antibacterial effect -
alone or in combination with standard treatments - and/or impact
on host response/defense during chronic pneumonia.

Essential methods. A bio-bank of longitudinal isolates recov-
ered from CF patients was in vitro tested for susceptibility to CFTR-
modulators alone by minimum inhibitory concentration assay or
in combination with antibiotics commonly used in the clinics by
checkerboard assay. In the second year, CFTR-modulators will be in-
traperitoneally administered in mouse models of chronic P. aerugi-
nosa and S. aureus lung infection to study their anti-bacterial and
off-target immunomodulatory activities. The impact of CFTR-mod-
ulators, alone or in combination with antibiotics, on the incidence
and severity of chronic infection, and on the airway inflammation
and tissue damage will be assessed.

Preliminary results. lvacaftor and lumacaftor inhibited S. au-
reus growth, demonstrating a direct antibacterial activity, but were
ineffective against P. aeruginosa. In addition, they synergized with
several antibiotics anti-P. aeruginosa, in particular colistin, and
anti-S. aureus. In contrast, tezacaftor, showed minimal or no anti-
microbial activity, even when associated with antibiotics. Further-
more, we demonstrated that CFTR-modulators can modify P. aer-
uginosa virulence, decreasing its inhibitory activity against CFTR.
Finally, we set colistin treatment protocols in the mouse model of
chronic P. aeruginosa pulmonary infection, which will be exploited
for combined treatments with CFTR modulators in the second year
of the project.

Conclusions. We expect to define anti-bacterial effects and un-
cover other off-target activities of CFTR-modulators in mouse mod-
els of chronic lung infection. Results obtained during this project will
be instrumental in implementing guidelines and in the provision of
specific recommendations for the use of CFTR-modulators, alone or
in combination with other therapies, in CF patients chronically in-
fected by P. aeruginosa and S. aureus.

Effetti non CFTR-dipendenti dei modulatori di
CFTR in modelli preclinici di infezione polmonare

Problema e ragioni dello studio. Sebbene i farmaci modula-
tori di CFTR abbiano una grande potenzialita di migliorare lo stato
di salute nei soggetti con FC, la risposta clinica nei pazienti € molto
variabile. A tal proposito, recenti dati sperimentali suggeriscono
che i modulatori di CFTR abbiano anche attivita indipendenti dalla
proteina stessa.

Ipotesi e obiettivi. [l nostro obiettivo e definire se i modulato-
ri di CFTR abbiano un effetto antibatterico, da soli e/o in combina-
zione con antibiotici standard, o se abbiano un impatto, indipen-
dente dall'attivita di correzione della CFTR, sulle difese dell'ospite
nell"infezione polmonare.

Metodi essenziali. Una biobanca di ceppi batterici da FC e
stata testata in vitro per indagare la loro sucettibilita ai modulatori
di CFTR (ivacaftor, lumacaftor, tezacaftor), da soli e/o in combina-
zione con gli antibiotici pit frequentemente usati in clinica. In se-
guito, i modulatori saranno testati in modelli murini di infezione
polmonare cronica, per studiare la loro attivita antibatterica e i po-
tenziali effetti sulle difese dell'ospite, valutando il loro impatto, da
soli 0 in combinazione con antibiotici sullincidenza e sulla gravita
dell'infezione cronica.

Risultati preliminari. Ivacaftor e lumacaftor sono in grado di
inibire la crescita di S. aureus di per sé, dimostrando un‘attivita an-
tibatterica diretta, ma tale risultato non si osserva in P. aeruginosa.
Nonostante cio, entrambi i modulatori sono in grado di incremen-
tare l'efficacia di diversi antibiotici anti-P. aeruginosa, in particolare
la colistina, e anti-S. aureus. Tezacaftor, al contrario, ha mostrato
minima o nulla attivita antimicrobica, anche se associato ad anti-
biotici. Inoltre, abbiamo dimostrato che i modulatori hanno anche
la capacita di modificare la virulenza di P. aeruginosa, diminuen-
do la sua attivita inibitoria nei confronti di CFTR. Infine, abbiamo
messo a punto protocolli di trattamento con colistina nel modello
murino di infezione cronica polmonare da P. aeruginosa, da utiliz-
zare per i trattamenti di combinazione con i modulatori di CFTR
nel secondo anno del progetto.

Conclusioni. Nel corso di questo progetto, prevediamo di
definire gli effetti anti-batterici e di scoprire altre potenzialita dei
modulatori indipendenti dall'attivita di correzione della proteina
CFTR. Lintento finale & quello di trasferire in modo ottimale i ri-
sultati in ambito clinico, migliorando le linee guida per l'uso dei
modulatori di CFTR e generando raccomandazioni per le combi-
nazioni con antibiotici.
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modulators
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Background. The speeding up in the development of CFTR mod-
ulators is rapidly changing the landscape of both Cystic Fibrosis re-
search and clinical care. In this session | will cover the latest available
data emerging from pre-clinical and clinical studies, as well as impli-
cations from registry and other observational studies on the wider
impact of these drugs. During 2019 the phase 3 clinical trial data
of VX-445 in triple combination with Tezacaftor and Ivacaftor has
been published in press release (May 30* 2019), showing dramatic
efficacy. Extrapolating from untreated for those with 2 copies of the
phe508del mutation would seem to have a 14.0% improvement in
percent predicted FEV1 and a 55mmol improvement in sweat chlo-
ride. For those with one phe508del mutation and a second minimal
function mutation, percent predicted FEV1 improved by 13.8%, and
sweat chloride by 41.8mmol. Vertex Pharmaceuticals have submit-
ted a new drug application to the FDA with a decision expected in
March 2020.

Promising agents in the pipeline and why they are needed.
The role for different combinations of correctors, potentiators, and
amplifiers will be explored. There are promising agents from a num-
ber of pharma including Vertex; Proteostasis; Abbvie; and Flatley; as
well as ongoing academic research. Whilst these agents are extreme-
ly promising it seems likely that there will be a need to increase the
effectiveness of CFTR modulator combinations further than those
currently developed for those with gating mutations and at least one
phe508del mutation. For example, real world data from the Irish CF
Registry suggests that in those with p.Gly551Asp gating mutations
who have lower baseline lung function and established lung disease,
lung function continues to decline and pulmonary exacerbations
continue to occur even after Ivacaftor is commenced (Kirwan et al.
2019). Increasing the pool of available modulators will be important
to increase options for patients, reduce the chance of drug-drug in-
teractions, as well as assist with drug affordability through compe-
tition, however new clinical trial designs will be needed as the first
wave of CFTR modulators become standard of care.

Wider effects of CFTR Modulators beyond the lungs. Evi-
dence is accumulating to suggest a positive effect of CFTR modula-
tors on pancreatic exocrine function, especially in young children
taking Ivacaftor. Whether this is just a short-term “honeymoon ef-
fect’, and whether it will be seen with highly effective modulators
in adult patients remains to be determined. CF liver disease is very
problematic for certain patients with cystic fibrosis — will these pa-
tients be able to tolerate CFTR modulators? If started early enough
will they reduce the chance of CF liver disease or CF related diabetes
developing?

Unanswered questions. How will CFTR modulators change our

ability to be able to study and develop better anti-inflammatory; mu-
colytic; and antibiotic drugs?

What are the limitations and cautions we should consider as
CFTR modulators are rapidly introduced into clinical practice? In
particular, what are the chances of long-term safety concerns or
off-target effects for small molecules that affect protein processing
and function? Are we in danger of missing opportunities to evaluate
some important questions as the landscape rapidly changes?

Finally what are the opportunities for CF researchers? What
about rare mutations; and minimal function mutations? How can we
help reduce the burden of care in an evidence-based manner? How
can we better understand the mechanism of the wider effects of CFTR
modulators?

Conclusions. In conclusion, whilst developments in CFTR modu-
lators are dramatic, the CF community, in terms of people with CF,
clinical teams, and researchers, all need to be aware that there is still
much more we need to understand, and many more clinical trials to
do, before this disease is fully controlled, even for those with the com-
mon mutations.

Stato dell’arte e prospettive sui modulatori di
CFTR

Premesse. La velocita di sviluppo dei modulatori CFTR sta
rapidamente modificando il panorama sia della ricerca in fibro-
si cistica che della pratica clinica. In questa sessione descrivero
gli ultimi dati che sono emersi sia dagli studi pre-clinici che da
quelli clinici, cosi come le implicazioni per i registri dei malati
FC e per altri studi osservazionali riguardo il pilt ampio impatto
che questi farmaci possono avere.Durante il 2019, la fase 3 del
trial clinico su VX-445 in tripla combinazione con Tezacaftor e
Ivacaftor e stata pubblicata attraverso comunicato stampa (30
Maggio 2019), evidenziando una enorme efficacia. Estrapolando
dai dati, pazienti non precedemente trattati con due copie della
mutaizone F508del sembrerebbero mostrare 14% di aumento
nei valori percentuali del FEV1 e una riduzione di 55mMol/L di
cloruro nel sudore.Per coloro che hanno una mutazione F508del
e una seconda mutazione a funzione minima, il FEV1 percen-
tuale & aumentato del 13.8% e il cloruro nel sudore diminuito
di 41.8mMol/L. Vertex Pharmaceuticals ha sottoposto una nuova
richiesta di approvazione a FDA (Food and Drug Administration)
e la decisione é attesa per Marzo 2020.

Agenti promettenti nella pipeline e motivo per il quale
sono necessari. Verra esplorato il ruolo di diverse combinazio-
ni di correttori, potenziatori e amplificatori. Sono disponibili un
buon numero di agenti promettenti, provenienti da un certo
numero di compagnie farmaceutiche, quali: Vertex, Proteosta-
sis, Abbvie e Flately; & anche in corso della ricerca accademica
in questo settore.Per quanto questi agenti siano estremamente
promettenti, sembra verosimile che ci sara bisogno di aumentare
ulteriormente l'efficacia delle combinazioni modulatrici di CFTR,
rispetto a quelle attualmente disponibili e sviluppate per sogget-
ti con mutazioni gating e per soggetti con almeno una mutazio-
ne F508del. Per esempio, i cosiddetti real world data presi dal re-
gistro FC Irlandese suggeriscono che nei malaticon la mutazione
gating p.Gly551Asp (G551D) che abbiano una piu bassa funzione
polmonare di base e una malattia polmonare conclamata, la fun-
zione polmonare continua a peggiorare e le esacerbazioni pol-
monari persistono anche quando viene iniziato lvacaftor (Kirwan
et al, 2019). Aumentare la disponibilita di possibili modulatori
sarebbe quindi importante per offrire diverse opzioni ai pazienti,
ridurre la possibilita di interazione tra farmaci; allo stesso tem-
po consentirebbe ai farmaci di essere piu accessibili attraverso
la competizione commerciale. Tuttavia, non appena la prima
ondata di modulatori CFTR diventasse standard di cura, sarebbe
anche necessario ideare nuovi studi clinici.



Piu estesi effetti dei modulatori di CFTR oltre a quelli sui
polmoni. Si stanno accumulando evidenze che suggeriscono un
effetto positivo dei modulatori CFTR sulla funzione pancreatica
esocrina, specialmente nei bambini che assumono Ivacaftor.Se
questo sia semplicemente un effetto “luna di miele” a breve ter-
mine oppure se sara osservato con i modulatori efficaci in pazienti
adulti & ancora tutto da stabilire. La malattia del fegato & molto
problematica per alcuni pazienti con fibrosi cistica. Questi pazienti
saranno in grado di tollerare i modulatori di CFTR? Se imodulatori
vengono assunti abbastanza presto negli anni, sara possibile ri-
durre la probabilita della malattia del fegato FC o lo svilupparsi di
diabete correlato alla fibrosi cistica?

Domande ancora senza risposta. Come faranno i modulato-
ri di CFTR a modificare la nostra capacita di studiare e sviluppare
migliori anti-infiammatori, mucolitici e farmaci antibiotici? Quali
sono le limitazioni e le precauzioni che dovremmo considerare,
dal momento che i modulatori stanno rapidamente entrando nel-
la pratica clinica? In particolare, quali sono le possibilita di doversi
preoccupare degli effetti a lungo termine e di effetti fuori-target
di queste piccole molecole che infuenzano il processamento delle
proteine e la loro funzione? C'¢ il pericolo di sottovalutare doman-
de importanti, ora che il panorama sta cambiando rapidamente?
Infine, quali sono le opportunita per i ricercatori in fibrosi cistica?
Inoltre, cosa possiamo dire sulle mutazioni rare e sulle mutazioni
a funzione minima? Come possiamo aiutare a ridurre il carico te-
rapeutico in un modo che sia basato sulle evidenze? Come possia-
mo fare a capire meglio il meccanismo che sottende gli effetti piu
ampi dei modulatori CFTR?

Conclusioni. In conclusione, mentre gli sviluppi sui modu-
latori CFTR sono importantissimi, la comunita FC, intesa come le
persone con fibrosi cistica, i team di clinici e ricercatori, tutti hanno
bisogno di essere consapevoli che c’@ ancora molto altro ancora
che dobbiamo capire e molti studi clinici ancora da fare, prima che
questa malattia si possa dire completamente controllabile, persi-
no per coloro con le mutazioni pit comuni.

37. The social cost of new drugs and its implica-
tions for research and care

Garattini S
Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, IRCCS, Milano

Silvio Garattini, Presidente Isti-
tuto di Ricerche Farmacologiche
Mario Negri IRCCS

European regulations require new drugs to be approved on the
basis of three important characteristics: quality, efficacy and safety.
On the basis of those features, EMA (European Medicines Agency)
approve new drugs without a real knowledge on whether or not they
are safer than those already on the market. This is good for com-
mercial competition, however it is estremely confusing for patients,
medical doctors and caregivers, who are overwhelmed by drugs that
are actual me-too drugs.

Therefore, it would be important to modify regulations into
“quality, efficay, safety and therapeutical added value”. By introduc-

ing the new field of “therapeutical added value’; only the new drugs
that really represent an improvement in comparison to those on the
market would be commercalised and less effective drugs would be
abandoned.

This problem is particularly important for the so-called “orphan
drugs’; devoted to rare diseases, such as cystic fibrosis. Drugs that
are currently administered, either alone or in combo-therapies, do
have high price that is not adequate to their efficacy. There is there-
fore the open issue of understanding the relationship between the
expenditures that are needed for research and the cost of drugs on
the market.

Data from scienitific literature and from some research agencies,
such as NICE, indicate a non-acceptable cost-effectiveness ratio. It
is indeed of outmost importance to clarify how the Italian National
Health Service (SSN- Servizio Sanitario Nazionale) should face the
challenge. A possible strategy, that the Italian Agency AIFA (Agenzia
Italiana del Farmaco) pursued in the past — for the CAR-T cells as an
example - is to link the cost to the success of a drug.

Once some parameters are settled in relation to the improve-
ment of health status of patients - such as quality of life — only those
patients who actually showed an improvement in their health status
will pay for the drugs. Another option is to pay over-time, for example
an annual ratio of the price, as long as the drug keeps its level of ef-
ficacy. Finally, if more drugs are available, which is the case for Cystic
Fibrosis, a better price can be obtained by auction or by an agree-
ment on the price at a European level. It is important that the patient
associations and those who work and act in the field of cystic fibrosis
can have a clear comprehension of all those aspects so to sustain
and help SSN, a priceless resource for Italy.

| costi sociali dei nuovi farmaci e loro implicazioni
per laricerca e le cure

La legislazione europea richiede che un nuovo farmaco possa
venire approvato sulla base di tre caratteristiche molto importanti:
“qualita, efficacia e sicurezza” Sulla base di queste caratteristiche,
I'EMA (European Medicines Agency) approva farmaci senza sapere
se sono migliori o peggiori di quelli gia esistenti. Cio aiuta il merca-
to, ma non é utile al paziente e al medico che vengono sommersi
da farmaci che rappresentano molto spesso solo delle “fotocopie”
(me-too drugs). Sarebbe pertanto necessario modificare la legge
in questo modo: “qualita, efficacia, sicurezza e valore terapeutico
aggiunto”. Con quest’ultimo requisito - valore terapeutico aggiun-
to - entrerebbero in commercio farmaci che davvero rappresenta-
No un progresso e, conseguentemente, non avrebbe piu significa-
to la presenza di farmaci meno attivi.

Il problema & particolarmente acuto per i cosiddetti “farmaci
orfani’, quelli dedicati alle malattie rare, come la fibrosi cistica. |
farmaci attualmente utilizzati da soli o in associazione hanno un
costo elevato che non é giustificato dall'efficacia. Si pone percio il
problema di sapere quale sia il rapporto fra le spese di ricerca ed il
prezzo a cui viene offerto il farmaco.

Dati della letteratura scientifica e di alcune agenzie di ricerca,
come l'inglese NICE, indicano che il rapporto costo-beneficio non
€ accettabile. Si pone quindi il problema di come sostenere la spe-
sa da parte del Servizio Sanitario Nazionale. Una delle modalita
adottate dall’AIFA per altri casi, come il CAR-T cells, & di mettere
in relazione il pagamento del farmaco con il suo successo clinico.
Stabilito un miglioramento di parametri importanti per la salute,
ad esempio qualita di vita, si paga solo per i pazienti che in segui-
to al trattamento hanno ottenuto un vantaggio. Un‘altra modali-
ta e quella di pagare nel tempo, ad esempio una frazione annua
del prezzo finché il farmaco continua ad essere efficace. Infine un
prezzo migliore si pud ottenere attraverso un‘asta se, come nel
caso della fibrosi cistica, esistono piu farmaci oppure contrattando
il prezzo a livello europeo. E importante che le associazioni dei pa-
zienti e quanti operano nel campo della fibrosi cistica abbiano una
chiara comprensione dei problemi per fare in modo che il Servizio
Sanitario Nazionale, un bene inestimabile, sia sostenibile.

41



42

14:30-16:15

Plenary Session 6

POSSIBLE NEW MODULATORS OF MUTANT CFTR

38. Preclinical development of the ARN23765
corrector and search for its backup

Bandiera T', Pedemonte N? Galietta LJV3, Tomati V? Caci
E?, Sondo E?, Gianotti A% Bertozzi F', Berti F', Rodriguez A',
Giraudo A’

'Istituto Italiano di Tecnologia (IIT), Genova, *U.O.C. Genetica Medica,
[stituto Giannina Gaslini (IGG), Genova, *Telethon Institute for Genetics
and Medicine (TIGEM), Pozzuoli (NA)FFC/TFCF extension 1, 2, 3.
Ongoing)

Tiziano Bandiera, foto sopra secondo da sinistra, e Nicoletta Pedemonte,
sotto prima a destra, con i collaboratori di ricerca al progetto Task Force
for Cystic Fibrosis (TFCF)

Background. The most frequent mutation among patients with
cystic fibrosis (CF), F508del, causes defective maturation and early
degradation of CFTR protein. The defective activity of F508del-CFTR
can be rescued in part by compounds known as correctors. The
F508del-CFTR mutant also shows a channel gating defect that can
be addressed with a class of modulators called potentiators. The
F508del-CFTR correctors approved so far for use in patients have
only modest efficacy. Therefore, new drugs are needed.

Hypothesis and objectives. The project aims at the selection of
a backup of ARN23765, the corrector currently under evaluation as
preclinical development candidate.

Essential methods. New analogs of ARN23765 are prepared
by chemical synthesis. All compounds are tested in CFBE410- cells
stably overexpressing F508del-CFTR) and the halide sensitive yel-
low fluorescent protein (HS-YFP). Compounds with good activity are
then tested in primary human bronchial epithelial (HBE) cells from
CF patients homozygous for the F508del mutation. In parallel, the
drug-likeness of new compounds is evaluated in in vitro tests.

Preliminary Results. Overall, more than 120 new analogs
of ARN23765 have been prepared so far. A number of compounds
showed an improved drug-like profile while retaining a very good
biological activity in HBE cells. Among them, ARN24684 is currently
under evaluation in a number of assays to compatre its profile with
that of ARN23765. Synthetic activities towards new correctors are
still ongoing.

Conclusions. Based on the data obtained in the previous phases
of the project, the design and synthesis of new compounds led to the
identification of ARN24684, which at the moment could represent a
backup of the corrector ARN23765.

Task Force for Cystic Fibrosis (TFCF), extension 3
Ragioni dello studio. La mutazione F508del nella proteina

CFTR, la pili frequente nei pazienti con fibrosi cistica, impedisce
alla proteina di completare il processo di maturazione e di rag-
giungere la superficie cellulare. Questo difetto puo essere par-
zialmente mitigato con composti chiamati correttori. La proteina
F508del-CFTR presenta anche un difetto di funzionamento su
Cui si puo intervenire con composti chiamati potenziatori. Leffi-
cacia dei correttori di F508del-CFTR approvati ad oggi per I'uso
nell'uomo & modesta ed e quindi necessario identificare nuovi
farmaci.

Ipotesi e obiettivi. Il progetto ¢ finalizzato a selezionare un
possibile sostituto (backup) di ARN23765, il correttore attualmen-
te in studio come candidato allo sviluppo preclinico.

Metodi Essenziali. Nuovi analoghi di ARN23765 sono otte-
nuti per sintesi chimica. Tutti i composti sono saggiati nella linea
cellulare CFBE410-, che esprime stabilmente la proteina F508del-
CFTR ed una variante della Proteina Fluorescente Gialla, sensibile
agli alogenuri (HS-YFP). | composti con migliore attivita vengono
successivamente testati in cellule primarie bronchiali da pazienti
omozigoti per la mutazione F508del. In parallelo, i composti sono
valutati in saggi in vitro per determinare il loro profilo di drug-like-
ness (probabilita di funzionare come farmaco, n.d.r.).

Risultati Preliminari. Nel progetto TFCF-Extension sono stati
sintetizzati oltre 120 nuovi analoghi di ARN23765. Diversi di questi
composti hanno mostrato miglioramenti in alcuni dei parametri
che misurano la drug-likeness mantenendo una buona attivita
biologica. Ad oggi, il composto ARN24684 appare il piu interes-
sante come potenziale backup di ARN23765. Una piu estesa carat-
terizzazione del profilo biologico di ARN24684 & in corso. Al con-
tempo, continua la sintesi di nuovi analoghi di ARN23765.

Conclusioni. Sulla base dei dati ottenuti nelle fasi preceden-
ti del progetto, é stato identificato il correttore ARN24684 come
potenziale backup di ARN23765. La sintesi di ulteriori analoghi di
ARN23765 é tuttora in corso.

39. RNF5 inhibitors as potential drugs for Cystic
Fibrosis basic defect

Pedemonte N', Cavalli A2

'U.0.C Genetica Medica, Istituto Giannina Gaslini, Genova,
Dipartimento di Farmacia e Biotecnologie, Universita di Bologna
(FFC#9/2017, Concluded)

Nicoletta Pedemonte, prima a destra, responsabile del progetto, con i
collaboratori e, in basso a sinistra, Andrea Cavalli, partner del progetto

Background and rationale. The F508del mutation causes the
arrest of the maturation of CFTR protein. Correctors are able to rescue
F508del-CFTR, either by act directly on CFTR or by modulating other
proteins thus affecting CFTR maturation. Our studies highlighted the
E3 ubiquitin ligase RNF5 as a target whose inhibition leads to mu-
tant CFTR rescue both in vitro and in vivo. Thus, we used a computa-
tional approach, based on ligand docking and virtual screening, to



discover inh-02, a drug-like small molecule that inhibits RNF5.

Hypothesis and objectives. Treatment with inh-02 causes sig-
nificant F508del-CFTR rescue in immortalized and primary bronchial
epithelial cells from F508del homozygous CF patients. Our aims now
are: the optimization of RNF5 inhibitors; 2. the evaluation of possible
individual variability in the efficacy of RNF5 inhibitors; 3. the evalu-
ation of possible toxicity of RNF5 inhibitors (due to their mechanism
of action).

Essential methods. Improved RNF5 inhibitors will be devel-
oped by screening commercially available analogs and by syn-
thesizing novel analogs. The knowledge of the structure-activity
relationship will help us to improve efficacy and potency of RNF5
inhibitors. The efficacy of RNF5 inhibitors on mutant CFTR will be
assessed by electrophysiological techniques on bronchial epithe-
lia derived from patients bearing F508del or other mutations with
trafficking defect.

Results. We have tested a set of inh-2 analogs and identified
moieties that are mandatory for the activity of the compounds. We
have verified the ability of inh-2 to rescue F508del-CFTR on well-
differentiated primary cultures of human bronchial epithelial cells
from various F508del homozygous subjects. We have observed lack
of side effects after long-term treatment of bronchial cells with inh-2.
We have demonstrated that inh-2 is additive with both C2 and C3
types of correctors.

Conclusions. Our results clearly demonstrate that RNF5 inhibi-
tion can rescue F508del-CFTR trafficking defect and that this mecha-
nism is not only amenable in cell lines or in a murine CF model, but
also in human primary bronchial epithelia, that are the main target
tissue of CF treatment. These findings thus validate RNF5 as a drug
target for CF, and provide evidences to support its druggability.

Gli inibitori di RNF5 quali potenziali farmaci per il
difetto di base in fibrosi cistica

Ragioni dello studio. La mutazione piu frequente nei pazien-
ti con fibrosi cistica € la delezione della fenilalanina 508 (F508del),
che causa un blocco nella maturazione della proteina. Molecole
chiamate correttori possono recuperare la proteina F508del-CFTR,
agendo direttamente su CFTR oppure modulando altre proteine che
influiscono sulla maturazione di CFTR. Di particolare interesse € la
ligasi RNF5. | nostri studi hanno dimostrato che, su modelli cellula-
ri e animali, la soppressione di RNF5 causa il recupero del mutante
F508del-CFTR, migliorando il malassorbimento intestinale. Questi
dati dimostrano che RNF5 puo costituire il bersaglio per lo sviluppo
di nuove terapie farmacologiche per la fibrosi cistica.

Ipotesi e obiettivi. Il trattamento con inh-2 ripristina l'attivita
del mutante F508del sia in cellule bronchiali umane immortalizzate
sia su epiteli bronchiali derivati da pazienti con fibrosi cistica. Ora i
nostri obiettivi sono migliorare gli inibitori di RNF5, valutarne l'effi-
cacia nel recupero dell'attivita di CFTR su cellule di pazienti e verifi-
care possibili effetti tossici dovuti al loro meccanismo di azione.

Metodi essenziali. La ricerca di migliori inibitori di RNF5 &
procedua testando analoghi disponibili commercialmente e sinte-
tizzati dai nostri gruppi. La conoscenza di come I'attivita del compo-
sto varia al variare della sua struttura chimica ci aiutera nel disegnare
composti pill efficaci. Lefficacia dei composti nel recuperare CFTR
stata analizzata attraverso metodi elettrofisiologici su epiteli derivati
da pazienti con una o due copie di F508del o altre mutazioni che
causano un difetto simile.

Risultati. Abbiamo testato un pannello di analoghi di inh-2,
identificando modifiche della molecola fondamentali per la sua atti-
vita. Abbiamo inoltre dimostrato che il recupero dell'attivita di CFTR
si osserva in cellule derivate da pazienti diversi. In aggiunta, abbia-
mo dimostrato che il trattamento cronico con inh-2 non determina
effetti negativi sulle cellule bronchiali.

Conclusioni. Questi risultati dimostrano che l'inibizione di RNF5
determina un recupero di F508del-CFTR, non solo su modelli cellu-
lari immortalizzati ma anche in epiteli bronchiali primari derivati da
pazienti FC, e quindi confermando il ruolo di possibile nuovo bersa-
glio terapeutico di RNF5.

40. Towards the discovery of new correctors
based on nitrogen heterocyclic systems

Spano V', Musante I2, Montalbano A', Genovese M?, Scudieri P?,
Galietta LJV?, Barraja P’

"Department of Sciences and Chemical Biology and Pharmaceutical
Technology (STEBICEF), Universityof Studies of Palermo, Palermo,
ZTelethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), Pozzuoli (NA).
(FFC#4/2018. Ongoing)

Paola Barraja, seconda da destra, responsabile del progetto, con collabo-
ratori. Nella foto in basso, Paolo Scudieri (a destra), partner del progetto

Background and Rationale. It is widely recognized that a com-
bination of correctors of F508del-CFTR protein’ with complementary
mechanisms is desired.? From an initial library of compounds tested,
PP008 emerged as lead candidate as highly effective F508del correc-
tors with a new complementary mechanism of action with class 1
correctors (VX-809).

Hypothesis and Objectives. Having validated the mechanism
of action of PP008 confirming its activity and synergy with VX-809,
new analogues with improved corrector activity were synthetized.
The chemical space of PP compounds was explored on SAR analysis,
synthetizing new analogues. Future objectives will be:

- Synthesis of new refined structures to further optimize activity on
F508del-CFTR

- Evaluation of ADME properties of the best candidates to acquire
information about drug-like properties

- Insight on the mechanism of action.

Essential methods. From the initial finding, we started the
synthesis of analogues to explore as much as possible the critical
structural requirement connected to the best corrector activity. Four
rounds of synthesis followed by pharmacological insights inspired,
the synthesis of new compounds with optimized efficacy and po-
tency on F508del-CFTR. The most potent compounds, were tested
as correctors i) on primary airway epithelial cells (bronchial and/or
nasal); i) in biochemical assays and by microscopy to evaluate effect
on F508del-CFTR maturation/trafficking.

Preliminary results. Former screenings highlighted PP0O08 as
a lead candidate to develop highly effective F508del correctors, ca-
pable to synergize with class 1 correctors, indicating a new comple-
mentary mechanism of action. Further synthesis highlighted some
new potent analogues among which PP028, PP034, and PP037, with
higher efficacy producing a rescue comparable to that of VX-809 and
a strong synergism when used in combination with it. Approximate-
ly 120 compounds were obtained clustered into 1) analogues of the
parent core and 2) new chemical scaffolds.

Conclusions. We expect to obtain improved molecules for the
correction of the basic defect in CF, also in terms of drug-like proper-
ties, in terms of absorption, metabolism, and escretion (ADME prop-
erties). After iteration of the process involving chemical synthesis
and evaluation of the resulting compounds, we expect to find the
best candidate for a possible preclinical development.
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Verso l'identificazione di nuovi correttori basati
su sistemi eterociclici azotati

Problema e ragioni dello studio. E noto che I'uso di una
combinazione di correttori della proteina F508del-CFTR con mec-
canismi d'azione complementari & auspicabile per ottenere la
massima efficacia. Da una iniziale libreria di composti sintetizzati,
€ emerso un candidato /ead (PP008), cioé un composto chimico
come efficace correttore della proteina F508del-CFTR.

Ipotesi e obiettivi. Dopo aver validato il meccanismo d'azio-
ne di PP008, confermandone l'attivita e l'effetto sinergico con il
VX-809, sono stati sintetizzati nuovi analoghi. Lo spazio chimico
dei composti PP ¢ stato esplorato sulla base di studi SAR. Obiettivi
futuri saranno:

- Sintesi di nuovi derivati rifiniti con attivita ottimale verso la pro-
teina F508del-CFTR

- Valutazione delle proprieta ADME (assorbimento, metabolismo
e tollerabilita da parte dell'organismo) dei migliori candidati per
acquisire informazioni circa le proprieta drug-likel (funziona-
mento come farmaco)

- Studio del meccanismo d'azione.

Metodi. Dalla scoperta iniziale, abbiamo iniziato la sintesi di
nuovi analoghi per esplorare i requisiti strutturali cruciali per otte-
nere la migliore attivita. Quattro cicli di sintesi seguiti dagli studi
farmacologici hanno ispirato la sintesi di nuovi analoghi con po-
tenza ed efficacia ottimizzati. | composti piu potenti saranno sag-
giati come correttori: i) su linee cellulari e cellule epiteliali primarie
(bronchiali e/o nasali) per confermarne I'attivita; ii) in saggi biochi-
mici e per microscopia per valutare l'effetto sulla maturazione e
trasporto della proteina mutata.

Risultati preliminari. Un precedente screening ha evidenziato
PP008 come candidato lead per lo sviluppo di potenti correttori del-
la proteina F508del-CFTR, specialmente in combinazione con il VX-
809. Dalla sintesi di altri analoghi sono emersi nuovi composti tra
cui PP028, PP034, e PP037 con una migliore efficacia nel recupero
funzionale, paragonabile a quella del VX-809 e con un forte effetto
sinergico con esso. Sono stati ottenuti circa 120 composti suddivisi
in: 1) nuovi derivati del composto di partenza; 2) nuove strutture.

Conclusioni. Prevediamo di generare composti migliori per la
correzione del difetto di base nella FC, anche in termini di proprie-
ta drug-likeness, cioé di capacita di tali composti di funzionare da
farmaci in vivo, nei termini di assorbimento, metabolismo e tolle-
rabilita da parte dell'organismo (proprieta ADME). Dopo ripropo-
sizione del processo che coinvolge la sintesi e la valutazione dei
composti ottenuti, ci aspettiamo di ottenere un buon candidato
per un possibile sviluppo preclinico.

41. In depth-characterization of the molecular
mechanisms underlying PI3Ky-mediated requla-
tion of CFTR

Ghigo A'?, Murabito A', Sala V', Gianotti A%, Quinney NL3,
Gentzsch M3, Pedemonte N* and Hirsch E'?

'Department of Molecular Biotechnology and Health Sciences,
Molecular Biotechnology Center, University of Torino, Torino, *Kither
Biotech Srl, Torino., *Marsico Lung Institute/Cystic Fibrosis Research
Center, University of North Carolina, Chapel Hill, USA, “Istituto
Giannina Gaslini, Genova.y. (FFC#8/2018. Ongoing)

Background and rationale. The underlying cause of cystic fi-
brosis (CF) is a mutation in the gene encoding the chloride channel
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR). The
clinical approval of Orkambi®, combining a CFTR potentiator (VX-
770) and a corrector (VX-809), highlighted the possibility of target-
ing the basic molecular defect of CF, albeit the efficacy of this drug
is unsatisfactory.

Hypothesis and objectives. We demonstrated that phospho-
inositide 3-kinase gamma (PI3Ky) is a key component of the CFTR

Emilio Hirsch, primo da sinistra, responsabile del progetto, con il suo
gruppo diricerca

macromolecular complex that restrains activation of the channel
through a scaffold, kinase-independent function. The major aim of
the proposed project is to characterize the role of PI3Ky in regulating
CI- secretion in CF bronchial epithelial cells.

Essential methods. To target this unexpected function of PI3Ky,
we previously generated a cell-permeable PI3Ky-derived peptide ow-
ing CFTR modulator properties. Within this project, we exploited this
peptide to understand the interplay between PI3Ky and the CFTR
macromolecular complex. We assessed the role of PI3Ky in modulat-
ing CI- currents in either healthy or CF primary airway bronchial epi-
thelial cells carrying the most prevalent mutation F508del/F508del.

Preliminary results. We demonstrated that the PI3Ky-derived
peptide synergizes with Orkambi® in enhancing short-circuit cur-
rents in CF primary bronchial epithelial cells. This synergy could
be explained by the dualaction of PI3Ky peptide on both CFTR-de-
pendent currents and on currents mediated by the Ca**-activated
K* basolateral channels. Accordingly, we demonstrated that PI3Ky
peptide increases intracellular Ca** levels in healthy and CF primary
bronchial epithelial cells. By means of these convergent actions,
PI3Ky peptide stimulates the overall driving force, ultimately pro-
moting Cl- secretion. As a future perspective, we aim at unveiling
the molecular mechanisms through which PI3Ky scaffold protein
regulates Ca**activated K* channels in CF bronchial epithelial cells.

Conclusions. We expect to validate PI3Ky as a new targetable
regulator of CFTR function and evaluate the potential therapeutic
effect of the PI3Kg-derived peptide in comparison to the currently
available combinatorial treatments. In the long term, the results of
this project may eventually end up in the development of new thera-
peutic tools to ease patient care in patients that do not or cannot
fully benefit of Orkambi® and other VX770-based regimens.

Caratterizzazione approfondita dei meccanismi
molecolari alla base della regolazione del canale
CFTR da parte dell’'enzima PI3Ky.

Problema e ragioni dello studio. Il difetto di base della Fi-
brosi Cistica (FC) sta in una mutazione nel gene che codifica per
il regolatore di conduttanza transmembrana della fibrosi cistica
(CFTR), un canale deputato al trasporto di cloruro. L'approvazio-
ne in clinica del farmaco Orkambi® ha evidenziato la possibilita
di colpire farmacologicamente il difetto molecolare di base della
FC.Tuttavia, l'efficacia di Orkambi® non e del tutto soddisfacente.

Ipotesi e obiettivi. Abbiamo dimostrato in precedenza che
I'enzima fosfatidilinositolo 3-chinasi gamma (PI3Ky) limita I'at tiva-
zione del canale CFTR agendo come “piattaforma di ancoraggio” per
altre proteine con attivita regolatoria. Lobiettivo del progetto ¢ di
caratterizzare il ruolo di PI3Ky nella modulazione della secrezione
di cloruro nelle cellule epiteliali bronchiali di pazienti affetti da FC.

Metodi essenziali. Per colpire questa funzione di PI3Ky, abbia-
mo ideato un peptide derivato da PI3Ky capace di modulare |'attivi-
ta del CFTR. In questo progetto, abbiamo valutato il ruolo di PI3Ky
nella modulazione delle correnti di cloruro in cellule epiteliali bron-
chiali di pazienti che presentano la mutazione F508del/F508del.



Risultati preliminari. Abbiamo dimostrato che il peptide
derivato da PI3Ky lavora in sinergia con Orkambi® nel potenziare
le correnti di cloruro in cellule epiteliali bronchiali primarie di pa-
ziente con FC. Questa sinergia puo essere spiegata dalla doppia
azione del peptide sulle correnti dipendenti da CFTR e su quelle
mediate da canali attivati dal Calcio. In definitiva, mediante que-
ste azioni convergenti, il peptide promuove la secrezione di cloru-
ro. Come prospettiva futura, miriamo a identificare i meccanismi
di regolazione dei canali da parte di PI3Ky nelle cellule epiteliali
bronchiali di paziente con FC.

Conclusioni e risultati attesi. Ci aspettiamo di convalidare
PI3Ky come nuovo modulatore della funzione del CFTR e di va-
lutare il potenziale effetto terapeutico del peptide derivato da
PI3Ky rispetto ai trattamenti combinatori attualmente disponibili.
A lungo termine, i risultati di questo progetto porteranno auspi-
cabilmente allo sviluppo di nuovi farmaci per i pazienti che non
beneficiano o non possono beneficiare appieno di Orkambi®.

42. Development of ganglioside GM1-based
therapy to improve F508delCFTR rescue ap-
proaches

Tamanini A? Loberto N', Mancini G', Bassi R', Valsecchi M',
Dechecchi MC? Santangelo A2, Prandini P?, Pedemonte N3,
Cabrini G*, Aureli M’

'Dipartimento di Biotecnologie Mediche e Medicina Traslazionale,
Universita degli Studi di Milano, *Laboratorio di Patologia Molecolare,
UOC Laboratorio Analisi (Sede di Borgo Trento), Dipartimento di
Patologia e Diagnostica, Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata
di Verona, *U.0.C. Genetica Medica, Istituto Giannina Gaslini, Genova,
“Universita di Verona, Dip. Di Neuroscienze Biomedicina e Movimento
(FFC project #2/2018, ongoing)

Massimo Aureli, foto sopra a destra, responsabile del progetto e, foto
sotto, Anna Tamanini (al centro) con i rispettivi collaboratori di ricerca

Background/Rationale. The most common F508del-CFTR
mutation causes a defect in: i) trafficking to the plasma membrane
(PM), ii) stability, and iii) channel open probability. Many pharmaco-
logical agents have been designed to rescue the F508del-CFTR func-
tion and among these, lumacaftor-ivacaftor (Orkambi®), has been
recently approved by FDA. However, only modest improvements in
lung function have been observed after treatment with Orkambi®in
CF patients homozygous for F508del-CFTR likely due to inability in
F508del-CFTR PM stabilization, which is a condition further impaired
by P. aeruginosa infections. For this reason, a new challenge to ame-
liorate the efficacy of corrector and potentiators is to find new strate-

gies to increase the PM stability of F508del-CFTR.

Hypothesis and Objectives. In CF bronchial epithelial cells, CFTR
loss is accompanied by an important reduction of the PM glycosphin-
golipid GM1. Since GM1 is a crucial player in the organization of specif-
ic lipidic domains that contains CFTR, we investigated whether restore
the correct levels of GM1 could be adjuvant to increase the effective-
ness of Orkambi® therapy in term of F508del-CFTR rescue.

Essential methods. CF bronchial epithelial cells were fed with
GM1 in combination with CFTR modulators to evaluate by WB the
expression of F508del-CFTR and its scaffolding proteins. Photolabel-
ling experiments were used to study the GM1 and CFTR interaction
and finally, the activity of CFTR function was studied by using YFP
fluorescence measurements of iodide influx.

Preliminary results. We found that: i) GM1 and WT-CFTR or res-
cued F508del-CFTR resides in the same PM compartment; i) the chron-
ic treatment of CF bronchial epithelial cells with potentiator VX770
reverts the effect of the corrector VX809 in terms of F508del-CFTR
expression, CFTR scaffolding proteins content and lipid composition;
iii) the exogenous administration of GM1 reduces the negative effect
of potentiator VX770 on F508del-CFTR PM stability; iv) GM1 improves
CFTR channel activity in CF cells treated with CFTR modulators.

Conclusions. Taken together, these results demonstrate that GM1
plays an active role on the stability and function of rescued F508del-
CFTR. Further investigation will be focused on the effect of GM1 on
P. aeruginosa infected cells. Considering that GM1 has been already
tested for neurological disease, development of clinical trials based on
GM1 could provide a real therapeutic option for CF patients.

Ruolo del ganglioside GM1 nella stabilizzazione
della proteina F508DEL-CFTR sulla membrana
come possibile adiuvante per la terapia con OR-
KAMBI®

Problema e Ragioni dello studio. La CFTR con mutazione
F508del € una proteina che non funziona correttamente. Per correg-
gerne il difetto & necessario I'uso combinato di molecole in grado
di indurre la normale maturazione (correttori), attivarne la funzione
(potenziatori) e stabilizzarla a livello della membrana plasmatica
(MP). La nuova combinazione, lumacaftor VX809 - ivacaftor VX770
(Orkambi®) ha pero dato benefici variabili nei pazienti, probabilmen-
te perché incapace di stabilizzare la CFTR mutata a livello della MP,
condizione ulteriormente compromessa dalle infezioni da P. aeru-
ginosa. Pertanto, risulta urgente la necessita di sviluppare nuovi ap-
procci terapeutici capaci di aumentare la stabilita in MP della CFTR.

Ipotesi ed obiettivi. Nella MP delle cellule bronchiali, la pro-
teina CFTR é localizzata in particolari aree organizzate dal ganglio-
side GM1. In modelli FC la mancanza di CFTR comporta una forte
riduzione del contenuto di GM1. Il nostro obiettivo & quindi quello
di investigare se il ripristino di GM1 possa aumentare l'efficienza
di correttori e potenziatori nel recupero funzionale della CFTR con
mutazione F508del.

Metodi essenziali. I| GM1 ¢ stato aggiunto a cellule epitelia-
li bronchiali FC in combinazione con il correttore VX809 e il po-
tenziatore VX770 ed e stata studiata I'espressione e la funzione di
CFTR e il contenuto lipidico di membrana. Inoltre, mediante |'uti-
lizzo di sonde radioattive, abbiamo studiato la localizzazione del
GM1 e di CFTR a livello della MP.

Risultati preliminari. Abbiamo dimostrato che: i) il GM1 e
la proteina CFTR localizzano nella stessa porzione della MP; ii) il
VX770 oltre a ridurre l'effetto del VX809 altera anche il contenuto
lipidico della MP, iii) I'aggiunta del ganglioside GM1 riduce note-
volmente l'effetto negativo del VX-770 aumentando la stabilita
della proteina in membrana e ripristinandone la funzione.

Conclusioni e risultati attesi. | risultati indicano che il GM1
funziona come adiuvante per la terapia con Orkambi®. Poiché i pa-
zienti FC sono soggetti a infezioni da P. aeruginosa, nel secondo
anno, si valutera l'effetto del GM1 sull'espressione della proteina
CFTR in presenza di infezione. Essendo il GM1 una molecola gia in
uso per la cura di altre patologie, questo studio potrebbe rappre-
sentare il punto di partenza per lo sviluppo di nuove strategie te-
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rapeutiche basate sull'associazione di GM1 con correttori e poten-
ziatori per migliorare I'efficacia dei trattamenti nei pazienti con FC

43. Rescuing defective CFTR applying a drug re-
positioning strategy based on computational
studies, surface plasmon resonance and cell-
based assays

D'Ursi P', Orro A, Urbinati C?, Uggeri M', Paiardi G?, Millo E*4,
Milanesi L', Pedemonte N° Fossa P® and Rusnati M'

'ITB-CNR Segrate MI °DMMT Univ. di Brescia **Med Sperim./CEBR Univ.
di Genoa, *UOC Genetica Medica, IRCCS Giannina Gaslini Inst. Genoa,
Italy °Dip. di Farmacia Univ. di Genoa (FFC#11/2018. Concluded —
FFC#10/2019. Extension)

ricerca

Background. Cystic Fibrosis (CF) is caused by mutations (mainly
F5084) of the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR). Current CF therapies are aimed at symptoms alleviation, call-
ing for new drugs to rescue CFTR function.

Hypothesis & objectives. Drug repositioning is aimed at finding
new applications for already marketed drugs, reducing cost and du-
ration and the likelihood of unforeseen adverse events. In this project
we have integrated drug repositioning with computational studies,
surface plasmon resonance (SPR) and well-tried cellular models to
identify new CF drugs and to comprehend their mechanism of action.

Methods & results. We have prepared a new structural homol-
ogy model of intact human F508del-CFTR embedded in a phospho-
lipid bilayer and a SPR biosensor containing the same protein in a
cell membrane-mimicking lipid film. These tools, along with appro-
priate cell-based assays, have been firstly used to analyze a mixed
library of well-known and new compounds that allowed the valida-
tion of the system and the identification of a promising molecule en-
dowed with a F508del-binding and rescuing capacity that is higher
than those of drugs already in use. With the computational model
we have then performed a virtual drug repositioning on a library of
846 drugs, identifying 10 drugs that were reduced to 4 on the basis of
toxicity profile and patient compliance.

Extension project. In the second year of the extended project,
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the already identified drugs will be subjected to experimental char-
acterization aimed at evaluating their effective capacity to bind
F508del-CFTR and rescue its activity. This will be done by means of
in vitro assays with cell lines and primary cell culture, stability assay
and SPR spectroscopy. Also, we will proceed to the virtual reposition-
ing of a library of natural compounds. The identified drugs will then
be analyzed as described above.

Spin-off for research & clinical purposes. The novel compu-
tational models and biosensors will widen the study of CF drugs and
made available to other research groups in the field of CF.

Riposizionamento del farmaco, studi computa-
zionali, risonanza plasmonica di superficie e sag-
gi biologici con culture cellulari: un approccio
multidisciplinare per l'identificazione di nuovi
farmaci ad azione correttiva su CFTR

Ragioni dello studio. La possibilita di sviluppare nuovi far-
maci che correggano i difetti di CFTR mutato, causa della fibrosi
cistica (FC), e l'obiettivo di numerose ricerche.

Ipotesi e obiettivi. Il riposizionamento del farmaco & una
metodologia diretta a scoprire nuove applicazioni per farmaci gia
utilizzati per altre malattie che riduce costi e durata dei programmi
di sviluppo ed evita i rischi di effetti indesiderati. In questo proget-
to abbiamo integrato il riposizionamento del farmaco con nuove
tecnologie (biosensori, bioinformatica) e collaudati modelli cellu-
lari per scoprire farmaci gia commercializzati in grado di indurre
benefici terapeutici nella FC.

Metodi e risultati. Abbiamo preparato modelli virtuali di
CFTR mutato in ambiente lipidico ed un biosensore per una so-
fisticata tecnologia chiamata “risonanza plasmonica di superfi-
cie” contenente CFTR mutato in uno strato lipidico (simulando la
membrana cellulare, dove normalmente CFTR é localizzato). Que-
sti modelli sono stati quindi utilizzati per analizzare una serie di
molecole neosintetizzate, permettendo cosi di validare il sistema
e di identificare una molecola con capacita di legare e recuperare
I'attivita del CFTR mutato superiori a quelle di molecole gia uti-
lizzate. Abbiamo quindi proceduto allo “screening” virtuale di una
libreria di 847 farmaci gia commercializzati, individuandone 10 dei
quali ne sono stati selezionati 4 sulla base del profilo tossicologico
e della“compliance” del paziente.

Estensione del progetto. Nel secondo anno del progetto i
farmaci identificati verranno sottoposti ad approfondita analisi
sperimentale per valutare la loro effettiva capacita di legare CFTR
mutato e recuperare l'attivita. A questo scopo impiegheremo: sag-
gi in vitro con apposite linee cellulari e colture di cellule prima-
rie umane, saggi di stabilita di CFTR mutato e analisi SPR. Inoltre,
procederemo allo “screening” di una libreria di composti naturali. |
composti individuati verranno infine sottoposti alla completa ca-
ratterizzazione sperimentale descritta sopra.

Conclusioni. Il progetto intende identificare, tramite riposi-
zionamento, farmaci gia in uso in altre terapie per il recupero della
funzionalita di CFTR mutato, con conseguente riduzione di costi e
tempi di approvazione. | nuovi modelli sperimentali e computa-
zionali saranno disponibili alla comunita scientifica.

Plenary Session 7
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44. Investigating CRISPR-CAS13b as a tool for
the RNA editing of CFTR mRNA with premature
stop codon

Di Leonardo A, Melfi R, Cancemi P, Chiavetta R
Department of Biological, Chemical and Pharmaceutical Sciences
and Technologies, University of Palermo. (FFC#5/2018. Concluded)

Background/Rationale. Some CF patients are compound het-
erozygous or homozygous for nonsense mutations in the CFTR gene.
Mutant CFTR gene coding for transcripts with premature termina-
tion codons (PTCs) is responsible for truncated CFTR protein and for
a severe form of the disease. In a precision medicine framework the
“REPAIRv2” (RNA Editing for Programmable A to | Replacement v2)
tool, developed in the laboratory of Dr. Feng Zhang (USA), seems a
good alternative to restore the full-length CFTR protein by editing its
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mRNA containing PTCs. This new approach is based on the possibil-
ity of targeting a deaminase enzyme (huADAR2) to a specific Adeno-
sine, to be edited to Inosine (G analogue), on the mutant RNA by a
specific guide RNA (gRNA), complementary to the target regions,
and a Cas protein.

Hypothesis and objectives. We applied the new CRISPR/
dCas13b based molecular tool of RNA editing (REPAIRv2) to correct
the premature stop codon UGA, changing to UGG, in the H2BGFPo-
pal and CFTR"'?2X mRNAs with the purpose of recoveringthe full-
length proteins.

Essential Methods. We designed and cloned the gRNAs need-
ed to target the REPAIRv2 system to the Adenine to be modified. By
site-directed mutagenesis we introduced a premature stop codon,
W1282X, in the CFTR cDNA. Human HelLa cells expressing the H2B-
GFPopal mRNA, FRT cells expressing CFTR"'?2X and IB3.1 airway epi-
thelial human cells (CFTRD508/W12382X) were co-transfected with
the plasmids coding for the recombinant protein dCAS13b/ADAR2,
and for the gRNAs. Fluorescence microscopy was used to analyse the
editing results.

Results. Direct fluorescence microscopy and immunofluores-
cence analysis detecting the corrected proteins (H2BGFP and CFTR,
respectively) suggest that the REPAIRv2 system was able, in different
cell lines, to edit the H2BGFPopal and the CFTRW'% mRNA. How-
ever, the rate of editing does not seem high. Indeed, when RNA was
purified from transfected cell, retro-transcribed and amplified base
correction was not detectable by standard DNA sequencing and
western blot.

Conclusions. Collectively, our results indicate that the REPAIRv2
tool is able to edit the UGA premature stop codon present in the He-
La-H2BGFPopal cells and in engineered FRT"'?5% cells harbouring the
UGA PTC in the CFTR mRNA. Furthermore, the REPAIRv2 tool worked
in the IB3.1 cells suggesting its ability to edit endogenous UGA pre-
mature stop codon. Anyway, enhance the delivery of the plasmids as
well increase/stabilize the target mRNA to be edited, seem necessary
to improve the efficiency of REPAIRv2.

Correzione di mutazioni STOP del gene CFTR me-
diante modifica (editing) del’lRNA messaggero
(mRNA)

Problemi e ragioni dello studio. La presenza di mutazioni
stop (di classe I) nel gene CTFR causa la mancata produzione della
proteina.Un recente strumento, sviluppato nel laboratorio del Dr.
Feng Zhang (USA), potenzialmente in grado di correggere (edi-
ting) queste mutazioni e ottenere la sintesi della proteina CFTR &
REPAIRv2 (RNA Editing for Programmable A to I Replacement). RE-
PAIRv2 consente di correggere mutazioni G>A (cambiamento di
Guanina in Adenosina) e sul’'mRNA indirizzando, la proteina dCA-
S13b/ADAR_; sulla Adenosina che una volta convertita in Inosina,
si comportera come la Guanosina iniziale consentendo la sintesi
della proteina. LRNA editing ha il vantaggio di essere transitorio e
di ridurre i rischi di modifiche permanenti nel genoma

Ipotesi e obiettivi. Possibile correzione di mutazioni stop

mediante ‘editing’ del'mRNA. Utilizzo del sistema REPAIRv2 per
convertire la tripletta non senso UGA in UGG e ottenere proteine
integre in sistemi cellulari modello.

Metodi essenziali. Sono stati disegnati e clonati diversi'RNA
guida’ (QRNA) per indirizzare il sistema REPAIR sulle Adenine da
modificare. Tramite mutagenesi sito-specifica & stata generata la
mutazione stop CFTR2%_ Cellule di ratto FRT (CFTRV'%%) e cel-
lule umane IB3.1 (CFTRD508/W12382X) sono state utilizzate per
validare il sistema REPAIRv2. I risultati di RNA editing sono stati ana-
lizzati con la microscopia a fluorescenza.

Risultati. Mediante microscopia a fluorescenza diretta ed im-
munofluorescenza indiretta é stato mostrato che il sistema REPAIRv2
& in grado, in differenti sistemi modello cellulari in vitro, di corregge-
re le mutazioni stop anche se con una efficienza non molto elevata.
Cio e in accordo con il risultato del sequenziamento standard degli
ampliconi (frammenti di RNA prodotti da reazioni di amplifi-
cazione, n.d.r. ) . derivati dagli RNA purificati da cellule trasfettate
e del western blot.

Conclusioni. | risultati ottenuti suggeriscono che REPAIRv2 pro-
muove ‘l'editing’ di codoni stop prematuri presenti sul'mRNA del
gene reporter H2BGFP in cellule HelLa (H2BGFPopal) e sul’mRNA
del gene CFTR in cellule FRT (CFTR"'%%), Inoltre, il fatto che REPAI-
Rv2 abbia funzionato in cellule IB3.1 provenienti da pazienti affetti
da Fibrosi Cistica, suggerisce che possa essere utile anche per cor-
reggere PTC endogeni. Comunque, il miglioramento del ‘delivery’ e
l'incremento/stabilizzazione del’'mRNA bersaglio appare necessario
per incrementare l'efficienza di'editing’.

45. SpliceFix: fixing splicing defects in the CFTR
gene through CRISPR/Cas9 technology

Maule G', Casini A", Montagna C', Arosio D? Debyser Z3,
Carlon M3, Petris G', Cereseto A'

'Centre for Integrative Biology (CIBIO), University of Trento, Italy, *Institute
of Biophysics, National Research Council and Bruno Kessler Foundation,
Trento, Italy, 3Laboratory for Molecular Virology and Gene Therapy,
Department of Pharmaceutical and Pharmacological Sciences, KU
Leuven, Belgium (FFC#1/2017. Concluded)

Anna Cereseto, responsabile
del progetto di ricerca

Background/Rationale. A significant number of mutations
(~13%) alter the correct splicing of the CFTR gene, causing the produc-
tion of aberrant mRNA transcripts and non-functional protein chan-
nels. The 3242-26A>Gand 3849+10kbC>T are point mutations that
generate altered splicing. The resulting mRNAs contain frameshifts in
CFTR, producing a premature termination codons and consequent ex-
pression of a truncated non-functional CFTR protein. With this project
we investigated an efficient genome editing approach to permanently
correct this splicing defect.

Hypothesis and Objectives. The development of precise and ef-
ficient targeted nucleases has highly accelerated the progress of gene
correction for genetic diseases, including Cystic Fibrosis (CF). In con-
trast to classical gene addition strategies, correction of the mutated
CFTR by genome editing holds the promise to restore physiological
levels of CFTR expression and function. We developed a genome
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editing strategy to repair 3272-26A>G and 3849+10kbC>T muta-
tions through the exploitation of RNA guided nucleases (SpCas9 or
AsCas12a). CFTR splicing models (minigenes) have been studied to
design and develop a safe CRISPR/Cas dedicated approach aimed
at restoring the correct CFTR gene expression. We then adapted the
technology to viral vectors and applied to model organoids derived
from patient’s primary cells.

Essential methods. Minigene constructs and cellular models were
used to optimize the genome editing approach. We evaluated two ap-
proaches to edit the mutated by using two gRNAs or a single gRNA in
combination with SpCas9 or AsCas12a.To test the efficacy of the genome
editing method we used a novel Chloride sensor to measure CFTR activ-
ity. The correction of the splicing defect was genetically and functionally
evaluated in organoids derived from patient compound heterozygous
for the 3272-26A>G and3849+10kbC>T splicing mutation.

Results. We generated a minigene-constructs to efficiently model
the 3272-26A>G CFTRand 3849+10kbC>T splicing defects. The analy-
ses performed with the minigene models, either transiently or stably
transfected in HEK293 cells and Caco-2 cells, in primary airway cells
and in patients derived organoids revealed that the AsCas12a in com-
bination with a selected guide RNA is a highly efficient and precise
technique to repair the splicing defects.

Conclusions. Our results demonstrate that AsCas12a in combina-
tion with a single sgRNA efficiently rescue endogenous CFTR function
in patient’s intestinal organoids, which are recognised as a highly valu-
able preclinical model to predict ex vivo any success of a therapeutic
treatment in human patients. Our results provide an important mile-
stone towards the development of a successful gene therapy clinical
approach for the treatment of splicing defects in Cystic Fibrosis.

SpliceFix: riparare difetti di splicing del gene CFTR
tramite tecnologia CRISPR/Cas9

Problema e ragioni dello studio. Un elevato numero di mu-
tazioni (~13%) altera lo splicing del gene CFTR, causando la forma-
zione di trascritti mRNA non corretti e, di conseguenza, una pro-
teina non funzionale. Le mutazioni 3242-26A>G e 3849+10kbC>T
sono alterazioni puntiformi che generano errori nel corso dello
splicing del trascritto. LmRNA aberrante prodotto € caratterizzato
da un frameshift che causa la formazione di codoni di stop prema-
turi e la produzione di proteine tronche non funzionali. In questo
progetto abbiamo messo a punto un approccio efficace di editing
genomico in grado di modificare e correggere stabilmente tali di-
fetti di splicing.

Ipotesi e Obiettivi. Lo sviluppo di nucleasi efficaci e speci-
fiche per la modifica del DNA ha significativamente accelerato i
progressi negli approcci di terapia genica per numerose malattie
genetiche, compresa la Fibrosi Cistica. Diversamente dai sistemi
tradizionali, modificare la sequenza mutata del gene CFTR me-
diante i nuovi strumenti di terapia genica consente di ripristina-
re i livelli fisiologici di espressione e la corretta funzionalita della
proteina endogena. Nel nostro lavoro abbiamo sviluppato una
strategia di riparo delle mutazioni 3272-26A>G e 3849+10kbC>T
attraverso |'utilizzo delle nucleasi SpCas9 e AsCas12a, facendo uso
di modelli di splicing da noi messi a punto (minigeni). La tecnolo-
gia ottenuta e stata adattata all'utilizzo di vettori virali e applicata
amodelli di organoide derivanti da cellule primarie di paziente FC.

Metodi essenziali. Minigeni di CFTR e modelli cellulari sono
stati utilizzati per la validazione dell'approccio di correzione ge-
nica basato su CRISPR-Cas. In particolare, abbiamo sviluppato e
verificato due approcci per editare gli introni e correggere i difetti
di splicing, basati sull'utilizzo di una o due guide a RNA per fare
una delezione attraverso SpCas9 o AsCas12a. Per saggiare l'effi-
cacia della strategia abbiamo utilizzato un nuovo sensore del
cloro al fine di misurare I'attivita del CFTR. Lefficacia di correzione
della mutazione e stata successivamente verificata in organoi-
di derivati da pazienti portatori della mutazione 3272-26A>G e
3849+10kbC>T, valutando sia la correzione del trascritto di mRNA
che la funzionalita della proteina CFTR.

Risultati. Al fine di ottenere un modello della mutazione

abbiamo generato un costrutti (minigeni) contenentiidifetti di
splicing3272-26A>G o 3849+10kbC>T. Le analisi condotte sui mi-
nigeni modello in cellule HEK293 e in cellule CaCo-2, o utilizzando
cellule epiteliali di vie respiratorie o organoidi di pazienti hanno
evidenziato che AsCas12a combinata al gRNA selezionato rappre-
senta un sistema efficiente per riparare i difetti di splicing.

Conclusioni. La strategia proposta per la correzione delle
mutazioni di splicing 3272-26A>G o 3849+10kbC>T, basata su
AsCas12a, si & dimostrata efficace nel recupero della funzionalita
di CFTR endogeno negli organoidi intestinali di paziente, conside-
rato un valido modello preclinico ex vivo. | risultati ottenuti forni-
scono una base importante per lo sviluppo futuro di un approccio
clinico di terapia genica per il trattamento dei difetti di splicing
che causano la Fibrosi Cistica.

46. Harnessing CRISPR/Cas9 technology to re-
vert F508del-CFTR defect

Maule G, Aiello D? Arosio D? Carlon M3, Cereseto A'
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Background and rationale. The most common genetic defect
in cystic fibrosis (CF) is the trinucleotide deletion deltaF508. Genome
editing technologies offer unprecedented strategies to reverse genet-
ic mutation, nevertheless, deletions remain difficult genetic altera-
tion to correct through genome editing techniques. The introduction
of neutralizing mutations able to restore CFTR function, as discov-
ered in few patients, represents a potential strategy to counteract the
deltaF508 defect.

Hypothesis and objectives. Here we propose molecular strate-
gies to identify mutations to revert the deltaF508 defect. In addition
to deltaF508 neutralizing mutations already reported, we aim to
identify new mutations through a novel continuous evolution tool
based on CRISPR technology (EvolvR) paving the way for a gene-
editing approach to CF.

Essential methods. We plan to use base editors to reproduce
and test known neutralizing mutations in CF model cells. To further
expand the pool of neutralizing mutations we will adapt a directed
evolution system to deltaF508 CFTR expressing cells. Cells carrying
properly located CFTR will be isolated and sequenced to identify the
determinant mutations. Biological function of newly identified mu-
tations will be thoroughly validated using state-of-the-art fluores-
cent sensor for chloride imaging and immunoanalysis. Finally, using
fine-tuning base-editor methods the identified neutralizing muta-
tions will be inserted and validated in primary airway cells homozy-
gous for the deltaF508 CFTR.

Preliminary Results. We tested cellular membrane localization
of formerly reported neutralizing mutations observing the highest
phenotype reversion with the combined R555K/R1070W mutations.

We designed a genome editing strategy to introduce neutraliz-



ing mutations in the DF508 locus and prepared the target cells and
construct to develop a mammalian continuous evolution CRISPR-
based tool. We validated experimental conditions to identify and
isolate the functionally reverted DF508 variants: single cell separa-
tion and functional analysis.

Conclusions. We will set up a genome editing strategy that cir-
cumvent the hurdles of repairing deletions like deltaF508. We will
provide a gene therapy approach, based on newly developed base
editor technology, for the treatment of CF and new insights on the
molecular mechanism of deltaF508 defect, possibly leading to the
identification of novel druggable hits.

Neutralizzare il difetto genetico deltaF508 trami-
te tecnologia CRISPR/Cas per invertire il difetto
deltaF508 CFTR

Problema e ragioni dello studio. Il difetto genetico piu co-
mune nella fibrosi cistica (FC) & la delezione trinucleotidica del-
taF508. Le tecnologie di editing del genoma offrono strategie
innovative per invertire mutazioni genetiche, ma le eliminazioni
rimangono difficili da correggere attraverso tecniche di editing
del genoma. Lintroduzione di mutazioni neutralizzanti in grado
di ripristinare la funzionalita del CFTR, come scoperto in pochi
pazienti, rappresenta una potenziale strategia per contrastare il
difetto deltaF508.

Ipotesi e obiettivi. Qui proponiamo strategie molecolari per
identificare le mutazioni per invertire il difetto deltaF508. Oltre alle
mutazioni neutralizzanti deltaF508 gia segnalate, ci proponiamo
di identificare nuove mutazioni attraverso un nuovo strumento di
evoluzione continua basato sulla tecnologia CRISPR (EvolvR), pre-
disponendo le basi per una terapia genica della FC.

Metodi essenziali. Abbiamo in programma di utilizzare base-
editors per riprodurre e testare le mutazioni neutralizzanti note in
cellule modello per FC. Per espandere ulteriormente il pool di mu-
tazioni neutralizzanti, adatteremo un sistema di evoluzione diretta
alle cellule esprimenti deltaF508 CFTR. Le cellule che localizzeran-
no correttamente CFTR verranno isolate e sequenziate per identi-
ficare le nuove mutazioni revertanti. La funzione biologica delle
mutazioni identificate sara accuratamente convalidata utilizzando
un sensore fluorescente all'avanguardia per I'imaging del cloro e
Iimmunoanalisi. Infine, utilizzando base-editor e mettendone a
punto la loro applicazione, le mutazioni neutralizzanti identificate
saranno inserite e convalidate nelle cellule primarie delle vie aeree
omozigoti per il CFTR deltaF508.

Risultati preliminari. Abbiamo testato la localizzazione sulla
membrana cellulare delle mutazioni neutralizzanti precedente-
mente descritte, osservando la pil alta reversione fenotipica con
le mutazioni combinate R555K/R1070W.

Abbiamo progettato una strategia di modifica del genoma per
introdurre mutazioni neutralizzanti nel locus DF508 e preparato
le cellule bersaglio e i costrutti per lo sviluppo dello strumento
di evoluzione continua in cellule mammifere basato su CRISPR.
Abbiamo convalidato le condizioni sperimentali per identificare
e isolare le varianti di DF508 capaci di ripristinare la funzione di
CFTR: separazione di singole cellule e analisi funzionale.

Conclusioni. Imposteremo una strategia di editing del geno-
ma che aggira gli ostacoli che si frappongono alla riparazione del-
le delezioni come nel caso di deltaF508. Forniremo un approccio
di terapia genica, basato su una nuova tecnologia di base editor,
per il trattamento della FC e nuove conoscenze sul meccanismo
molecolare del difetto deltaF508, che potrebbe portare all'identifi-
cazione di nuovi bersagli farmacologici.

TARGETING NON F508del-CFTR MUTATIONS

47. Optimization of a new lead promoting the
readthrough of nonsense mutations for the CFTR
rescue in human CF cells

Lentini L, Melfi R, Tutone M, Baldassano S, Di Leonardo A, Pace
A and Pibiri |
Department STEBICEF, University of Palermo (FFC#3/2017. Concluded)
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Background/Rationale. Cystic Fibrosis (CF) patients with non-
sense (ns) mutations in the CFTR gene have a more severe form
of the disease. A potential treatment is to promote translational
readthrough of premature termination codons (PTCs) by Transla-
tional Read- Through-Inducing Drugs (TRIDs).

Hypothesis and objectives. In our previous study, by computa-
tional and biological screening we identified a new small molecule
showing high readthrough activity. Our intent was to optimize the

lead molecule by QSAR study and to synthetize a small library of
compounds as suggested by the computational study to evaluate
the CFTR expression and functionalityafter treatments in CF model
systems. Moreover we aimed to evaluate the activity of new mole-
cules, in cells expressing a nonsense-CFTR-mRNA (ns CFTR). Further
issues considered are the toxicity of evaluated molecules in animal
model (zebrafish) and mechanism of action of the designed mol-
ecules as TRIDs.

Essential Methods. QSAR carried out on the basis of our previ-
ous results (FFC#1/2014), was performed to achieve the lead optimi-
zation and a small library of analogs has been synthesized in order
to be tested. The project was aimed to assay the CFTR functionality
after treatment with NV2445 molecule and its analogs in cells har-
boring the most frequent nonsense (ns) mutations of the CFTR gene.
FRT cells engineered with a vector expressing nsCFTR were grown in
the a system to reproduce in vitro the epithelial organization. CFTR
expression was evaluated by Real time RT PCR and Western blot
analysis. After treatments with NV molecules , the channel function-
ality was measured by the EYFP quenching assay and Ussing cham-
ber. Finally, the toxicity of two selected molecules was tested in vivo
on zebrafish model.

Results. After virtual screening, we synthesized a small library of
analogues of the NV2445 molecule and tested them by FLuc assay
and in different biological models. These new compounds showed
high read-through capacity and CFTR rescue. Moreover we per-
formed in vitro and in vivo toxicity test (Zebrafish) to assess the safety
profile of our molecules.

Conclusions. Identification of molecules displaying readthrough
activity. Selection of a lead compound as therapeutic approach to
the second cause of FC.

Ottimizzazione di una nuova molecola per il su-
peramento delle mutazioni stop e il recupero del-
la proteina CFTR in cellule umane FC
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Problema e ragioni dello studio. Le mutazioni stop rappre-
sentano circa il 10% delle mutazioni che interessano il gene CFTR.
Pazienti affetti da fibrosi cistica che presentano questo tipo di mu-
tazioni hanno una forma piu grave della malattia. Spesso tali muta-
zioni si trovano anche associate alla classica AF508. Un trattamento
potenziale di questa alterazione genetica é quello di colpire il difetto
genetico, promuovendo la trans-lettura dei codoni di terminazione
prematuri (PTCs) mediante uso di farmaci oggi noti come TRIDs
(Translational Read-Through-Inducing Drugs).

Ipotesi e obiettivi. Lobiettivo di questo studio e quello di ot-
timizzare una nuova molecola individuata da noi in un precedente
progetto FFC e valutare la funzionalita del canale CFTR dopo il tratta-
mento con essa e i suoi analoghi in sistemi modello cellulari di fibrosi
cistica. Un altro obiettivo e quello di valutarne I'eventuale tossicita in
vivo nel modello sperimentale zebrdfish.

Metodi essenziali. Abbiamo prodotto quattro delle piu diffu-
se mutazioni stop che interessano il gene CFTR e ingegnerizzato
cellule con costruzioni del gene mutato. Su tali sistemi modello e
stata valutata la presenza e la funzionalita del canale dopo tratta-
mento con i nostri farmaci. Inoltre, mediante dinamica molecolare
e docking (calcolo delle possibili interazioni fra molecole, n.d.r.) si e
cercato di individuare il bersaglio biologico di tali farmaci al fine di
migliorarne la performance.

Risultati. Mediante uno studio di modellazione farmacofo-
rica 3D-QSAR, sulla base di dati preliminari, abbiamo realizzato
I'ottimizzazione di una nostra nuova molecola sintetizzando una
piccola libreria di analoghi da testare. Cellule contenenti un gene
CFTR mutato sono state utilizzate come sistema modello in vitro
per lo studio della funzionalita del canale. Tale attivita e stata ana-
lizzata mediante saggi specifici e tramite la misura delle correnti
del cloro. Infine per completare lo studio, abbiamo condotto dei
test in vitro ed in vivo (Zebrafish) per stabilire il profilo di sicurezza
di due molecole sintetizzate, confermando la non tossicita di una
di queste.

Conclusioni. | risultati principali ottenuti da questo progetto
sono stati I'ottenimento di una molecola con una buona attivita
di readthrough dei codoni di stop prematuri, quale approccio far-
macologico della seconda causa di mutazione nella fibrosi cistica.

48. Antimicrobial peptides from amphibian skin
for treatment of lung pathology in cystic fibrosis:
advanced in vitro and in vivo functional charac-
terization

Mangoni ML
Universita La Sapienza Roma, Dip. di Scienze Biochimiche, Lab. di Peptidi

Bioattivi (FFC#8/2019. New)

Maria Luisa Mangoni, al centro, con i ricercatori del suo laboratorio

Background and rationale. The most common mutation as-
sociated with the genetic disorder of Cystic fibrosis (CF) is the loss of
phenylalanine 508 in the CF transmembrane conductance regulator.

This causes a defective CFTR protein with the resulting formation of
a thick airway mucus and the establishment of chronic pulmonary
infection, mainly due to the bacterium Pseudomonas aeruginosa.
In the last years, we identified a short-sized antimicrobial peptide
(AMP) from frog skin, Esc(1-21), that rapidly kills P. aeruginosa and
eradicates its biofilm with a membrane-perturbing activity that pre-
vents bacteria from developing resistance. Furthermore, a diastereo-
mer of Esc(1-21), was found to be i) more resistant to proteolytic deg-
radation; i) more efficient in restoring bronchial epithelium integrity,
a property which is not shown by any traditional antibiotic; and iii)
more efficient in reducing lung bacterial burden in a mouse model of
acute Pseudomonas lung infection, upon a single intra-tracheal (i.t.)
instillation at a very low dosage (0.1 mg/kg).

Hypothesis and objectives. The project will initially study the
effect of the two Esc peptides on the lung epithelium permeability.
Next, polymeric nanoparticles (NPs) will be produced for delivery
and sustained release of the selected AMPs at lung. Preclinical stud-
ies in healthy mice will be performed to determine the pulmonary
safety profile and host response after i.t. administration of peptide-
loaded NPs. This will be achieved by studying the short and long term
effect(s) of peptide-loaded NPs on the lung tissue integrity and the
host immune response. The results will be compared to those of the
free peptides and unloaded NPs

Essential methods. A multidiscliplinary approach combin-
ing biochemical, cell biology and computational methods as well as
healthy mice for in vivo studies will be used.

Preliminary results. We demonstrated how polyvinyl alcohol-
engineered poly(lactic-co-glycolic) acid NPs represent an enticing
nanoformulation for pulmonary delivery of AMPs, prolonging their
therapeutic efficacy against Pseudomonas-induced lung infection.
Furthermore, both Esc peptides revealed to be non-toxic in vitro on
the lung epithelium and to affect the membrane transport of water
and ions.

Conclusions. These studies will allow to identify the best Esc
peptide-based inhaled nanoformulations for treatment of lung pa-
thology in CF with minimal side-effects.

Peptidi antimicrobici della pelle di anfibio per il
trattamento della patologia polmonare nella fi-
brosi cistica: caratterizzazione funzionale in vitro
e invivo.

Problema e Ragioni dello studio. La mutazione piu comune
associata al disturbo genetico della fibrosi cistica (CF) e la perdi-
ta di fenilalanina 508 nella proteina regolatrice di conduttanza
transmembrana CF. Cid provoca la fomazione di una proteina
CFTR difettosa con la conseguente formazione di un muco ispes-
sito delle vie aeree ed insorgenza di infezione polmonare cronica,
principalmente da parte del batterio Pseudomonas aeruginosa.
Negli ultimi anni, abbiamo identificato un peptide antimicrobico
(AMP) di piccole dimensioni, dalla pelle di rana, I'Esc(1-21), che uc-
cide rapidamente P. aeruginosa ed eradica il suo biofilm con un’a-
zione di perturbazione della membrana che impedisce ai batteri
di sviluppare resistenza. Inoltre, un diastereomero di Esc(1-21), e
risultato essere: i) pil resistente alla degradazione proteolitica; ii)
piu efficace nel ripristinare l'integrita dell'epitelio bronchiale, una
proprieta che non € dimostrata da nessun antibiotico tradizionale;
iii) piu efficiente nel ridurre la carica batterica a livello polmonare
in un modello murino di infezione polmonare acuta da Pseudomo-
nas, in seguito ad una singola instillazione intra-tracheale (i.t.) a un
dosaggio molto basso (0,1 mg/ kg).

Ipotesi e Obiettivi. Il progetto studiera inizialmente l'effetto
dei due peptidi Esc sulla permeabilita dell'epitelio polmonare. Suc-
cessivamente, verranno prodotte nanoparticelle polimeriche (NP)
per la veicolazione ed il rilascio prolungato degli AMP selezionati a
livello polmonare. Saranno condotti studi preclinici in topi sani per
determinare il profilo di sicurezza polmonare e la risposta dell'o-
spite dopo somministrazione i.t. di NP contenenti i peptidi. Cio
sara ottenuto studiando gli effetti a breve e lungo termine di NP
caricate con i peptidi sull'integrita del tessuto polmonare e sulla



risposta immunitaria dell'ospite. | risultati saranno confrontati con
quelli di peptidi liberi e NP vuote.

Metodi essenziali. Verra utilizzato un approccio multidiscipli-
nare che combina metodi elettrofisiologici, biochimici, di biologia
cellulare e computazionali, nonché topi per studi in vivo

Risultati preliminari. Abbiamo dimostrato come NP di acido
poli(lattico-co-glicolico), ingegnerizzato con alcool polivinilico,
rappresentino una promettente nanoformulazione per la veicola-
zione polmonare di AMP, prolungando la loro efficacia terapeutica
contro l'infezione polmonare indotta da Pseudomonas aeruginosa.
Inoltre, entrambi i peptidi Esc si sono rivelati non tossici in vitro
per l'epitelio polmonare ed in grado di influenzare il trasporto di
membrana di acqua e ioni.

Conclusioni e risultati attesi. Questi studi consentiranno di
identificare le migliori nanoformulazioni per inalazione basate su
peptidi Esc per il trattamento della patologia polmonare nella FC
con minimi effetti collaterali.

49. Theratyping orphan mutations in Italian cys-
tic fibrosis patients: efficacy of CFTR modulators
and RNF5 inhibitors

Pedemonte N', Cavalli A2
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Italiano di Tecnologia, Biologia Computazionale e Chimica, Genova
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Nicoletta Pedemonte, prima a destra, responsabile del progetto, con i
collaboratori e, in basso a sinistra, Andrea Cavalli, partner del progetto

Background and rationale. Most of the mutations associated
to cystic fibrosis can be classified in different classes according to
the mechanisms through which they cause CFTR loss of function.
Research has focused on identifying smallmolecules, or modulators,
that can restore CFTR function. In recent years, three modulators, Iva-
caftor (Kalydeco), Lumacaftor/Ivacaftor (Orkambi), and Tezacaftor/
Ivacaftor (Symdeko/Symbkevi), have been FDA-approved to treat CF
patients with certain CFTR mutations.

Hypothesis and objectives. Not all mutations belonging to the
same class respond equally to a single agent. Furthermore, many CF
patients have poorly characterized mutations, whose responsive-
ness to pharmacological treatment remains to be established. A
personalized approach needs to be strongly considered for the treat-
ment of CF basic defect.

Essential methods. Primary cell culture-based models derived
from CF patients by a minimally invasive nasal brushing are very
important to evaluate CFTR activity and its possible changes due to
therapeutic interventions in individual patients. The principal aim of
our project is to establish the responsiveness of CF patients to differ-
ent pharmacological agents applying nasal brushing-derived pri-

mary culture models. This will be applied to patients of our CF center.

Preliminary results. We have already selected a list of 24 pa-
tients bearing two rare mutations, or one rare mutation in combi-
nation with another mutation not responsive to available modula-
tors. Recently, our group collaborated to the characterization of the
G970D, performed using patient’s nasal cells expanded and repro-
grammed using the SMAD-based protocol. This study demonstrated
that G970D could benefit from both potentiators and correctors.
Other CFTR modulators that are in preclinical development, like the
one identified in the Task Force for Cystic Fibrosis project, are also
available for testing in cells from CF patients. The RNF5 inhibitor-2
is also of interest to gain a deeper knowledge on quality control
mechanisms.

Conclusions. The nasal brushing-derived primary culture mod-
els will help to predict the most responsive patients for each treat-
ment, facilitating future clinical trials in which patients will be se-
lected according to their predicted theratype, i.e. their response to
treatments. In this way, promising compounds can be prioritized for
a faster and theratype-specific development and approval.

Mutazioni orfane presenti nei pazienti italiani:
caratterizzazione della risposta ai modulatori di
CFTR

Problema e ragioni dello studio. Le mutazioni che causano
fibrosi cistica possono essere suddivise in diverse classi a seconda
del meccanismo attraverso il quale determinano la perdita di fun-
zione della proteina CFTR. La ricerca ha permesso di identificare
composti chimici, o modulatori, che possono recuperare la funzio-
ne di CFTR. Tre farmaci, Ivacaftor (Kalydeco), Lumacaftor/lvacaftor
(Orkambi), e Tezacaftor/Ivacaftor (Symdeko/Symkevi), sono stati
approvati per I'uso sui pazienti con determinate mutazioni.

Ipotesi e obiettivi. Non tutte le mutazioni appartenentia una
stessa classe rispondono allo stesso modo ai diversi modulatori di
CFTR. Molti pazienti, inoltre, hanno delle mutazioni la cui respon-
sivita ai trattamenti rimane da determinare. Devono quindi essere
sviluppati degli approcci personalizzati per il trattamento del di-
fetto di base in fibrosi cistica.

Metodi essenziali. Le colture primarie di cellule nasali deriva-
te da pazienti FC permettono di valutare in maniera poco invasiva
I'attivita di CFTR e l'effetto dei modulatori sui singoli pazienti. Lo-
biettivo principale del nostro progetto e di determinare la risposta
di pazienti del nostro centro FC a diversi modulatori attraverso I'u-
so delle colture di cellule nasali.

Risultati preliminari. Abbiamo gia selezionato 24 pazienti
del nostro entro FC che hanno due mutazioni rare, oppure una
mutazione rara in combinazione con un’altra mutazione per la
quale non siano disponibile modulatori. Recentemente il nostro
gruppo ha collaborato a uno studio in cui veniva caratterizzata la
mutazione G970D attraverso l'uso delle cellule nasali del paziente,
coltivate in vitro con un protocollo specifico. Questo studio ha di-
mostrato che questa mutazione puo beneficiare del trattamento
con correttore e potenziatore. Sono inoltre disponibili per i test
nuovi composti attualmente in sviluppo preclinico, quale il corret-
tore identificato nel progetto Task Force for Cystic Fibrosis. Infine,
composti come l'inibitore (inh-2) di RNF5 possono aumentare le
nostre conoscenze sui meccanismi di controllo qualita cellulari.

Conclusioni. | modelli basati su cellule nasali ci aiuteranno a
determinare i trattamenti farmacologici piu efficaci per ogni pa-
ziente, facilitando I'organizzazione di trial clinici futuri nei quali i
pazienti saranno selezionati sulla base della loro risposta ai trat-
tamenti determinata “in vitro”. In questo modo, sara possibile dare
priorita allo sviluppo e all'approvazione dei modulatori piu pro-
mettenti, sulla base del loro efficacia per le diverse mutazioni.
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Background and Rationale. We have developed apoptotic
body like liposomes (ABL) loaded withselected bioactive lipids
able to enhance bactericidal innate immunity against multidrug
resistant(MDR) pulmonary infections and to limit inflammatory re-
sponse. In addition, phage therapy is apromising strategy in the fight
against MDR bacteria and may represent an additional therapeutic-
tool for their management.

Hypothesis and objectives. The main goal of this project is
the development of a novel combinedhost- and pathogen- direct-
ed therapeutic approach, based on bioactive liposomes and pha-
gesspecific for Mycobacterium abscessus (MA), used as a relevant
MDR pathogen in Cystic Fibrosis(CF) patients.

Essential methods. ABLs will be loaded with different bioac-
tive lipids, tested on primarymacrophages derived by CF patients
or healthy donors, in vitro infected with MA, and evaluated interms
of bacterial phagocytosis, phagolysosome maturation, killing, and
cytokine production. At thesame time, we will search and purify
phages specific for MA and their efficacy will be tested invitro as an
example of combined host- and pathogen- directed therapeutic ap-
proach. Finally, the best combination of ABL/phages in terms of my-
cobactericidal activity will be selected andevaluated in vitro in MA
infected cells and in vivo in a murine model of chronic MA infection.

Preliminary results. Our preliminary results show that primary
macrophages from healthy donors, either treated or untreated with
CFTRinhibitor INH172, in vitro infected with MA and stimulated with se-
lectedABLs, are able to promote i) bacterial uptake, ij) phagosome acidi-
fication, ii) ROS production andliv) intracellular mycobacterial killing.

Expected results and their significance. Expected results will
consist in the identification and purification of phages specific for
MA, which will be associated with selected ABL formulations inorder
to design a novel host- and pathogen- directed combination ther-
apy. This approach will beuseful against MA infections in patients
with CF and will be potentially applicable to MDR infections caused
also by other pathogenic bacteria.

Studio pre-clinico di una strategia terapeutica
combinata basata su liposomi bioattivi e batte-
riofagi contro le infezioni causate da Mycobacte-
rium abscessus

Problema e ragioni dello studio. Abbiamo generato dei li-
posomi simili a corpi apoptotici (Apoptotic body like liposomes,
ABL( vescicole derivanti dalla frammentazione di cellule non
piu vitali e fagocitabili dai macrofagi, n-d.r.) .) caricati con lipidi
bioattivi, in grado di potenziare la risposta antimicrobica innata
nei confronti di batteri patogeni multifarmaco-resistenti (MDR) e
limitare la risposta inflammatoria. Inoltre, le nuove terapie basa-
te su batteriofagi possono rappresentare unulteriore strumento
terapeutico teso a fronteggiare I'emergenza di ceppi batterici
antibioticoresistenti.

Ipotesi e obiettivi. Lobiettivo principale di questo progetto
e quello di validare in modelli in vitroed in vivo una nuova formu-
lazione basata su ABL e batteriofagi che abbia sia capacitaimmu-
noterapeutiche che microbicide per il controllo dell'infezione cau-
sata da Mycobacterium abscessus (MA) in pazienti affetti da Fibrosi
Cistica (FC).

Metodi essenziali. Gli ABL saranno caricati con differenti
lipidi bioattivi e analizzati in macrofagi primari derivati da pa-
zienti affetti da FC o da donatori sani, trattati o no con l'inibi-
tore farmacologico di CFTR (INH172) e infettati in vitro con MA.
La migliore formulazione liposomale sara valutata in termini di
potenziamento delle varie fasi del processo di fagocitosi (in-
ternalizzazione batterica, maturazione fagosomale e uccisio-
ne intracellulare) e di modulazione dicitochine inflammatorie.
Contestualmente, sara effettuata la ricerca e purificazione di
fagi specificiper MA e la valutazione in vitro della loro efficacia.
Infine la migliore combinazione ABL/fago sara valutata in vitro
in termini di attivita micobattericida e in vivo in un modello di
infezione cronicacon MA.

Risultati preliminari. | nostri risultati preliminari mostrano
che macrofagi primari trattati o no con l'inibitore INH172, infetta-
ti in vitro con MA, e stimolati con ABL selezionati sono in grado
dipromuovere i) l'internalizzazione batterica, ii) 'acidificazione fa-
gosomale, iii) la produzione di intermedi reattivi dell'ossigeno e iv)
I'uccisione intracellulare del micobatterio.

Risultati attesi e loro significato. | risultati attesi consisto-
no nell'identificazione di una formulazione terapeutica che sia in
grado da una parte di potenziare la risposta antimicrobica innata
(tramite ABL), dall’altra di avere un effetto microbicida diretto sul
patogeno (tramite batteriofagi specifici per MA). Questo approc-
cio sara utile contro le infezioni da MA in pazienti FC e pudessere
potenzialmente applicabile anche a infezioni sostenute da altri
batteri patogeni MDR.

51. Preclinical evaluation of liposomes carrying
bioactive lipids as an immune therapeutic tool
against in vivo infection with Mycobacterium
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Background and rationale. M. abscessus (MA) is an emerging
multidrug resistant (MDR) non-tuberculous mycobacteria (NTM)
that affects cystic fibrosis (CF) patients, and is often associated with
a dramatic decline in lung function. Liposomes carrying bioactive
lipids represent a new pharmacologic approach that are able to
enhance bactericidal innate immunity, against multidrug resistant
(MDR) pulmonary infections.

Hypothesis and objectives. The main goal of the present study
was to evaluate the effect of different apoptotic body-like liposomes
(ABLs) on in vitro and in vivo MA infection. The MA infection in vitro
allowed us to investigate the mechanism of action of ABLs on mac-
rophage phagocytosis mechanism.

Essential methods. We set up different in vitro infections with
MA reference strain (ATCC 19977) on human pro-monocytic THP-
1 leukemia cell line (dTHP-1) to investigate the effect of ABLs on
phagocytic mechanism. We validated the effect of different ABLs
(ABL/PA, ABL/PI3P, ABL/PI5P, ABL/AA, ABL/LBPA and ABL/S1P) in vitro
with dTHP-1 cells and in C57BI/6 mice chronically infected with MA.
At different time points, mice lungs, liver and spleen were processed
for microbiological analysis. Inflammatory response and histologi-
cal analysis were evaluated in total lungs.

Results. In vitro results showed that ABL/PA, ABL/PI3P and ABL/
PI5P were more effective to increase the phagocytic and the intracel-
lular microbicidal activity of human dTHP1 infected with MA than
ABL/AA, ABL/LBPA and ABL/S1PThen we established a consistent
pulmonary infection in immunocompetent mice up to 36 days with
MA and at different time point mice were treated with the best 3 ABLs
(ABL/PA, ABL/PI3P and ABL/PI5P) selected in in vitro experiments. Re-
sults showed that, despite the absence of effect in granuloma reduc-
tion at parenchymal level, ABLs treatment statistically reduced both
lung’s bacterial burden and inflammatory response.

Conclusions. ABLs could represent a novel immunotherapeu-
tic strategy to treat pulmonary infection by drug-resistant MA in
CF patients.

Extension Project- FFC #17/2019. In the next FFC #17/2019 pro-
ject we will evaluate the synergistic effect of ABLs with different anti-
biotics (amikacin, clarithromycin and cefoxitin), commonly used in the
treatment of MA infection, in in vitro and in vivo experiments. We will
expect to identify a combined treatment that may enhance the host in-
nate antibacterial response against MA infection and to increase the
killing capacity of macrophages with CF mutations.

Studio pre-clinico in vitro e in vivo di un approccio
immunoterapeutico basato su liposomi bioattivi
per il controllo dell'infezione causata da Myco-
bacterium abscessus.

Problemi e ragioni dello studio. M. abscessus (MA) € un pa-
togeno emergente multi-resistente che colpisce pazienti affetti da
fibrosi cistica (FC) ed & spesso associato a un drammatico declino
delle funzioni polmonari. Lo sviluppo di nuovi approcci terapeuti-
ci, meno tossici dei farmaci antimicrobici, sono estremamente ur-
genti per combattere l'infezione da MA. Recentemente sono stati
sviluppati dei liposomi contenenti lipidi bioattivi, che hanno la
capacita di potenziare I'attivita antibatterica dell'immunita innata

contro le infezioni polmonari date da patogeni multi-resistenti.

Ipotesi e obiettivi. Il principale obiettivo di questo studio &
stato quello di valutare l'effetto di diverse formulazioni di liposomi
(ABLs) in infezioni indotte da MA in esperimenti in vitro e in vivo.
Inoltre abbiamo studiato in vitro l'effetto degli ABLs sul meccani-
smo di fagocitosi dei macrofagi.

Metodi essenziali. Abbiamo messo a punto diverse infezioni
con il ceppo di riferimento di MA (ATCC 19977) su una linea cellu-
lare macrofagica (dTHP1) per studiare l'effetto degli ABLs sul mec-
canismo di fagocitosi (capacita della cellula di inglobare e distrug-
gere virus, batteri e alro materaiel estraneo, n.d.r.) Abbiamo testato
I'effetto di diversi ABLs (ABL/PA, ABL/PI3P, ABL/PI5P, ABL/AA, ABL/
LBPA and ABL/S1P) in vitro con cellule dTHP-1 e in topi C57BI/6
cronicamente infetti da MA. A diversi“time point”abbiamo valuta-
to la carica batterica nel polmone, nel fegato e nella milza murina.
Inoltre a livello polmonare abbiamo analizzato la risposta inflam-
matoria e eseguito |'analisi istologica.

Risultati. | risultati ottenuti in vitro hanno mostrato che ABL/
PA, ABL/PI3P e ABL/PI5P hanno una maggior efficacia nell'aumen-
tare I'attivita fagocitica e I'attivita microbicida intracellulare delle
cellule dTHP1 infettate con MA rispetto a ABL/AA, ABL/LBPA e
ABL/S1P. Abbiamo poi stabilito un’infezione cronica in topi immu-
nocompetenti fino a 36 giorni e a abbiamo trattato gli animali con
le 3 migliori formulazioni di ABLs (ABL/PA, ABL/PI3P and ABL/PI5P)
selezionate in vitro. | risultati hanno mostrato che, nonostante I'as-
senza di una riduzione dei granulomi nel parenchima polmonare,
i trattamenti con i liposomi riducono statisticamente sia la carica
batterica che la risposta inflammatoria a livello polmonare.

Conclusioni. Questi liposomi potrebbero rappresentare una
nuova strategia immunoterapeutica per trattare l'infezione pol-
monare causata da MA multi-resistenti nei pazienti affetti da FC.

Estensione Progetto. Nel prossimo progetto (FFC #17/2019)
valuteremo l'effetto sinergico degli ABLs con diversi antibiotici
(amikacina, claritromicina e cefoxitina), comunemente utilizzati
nel trattamento delle infezioni da MA, in esperimenti in vitro e in
vivo.Ci aspettiamo di identificare un trattamento combinato che
siain grado di aumentare I'attivita antimicrobica dell'immunita in-
nata e di aumentare la capacita di killing dei macrofagi FC.

52. New weapons against Mycobacterium ab-
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University of Pavia, Pavia, Italy, ?Bakh Institute of Biochemistry, Russian
Academy of Science, Moscow, Russia.(FFC#19/2018, Ongoing)

Maria Rosalia Pasca, a sinistra in basso, con i ricercatori che collaborano
al progetto

Background and rationale. Nontuberculous mycobacteria (NTM)
are recently emerging as important pathogens among cystic fibrosis
(CF) patients worldwide with a prevalence of 3.3-22.6%, unfortunately,
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this number is growingl1. Among them, Mycobacterium abscessus
(Mab) is becoming the most worrisome pathogen in hospitals and CF
centers around the world. Mab is intrinsically resistant to many drugs;
in fact, the therapy is very long and its failure causes an accelerated
lung function decline. The human-to-human Mab transmission was
demonstrated, indicating the evolution of Mab from an environmen-
tal bacterium to a transmissible human pathogen2. Recently, the link
between a dysfunctional CFTR (typical of CF patients) and the vulner-
ability to Mab infection was also showed3.

Hypothesis and objectives. Overall, these last findings explain
why Mab infections are spreading among CF patients and highlight
the urgent need of new drugs with a novel mechanism of action, which
is the main objective of our Project.

Essential methods. The MIC determination was evaluated using
REMA method. Mab spontaneous mutants resistant to 11326083 were
isolated by plating cultures of wild-type strain onto solid media con-
taining high concentrations of the compound.

Results. We screened more than 500 compounds synthesized
by Dr. V. Makarov against Mab growth. Interestingly, one molecule
(11326083; MIC = 1-2 ug/ml) was found to be active not only against
Mab, but also against other NTM species and MDR clinical isolates. In
order to study its mechanism of action/resistance, we isolated some
11326083-resistant mutants and their characterization is in progress.
Moreover, MmpL3 is an essential transporter of mycolic acids, com-
ponent of mycobacterial cell wall, and it is a new druggable target
in Mab4. For this reason, we are looking for MmpL3 inhibitors active
against this pathogen, taking advantage of our collaborations and us-
ing an innovative approach.

Conclusions. The emergence of Mab as CF pathogen is a health
threat worldwide and, for this reason, we are looking for new drugs
active against this worrisome CF pathogen. We found a promising
compound very active against Mab, other NTM subspecies and MDR
clinical isolates; the study of its mechanism of action is in progress.
Moreover, if we identify some MmpL3 active inhibitors, they will be
further characterized. We hope to find new and more active anti-Mab
drugs and to help the research to progress in the fight against this
pathogen.

Nuove armi contro Mycobacterium abscessus e al-
tri micobatteri non tubercolari

Problema e ragioni dello studio. | micobatteri non tubercolari
(NTM) stanno emergendo come importanti agenti patogeni tra i pa-
zienti affetti da fibrosi cistica (FC) in tutto il mondo (3.3-22.6%). Tra i
NTM, Mycobacterium abscessus (Mab) sta diventando il patogeno
piu temuto nei centri FC di tutto il mondo. Mab € intrinsecamente
resistente a molti farmaci; infatti la terapia & molto lunga e il suo fal-
limento provoca un rapido declino della funzione polmonare. E stata
recentemente dimostrata la trasmissione di Mab da uomo a uomo,
indicando la sua evoluzione da batterio ambientale a patogeno
umano trasmissibile. Inoltre, & stato anche evidenziato il legame tra
mutazioni in CFTR, tipiche dei pazienti FC, e la vulnerabilita all'infe-
zione causata da Mab.

Ipotesi e obiettivi. Questi ultimi dati spiegano perché le infe-
zioni causate da Mab si stanno diffondendo tra i pazienti FC e sotto-
lineano I'urgente necessita di nuovi farmaci, obiettivo principale del
nostro Progetto.

Metodi essenziali. La determinazione della MIC é stata valutata
utilizzando il metodo REMA. | mutanti spontanei di Mab resistenti
al composto 11326083 sono stati isolati mediante piastramento
di colture su terreno solido contenente concentrazioni elevate del
composto.

Risultati. Abbiamo testato pil di 500 composti sintetizzati dal
Dr. V. Makarov contro la crescita di Mab. Il composto 11326083 (MIC
=1-2 pg/ml) e risultato attivo non solo contro Mab, ma anche contro
altre specie NTM ed isolati clinici multi-resistenti ai farmaci. Per stu-
diare il suo meccanismo di azione/resistenza, abbiamo isolato alcuni
mutanti resistenti a 11326083 e la loro caratterizzazione ¢ in corso.
Inoltre, MmpL3, un trasportatore essenziale di acidi micolici, com-
ponenti della parete cellulare micobatterica, € un nuovo bersaglio
di composti attivi contro Mab. Per questo motivo, stiamo cercando
inibitori di MmpL3 attivi contro questo patogeno, utilizzando un ap-
proccio innovativo.

Conclusioni. La diffusione di Mab come patogeno per la FC
una minaccia per la salute in tutto il mondo e per questo motivo stia-
mo cercando nuovi farmaci. Abbiamo trovato un composto promet-
tente molto attivo contro Mab, altre sottospecie NTM e isolati clinici
resistenti agli antibiotici; lo studio del suo meccanismo d’azione &
in corso. Inoltre, se identificheremo inibitori di MmpL3 attivi contro
questo patogeno, essi saranno caratterizzati. Speriamo di trovare
nuovi farmaci contro Mab e di aiutare la ricerca a progredire nella
lotta contro questo patogeno.

ADVANCES IN CF MICROBIOLOGY

53. In vitro and in vivo efficacy of an antimicro-
bial and antibiofilm designed peptidomimetic
against CF lung pathogens

Notomista E, Pizzo E
Universita degli Studi di Napoli Federico Il, Dip. di Biologia (FFC#18/2018.
Ongoing)

Eugenio Notomista, primo a destra, responsabile del progetto, con i
collaboratori di ricerca

Background and rationale. Pathogenic bacteria easily develop
resistance to conventional antibiotics, moreover the formation of
biofilm further increases resistance. This urges the development of
new antimicrobials especially for the treatment of biofilm-associ-
ated chronic infections. Cationic antimicrobial peptides (CAMPs),
essential components of innate immune system, show broad range
antimicrobial, antibiofilm and anti-inflammatory activity. Unfortu-
nately, CAMPs sensitivity to host and bacterial proteases limits the
administration routes and, hence, their usefulness as drugs. A possi-
ble solution is to develop antimicrobial peptidomimetics, structurally
and functionally similar to CAMPs, but resistant to proteases.

Hypothesis and objectives. The main aim of the project is to
explore the efficacy in vitro and in vivo of peptoid P13#1, an anti-
microbial peptidomimetic designed to mimic cathelicidins (CAMPs
from vertebrates).

Essential methods. MIC values were measured on a panel of
Gram(-) and (+) strains including P. aeruginosa, K. pneumoniae, A.
baumanii, B. cenocepacea and S. aureus.P13#1/tobramycin and
P13#1/ciprofloxacin interaction studies were also performed. The
efficacy in vivo was evaluated on P. aeruginosa PAO1 in the mouse
model of lung infection developed by the CFaCore FFC facility .

Preliminary results. P13#1 showed wide spectrum antimicrobi-
al activity with MIC values below 2 uM. The sole resistant strains was
B. cenocepacea. Fractional Inhibitory Concentration Index (FIC) of



P13#1 and tobramycin or ciprofloxacin were in the range 0.5-1 thus
indicating additivity/weak synergy. In the case of P13#1+tobramycin
on P. aeruginosa PAO1 the FIC value was 0.62, very close to the
threshold for synergy (0.5).

Toxicity of P13#1 was tested in mice by injecting the peptoid
endo-tracheally. As 3 mg/Kg was found to be the highest tolerated
dose, doses of 0.5, 1 and 2 mg/kg were tested in the lung infection
model. P13#1 proved to reduce significantly the CFU count of P. aer-
uginosa when co-administered with the bacteria, whereas, it caused
a dose dependent increase when administered after bacterial cells
using the PennCentury aerosolizer.

Conclusions. P13#1 has high antimicrobial activity both in vitro
and in vivo, however, in the mouse model of lung infection poor bio-
distribution and local toxicity likely reduce its efficacy. Therefore, dur-
ing the second year our attention will focus on strategies to improve
the administration of the peptoid.

Efficacia in vitro e in vivo di un peptidomimetico
antimicrobico e antibiofilm contro patogeni pol-
monari rilevanti nella fibrosi cistica.

Problema e ragioni dello studio. | batteri patogeni svilup-
pano facilmente resistenza agli antibiotici convenzionali, anche
attraverso la formazione di biofilm. Pertanto e particolarmente
urgente lo sviluppo di nuovi antimicrobici per il trattamento delle
infezioni croniche associate alla presenza di biofilm. I peptidi an-
timicrobici cationici (CAMP), componenti essenziali del sistema
immunitario innato, possiedono attivita antimicrobica, antibiofilm
e antinfiammatoria. Sfortunatamente, i CAMP sono generalmente
sensibili alle proteasi e questo ne limita le vie di somministrazione
e, quindi, l'utilita come farmaci. Una soluzione promettente ¢ lo
sviluppo di peptidomimetici resistenti alle proteasi ma struttural-
mente e funzionalmente simili ai CAMP.

Ipotesi e obiettivi. Lo scopo principale del progetto € esplo-
rare l'efficacia in vitro e in vivo del peptoide P13#1, un peptidomi-
metico antimicrobico progettato per mimare le catelicidine (CAM-
Ps caratteristici dei vertebrati).

Metodi essenziali. Sono stati misurati i valori di MIC su nume-
rosi ceppi Gram(-) e (+) tra cui P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. bau-
manii, B. cenocepacea e S. aureus. Sono stati inoltre condotti studi
di interazione P13#1/antibiotico. Lefficacia in vivo é stata valutata
su P. aeruginosa PAO1 nel modello murino di infezione polmonare
sviluppato dalla facility FFC CFaCore.

Risultati preliminari.P13#1 ha mostrato attivita antimicrobi-
ca ad ampio spettro con MIC inferioria 2 uM (con I'unica eccezione
di B. cenocepacia). Gli studi di interazione P13#1/antibiotico han-
no dimostrato che P13#1 ha attivita additiva con tobramicina o
ciprofloxacina mentre la combinazione P13#1+tobramicina su P.
aeruginosa PAO1 ha mostrato una debole sinergia. La tossicita di
P13#1 nei topi & stata valutata mediante somministrazione endo-
tracheale. Avendo verificato che 3 mg/kg € la dose piu alta tollera-
ta, e stata valutata l'efficacia nel modello di infezione polmonare
ditre dosi paria 0,5, 1 e 2 mg/kg. P13#1 ha dimostrato di ridurre si-
gnificativamente la conta delle CFU di P. aeruginosa quando som-
ministrato contemporaneamente ai batteri, mentre ha causato un
aumento dose-dipendente quando somministrato dopo le cellule
batteriche mediante aerosol (aerosolizzatore PennCentury).

Conclusioni.P13#1 ha un'elevata attivita antimicrobica sia in
vitro che in vivo, tuttavia, nel modello murino di infezione pol-
monare una scarsa biodistribuzione e la tossicita locale probabil-
mente ne compromettono l'efficacia. Pertanto, durante il secondo
anno la nostra attenzione si concentrera sulle strategie per miglio-
rarne la somministrazione.

54. Biocompatible and inhalable antimicrobial-
loaded nanoparticles for the counteraction of bio-
film formation and antibiotic resistance: towards
a potential new therapy for CF related infections

Sanguinetti M', Vitali A% lafisco M3, Catalucci D*

'Divisione Microbiologia clinica, Universita Cattolica del Sacro Cuore,
Roma, “Istituto di Chimica del Riconoscimento Molecolare CNR-ICRM,
JIstituto di Scienza e Tecnologia dei materiali ceramici ISTEC - CNR,
Faenza, “Istituto di Genetica e Ricerca biomedicale -IRGB, Milano
(FFC#20/2018. Ongoing)

Maurizio Sanguinetti, primo a sinistra, responsabile del progetto, e i due
partner diricerca, Alberto Vitali e Michele lafisco

Problems and reason for the study. The search for new antibiotic
formulations is a primary objective to counteract the persistence of an-
tibiotic-resistant bacterial strains, which cause chronic lung infections
in CF patients. Molecules known as antimicrobial peptides (AMPs) are
naturally being produced which are proving to be viable alternatives to
conventional antibiotics, and the use of inhalable nanopatrticles (NPs)
can increase the effectiveness of these molecules [2]. The aim of this
project is therefore to produce a new therapeutic formulation based
on inhalable and completely biocompatible NPs consisting of calcium
phosphate (CaP), the same material from which the bones and teeth
are made, and to functionalize them with AMPs. In the first year of the
project the best conditions were then developed to prepare these CaPs
to be able to “load” them with selected antimicrobial peptides.

Methods. The nanopatrticles were prepared using a one-pot syn-
thetic approach, i.e. adding a calcium solution to a phosphate solu-
tion. The synthesis conditions (reagent concentration, temperature
and reaction time) were varied by optimizing the characteristics of
the nanomaterial (crystallinity and size) for the subsequent phase of
adsorption and release of the therapeutic agent.

Preliminary results. From these processes, high crystallinity
nanoparticles (CaP1 and CaP2) were obtained, which were used for
the subsequent adsorption phase of the biomolecules. This process
was carried out by interaction of a solution with known concentra-
tion of antimicrobial and antibiofilm peptides (Colistin, SP-E [3] and
1018[4]), and nanomaterial (CaP1 and CaP2). To validate the antimi-
crobial properties of these aggregates, the first tests were performed
on two different clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa with
CaPs functionalized with colistin, a peptide used as the reference
standard. The values of the Minimum Inhibitory Concentrations
(MICs) of the functionalised nanoparticles compared to free colistin
were very encouraging, as were the preliminary data on the activity
against P. aeruginosa biofilm.

Conclusions. The experiments conducted in this year of activ-
ity have allowed to study and optimize different synthetic strategies
aimed at optimizing a protocol for the adsorption of antimicrobial
peptides on nanoparticles based on calcium phosphate. The prelimi-
nary data of the antibacterial activity of the different formulations,
both with respect to the isolates in planktonic and in sessile condi-
tions have provided valuable information on the optimal loading
of colistin to obtain the best efficacy. The results obtained for the
functionalized nanopatrticles produced so far pave the way for the
synthesis of nanoparticles with antimicrobial peptides.

Nanoparticelle biocompatibili ed inalabili fun-
zionalizzate con peptidi antimicrobici per contra-
stare la formazione di biofilm e I'antibiotico resi-
stenza: verso una nuova potenziale terapia per le
infezioni correlate alla FC
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Problemi e ragione dello studio. La ricerca di nuove for-
mulazioni antibiotiche & un obiettivo primario per contrastare la
persistenza dei ceppi batterici antibiotico-resistenti, causa delle
infezioni polmonari croniche a carico dei pazienti di FC. In natu-
ra vengono prodotte molecole note come peptidi antimicrobici
(AMPs) che si stanno dimostrando delle valide alternative agli
antibiotici convenzionali, inoltre Iimpiego di nanoparticelle (NPs)
inalabili puo aumentare l'efficacia di tali molecole. -Lo scopo di
questo progetto e quindi quello di produrre una nuova formula-
zione terapeutica basata su NPs inalabili e completamente bio-
compatibili costituite da calcio fosfato (CaP), lo stesso materiale di
cui sono fatte le ossa e i denti e funzionalizzarle con AMPs. Nel pri-
mo anno del progetto sono state messe quindi a punto le migliori
condizioni per preparare queste CaPs per poterle poi“caricare” con
i peptidi antimicrobici selezionati.

Metodi. Le nanoparticelle sono state preparate tramite un ap-
proccio sintetico di tipo one-pot, ovvero aggiungendo una solu-
zione di calcio ad una soluzione di fosfato. Le condizioni di sintesi
(concentrazione dei reagenti, temperatura e tempi di reazione)
sono state variate ottimizzando le caratteristiche il nanomateriale
(cristallinita e dimensioni) per la successiva fase di adsorbimento
erilascio dell'agente terapeutico.

Risultati preliminari. Da questi processi si sono quindi ot-
tenute nanoparticelle ad alto grado di cristallinita (CaP1 e CaP2)
utilizzate per la successiva fase di adsorbimento delle biomole-
cole. Questo processo & stato effettuato mediante interazione di
una soluzione a concentrazione nota dei peptidi antimicrobici e
antibiofilm (Colistina, SP-E e 1018), e del nanomateriale (CaP1 e
CaP2). Per validare le proprieta antimicrobiche di questi aggregati,
si & proceduto ad effettuare i primi test nei confronti di due diversi
isolati clinici di Pseudomonas aeruginosa con CaPs funzionalizzate
con colistina, un peptide utilizzato come standard di riferimento.
I valori delle Minime Concentrazioni Inibenti (MIC) delle nanopar-
ticelle funzionalizzate rispetto alla colistina libera sono risultati
molto incoraggianti cosi come i dati preliminari sull'attivita contro
il biofilm di P. aeruginosa.

Conclusioni. Gli esperimenti condotti in questo anno di atti-
vita hanno permesso di studiare ed ottimizzare diverse strategie
sintetiche volte ad ottimizzare un protocollo per I'adsorbimento
di peptidi antimicrobici su nanoparticelle a base di fosfato di cal-
cio. | dati preliminare dell'attivita antibatterica delle diverse for-
mulazioni, sia nei confronti degliisolati in condizioni planctoniche
che in condizioni sessili hanno fornito preziose informazioni sul
“loading” di colistina ottimale per ottenere la migliore efficacia. |
risultati ottenuti per le nanoparticelle funzionalizzate fin qui pro-
dotte aprono la strada per la sintesi delle nanoparticelle con pep-
tidi antimicrobici.

55. Induction of viable but non-culturable forms,
possibly responsible for treatment failure, in
“in vitro” biofilms of Pseudomonas aeruginosa.
Role of antibiotics and antibiotic concentrations

Biavasco F, Mangiaterra G, Cedraro N, Vaiasicca S, Bizzaro D,
Vignaroli C

Department of Life and Environmental Sciences, Polytechnic University
of Marche, Ancona. (FFC#13/2017, Concluded - FFC#16/2019, Extension)

Background and rationale. Persistent bacteria, including the
Viable But Non-Culturable (VBNC) forms, are involved in the recur-
rent and chronic Pseudomonas aeruginosa (PA) lung infections af-
fecting Cystic Fibrosis (CF) patients. VBNC development can be in-
duced by a variety of stressors, such as exposure to toxic compounds
(e.g. antibiotics) and nutrient depletion, that are typically found in
the CF lung.

Hypothesis and objectives. We have previously demonstrat-
ed the involvement of tobramycin (T) in the abundance and stabil-

Francesca Biavasco, seconda da sinistra, responsabile del progetto con i
suoi collaboratori

ity of VBNC PA forms inin vitro biofilms starved for 5 months. This
year we set out to gain further insights into i) the role of T and of
different T resistance mechanisms and ii) the involvement of addi-
tional stressors found in the CF lung in the abundance of VBNC cells
in PA biofilms.

Essential methods. Three PA strains characterized by dif-
ferent T resistance mechanisms — two clinical CF strains (PA C30,
showing mexXY-based low-level resistance and PA AR86, show-
ing ant(2")-la-based high-level resistance) and the PAO1 reference
strain — were used in the study. We exposed 48h in vitro biofilms to
different stress conditions: maintenance in NN broth (NN); high salt
concentrations; catabolite accumulation; each unsupplemented or
supplemented with subinhibitory T concentrations. Biofilms were
tested for 5 months (PA30 and PA AR86) or 7 days (PAO1) for VBNC
cell content using culture methods, qPCR (3) and flow cytometry
after live/dead staining.

Results.After 5-month exposure to NN+T, VBNC abundance was
greater in PA C30 (95% of all live cells) than in PA AR86 biofilms (50%),
which indicates that there were 50% culturable persisters in the lat-
ter biofilms. NN exposure induced similar effects on biofilms of both
strains (90% of VBNC cells). The PAO1 biofilms, tested after 7-day ex-
posure, showed a greater VBNC abundance in response to high salt
concentrations (90%) and catabolite accumulation (99%) than to
NN (only culturable PA cells).

Conclusions. These findings demonstrate: i) a variable and
strain-specific effect of T in inducing the VBNC phenotype after long-
term exposure;ii) its involvement in the development of VBNC or per-
sistent culturable forms in presence of typical CF-related stress con-
ditions; and iii) the need for a culture-independent microbiological
diagnosis to properly monitor PA colonization of CF lung.

Extension project - FFC#16/2019. The study of the factors
contributing to the development and persistence of PA VBNC forms
in CF lung biofilms will be improved by testing six further anti-Pseu-
domonas drugs. A species-specific flow cytometry protocol suitable
for the routine diagnosisof PA infection in CF patients will also be
developed.

Ruolo degli antibiotici nell'induzione di forme vi-
tali ma non coltivabili (potenziali responsabili del
fallimento della terapia) di Pseudomonas aerugi-
nosa in modelli di biofilm in vitro

Problema e ragioni dello studio. Lo sviluppo di varianti bat-
teriche persistenti, tra cui quelle Vitali ma Non Coltivabili (VBNC),
puo causare la recrudescenza delle infezioni polmonari da Pseudo-
monas aeruginosa (PA). Le forme VBNC sono indotte da varie con-
dizioni di stress, alcune delle quali tipiche dei biofilm infettivi dei
pazienti affetti da fibrosi cistica (CF).

Ipotesi e obiettivi. Il progetto FFC#13/2017 nel primo anno di
attivita ha dimostrato il contributo di concentrazioni sub-inibenti
di tobramicina (T) nella formazione di PA VBNC in biofilm esposti
per 150 giorni a carenza di nutrienti (NN). Successivamente é sta-
to valutato i) il ruolo della T in relazione a specifici meccanismi di
resistenza e ii) il coinvolgimento di altri fattori di stress tipici del
biofilm polmonare CF.



Metodi essenziali. Sono stati utilizzati 3 ceppi di PA, 2 CF
con differenti meccanismi di T resistenza (PA C30, basso livel-
lo di resistenza dovuto all’efflusso dell’antibiotico, e PA AR86,
alto livello di resistenza dovuto al gene ant(2”)-la responsabile
della modificazione della T (saggi a 150 gg) e il ceppo di col-
lezione PAO1 (saggi a7gq). Biofilm in vitro di 48h,esposti per
150/7 giorni a NN, alte concentrazioni saline o accumulo di ca-
taboliti, in presenza/assenza di concentrazioni sub-inibenti di
T, sono stati analizzati per la presenza di forme VBNC e vitali
totali mediante saggi colturali, qPCR, e citofluorimetria dopo
colorazione live/dead.

Risultati. Lesposizione a NN+T per 150 giorni ha mostrato una
risposta ceppo-specifica, con un maggior numero di VBNC in PA
C30 rispetto a PA AR86 (95% vs 50% di cellule vitali totali); la meta
della popolazione persistente del secondo era infatti ancora colti-
vabile. La sola NN ha invece prodotto risultati simili (90% di forme
VBNC) nei due ceppi. | biofilm esposti a diversi tipi di stress per 7
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giorni hanno mostrato un maggiore sviluppo di VBNC (90 e 99%
rispettivamente) in presenza di elevate concentrazioni saline e di
accumulo di cataboliti rispetto alla NN; la presenza di T € risultata
ininfluente.

Conclusioni. Questi risultati dimostrano: i) un effetto ceppo-
specifico della T nello sviluppo di VBNC dopo lunga permanenza
in NN; ii) il ruolo dell'antibiotico nell'abbondanza di forme persi-
stenti in co-presenza di fattori di stress presenti nel polmone CF;
iii) la necessita di una diagnosi microbiologica basata su metodi-
che non colturali per monitorare adeguatamente la colonizzazio-
ne del polmone CF.

Estensione del progetto (FFC#16/2019). Lo studio dei possi-
bili fattori coinvolti nella presenza di PA VBNC nel polmone CF sara
approfondito indagando il ruolo di sei ulteriori farmaci anti-Pseu-
domonas. Sara inoltre sviluppato un protocollo specie-specifico di
citofluorimetria da adottare nella diagnosi di routine dell'infezione
polmonare CF da PA.
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56. Thymosin alpha 1 in cystic fibrosis: from the
lung to the gut

Pariano M, Renga G, Stincardini C, Borghi M, Sellitto F, Sforna L,
D’Onofrio F, Costantini C, Romani L and Bellet MM
Dipartimento di Medicina Sperimentale, Universita degli Studi di
Perugia, Perugia (FFC#21/2018. Concluded)

Marina Maria Bellet, seconda da destra, responsabile del progetto, con
collaboratrici di ricerca

Background and rationale. The gastrointestinal system is
among the earliest organs affected in cystic fibrosis (CF). Gut mani-
festations includes, among all, mucus accumulation, recurrent infec-
tions and chronic inflammation. The aim of this project is centered
around the effects on CF of thymosin alpha1 (Ta1), a naturally occur-
ring polypeptide used worldwide as an immunomodulatory with an
excellent safety profile. By acting on autophagy and cellular proteo-
stasis, Tal displayed multiple combined properties that may oppose
CF symptomatology in the lung: reduce inflammation and, possibly,
improve CFTR function. We previously demonstrated that Ta1 in the
lung reduces inflammation by activating the tolerogenic pathway
of tryptophan catabolism via the immunoregulatory enzyme in-
doleamine 2,3-dioxygenase (IDO1).

Hypothesis and objectives. The present project aimed at ex-
tending our previous results obtained in the lung to the intestine and
pancreas, to provide a more complete picture of the multiple effects
of Ta1in CF. The hypothesis was that Ta1 may regulate inflammation
and autophagy via IDO1 in the intestinal tract in CF. The objectives
of the project have been the evaluation of the ability of Ta1 to regu-
late inflammation and antimicrobial resistance in the gut, as well
as pancreas functionality in CF, and to restore the IDO1-autophagy
pathway in these tissues.

Essential methods. The effect of both Ta1 and the pharmaceuti-
cal formulation ZADAXIN were evaluated in different murine experi-
mental models:

1. Model of high fat diet-induced intestinal inflammation, dis-
biosis and pancreatic dysfunction, to define the efficacy of Tal in a
model of “leaky gut”

2. Model of gastrointestinal infection with C. albicans in
CftrF508del mice and Ido1-/- mice, to evaluate the effect of Tal and
ZADAXIN in an inflamed gut, and its dependency on IDO1 activation.

Results. The results of our project have indicated that Tal, as
well as ZADAXIN, is able to ameliorate inflammation and promote
barrier function in the gut of CftrF508del, and this effect appears to
be IDO1-dependent.

Conclusions. Studies are underway to better define the activity
of Tal in vivo, its mechanism of action, and to provide further evi-
dence supporting its ability to modulate CFTR function. These stud-
ies will provide for CF repurposing a drug that is approved for other
indications.

La Timosina alfa 1 nella fibrosi cistica: dagli studi
nel polmone al ruolo nellintestino

Problema e ragioni dello studio. Nella fibrosi cistica (FC) il
tratto gastrointestinale rappresenta uno dei primi organi colpiti.
Inoltre, I'allungamento della sopravvivenza degli individui con FC,
guadagnato grazie alle nuove terapie, ha portato nell'adulto ad una
aumentata incidenza di patologie intestinali, epatiche e pancreati-
che. Le manifestazioni intestinali includono lo sviluppo di infezioni
ricorrenti e inflammazione cronica. Timosina alfa 1 (Ta1) € un pepti-
de naturale, ad azione immunomodulante e anti-infiammatoria, gia
utilizzato in tutto il mondo come ZADAXIN® e dotato di un eccellente
profilo di sicurezza.

Ipotesi e obiettivi. Nei nostri studi precedenti su cellule bron-
chiali e modelli murini abbiamo dimostrato che il trattamento con
Tal migliora la patologia polmonare nella FC, riducendo l'infiam-
mazione mediante una azione direttasulla proteina IDO1, e potreb-
be anche migliorare la funzionalita di CFTR a livello polmonare. Gli
obiettivi del presente progetto sono stati quelli di determinare se gli
effetti benefici prodotti da Ta1 fossero estensibili anche alla funzio-
nalita intestinale e pancreatica, valutando la sua efficacia antiinfiam-
matoria in questi organi.

Metodi essenziali. Lo studio & stato condotto in vivo sutopi
portatori della mutazionep.Phe508del-CFTR, dove & stata valutata
l'efficacia del trattamento sia con Ta1 che con il farmaco ZADAXIN
nel ridurre l'inflammazione e aumentare la resistenza antimicrobica
a livello intestinale. E stato inoltre studiato il meccanismo di azione
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diTa1 nell'intestino, con particolare interesseverso la proteina IDO1,
regolatore centrale del sistema immunitario.

Risultati. | dati suggeriscono che sia Ta1 che ZADAXIN hanno
un'azione anti-inflammatoria in intestino e pancreas di topi non
mutati e anche in topi con la mutazione p.Phe508del-CFTR. Questi
effetti sono stati osservati utilizzando dei modelli sperimentali in
cui e stata indotta inflammazione e alterazione della permeabilita
intestinale tramite una dieta ad alto contenuto di grassi o tramite
infezione. | risultati mostrano inoltre che questi effetti sembrano
mediati dall'azione della proteinalDO1, capace di frenare l'infiam-
mazione.

Conclusioni. | risultati di questo studio dimostrano che I'utilizzo
di Tal potrebbe migliorare lafunzionalita del sistema gastrointesti-
nale in soggetti con CF e permettono di definire meglio le potenzia-
lita terapeutiche di ZADAXIN nel trattamento della CF.

57. Preclinical testing in cystic fibrosis of a repur-
posed molecule targeting HMGB1

De Leo F,"? Rossi A,? Cigana C,? Ranucci S, De Fino I,> Musco G,'
Bragonzi A,? and Bianchi ME**
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Background and rationale. High-mobility group box 1 protein
is a Damage-associated molecular pattern (DAMP) protein that pro-
motes and sustains inflammation. It is elevated in CF sputum and
was reported as CF biomarker. Monoclonal antibodies (mAb) block-
ing HMGB?1 significantly protect against P. aeruginosa infection,
neutrophil recruitment and lung injury. However, mAb treatment is
expensive and infeasible. We recently identified a small molecule,
pamoic acid (PAM), that efficiently inhibits HMGB1 activity in cellular
models. Furthermore, it is known that PAM cannot cross lipid mem-
branes, so that it might be particularly suitable for direct aerosol de-
livery in the lung.

Hypothesis and objectives. The objective of this project was
proving that aerosol delivery of PAM can ameliorate neutrophilic in-
flammation and lung damage in C57 mice infected with P. aeruginosa.

Essential methods. PAM was tested in preclinical murine models
of acute and chronic P. aeruginosa respiratory infection. Specifically,
we performed: 1.Toxicity experiments to explore the range of doses to
be used; 2. PAM efficacy experiments in acute respiratory infection; 3.
PAM identification and quantification by spectroscopic techniques; 4.
PAM efficacy experiments in chronic respiratory infection.

Results. PAM does not have acute toxicity when delivered by aer-
osol at concentrations <3 mM. PAM at 3 mM concentration shows
significant efficacy in reducing inflammatory cells in the bronco-
alveolar lavage in an acute model of Pseudomonas infection, and
may be effective in a chronic model even in a lower concentration
range. Of note, we focused on the chemical properties of PAM, which

suggested an advantage in direct lung delivery via aerosol, to avoid
systemic adsorption. However, we cannot exclude that formulations
that allow systemic diffusion might be more effective than aerosol.
PAM might be prematurely cleared; in fact, we still do not know the
local (tissue and BAL) concentration of PAM, which is relevant to in-
terpret the efficacy.

Conclusions. Up to date PAM is the first drug candidate to dis-
play efficacy against inflammation in a mouse model of chronic
respiratory infection that reproduces CF lung disease. Further investi-
gation is needed, but we consider the present results as positive and
promising.

Efficacia in modelli preclinici di fibrosi cistica di
una molecola gia nota e riscoperta come inibitore
di HMGB1

Problema e ragioni dello studio. La fibrosi cistica € una ma-
lattia multisistemica, ma colpisce in primo luogo il polmone, cau-
sando infezione cronica e inflammazione. HMGB1 € una proteina
nucleare che scatena l'infiammazione quando viene rilasciata da
cellule morte o secreta da cellule stressate. HMGB1 € presente
nell'espettorato di pazienti con fibrosi cistica ed € un biomarker
che segnala la cattiva funzionalita polmonare nei pazienti. Ricer-
che precedenti hanno dimostrato che bloccare HMGB1 con anti-
corpi monoclonali riduce l'infezione, I'infiammazione e i danni al
polmone in modelli preclinici di fibrosi cistica.

Ipotesi e obiettivi. La somministrazione di anticorpi monoclo-
nali ai pazienti affetti da fibrosi cistica & costosa e poco pratica.
Per questo motivo abbiamo iniziato un progetto di drug discove-
ry per identificare nuovi inibitori di HMGB1. Abbiamo identificato
un candidato interessante, I'acido pamoico (PAM). PAM blocca la
migrazione cellulare indotta da HMGB1 con efficacia migliore di
qualsiasi altro inibitore di HMGB1 noto ad oggi. Lo scopo specifico
di questo progetto & dimostrare che PAM é efficace in modelli pre-
clinici di fibrosi cistica nel ridurre l'infezione polmonare, l'inflam-
mazione e i danni al polmone.

Metodi essenziali. Abbiamo testato PAM con somministrazio-
ne inalatoria in modelli preclinici di infezione respiratoria acuta e
cronica. Abbiamo valutato la patologia polmonare, analizzando
parametri di infezione, inflammazione e danno polmonare.

Risultati. PAM, somministrato per via inalatoria, non & tossi-
co ad una concentrazione inferiore 3 mM. La dose 3 mM riduce
la presenza di cellule infiammatorie nel lavaggio bronco-alveolare
in modelli di infezione acuta. Abbiamo dati preliminari di efficacia
in un modello preclinico di infezione cronica. Abbiamo voluto te-
stare PAM tramite aerosol per sfruttare le caratteristiche chimico-
fisiche di questa molecola che evita I'assorbimento sistemico. Cio-
nonostante, non escludiamo che PAM possa essere efficace anche
somministrato per via sistemica.

Conclusioni. Abbiamo dimostrato che PAM e efficace nel ri-
durre linflammazione in un modello preclinico di infezione acu-
ta. Insieme ad ulteriori studi necessari per dimostrare l'efficacia
di PAM nella fibrosi cistica, questi dati apriranno la possibilita di
sperimentare PAM in pazienti umani.
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Background and rationale. Despite exciting developments,
CFTR restoration for all CF people is challenging and may not be
sufficiently efficacious in patients with irreversible lung damage.
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As inflammation contributes to lung damage, research is aimed at
finding new anti-inflammatory drugs, to replace corticosteroids or
ibuprofen, which possess many well-known and important side ef-
fects in addition to the great predicted benefits. Thanks to previous
FFC grants we described two promising molecules: beta-sitosterol
(BSS) (Lampronti |, 2017) and miglustat (Dechecchi MC, 2011) that
have been widely tested for efficacy and safety in clinical pharma-
cology, thus stimulating us to a repurposing strategy toward CF
lung inflammation.

Hypothesis and objectives. BSS has anti-inflammatory activ-
ity in CF bronchial cells and L enantiomer of miglustat produces an
anti-inflammatory effect in mice acutely infected by P.aeruginosa
without increasing the bacterial load or inducing toxicity (De Fenza
M, 2019). Importantly L-miglustat does not inhibit alpha-glucosi-
dase (D’Alonzo D, 2017) thus excluding the undesired side effects on
intestinal absorption and diarrhea observed with D enantiomer of
miglustat. This pilot project analysed BSS and L miglustat in relevant
murine models of lung infection.

Essential methods. BSS is commercially available whereas L-
miglustat was synthesized and purified by A. Guaragna (Depart-
ment of Chemical Sciences, University of Napoli Federico Il- Napo-
li, Italy). BSS and L-miglustat were evaluated in relevant models
of airway infection for their effect in reducing the inflammatory
response to P.aeruginosa. Wild type mice were treated with BSS
or L- miglustat by gavage before infection with P.aeruginosa and
their effect on inflammatory response was tested in terms of: i)
safety; ii) evaluation of lung inflammation; iii) ability of mice to
clear bacteria.

Results. We found a dose dependent reduction of bacteria
recovered in broncholavage (BAL) and lungs of mice infected by
Paeruginosa, after treatment with BSS. A decrease of neutrophils
and increase of alveolar macrophages recruited in BAL accompanied
by an overall improvement of health parameters in BSS treated mice
were also found. Surprisingly, L-miglustat showed anti-infective ac-
tivity in chronically infected mice, reduced neutrophils and increased
bacterial clearance.

Extension project. BSS and L miglustat have the potential to
become new drugs addressing airway infection and inflammation.
The extension of the pilot project is aimed to give deep insights on
their anti-inflammatory/anti-infective activities.

Essential methods. The effects of BSS will be further investi-
gated by studying its impact on inflammatory response in both
acute and chronic lung infection. The ability of L miglustat to pre-
vent chronic P. aeruginosa infection will be evaluated in vitro on
abiotic surfaces and airway epithelial cells under experimental
conditions simulating CF lung environment. Synergism with classes
of antibiotics will be also studied. Safety and efficacy experiments
will be conducted in chronically infected mice both before and af-
ter established chronic infection. Lung inflammation and ability
to clear bacteria will be evaluated. To verify potential interactions
with drugs already used in CF patients, combination with VX 809
and VX 770 will be tested.

Expected results and spin-off. Results from our pre-clinical
investigation in relevant models of airway infection could provide

a proof of concept for planning clinical trials. BSS has been already
tested in clinical trials as adjuvant to statins in dyslipidemia. It
could be repositioned as anti- inflammatory drug for CF lung dis-
ease. L miglustat could obtain an orphan drug designation as anti-
inflammatory/anti-infective agent against chronic P. aeruginosa
infections.

Studio di trattamenti anti-infiammatori per la pa-
tologia polmonare della fibrosi cistica, in modelli
murini di infezione delle vie aeree

Ragioni del progetto. Malgrado i recenti successi, il tratta-
mento del difetto di base in tutti i pazienti con fibrosi cistica (FC)
& critico e puod non essere sufficientemente efficace nei pazienti
con danno polmonare irreversibile. Poiché il processo inflamma-
torio contribuisce alla distruzione del tessuto polmonare, € pres-
sante la ricerca di nuovi farmaci alternativi a corticosteroidei o
ibuprofene, che hanno molti effetti collaterali ampiamente noti.
Grazie ai precedenti finanziamenti da FFC, il nostro gruppo ha gia
descritto due molecole promettenti per controllare I'eccessiva in-
fiammazione polmonare FC: il beta-sitosterolo (BSS) e il miglustat.
Considerando che entrambe le molecole sono state ampiamente
studiate in farmacologia clinica e che se ne conosce l'efficacia e la
sicurezza, una strategia di riposizionamento verso l'inflammazione
polmonare FC potrebbe portare alla luce un trattamento efficace
per questi pazienti.

Ipotesi e obiettivi principali. BSS ha un effetto anti-infiam-
matorio in cellule bronchiali FC e I'enantiomero L del miglustat
ha un effetto anti-inflammatorio nei topi con infezione acuta da
P.aeruginosa, senza aumentare la carica batterica ed ¢ inoltre pri-
vo degli effetti gastrointestinali indesiderati, osservati con il D mi-
glustat, in quanto non inibisce I alfa-glucosidasi. Questo progetto
pilota ha valutato l'effetto del BSS e dell'enantiomero L miglustat
in modelli murini di infezione polmonare.

Materiali, pazienti, metodi. | BSS & disponibile in commercio
mentre |'enantiomero L del miglustat e stato sintetizzato e purifi-
cato presso il laboratorio di A. Guaragna (Dipartimento di Scienze
Chimiche, Universita degli Studi di Napoli Federico Il, Napoli). BSS
e L-miglustat sono stati studiati in modelli murini di infezione pol-
monare. Topi normali trattati con le molecole in oggetto sono stati
infettati sia in modo acuto che cronico con Paeruginosa. Leffetto
dei trattamenti & stato analizzato in termini di: 1) sicurezza; 2) in-
fiammazione polmonare; 3) carica batterica.

Risultati. Abbiamo osservato una diminuzione dose-dipen-
dente dei batteri nelle vie aeree dei topi infettati con Paeruginosa,
dopo il trattamento con BSS. Inoltre, abbiamo rilevato una dimi-
nuzione di granulociti neutrofili ed un aumento di macrofagi alve-
olari, accompagnati da un miglioramento generale dello stato di
salute degli animali dovuto al BSS. Lenantiomero L-miglustat ha
mostrato in un effetto anti-infettivo nei topi con infezione cronica
oltre che una diminuzione dell'infiammazione ed un aumento del-
la capacita anti-batterica.

Estensione del progetto. Questi risultati ci portano ad ipo-
tizzare che il BSS e L miglustat potrebbero essere nuovi farmaci
contro l'infezione e l'inflammazione polmonare. Pertanto, l'esten-
sione del progetto pilota approfondira gli effetti del BSS e del L
miglustat sulla risposta all'infezione da Paeruginosa.

Metodi essenziali. Lattivita anti-inflammatoria del BSS sara
ulteriormente indagata in modelli d'infezione acuta e cronica.
Lattivita anti-infettiva del L miglustat sara valutata sia in vitro
che in vivo. Gli esperimenti in vitro saranno effettuati sia in for-
me precoci che mature di biofilm ottenuto con diversi ceppi di
P.aeruginosa. Gli esperimenti in vivo saranno effettuati in modelli
di infezione cronica trattando gli animali sia prima che dopo l'in-
sorgenza dell'infezione. BSS e L miglustat verranno anche testatiin
combinazione con VX 809 e VX 770.

Rilevanza. Questo studio intende fornire una prova di princi-
pio per studi clinici futuri finalizzati a contrastare il declino della
patologia polmonare nei pazienti FC, indipendentemente dal loro
genotipo.
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Background and rationale. Chronic lung inflammation and in-
fections contribute to disease progression in CF patients. In this pro-
ject we propose the study of indoles as potential novel therapeutics
in CF due to their ability to promote host/microbe homeostasis in the
lung through the activation of the aryl hydrocarbon receptor (AhR).
The ability of AhR to modulate many aspects of the innate and adap-
tive immune response, including antimicrobial activity via Th17 cell
activation, epithelial cell repair and protection via IL-22 production,
and control of inflammation via activation of regulatory T cells
(Treg) creates exciting opportunities to harness the immunomodu-
latory action of AhR to adapt host responses to infection.The indole-
3-aldehyde (3-IAld), produced by endogenous Lactobacilli, has
recently been shown to preserve immune physiology at mucosal sur-
faces while inducing antimicrobial resistance. Much like probiotics,
this microbial-derived metabolite protected mice from infection and
immunopathologies in different experimental settings.

Hypothesis and objectives. The aim of the present project is
the therapeutic exploitation of 3-IAld for tissue immune homeosta-
sis, microbial symbiosis and pathogen resistance in CF. To this pur-
pose, we plan to: i) develop a dry powder formulation of 3-IAld for
drug delivery through inhalation ii) perform murine preclinical stud-
ies, in vitro and in vivo, to define the safety and the immunological
and antimicrobial profile of aerosolized 3-1Ald in CF.

Essential methods. The project will include murine and human
studies consisting of i) development of 3-IAld inhalable dry powder
for pulmonary drug delivery and assessment of pharmacokinetics in
CF mice; ii) in vitro and in vivo studies with murine and HBE cells as
well as mice with the A508 mutation.

Preliminary results. Our results showed that AhR activity is de-
fective in CF but restored upon appropriate prophylactic treatment
with 3-IAld. As AhR agonist, 3-IAld exerted beneficial effects in the
lung of mice with aspergillosis by decreasing inflammation and re-
storing immunocompetence. No effect was observed on the recovery
of CFTR functioning.

Conclusions. Should AhR agonism prevents or delays develop-
ing of pathogenic inflammation in CF, our study represents a patent-
able, proof-of-concept demonstration, that targeting AhR may have
therapeutic utility in CF.

Uso e sviluppo di derivati indolici per via inalato-
ria quali attivatori del recettore AhR nella fibrosi
cistica

Ragioni dello studio. Combattere le infezioni e diminuire I'in-
fiammazione cronica a livello polmonare sono interventi necessari
nel paziente con fibrosi cistica. Per questo I'aumento della resisten-
za agli antibiotici nonché la tossicita legata alla somministrazione
cronica dei farmaci anti-infiammatori possono rappresentare un
serio problema. Questo progetto vuole portare un contributo
nuovo in questa direzione. Infatti, proponiamo uno studio sulle
proprieta anti-inflammatoria ed antimicrobica di un derivato in-
dolico chiamato indolo-3-aldeide (3-1Ald). Gli indoli sono sostanze
endogene di derivazione microbica di cui sono note le proprieta
antimicrobiche, non associate a resistenza, nonché regolatrici del-
la funzionalita mucosale. Da qui il crescente interesse allo studio di
tali sostanze, chiamate piu generalmente “postbiotici’, finalizzato
ad un loro possibile utilizzo in ambito terapeutico, quali possibili
sostituti di probiotici.

Ipotesi e obiettivi. Avendo 3-lAld gia dimostrato effetti bene-
fici in modelli sperimentali di allergia polmonare nonché potenti
attivita antimicrobiche nei riguardi di diverse specie batteriche, in
questo progetto abbiamo gia valutato l'efficacia di 3-lAld in mo-
delli preclinici di CF ed abbiamo sviluppato la formulazione far-
maceutica per via inalatoria pronta per essere saggiata in ulteriori
studi in vivo ed in vitro.

Metodi essenziali. Stiamo utilizzando approcci sperimentali
sia in vitro che in vivo in topi con la mutazione F508.

Risultati preliminari. Il recettore degli idrocarburi arilici (AhR)
regola I'omeostasi immunologica polmonare e fornisce le basi ra-
zionali per I'uso di 3-1Ald, agonista di AhR in CF. La somministrazio-
ne di 3-IAld ha migliorato la patologia inflammatoria allergica in
modelli sperimentali di CF.

Conclusioni. Dovesse l'efficacia di 3-IAld essere confermata
in modelli preclinici di CF, le possibili ricadute potrebbero essere
molteplici. A livello traslazionale il possibile sviluppo terapeutico
di derivati indolici in grado di diminuire I'infiammazione e risto-
rare Iimmuno competenza, inoltre la possibile determinazione
dei livelli di 3-1Ald in matrici biologiche quali fattori predittivi di
malattia.A livello culturale lo sviluppo di postbiotici quali farmaci
“innovativi” grazie alla loro intrinseca capacita di regolare sia 'ospi-
te (infiammazione) che i suoi microbi (virulenza).
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Background and rationale. Trimethylangelicin (TMA) is an
isopsoralen with chemical structure similar to natural compounds
and it was studied in many FFC projects. In order to identify com-



pounds with biological properties similar to those of TMA but with
reduced or absent toxicity, new molecules had been synthesized.
Some TMA analogues were previously studied for their interesting
activity in CFTR correction/potentiation (Laselva O, 2018). Now the
attention is shifted on the anti-inflammatory effects. In the recent
studies the anti-inflammatory activity of some TMA analogues was
demonstrated by reduction of the gene expression of cytokines (IL-6
and IL-8), enzymes and signal transduction factors involved in in-
flammation triggered by TNF-alpha in bronco-epithelial CF cell lines
(Marzaro G, 2018).

Hypothesis and objectives. The project is aimed to extend our
previous studies in order to analyze the effects of new compounds on
inflammatory response to both P.aeruginosa (Pa) infection and TNF-
alpha stimulus, on CF cell lines and in murine model. The molecules
will be evaluated for their double activity in CFTR gene correction
and inflammation.

Essential methods. Optimized analogues will be prepared
taking advantage from the microwave assisted organic synthesis
(MAOS) technique. As reference cell model CFBE410- cells will be
used. Cells will be treated with TMA analogues and then infected
with Pa strain PAO1 or stimulated with TNF-alpha. For the in vivo
model of acute and chronic infection, C57BI/6NCr mice will be used.

Preliminary results. The correction/potentiation activity of
TMA analogues was recently demonstrated. Through EMSA experi-
ments, the inhibition of NF-kB/DNA complex was studied. Since the
TF NF-kB plays a critical role in IL-8 expression, the use of agents able
to interfere with the NF-kB pathway can be an interesting therapeu-
tic strategy.

Expected final results and their significance. New derivatives
will be evaluated for their capability of inhibiting cytokine gene ex-
pression, as well as for studying the most interesting analogues in
association with other known anti-inflammatory and antimicrobic
agents, in a combined therapy model. The most active selected TMA
analogues will be tested finally in vivo. The decisive goal is the re-
search of modern therapies to combat the CF inflammation and the
novelty is the possibility to develop dualistic drugs that may supple-
ment or replace the use of current drugs to limit known side effects.

Valutazione multitasking di analoghi della TMA
come agenti antinfiammatori per il trattamento
della fibrosi cistica

Ragioni dello studio. La trimetilangelicina (TMA) € una mole-
cola con struttura analoga a composti naturali ed é stata oggetto
di numerosi studi. Con un recente progetto abbiamo identificato
analoghi sintetici della molecola originale, privi degli effetti tossici
di questa. Tra i derivati analizzati, uno in particolare ha dimostrato
di essere un correttore di CFTR.

Ipotesi e obiettivi. Con questo progetto, verranno estesi i
precedenti studi ed aumentate le conoscenze anche su nuovi
analoghi dellaTMA, per valutarne la possibile doppia attivita, anti-
inflammatoria e di correzione. Sara utilizzato il modello cellulare
CFBE410 (cellule derivate da pazienti geneticamente manipolate
in modo da replicarsi senza limiti). Queste cellule saranno prima
esposte ad agenti inflammatori (TNF-alfa) o infettivi (Pseudomo-
nas aeruginosa, Pa) che stimoleranno l'inflammazione e poi ver-
ranno trattate con gli analoghi in studio. Dopo il trattamento, sa-
ranno eseguite indagini sull'espressione genica di citochine note
per essere coinvolte nei processi inflammatori della fibrosi cistica
(CF). Inoltre saranno effettuati co-trattamenti con farmaci anti-in-
fiammatori e antibiotici gia in uso per la cura della CF. Questi primi
screening serviranno per evidenziare il possibile effetto antinfiam-
matorio dei composti allo scopo scegliere i derivati migliori, che
saranno successivamente saggiati anche in vivo su modello muri-
no di infiammazione polmonare acuta e cronica.

Metodi essenziali. | nuovi analoghi saranno sintetizzati con
moderne tecniche di sintesi organica. Il modello cellulare sara rap-
presentato da cellule CF CFBE410- che saranno trattate con i deri-
vati ed infettate con Pa o stimolate con TNAalfa. Il modello murino
sara costituito da topi C57BI/6NCr.

Risultati preliminari. Lattivita di correzione/potenziamento
di alcuni derivati della TMA é stata di recente dimostrata; inoltre,
sono stati effettuati studi preliminari per verificare un potenziale
effetto anti-infiammatorio delle nuove molecole analizzando NF-
kB, noto fattore con ruolo cruciale in processi infiammatori. | primi
risultati hanno dimostrato che alcuni analoghi sono in grado di ini-
bire NF-kB e di essere quindi i migliori candidati per approfondire
le indagini.

Risultati finali attesi e loro significato. Siamo fiduciosi di po-
ter individuare nuovi potenziali farmaci con doppia attivita (cor-
rettiva e anti-inflammatoria) che potrebbero essere molto interes-
santi per la terapia della malattia polmonare in FC.
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Background/Rationale. Chronic inflammation is a common
feature of Cystic Fibrosis (CF) patients and is mainly caused by Pseu-
domonas aeruginosa infections. However, new evidence suggests
that constitutive inflammation is present in CF patients even in the
absence of bacterial infection, due to CFTR dysfunctions. In a previ-
ous work, we demonstrated that a cocktail of four different bacte-
riophages (phages) not only efficiently counteracts P. aeruginosa
infection in a zebrafish model of CF, but also shows anti-inflamma-
tory effects in CF zebrafish embryos not infected by bacteria. Indeed,
similar to human patients, CF embryos present a constitutive high
inflammation state due to the loss of CFTR function.

Hypothesis and objectives. On the above premises, our hy-
pothesis is that phages might mitigate the inflammation present
in a CF background. To demonstrate this, we plan to investigate the
mechanism through which phages might act as anti-inflammatory
agents in the CF zebrafish model and on both primary and immor-
talized human bronchial epithelial cells homozygous for the CFTR
mutation F508del.

Essential methods. In the CF zebrafish embryos we will charac-
terize the immunomodulatory effects of the previously used phage-
cocktail by dissecting the action of each single phage and of one or
the other of the two phage components, DNA or virion proteins. To in-
vestigate the possible mechanisms through which phages modulate
the inflammation, we will study the TOLL-like receptor. In human, we
will administer the phage cocktail to the CuFi-1 cell line character-
ized by a high basal proinflammatory state, and primary bronchial
epithelial cells obtained from the “Servizio Colture Primarie” of the
Italian Cystic Fibrosis Research Foundation. As a read-out of the ac-
tion of phages as immunomodulators, we will assess the expression
of pro- and anti-inflammatory cytokines TNF-alpha, IL1-beta, IL-6,
IL-8 by means of gPCR and ELISA techniques.

Preliminary results. In CF zebrafish embryos phages act as
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immuno-modulators in the absence of bacterial infection and this
effect is similar for each phage of the cocktail. Moreover, we showed
that the DNA component of the phage is not necessary for the im-
munomodulatory response.

Conclusions. The research of new anti-inflammatory agents in
a cheap and easy-of-use CF zebrafish model, together with the stud-
ies on the effects of phages on CF human cells could speed-up the
translational potential of this research.

Fagi come agenti immunomodulatori in fibrosi
cistica

Ragioni del progetto. | pazienti affetti da fibrosi cistica (FC),
poiché sono estremamente soggetti ad infezioni batteriche cro-
niche, presentano uninfiammazione elevata e costante. Tuttavia,
ci sono evidenze che l'infiammazione nei pazienti FC sia presen-
te anche in assenza di infezione batterica, come conseguenza
dell'assenza o del malfunzionamento dei canali CFTR. In un lavoro
precedente finanziato dalla FFC, abbiamo utilizzato un modello di
FC di zebrafish (pesce a strisce chiamato pesce zebra, n.d.r)) per
dimostrare che i fagi sono efficaci nel debellare le infezioni bat-
teriche. Inoltre abbiamo osservato che i fagi, se inoculati da soli
in assenza di batteri, avevano la capacita di abbassare lo stato di
inflammazione cronica presente negli embrioni di zebrafish FC.

Obiettivi principali. In questo progetto di ricerca intendiamo
dimostrare che lo stato inflammatorio cronico presente sia ne-
gli embrioni FC di zebrafish che in linee cellulari cellule epiteliali
bronchiali umane mutate nel gene CFTR, puo essere ridotto dalla
somministrazione di fagi

Materiali, pazienti e metodi. Durante questo progetto an-
nuale caratterizzeremo meglio come i fagi riescano ad abbassare
lo stato inflammatorio nel modello FC di zebrafish ed e utilizzere-
mo, per confermare il loro effetto anti-inflammatorio.

Disegno dello studio. Lo stato inflammatorio verra analizzato
misurando l'espressione di citochine pro- e anti-inflammatorie in
embrioni FC di zebrafish e nelle colture cellulari umane, prima e
dopo la somministrazione di fagi.

Risultati attesi/Possibili ricadute. La nostra ipotesi e che
i fagi possano agire da agenti immuno-modulatori e che la loro
somministrazione possa ridurre lo stato inflammatorio presente
nei pazienti FC. L'uso di zebrafish come modello di FC, poco co-
stoso e facile da utilizzare, puo aprire un nuovo campo di applica-
zione per la ricerca di nuovi farmaci utili nella cura di pazienti FC.

62. Enabling pulmonary delivery of siRNA in cys-
tic fibrosis lung inflammation: therapeutic po-
tential of hybrid lipid/polymer nanopatrticles

Ungaro F', Merkel OM?

Universita degli Studi di Napoli Federico Il, Dip. Farmacia, Dept.
Pharmatzie, Ludwig-Maximilians Universitdt, Miinchen (FFC#25/2018.
Concluded)

Background and rational. The down-regulation of genes di-
rectly involved in the pathogenesis of severe lung diseases through
pulmonary delivery of short RNA fragments, also known as siRNA,
has gained recently remarkable research interest, especially in cystic
fibrosis (CF). Nevertheless, the unsuccessful history of inhaled siRNA
points out the urgent need of an appropriate formulation strategy to
move them from the laboratory to the bedside.

Hypothesis and objectives. The generation of breakthrough
technologies and their translation into new pharmaceutical products
is crucial for CF treatment. During previous FFC#23/2017 project, the
most adequate formulation conditions to produce inhalable hybrid
nanoparticles (hNPs) made up of acombination of lipids and polymers
for siRNA delivery were identified. The developed hNPsdisplayed opti-
mal aerosolization properties, were stable in simulated mucus and ef-
ficientlyentrapped a siRNA pool against one of the most critical signals

Francesca Ungaro, seduta al centro, responsabile del progetto, con le
ricercatrici del laboratorio, e Olivia Monica Merkel, foto sotto, terza da
sinistra, partner del progetto

in evoking the inflammatory response in CF, the nuclear factor-«B (NF-
KB). The aim of the present project is to go in depthinto the in vitro/in
vivo therapeutic potential of optimised hNPs.

Essential methods. hNPs delivering a siRNA pool against NF-
KB were prepared from biodegradable polymers andbiocompatible
phospholipids. The behaviour of hNPs upon contact with simulated
mucus andhuman sputum from CF was evaluated through a combi-
nation of techniques. Uptake and efficacyof siRNA-loaded hNPs were
evaluated in different human airway cell culture models, providing
atool to optimise hNP properties for in vivo pulmonary delivery. In
vivo studies were performedin rats challenged intratracheally with
LPS from E. Coli to induce pulmonary inflammation.

Results. In vitro studies demonstrated that the developed siRNA-
loaded hNPs may penetrate lung extracellular barriers, as CF mucus,
allowing a significantly higher uptake in human bronchialepithelial
cells as compared to both free siRNA and siRNA/lipofectamine com-
plexes. As a result significant NF-kB downregulation up to 72 h was
observed in human bronchial epithelial cellstreated with optimised
siRNA-loaded hNPs. Finally, preliminary efficacy studies upon intratra-
cheal administration in LPS-challenged rats highlighted the potential
of the developedsiRNA-loaded to downregulate NF-kB also in vivo.

Conclusions. The correct operating conditions to produce
nanopatrticles for prolonged release of siRNA in CF lung have been
identified. Optimized nanoparticles can move to further in vivo pre-
clinical studies,which are essential to translate the technology under
development from labs to the clinics. The development of a siRNA
delivery system already engineered for in vivo inhalation and trans-
fection might shorten the time to translation to patients, providing a
therapeutic platform to address multiple targets that are still consid-
ered “undruggable” in CF.

Somministrazione polmonare di siRNA nel trat-
tamento dell'infiammazione polmonare in fibrosi
cistica: potenziale terapeutico di nanoparticelle
ibride a base di lipidi e polimeri

Ragioni dello studio. La somministrazione per inalazione di
frammenti corti di RNA (chiamati siRNA), in grado di inibire selet-
tivamente l'espressione di singoli geni responsabili dello sviluppo
della malattia, rappresenta oggi un approccio promettente nel
trattamento di patologie polmonari severe, quali fibrosi cistica(FC).
Lo scarso successo di studi clinici in tale ambito, tuttavia, mette in
luce I'urgente bisogno di adeguate formulazioni per trasferire tale
approccio nella pratica clinica.

Ipotesi e obiettivi. Lobiettivo generale di questo studio ¢ lo



sviluppo di una nuova strategia formulativa in grado di promuo-
vere |'assorbimento polmonare di siRNA in FC. Durante il progetto
pilota FFC #23/2017,sono state prodotte nanoparticelle ibride a
base di lipidi e polimeri. Le nanoparticelle sono aerosolizzabili e
stabili in muco simulato, incapsulano efficacemente e rilasciano
per tempi prolungati un siRNA in grado di inibire il fattore di tra-
scrizione NF-kB, un mediatore cruciale del processo infiammatorio
polmonare caratteristico della FC. Obiettivo primario del progetto
FFC#25/2018 & approfondire le potenzialita in vitro ed in vivo delle
nanoparticelle contenenti siRNA ottimizzate.

Metodi essenziali. Nanoparticelle ibride contenenti un
pool di siRNA contro NF-kB sono prodotte a partire da polimeri
biodegradabili e fosfolipidi endogeni e caratterizzate per la loro
capacita di penetrare attraverso muco simulato e sputo FC attra-
verso un‘ampia gamma di metodiche. Studi di internalizzazione e
silenziamento sono condotti in vitro su modelli diversi di epitelio
polmonare. Studi di silenziamento in vivo sono stati condotti in
un modello di inflammazione polmonare cheprevede la sommi-
nistrazione intratracheale di lipopolisaccaridi di origine batterica
nel ratto.

Risultati. Gli studi in vitro confermano la capacita delle nano-
particelle ibride di penetrare attraverso il muco simulato e sputo
FC, trasportare il siRNA all'interno delle cellule polmonari e silen-
ziare in modo prolungato e potenziato rispetto al siRNA libero.
Studi preliminari di silenziamento in vivo in modelli animali sotto-
lineano le potenzialita del sistema di veicolazione, fornendo input
per l'ottimizzazione dei successivi studi preclinci.

Conclusioni. Nanoparticelle inalabili per il rilascio modifica-
to di siRNA al polmone in pazienti FC sono state sviluppate con
successo. Le conoscenze acquisite stimolano all'approfondimento
dell'efficacia preclinica del sistema, essenziale per la traslazione
dello studio dal laboratorio alla clinica. In prospettiva, il coinvol-
gimento di competenze di sviluppo farmaceutico, preclinico e
clinico potra consentire una piu facile traslazione della nanotec-
nologia, oggetto di studio, alla clinica.

63. Properties of airway mucus in cystic fibrosis:
their modification by changes in the activity of
CFTR and after application of bicarbonate

Ferrera L, Gianotti A, Delpiano L, Capurro V
U.O.C. Genetica Medica, Istituto Giannina Gaslini, Genova (FFC#12/2016.
Concluded)

Loretta Ferrera, responsabile
del progetto

Background and rationale. Most of the problems of patients
affected by cystic fibrosis (CF) are due to the defective mucociliary
cleareance caused by a very thick mucus. We demonstrated that
the viscoelastic properties of CF mucus improve with the direct
application of lumacaftor. Thus, we hypothesised that the rescue
ofthe F508del-CFTR function by lumacaftor could increase the bi-
carbonate secretion, recovering the correct airway surface liquid
(ASL) and pH homeostasis. According to our hypothesis, a direct
treatment of airways with bicarbonate, determining an increase

of the ASL pH, would result beneficial in the viscoelastic proper-
ties of the mucus.

Hypothesis and objectives. The aims of the project were: 1) to
investigate whether the bicarbonate treatment modify the water
reabsortion in the ASL,;2) to verify the role of the bicarbonate direct
treatment on the pH of the ASL, 3) to study the role of the airway bi-
carbonate on the viscoelastic properties of the ASL mucus to exam-
ine whether the mutant CFTR rescue by lumacaftor is correlated with
the bicarbonate transport and pH modifications in the ASL.

Essential methods. We used primary bronchial cells monolay-
ers from normal subjects and CF patients as epithelial models. Bicar-
bonate was directly applied to the apical surface of the monolayers.
After 48 hours, water reabsorption, pH and mucus microviscosity,
measured by the displacement of fluorescent nanobeads, character-
ise the properties of the ASL.

Results and their significance. Our results clearly indicate that
the treatment with bicarbonate determines increase of ASL pH and
significantly reduces the mucus viscosity in treated CF epithelia. Data
obtained in this work will be useful for the design strategies for CF
treatment patients using inhaled bicarbonate, and improve the pro-
tocols that are been used in a clinical trial. Noteworthy, bicarbonate
might represent a mutation-independent and low cost therapy to
clear out the mucus that accumulates in the airways, reducing the
risk of infections, and improve lung function.

Proprieta del muco delle vie aeree in fibrosi cisti-
ca: modifiche dovute a cambiamenti nell’attivita
di CFTR e dopo I'applicazione di bicarbonato

Ragioni dello studio. La maggior parte dei problemi dei
pazienti colpiti da fibrosi cistica (FC) & dovuta a una clearance
mucociliare difettosa causata dalla presenza di un muco molto
denso. Noi abbiamo dimostrato che le proprieta viscoelastiche
del muco FC possono migliorare dopo l'applicazione diretta di
lumacaftor..

Ipotesi e obiettivi. Abbiamo ipotizzato che il recupero della
funzione della proteina F508del-CFTR determinato da lumacaftor
possa aumentare la secrezione di bicarbonato, ripristinando le
proprieta del liquido sulla superficie delle vie aeree e 'omeostasi
del pH. Secondo la nostra ipotesi, I'applicazione diretta di bicarbo-
nato nelle vie aeree potrebbe determinare un aumento del pH con
una conseguente azione benefica sullo spessore e della viscosita
del muco. Gli obiettivi del progetto sono stati: 1) studiare se il trat-
tamento con bicarbonato modifica il riassorbimento di acqua nel
liquido periciliare; 2) analizzare l'effetto dell’applicazione diretta
del bicarbonato sul pH del liquido periciliare; 3) verificare il ruolo
del bicarbonato delle vie aeree sulle proprieta viscoelastiche del
muco per capire se il recupero della proteina mutata da parte del
lumacaftor & correlato con il trasporto di bicarbonato e con i cam-
biamenti di pH nel liquido periciliare.

Metodi essenziali. Abbiamo usato monostrati di cellule bron-
chiali primarie differenziate e derivate da soggetti normali e da
pazienti FC omozigoti per la mutazione delF508-CFTR o eterozi-
goti per delF508-CFTR insieme a un‘altra mutazione. Abbiamo ap-
plicato direttamente il bicarbonato sulla superficie apicale degli
epiteli modello. Dopo 48 ore, il riassorbimento di acqua, il pH e la
microviscosita del muco, misurate tramite lo spostamento di na-
nobiglie fluorescenti, rappresentano le proprieta chimico-fisiche
del liquido periciliare.

Risultati e loro significato. | nostri risultati indicano che I'ap-
plicazione di bicarbonato determina I'aumento del pH del liquido
periciliare e riduce significativamente la viscosita del muco negli
epiteli CF trattati. | dati ottenuti da questo lavoro saranno utili per
progettare strategie per il trattamento di pazienti FC usando bi-
carbonato inalato, e per migliorare i protocolli da usare nelle speri-
mentazioni cliniche. Fatto importante, il bicarbonato puo rappre-
sentare una terapia mutazione-indipendente e a basso costo per
fluidificare ed eliminare il muco che si accumula nelle vie aeree,
riducendo cosi il rischio di infezioni e migliorare la funzionalita
polmonare.
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64. Testing the anti-inflammatory effects of ma-
trix metalloprotease inhibitors in P. aeruginosa-
infected CFTR-knockout mice by in vivo imaging
techniques

Sandri A’, Lledo MM', Boschi F?
'Department of Diagnostics and Public Health, ?Department of Computer
Science, University of Verona. (FFC#21/2017. Concluded Dec 31, 2018.
Presentation only by poster no. 64)

Federico Boschi con le ricercatrici che collaborano al progetto

Background and rationale. P. aeruginosa secreted proteases
interfere with key host immune processes and degrade lung tissue.
Thus, molecules interfering with bacterial proteases might limit host
inflammatory response and lung damage. Modern in vivo imaging
tools can allow to assess the anti-inflammatory effects of these mol-
ecules in vivo.

Hypothesis and objectives. We aimed at setting-up a conve-
nient, non-invasive, in vivo imaging model to monitor lung inflam-
mation in CF mice with P. aeruginosa acute lung infection, and to
evaluate the possible anti-inflammatory effects of molecules inter-
fering with proteases, such as protease inhibitors Marimastat and
llomastat.

Essential methods. P. aeruginosa acute lung infection was es-
tablished by intratracheal instillation in wild-type (WT) and CFTR-
knockout (KO) C57BL/6 transgenic mice expressing the luciferase
gene under control of bovine IL-8 promoter. Transgenic mice were
treated with protease inhibitors Marimastat and llomastat, and lung
inflammation was monitored by in vivo bioluminescence imaging.
In vitro, effects of protease inhibitors on P. aeruginosa growth and
viability were evaluated.

Results. Acute lung infection with P. aeruginosa PAO1 strain
was established in both WT and KO mice. The infection induced IL-
8-dependent bioluminescence emission indicating lung inflamma-
tion, along with low mortality of the animals in the first 48 hours. In
infected mice with ongoing inflammation, intratracheal treatment
with 150uM Marimastat and llomastat reduced the biolumines-
cence signal in comparison to untreated, infected animals. Bacterial

load in the lungs was not affected by the treatment, while in vitro the
same dose of llomastat and Marimastat did not affect P. aeruginosa
growth and viability. No adverse effects due to treatment with prote-
ase inhibitors were observed in mice.

Conclusions. Our results show that protease inhibition elicits
beneficial effects in mice by reducing the lung inflammation caused
by P. aeruginosa infection. Thus, llomastat and Marimastat might be
potential candidate molecules for the treatment of patients with P.
aeruginosa infection, encouraging further studies on protease inhib-
itors and their possible application in cystic fibrosis. Particularly, in-
halable formulations could be a preferential therapy for CF patients,
allowing local airways treatment.

Studio degli effetti antinfiammatori degli inibi-
tori di metalloproteasi llomastat e Marimastat in
topi CFTR-knockout con infezione da P. aerugino-
sa tramite tecniche di in vivo imaging

Problema e ragioni dello studio. Le proteasi, enzimi secreti da
Pseudomonas aeruginosa, interferiscono con processi chiave dell'im-
munita e degradano il tessuto polmonare. Farmaci capaci di inibi-
re le proteasi, gia in uso o valutati per altri scopi clinici, potrebbero
quindi limitare la risposta infiammatoria e il danno polmonare. Le
moderne tecniche di imaging possono consentire di valutare gli ef-
fetti antinfiammatori di queste molecole in topi FC.

Ipotesi e obiettivi. Gli obiettivi principali del progetto sono stati
lo sviluppo di un sistema conveniente e non invasivo per monitorare
I'infiammazione polmonare in topi FC infettati con P. aeruginosa e
la valutazione dei possibili effetti antinfiammatori di molecole che
inibiscono le proteasi, come Marimastat e llomastat.

Metodi essenziali. Topi FC e sani sono stati trattati con P. aeru-
ginosa per indurre un‘infezione polmonare. | topi con infezione sono
stati trattati con gli inibitori di proteasi Marimastat e llomastat. Lin-
fiammazione polmonare & stata monitorata mediante una moderna
tecnica di imaging di bioluminescenza. Gli effetti degli inibitori di
proteasi su P. aeruginosa sono stati valutati anche in vitro.

Risultati. Linfezione polmonare acuta con P. aeruginosa € stata
stabilita in topi FC e sani e ha causato emissione di bioluminescenza
associata a inflammazione polmonare. Il trattamento con Marima-
stat e llomastat ha ridotto tale emissione, soprattutto nei topi FC. Gli
inibitori di proteasi non hanno mostrato effetti inibitori sulla carica
batterica, confermando che l'inibizione delle sole proteasi puo ridur-
re l'infiammazione. Non sono stati osservati effetti avversi dovuti al
trattamento con gli inibitori di proteasi nei topi.

Conclusioni. Linibizione delle proteasi ha effetti benefici nei
topi riducendo l'inflammazione polmonare causata da P. aerugino-
sa. Pertanto, llomastat e Marimastat potrebbero essere molecole
potenzialmente candidate per il trattamento di pazienti con infe-
zione da P. geruginosa, incoraggiando ulteriori studi sugli inibitori
di proteasi e sulla loro possibile applicazione in fibrosi cistica. In
particolare, una formulazione inalabile potrebbe essere una tera-
pia preferenziale per i pazienti affetti da FC, consentendo il tratta-
mento delle vie aeree locali.
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Appendix 1

Archive of Publications & Congress Abstracts from FFC Projects
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gli Studi di Padova)

Publications

Salvi M. et al. “Motif analysis of phosphosites discloses a potential
prominent role of the Golgi casein kinase (GCK) in the generation of
human plasma phospho-proteome” Journal of Proteome research
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ary 2012
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fect in cystic fibrosis through AsCas12a genome editing” European So-
ciety of Gene and Cell Therapy (ESGCT) - Changing Modern Medicine:
Stem Cells & Gene, Lousanne, Switzerland, October 16-19, 2018

- Maule G, Ramalho A, Arosio D et all. “Genome editing strategies to re-
store altered splicing events in cystic fibrosis” 12th European CF Young
Investigators’ Meeting (EYIM), Paris, Institute Pasteur, February 21-23,
2018 (best oral presentation)
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FFC Project#2/2017 “Identification of deubiquitinases and ubiquit-
in ligases that affect mutant CFTR rescue” Luis Juan Vicente Galietta
(Istituto Telethon di Genetica e Medicina - TIGEM, Napoli)

Publications

Pesce E, Sondo E, Ferrera L et al. “The Autophagy Inhibitor Spautin-1
Antagonizes Rescue of Mutant CFTR Through an Autophagy-Inde-
pendent and USP13-Mediated Mechanism” Frontiers in Pharmacology
2018 Dec 13;9:1464

FFC Project#3/2017 “Optimization of a new lead promoting the
readthrough of nonsense mutations for the CFTR rescue in hu-
man CF cells” Laura Lentini (Dipartimento di Scienze e Tecnologie Bio-
logiche Chimiche e Farmaceutiche, Sez. Biologia Cellulare, Universita
degli Studi di Palermo)

Publications

Pibiri |, Lentini L, Melfi R et all. “Rescuing the CFTR protein function:
Introducing 1,3,4-oxadiazoles as translational readthrough inducing
drugs” European Journal of Medicinal Chemistry 2018 Nov 5;159:126-
142.

Campofelice A, Lentini L, Di Leonardo A et al. “Strategies against Non-
sense: Oxadiazoles as Translational Readthrough-Inducing Drugs
(TRIDs)” Molecular Science 2019 Jul 6;20(13).

Tutone M, Pibiri |, Lentini L et al. “Deciphering the Nonsense
Readthrough Mechanism of Action of Ataluren: An in Silico Compared
Study” ACS Medicinal Chemistry Letters 2019 Feb 7;10(4):522-527

Abstracts

Lentini, Melfi R, Tutone M et al. “Identification of a new molecule with
readthrough activity to rescue CFTR protein function” 5° meeting bio-
tecnologie, ricerca di base, interdisciplinare, traslazionale in ambito
biomedico, Palermo, 5-6 luglio 2018

Pibiri, Lentini L, Tutone M et al. “Rescuing CFTR Protein Function:
1,3,4-oxadiazoles versus 1,2,4-oxadiazoles as readthrough inducing
drugs” Italian-Spanish-Portuguese joint Meeting in Medicinal Chem-
istry MedChemsSicily, Palermo 17-18 Luglio 2018

Lentini L“Rescuing mutant CFTR in cystic fibrosis by genetic drugs”XIll
Summer School on Advanced Biotechnology, Orto Botanico, Palermo,
2-5 Settembre 2018

Lentini L, Pibiri I, Melfi R “Rescue of nonsense mutations by novel
readthrough molecules in biological model systems and in cystic fi-
brosis cells” Convegno AGI, 7-9 Settembre 2017, Cortona

Campofelice A, Culletta G, Tutone M et al. “Uno studio comparativo in
silico sui possibili target di Ataluren e analoghi farmaci promotori di
readthrough di codoni di stop prematuri” Convegno congiunto delle
Sezioni di Calabria e Sicilia 2019. Palermo, 1-2 marzo 2019
Campofelice A, Ricco Galluzzo P, Lentini L et al. “New molecules as
translational readthrough promoters of nonsense mutations: rescu-
ing the CFTR protein” XXXIX Convegno nazionale della Divisione di
Chimica Organica della Societa Chimica Italiana, Torino, 8-12 settem-
bre 2019

Pibiri I, Pace A, Tutone M et al. “Derivati ossadiozolici per il trattamento
della fibrosi cistica: readthrough di mutazioni nonsense” Convegno
congiunto delle Sezioni di Calabria e Sicilia 2019. Palermo, 1-2 marzo
2019

Campofelice A, Ricco Galluzzo P, Lentini L et al. “New molecules as
translational readthrough promoters of nonsense mutations: rescu-
ing the CFTR protein” XXXIX Convegno Nazionale della Divisione di
Chimica Organica, CDCO, 8-12 settembre 2019, Torino

FFC Project#6/2017 “Pharmacophore and pharmacokinetic filter-
ing tools guiding for the design and synthesis of novel thiazole-
containing and VX-809 hybrid derivatives as F508del correctors”
Enrico Millo (Centro di Eccellenza per la Ricerca Biomedica - CEBR, Uni-
versita degli Studi di Genova)

Abstracts

Righetti G, Liessi N, Pesce E et all. “Computational approaches for the
design and chemical synthesis of novel F508del correctors in the treat-
ment of cystic fibrosis” IX Giornate Italo-Francesi di Chimica, Genova,
16-18 aprile 2018

Righetti G, Liessi N, Pesce E et all.“Scouting the mechanism of action of
VX-809 and other F508del-CFTR correctors chemo-types by computa-
tional methods” European School of Medicinal Chemistry ESMEC, July,
1-5,2018, Urbino, Italy

FFC Project#8/2017 “A novel Full Thickness Cystic Fibrosis model on
a microfluidic chip to study pathogenic mechanisms and evaluate
therapeutic strategies” Paolo Netti (Centro per Biomateriali avanzati
per la Sanita - CRIB, Istituto Italiano di Tecnologia, Napoli)

Publications

Genovese M, Borrelli A, Venturini A et al. “TRPV4 and purinergic recep-

tor signalling pathways are separately linked in airway epithelia to
CFTR and TMEM16A chloride channels” Journal of Physiology 2019 Oct
17.doi: 10.1113/JP278784

Abstracts

Mazio C, Scognamiglio LS, Casale C et all. “Development of a 3D Full
thickness cystic fibrosis model on chip” 41st European Cystic Fibrosis
Conference, Belgrade, Serbia, 6-9 June 2018

Scognamiglio LS, Mazio C, Casale C et all. “Development of a 3D full
thickness cystic fibrosis model on chip” Thermschool2018, University
of Trento, 18-22 June 2018

FFC Project#9/2017 “RNF5 inhibitors as potential drugs for Cystic
Fibrosis basic defect” Nicoletta Pedemonte (Istituto G. Gaslini, U.O.C.
Genetica Medica, Genova)

Abstracts

Tomati V, Sondo E, Pesce E et all. “Novel regulators of F508del-CFTR
identified by means of a functional genomics approach in human
bronchial epithelial cells: possible mechanisms of action” North Ameri-
can Cystic Fibrosis Conference (NACF), October 18-20, 2018, Denver,
CO, USA

FFC Project#11/2017 “Development of a peptide derived from the
enzyme PI3Ky as a new and effective potentiator of the mutant
F508del-CFTR"” Alessandra Ghigo (Dipartimento di Biotecnologie
Molecolari e Scienze per la Salute, Universita degli Studi di Torino)

stracts

Ab

Ghigo A, Murabito A, Ren K et all. “Development of a PI3Ky-derived
peptide as a standalone therapy to activate F508del-CFTR, limit lung
inflammation and promote bronchorelaxation in Cystic Fibrosis” 15th
ECFS Basic Science Conference — Loutraki (Greece) — March 21-24,
2018

Murabito A, Ren K, Pirozzi F et all. “Exploiting a PI3Ky Mimetic Peptide
as a standalone drug to restore CFTR function, reduce inflammation
and limit obstruction of the respiratory tract in cystic fibrosis” SIBBM
2018, Frontiers in Molecular Biology, Rome, Italy, June 20-22,2018
Murabito A, Ren K, Pirozzi F et all. “Exploiting a PI3Ky Mimetic Peptide
as a standalone drug to restore CFTR function, reduce inflammation
and limit obstruction of the respiratory tract in cystic fibrosis” 15th
ECFS Basic Science Conference - Loutraki (Greece) — March 21-24, 2018
Murabito A, Ren K, Melotti P et all. “Exploiting a PI3KI mimetic peptide
as a single molecule with three independent therapeutic benefits in
cystic fibrosis” North American Cystic Fibrosis Conference (NACF), Oc-
tober 18-20, 2018, Denver, CO, USA

Murabito A, Li M, Melotti P et al. “Exploiting a PI3Ky mimetic peptide
as a CFTR modulator in cystic fibrosis” North American Cystic Fibrosis
Conference (NACFC), October 31 - November 2, 2019 Nashville, TN
(USA)

Murabito A, SalaV, Butnarasu CS et al.“Inhaled therapy with a cell-per-
meable PI3KG mimetic peptide to limit bronchoconstriction and lung
inflammation in cystic fibrosis” North American Cystic Fibrosis Confer-
ence (NACFCQ), October 31 - November 2, 2019 Nashville, TN (USA)
Murabito A, SalaV, Butnarasu CS et al.“Inhaled therapy with a cell-per-
meable PI3Kgamma mimetic peptide to limit bronchoconstriction and
lung inflammation in cystic fibrosis” 2019 ECFS Conference, New Fron-
tiers in Basic Science of Cystic Fibrosis. 27-30 March 2019, Dubrovnik,
Croatia

FFC Project#12/2017 “Modulation of protein kinases in the regula-
tion of chaperone machinery leading F508del-CFTR fate” Mauro
Salvi (Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita degli Studi di
Padova)

Publications

D’Amore C, Salizzato V, Borgo C et al. “A Journey through the Cytoskel-
eton with Protein Kinase CK2" Curr Protein Pept Sci 2019 20(6):547-562.

FFC Project#4/2018 “Towards the discovery of new correctors based
on nitrogen heterocyclic systems” Paola Barraja (Universita degli
Studi di Palermo, Dip. di Scienze e Tecnologie Biologiche, Chimiche e
Farmaceutiche - STEBICEF, Lab. Sintesi degli Eteroclicli), Paolo Scudieri
(Telethon Institute of Genetics and Medicine, TIGEM)

Abstracts

Scudieri P, Musante |, Spano V et al. “Determination of drug sensitiv-
ity of orphan CFTR mutations: no patient left behind” North American
Cystic Fibrosis Conference (NACFC), October 31 - November 2, 2019
Nashville, TN (USA)

FFC Project#TFCF “Task Force for Cystic Fibrosis”, Luis Galietta (Lab.
Genetica Molecolare, Ist.“G. Gaslini”, Genova), Tiziano Bandiera (Istituto
italiano di tecnologia, Genova)



Publications

- Sondo E. et al. “Evaluation of a systems biology approach to iden-
tify pharmacological correctors of the mutant CFTR chloride chan-
nel” Journal of Cystic Fibrosis 2016 Jul;15(4):425-35. doi: 10.1016/j.
jcf.2016.02.009.

Abstracts

- Pedemonte N. et al.“Task force for CF: an Italian drug discovery project
to identify novel correctors and potentiators of F508del- CFTR” 12th
ECFS Basic Science Conference, 25-28 Marzo 2015, Algarve, Portugal

- Pedemonte N. et al. “Task Force for CF an Italian drug discovery pro-
ject to identify novel correctors and potentiators of F508del-CFTR’,
29th Annual North American Cystic Fibrosis Conference, October 8-10,
2015, Phoenix (Arizona)

- Bandiera T, Pedemonte N, Caci E. et al. “Task Force for Cystic Fibrosis:
identification of novel F508del-CFTR modulators” 13th ECFS Basic Sci-
ence Conference, 30 March - 02 April 2016, Pisa, Italy

- Galietta L. “Scoperta di nuovi farmaci: il panorama della ricerca acca-
demica” 39th European Cystic Fibrosis Conference, 8 - 11 June 2016 |
Basel, Switzerland”

e FFC Project#TFCF 2 “Task Force for Cystic Fibrosis 2”, Luis Galietta
(Lab. Genetica Molecolare, Ist. “G. Gaslini’, Genova), Tiziano Bandiera
(Istituto italiano di tecnologia, Genova)

Abstracts

- Bandiera T, Pedemonte N, Caci E et all. “Task Force for Cystic Fibrosis:
identification of novel F508del-CFTR modulators” 13th Bascic Science
Conference, 30 March-2 April 2016, Pisa

e FFC Project#TFCF 3 “Task Force for Cystic Fibrosis 3”, Luis Galietta
(Lab. Genetica Molecolare, Ist. “G. Gaslini’, Genova), Tiziano Bandiera
(Istituto italiano di tecnologia, Genova)

Abstracts

- Bertozzi F, Bandiera T, Di Fruscia P et all “Task force for cystic fibrosis
(TFCF): discovery and characterization of potent F508del-CFTR modu-
lators” 14th ECFS Basic Science Conference, 29 March - 1 April 2017,
Albufeira, Portugal

- Bandiera T, Sorana F, Berti F et all “Discovery and characterization of
potent F508DEL-CFTR correctors” North American Cystic Fibrosis Con-
gress (NACFC), November 2-4, 2017, Indianapolis

- Bandiera T, Sorana F, Berti F et all. “New correctors rescue F508del-
CFTR activity at a low nanomolar concentrations” ECFC Basic Science
Conference 2018, 21 -24 March 2018, Loutraki Korinthias, Greece

2. GENETICS
Genetica

e FFC Project#6/2011 “CFTR mRNA analysis as a key step to under-
stand the role of CFTR gene mutations in cystic fibrosis disease
expression” Stefano Duga (Dip. Biologia e Genetica per le Scienze
Mediche, Universita di Milano)

Publications

- Costantino L. et al. “Fine characterization of the recurrent c.1584
+18672A>G deep-intronic mutation in the cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator gene” Am J Respir Cell Mol Biol. 2013
May;48(5):619-25

Abstracts

- Rusconi D. et al. “Fine characterization of the recurrent c1584
+18672A>G deep-intronic mutationin the CFTR gene” European Hu-
man Genetics Conference 2012

e FFC Project#7/2011 “New strategies for clinical application of non-
invasive prenatal diagnosis of cystic fibrosis based on the analysis
of fetal mutated alleles in maternal plasma” Maurizio Ferrari (Lab.
Biologia Clinica Molecolare e Citogenetica, Universita Vita-Salute HSR,
Milano), Marina Cretich (Ist. di Chimica del Riconoscimento Moleco-
lare, CNR, Milano)

Abstracts

- Galbiati S. et al. “Non-invasive prenatal diagnosis of genetic diseases
by advanced technologies” 3rd Congress of the European Society of
Predictive Medicine (EUSPM), 9th- 10th March 2013, Riolo Terme (RA),
Italy

- Galbiati S. et al. “Non-invasive prenatal diagnosis of genetic diseases
by advanced technologies” Clinical Biochemistry (2012) doi:10.1016/j.
clinbiochem. 2013.05.030

- Galbiati S. et al. “Noninvasive prenatal diagnosis of cystic fibrosis” EU-
ROMEDLAB, Milano, 19-23 May 2013

- Galbiati S. et al. “Fetal DNA in maternal plasma: a noninvasive tool for

prenatal diagnosis of genetic diseases by COLD-PCR and Innovative
Microarray Substrates” International Meeting on Cell-free DNA, Copen-
hagen, 2013, 20th- 21st

e FFC Project# 8/2011 “A field study in an area of extensive carrier
screening for cystic fibrosis” Carlo Castellani (Centro Regionale FC,
Azienda Ospedaliera Universitaria,Verona), Luigi Picci (Clinica Pediat-
rica, Azienda Ospedaliera, Padova)

Abstracts

- Castellani C. et al. “Carrier screening and Neonatal screening for cystic
fibrosis: a complex relationship” Presentazione a European Society of
Human Genetics Conference, Milan 2014

- Castellani C. et al. Poster “Population carrier screening reduces dra-
matically Cf incidence: evidence from a twenty years' experience” 28th
North American Cf Conference, Atlanta October 9-11 2014

- Castellani C. et al. Poster “Population carrier screening impairs positive
predictive value of CF newborn screening: evidence from a twenty
years' experience” 28th North American CF Conference, Atlanta Octo-
ber9-11 2014

e FFC Project# 9/2011 “Cystic fibrosis: to screen or not to screen? In-
volving citizens’ jury in decision on carrier screening” Paola Mosco-
ni (Ist. Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Lab. for Medical Research
and Consumer Involvement), Carlo Castellani (Centro Regionale FC,
Azienda Ospedaliera Universitaria, Verona)

Publications

- Mosconi A. et al. “Cystic fibrosis: to screen or not to screen? Involving
a Citizens' jury in decisions on screening carrier” Health Expectations
doi:10.1111/hex.12261

e FFC Project#6/2012 “CFTR splicing correction mediated by Exon-
Specific U1 small nuclear RNAs (ExSpe U1)” Franco Pagani (ICGEB,
Trieste)

Publications

- Ubby |, Bussani E, Colonna A et al. “TMEM16A alternative splicing coor-
dination in breast cancer” Molecular Cancer, 2013; 12: 75

e FFC Project#5/2014 “ An RNA based approach based on ExSpeU1
for correction of CFTR splicing defects: analysis of efficacy in pri-
mary bronchial cells” Franco Pagani (Centro Internazionale di Ingegne-
ria Genetica e Biotecnologie - ICGEB, Trieste)

Publications

- Balestra D, Scalet D, PaganiF et al."An Exon-Specific UTsnRNA Induces a
Robust Factor IX Activity in Mice Expressing Multiple Human FIX Splic-
ing Mutants” Molecular Therapy - Nucleic Acids, 2016 Oct 4;5(10):e370

- Rogalska ME, Tajnik M, Licastro D et al. “Therapeutic activity of modi-
fied U1 core spliceosomal particles” Nature Communications, 2016; 7:
11168.

e FFC Project#9/2014 “Cystic fibrosis modifier genes related to Pseu-
domonas aeruginosa lung disease” Alessandra Bragonzi (Unita di
Infezioni e Fibrosi cistica, Divisione di Inmunologia, Trapianti e Malattie
infettive, Istituto Scientifico San Raffaele, Milano), Iraqi Fuad (Clinical Mi-
crobiology and Immunology, Tel Aviv University)

Publications

- Lore NLI. et al. “Host genetic diversity influences the severity of Pseu-
domonas aeruginosa pneumonia in the Collaborative Cross mice” BMC
Genet. 2015 Aug 28;16:106

Abstracts

- Loré Nl. etal.“"Host genotype influences Pseudomonas aeruginosa sus-
ceptibility in the Collaborative Cross and inbred mouse populations”,
28th Annual North American Cystic Fibrosis Conference - Georgia, Oc-
tober 9-11, 2014

- Cigana C. et al.“Pseudomonas aeruginosa adaptation as a potential risk
factor to the progression of cystic fibrosis airway disease in mice and
humans’, 38th ECFS Conference, Brussels, Belgium, 10-13 June 2015

e FFC Project#10/2017 “Alternative strategies for F508del-CFTR re-
pair: novel targets for drug discovery approach in Cystic Fibrosis”
Giorgio Cozza (Dipartimento di Medicina Molecolare, Universita degli
Studi di Padova)

Publications

- Purzner T, Purzner J, Buckstaff T et all “Developmental phosphoprot-
eomics identifies the kinase CK2 as a driver of Hedgehog signaling and
a therapeutic target in medulloblastoma” Science Signaling 2018 Sep
11;11(547).

e FFC Project#1/2018 “Proteomic profiling of F508del-CFTR cells to
identify new pharmacological targets for CF” Andrea Armirotti (An-
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alytical Chemistry Facility, Fondazione Istituto Italiano di Tecnologia,
Genova)

Publications

- Braccia C, TomatiV, Caci E et al."SWATH label-free proteomics for cystic
fibrosis research” Journal of Cystic Fibrosis, 2018 Oct 19. pii: S1569-
1993(18)30855-5

- Armirotti A, Tomati V, Matthes E et al. “Bioactive Thymosin Alpha-1
Does Not Influence F508del-CFTR Maturation and Activity” SCI REP
2019 Jul 16;9(1):10310

Abstracts

- Braccia C“Proteomic profiling of mutated-CFTR expressing cells iden-
tify new pharmacological targets for cystic fibrosis” 3rd IMaSS Network
Congress (Parma, Italy, May 2019)

- Braccia C, Tomati V, Caci E et al. “Proteomic profiling of F508del-CFTR
expressing cells to identify new pharmacological targets for cystic fi-
brosis” Proteomic Forum 2019, XlIl. Annual Congress of the European
Proteomics Association: From Genes via Proteins and their Interactions
to Functions March 24-28, 2019, Potsdam, Germany”

e FFC Project#7/2018 “Revealing the microRNAs-transcription fac-
tors network in cystic fibrosis: from microRNA therapeutics to
precision medicine (CF-miRNA-THER)"” Roberto Gambari (Universita
degli Studi di Ferrara, Dip. di Scienze della Vita e Biotecnologia, Sez.
Biochimica e Biologia molecolare), Roberto Corradini (Universita de-
gli Studi di Parma, Dip. di Chimica, Scienze della Vita e Sostenibilita
ambientale)

Publications

- Finotti A, Fabbri E, Lampronti | et al.“MicroRNAs and Long Non-coding
RNAs in Genetic Diseases” Molecular Diagnosis & Therapy, 2019 Jan 4.

- Gasparello J, Manicardi A, Casnati A et al.“Efficient cell penetration and
delivery of peptide nucleic acids by an argininocalix[4]arene” SCI REP
2019 Feb 28;9(1):3036.

- Manicardi A, Gambari Rde Cola et al. “Preparation of Anti-miR PNAs
for Drug Development and Nanomedicine” Methods in Mol Biol
2018;1811:49-63.

- Gambari R “Targeting microRNAs in Cystic Fibrosis (CF)” International
Journal of Molecular Medicine 44: supplement, 2019, page S22

- GambariR, Gasparello J, Fabbri E et al.”Peptide Nucleic Acids for Micro-
RNAs Targeting” Methods in Mol Biol. submitted

- Sultan S, Fabbri E, Tamanini A et al. “A PNA-based masking strategy
for CFTR upregulation by targeting miR-145-5p binding sites of CFTR
mMRNA" International Journal of Molecular Medicine 44: supplement,
2019, page S22

e FFC Project#8/2018 “In depth-characterization of the molecular
mechanisms underlying PI3Ky-mediated regulation of CFTR”
Emilio Hirsch (Universita degli Studi di Torino, Dip. Biotecnologia
molecolare e Scienze per la Salute, Centro di Biotecnologia Moleco-
lare)

Publications

- SalaV, Murabito A, Ghigo A“Inhaled Biologicals for the Treatment of Cystic
Fibrosis” Recent Pat Inflamm Allergy Drug Discov. 2019;13(1):19-26

Abstracts

- Sala V, Murabito A, Butnarasu CS “Drug-like properties of an inhaled
peptide-based therapy for Cystic Fibrosis” ECFS Hands-On Workshop
on Epithelial Systems: Physiology and Pathophysiology, Lisbon, Portu-
gal, 22-26 July, 2019

e FFC Project#10/2018 “Dissecting the mechanism of action of the
TG2 inhibitor cysteamine on Cystic Fibrosis” Mauro Piacentini (Uni-
versita Roma Tor Vergata, Dip. Biologia), Luigi Maiuri (Istituto Europeo
Ricerca Fibrosi Cistica - IERFC c/o Istituto San Raffaele, Milano), Giovan-
ni Delogu (Universita Cattolica del Sacro Cuore, Fondazione Policlinico
Gemelli, Istituto di Microbiologia, Roma)

Publications

- Villella VR, Esposito S, Ferrari E et al. “Autophagy suppresses the path-
ogenic immune response to dietary antigens in cystic fibrosis” Cell
Death and Disease, 2019 Mar 15;10(4):258

- Esposito S, Villella VR, Ferrari E et al. “Genistein antagonizes gliadin-
induced CFTR malfunction in models of celiac disease” Aging 2019 Apr
12.doi: 10.18632/aging.101888. [Epub ahead of print]

e FFC Project#11/2018 “Rescuing defective CFTR applying a drug
repositioning strategy based on computational studies, surface
plasmon resonance and cell-based assays” Marco Rusnati (Univer-
sita degli Studi di Brescia, Dip. Medicina Molecolare e Traslazionale,
Sez. Oncologia e Immunologia), Paola Fossa (Universita degli Studi di
Genova, Dip. di Farmacia), Alessandro Orro (Istituto di Tecnologie bio-
mediche, CNR, Milano)

Publications

- D'Ursi et al.“Exploitation of a novel biosensor based on the full-length
human F508del-CFTR with computational studies, biochemical and bi-
ological assays for the characterization of a new Lumacaftor/Tezacaftor
analogue” Sensor and Actuators B: Chemical, 2019 301:127131

Abstracts

- Khabibulina L, Fossa P “La strategia di riposizionamento di farmaci: un
utile approccio per identificare nuovi composti per la terapia di fibrosi
cistica”Tesi di Laurea in Chimica e Tecnologia Farmaceutica, Universita
degli Studi di Genova, Scuola di Scienze Mediche e Farmaceutiche
(A.A.2018-19)

- Uggeri M, Orro A, Urbinati C et al. “Multidisciplinary approaches to res-
cue CFTR impairments by drug repositioning” BITS 2019, Bioinformat-
ics Italian Society, Annual Meeting 2019, June 26-28, Palermo

- Uggeri M, Orro A, Urbinati C et al. “Rescuing defective CFTR applying
a drug repositioning strategy” XXVI National Meeting in Medicinal
Chemistry, XIl Young Medicinal Chemists’ Symposium, Milan, Ca’ Gran-
da, July 16-19, 2019

e FFC Project#13/2018 “Testing intestinal organoids for the predic-
tion of response to CFTR potentiators and correctors used in clin-
ic” Claudio Sorio (Universita degli Studi di Verona, Dip. di Medicina)

Publications

- Caldrer S, Bergamini G, Sandri A et al. “Cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator functional evaluations in a G542X+/-
IVS8Tn:T7/9 patient with acute recurrent pancreatitis”World Journal of
Clinical Cases, submitted

Abstracts

- Kleinfelder K, Bertini M, Vicentini R et al. “Preliminary Evaluation of Cor-
rector/Potentiator of CFTR in Patients with Cystic Fibrosis (CF) Homozy-
gous for F508del mutation by Ratiometric Sweat Secretion Optical
(RSSO) Test” 16" Annual Meeting European Cystic Fibrosis Society Diag-
nostic Network Working Group, 14-16 February 2019 - Tunis, Tunisia

- Kleinfelder K, Lecca P, Bertini M et al. “Use of Optical Ratiometric Rate
Sweat test for evaluating CFTR function in cystic fibrosis patients” 12th
European CF Young Investigators Meeting (EYIM), Paris, 27 February - 1
March 2019

- Lecca P, Bertini M, Vicentini R et al. “Multilinear regression analysis of
sweat secretion volumes in cystic fibrosis patients” 23rd IEEE FRUCT
Conference, Bologna 13-16 November 2018, Italy

- Sorio C“Nuovi approcci per la caratterizzazione funzionale di mutazi-
oni in FC” 15th Meeting Nazionale della Societa Italiana per lo Studio
della Fibrosi Cistica (SIFC), 3-4 May 2019 - Rimini, Italy

- Sorio C “Potentiators and Correctors Therapy in Cystic Fibrosis” XLIII
Congresso Nazionale Associazione Italiana per lo Studio del Pancreas
(AISP), 19-21 Settembre 2019 - Verona, Italy

3. MICROBIOLOGY & INFECTION
Microbiologia e Infezione

e FFC Project#10/2009 “Validation of novel vaccine candidates of
Pseudomonas aeruginosa” Alessandra Bragonzi (Unita di Infezione e
fibrosi cistica, Div. di Immunologia, Trapianti e Malattie infettive - Isti-
tuto San Raffaele, Milano)

Publications

- Bianconi |, Alcala-Franco B, Scarselli M et al.“Genome-Based Approach
Delivers Vaccine Candidates Against Pseudomonas aeruginosa” Fron-
tiers in Immunology, 2019 Jan 9;9:3021

e FFC Project#12/2009 “Novel strategies for respiratory infection
therapy in CF. Use of natural and designed antibacterial peptides”
Renato Gennaro (Dip. di Scienze della vita - Universita degli Studi di
Trieste), Giovanni Di Bonaventura (Dip. di Scienze Biomediche, Lab. di
Microbiologia Clinica - Universita G. D’Annunzio Chieti-Pescara), Ersilia
Fiscarelli (Lab. di Microbiologia - Ospedale Bambino Gesu, Roma)

Publications

- Pompilio A. et al. “Antibacterial and anti-biofilm effects of cathelicidin
peptides against pathogens isolated from cystic fibrosis patients” Pep-
tides 2011 Sep;32(9):1807-14

e FFC Project#14/2009 “In vivo characterization of a novel branched
antimicrobial peptide specific for Gram-negative bacteria. Effi-
cacy in P. aeruginosa lung infection and pharmacological profile”
Alessandro Pini (Dip. di Biologia Molecolare, Sez. di Chimica Biologica
- Univ. di Siena)

Publications

- Pini A. et al."A novel tetrabranched antimicrobial peptide that neutral-



izes bacterial lipopolysaccharide and prevents septic shock in vivo”
The FASEB Journal, 2010 Apr;24(4):1015-22

Pini A. et al. “Efficacy and toxicity of the antimicrobial peptide M33 pro-
duced with different counter-ions” Amino Acids, 2012 Jul;43(1):467-73

FFC Project#15/2009 “The role of RND transporters in Burkholderia
cenocepacia life by microarray analysis” Giovanna Riccardi (Dip. di
Genetica e microbiologia - Univ. degli Studi di Pavia)

Publications

Perrin E. et al. “Exploring the HME and HAE1 efflux systems in the ge-
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Bragonzi A, Horati H, Kerrigan L et al. “Inflammation and host-patho-
gen interaction: cause and consequence in cystic fibrosis lung disease”
Journal of Cystic Fibrosis, 2018 Mar;17(2S):540-545.

Abstracts

Lore NI, Sipione B, Mott R et all. “Host genetic traits influence the sever-
ity of respiratory infections by Pseudomonas aeruginosa” 30" Annual
North American Cystic Fibrosis Conference - Orlando, October 27-29,
2016

Loré NI, Sipione B, Mott R et all.“Novel disease models to capture path-
ological complexity of Pseudomonas aeruginosa respiratory infection
“ ECFS 2017 - The 40th European Cystic Fibrosis Conference- Siviglia,
June 18-21, 2017

Lore NI, Iraqi F, Bragonzi A“Novel genetically-diverse mouse models to
unravel the complexity of the lung infections” 2017 ECFS Basic Science
Conference - Albufeira 29-1 April, 2017

Lore NI, Sipione B, Mott R et all.“Novel disease models to capture path-
ological complexity of Pseudomonas aeruginosa respiratory infection
“ CFF Research Conference - Stevenson, June 18-21, 2017

Lore NI, Sipione B, He G et all. “Novel genetically-diverse mouse mod-
els to unravel genetic modifiers for Pseudomonas aeruginosa infec-
tion” North American Cystic Fibrosis Conference (NACFC), November
2-4,2017, Indianapolis

FFC Project#16/2016 “Phage therapy against Pseudomonas aerugi-
nosa infections in cystic fibrosis patients” Daniela Erica Ghisotti (Di-
partimento di Bioscienze, Universita di Milano)

Publications

Forti F, Roach DR, Cafora M et all. “Design of a broad-range bacterio-
phage cocktail that reduces Pseudomonas aeruginosa biofilms and
treats acute infections in two animal models” Antimicrob Agents
Chemother 2018 Mar 19. pii: AAC.02573-17

Abstracts

Cafora M, Forti F, Roach D et all. “Phage Therapy against Pseudomonas
aeruginosa infections in Cystic Fibrosis patients” Convegno SIMGBM,
17-20 Settembre 2017, Palermo

FFC Project#17/2016 “Development of inhalable particles for opti-
mal delivery of a potent antimicrobial molecule in Pseudomonas
aeruginosa infected lungs” Alessandro Pini (Dipartimento di Biotec-
nologia Medica, Universita di Siena)

Publications

Puglia M, Landi C, Gagliardi A et all. “The proteome speciation of an
immortalized cystic fibrosis cell line: New perspectives on the patho-
physiology of the disease” Journal of Proteomics 2018 Jan 6;170:28-42
Brunetti J, Roscia G, Lampronti | et al. “lmmunomodulatory and anti-
inflammatory activity in vitro and in vivo of novel antimicrobial candi-
date”Journal of Biological Chemistry, 2016 Dec 2;291(49):25742-25748

FFC Project#4/2017 “Phenotyping new genetically-diverse mouse
models mirroring the complexity of the Cystic Fibrosis pathology”
Nicola lvan Loré (Unita di Infezioni e Fibrosi cistica, Divisione di Immu-
nologia, Trapianti e Malattie Infettive, Ospedale San Raffaele, Milano)

Publications

Lore NI, Sipione B, He G et all. “Collaborative cross mice yield modi-
fiers for Pseudomonas aeruginosa infection in human lung disease”
Genome Research, submitted

Abstracts

Sipione B, De Fino |, Viviani F et all. “New-genetically diverse mice to
mirror complexity of cysti fibrosis respiratory infections” 12th Europe-
an CF Young Investigator Meeting, Paris (France), 21-23 February, 2018

FFC Project#13/2017 “Induction of viable but non-culturable
forms, possibly responsible for treatment failure, in vitro biofilms
of Pseudomonas aeruginosa. Role of antibiotics and antibiotic con-
centrations” Francesca Biavasco (Dipartimento di Scienze della Vita e
delllAmbiente, Universita Politecnica delle Marche)

Publications

Mangiaterra G, Amiri M, Di Cesare A et all. “Detection of viable but non-
culturable Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis by gPCR: a valida-
tion study”BMC Infection Disease, 2018 Dec 27;18(1):701. doi: 10.1186/
$12879-018-3612-9

Mangiaterra G, Cedraro N, Citterio B et all. “Tobramycin induces the
Viable But Non-Culturable state in Pseudomonas aeruginosa biofilm”
Journal of Cystic Fibrosis, submitted

Abstracts

Mangiaterra G, Cedraro N, Citterio B et all. “Induction of Viable but not-
culturable P. aeruginosa in in vitro Biofilms. Role of sub-inhibitory anti-
biotic concentrations”Biofilm 8, Aarhus University, Aarhus C, Denmark,
27-29 May 2018

Mangiaterra G, Cedraro N, Laudadio E et al. “Anti-persistence activity of
the natural alkaloid berberine against Pseudomonas aeruginosa” Meet-
ing of the Italian Society of Chemistry-Marche region section, Septem-
ber 2019

Mangiaterra G, Cedraro N, Vaiasicca S et al. “Induction of Viable but
Non-Culturable Pseudomonas aeruginosa by tobramycin in in vitro bio-
films” 33rd Meeting of the Italian Society of General Microbiology and
Microbial Biotechnology (SIMGBM), June 2019

Mangiaterra M, Manso E, Cirilli N et al. “Effectiveness of qPCR for reli-
able Pseudomonas aeruginosa cystic fibrosis lung infection diagnosis”
International Congress of Microbiology and Infectious Disease (ICMID),
Rome, November 2019, Invited speaker

FFC Project#14/2017 “Preclinical study of a host-directed therapy
based on Metformin and bioactive liposomes for the control of
multidrug resistant P. aeruginosa infection” Maurizio Fraziano (Di-
partimento di Biologia, Universita di Roma Tor Vergata)

Publications

Nisini R, Poerio N, Mariotti S et all.“The Multirole of Liposomes in Ther-
apy and Prevention of Infectious Diseases” Frontiers in Immunology
2018 Feb 5;9:155

FFC Project#15/2017 “Frog skin-derived peptides for treatment of
Pseudomonas aeruginosa lung infection and bronchial epithelial
repair: advanced in vitro and in vivo characterization and devel-
opment of polymeric nanoparticles for lung delivery” Maria Luisa
Mangoni (Dipartimento di Scienze Biochimiche, Universita La Sapi-
enza)

Publications

Casciaro B, d’Angelo |, Zhang X et al. “Poly(lactide- co-glycolide) Nano-
particles for Prolonged Therapeutic Efficacy of Esculentin-1a-Derived
Antimicrobial Peptides against Pseudomonas aeruginosa Lung Infec-
tion: in Vitro and in Vivo Studies” Biomacromolecules, 2019 Apr 23. doi:
10.1021/acs.biomac.8b01829.

Casciaro B, Cappiello F, Loffredo MR et al. “The Potential of Frog Skin
Peptides for Anti-Infective Therapies: the Case of Esculentin-1a(1-21)
NH2" Curr Med Chem 2019, Jul 21. doi: 10.2174/092986732666619072
2095408

Casciaro B, Lin Q, Afonin S et al. “Inhibition of Pseudomonas aerugi-
nosa biofilm formation and expression of virulence genes by selec-
tive epimerization in the peptide Esculentin-1a(1-21)NH2" FEBS J 2019
Oct;286(19):3874-3891

Abstracts

Cappiello F, CarnicelliV, Angioi A etall Esc(1-21) and its diastere-
omer: antipseudomonal frog-skin derived peptides with multiple
immunomodulatory properties” 16th Naples Workshop on Bioactive
Peptides (June 7-9)

Cappiello F, CarnicelliV, Angioi M et all.“The frog skin-derived peptides
Esc(1-21) and its diastereomer: are they promoters of airway epithe-
lium repair?” (Poster) XV FISV (Federazione Italiana Scienze della Vita)
Congress, Sapienza University of Rome, Italy, September 18-21, 2018
Cappiello F, CarnicelliV, Angioi M et all. “Esc(1-21) and its diastereomer:
antipseudomonal frog-skin derived peptides with multiple immu-
nomodulatory properties” 16th Naples Workshop on Bioactive Pep-
tides, June 7-9, 2018 Naples

Mangoni ML “How to control Pseudomonas aeruginosa-induced pneu-
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monia? A lesson from derivatives of the amphibian skin peptide escu-
lentin-1a" XV FISV (Federazione Italiana Scienze della Vita) Congress,
Sapienza University of Rome, Italy, September 18-21,2018

- Mangoni ML, Cappiello F, Casciano B et all. “How to control Pseu-
domonas aeruginosa-induced pneumonia and keratitis? A lesson from
the amphibian skin-derived peptide Esculentin(1-21) and its diastere-
omer” 35th European Peptide Symposium, 26-31 August 2018, Dublin
City University, Ireland

- Cappiello F, Casciaro B, Loffredo MR et al. “Improvement of antimi-
crobial and immunomodulatory properties by two L-to D-amino acid
substitutions in the frog-skin peptide Esc(1-21)" COST Action CM1407
Meeting dedicated to Early Career Investigators,Brussels, Belgium, 18-
19 February, 2019

- Casciaro B, Loffredo MR, Lin Q et al.“Esculentin1-1a derivatives as new
antipseudomonal agents: limited induction of resistance and inhibi-
tion of biofilm formation” 9th International Meeting on Antimicrobial
Peptides, Utrecht University, The Netherlands, August 28-30, 2019

- Loffredo MR, Casciaro B, Dutta D et al. “Encapsulation of esculentin-1a
derived peptides into PLGA nanoparticoles and their immobilization
to contact lens for treatment and prevention of Pseudomonas aerugi-
nosa infections” 9" International Meeting on Antimicrobial Peptides,
Utrecht University, The Netherlands, August 28-30, 2019

- Casciaro B, Loffredo MR, Mangoni ML “Anti-pseudomonas esculentin-
1a derivatives versus conventional antibiotics: limited induction of
resistance and inhibition of biofilm formation” 13th Cystic Fibrosis Eu-
ropean Young Investigators’ meeting (EYIM), February 27-28, March 1,
Institut Pasteur, Paris

- Mangoni ML, d’Angelo |, Ungaro F et al “Esculentin-1a derived pep-
tides: Potential new drugs to target Pseudomonas aeruginosa pulmo-
nary infection?” COST Action CM1407 Final Meeting, December 13-14,
2018, Tenerife, Canary Island, Spain

e FFC Project#16/2017 “Pre-clinical effectiveness of three human
cryptic antibiofilm peptides (GVF27, HVA36 and IMY47): efficacy
against lung pathogens and studies in animals” Eliodoro Pizzo (Di-
partimento di Biologia, Universita di Napoli Federico Il)

Publications

- Pane K, Cafaro V, Avitabile A et all. “Identification of novel cryptic mul-
tifunctional antimicrobial peptides from the human stomach enabled
by a computational-experimental platform” ACS Synthetic Biology
2018 Sep 21;7(9):2105-2115

e FFCProject#17/2017 “Identification of new efflux pumps inhibitors
able to contrast nontuberculous mycobacterial infections in cystic
fibrosis patients” Stefano Sabatini (Dipartimento Scienze Farmaceu-
tiche, Universita degli Studi di Perugia)

Publications

- Felicietti T, Machado D, Cannalire R et al. “Modifications on C6 and C7
positions of 3-phenylquinolone efflux pump inhibitors led to potent
and safe anti-mycobacterial treatment adjuvants.” ACS Infectious Dis-
eases 2019 Mar 25. doi: 10.1021/acsinfecdis.9b00041

Abstracts

- Cannalire R, Felicetti T, Nizi MG et all. “Design, synthesis, and biological
evaluation of functionlized 3-phenylquinolones to block efflux ma-
chinery in non-tubercolous mycobacteria” Italian-Spanish-Portuguese
Joint Meeting in Medicinal Chemistry, MedChemSicily2018, Palermo,
July 17-20,2018

- Felicetti T, Cannalire R, Machado D et all. “New potent and safer func-
tionalized 3-phenylquinolones as efflux inhibitors of the Mycobacte-
rium avium” Italian-Spanish-Portuguese Joint Meeting in Medicinal
Chemistry, MedChemSicily2018, Palermo, July 17-20, 2018

- Felicetti T, Machado D, Cannalire R et al. “C-6/C-7 functionalization of
the 3-phenylquinolone scaffold to obtain potent nontuberculous ef-
flux inhibitors” Merck & Elsevier Young Chemists Symposium, Rimini
(Italy), November 19-21, 2018

e FFC Project#18/2017 “Exploiting the potential of gallium for the
treatment of Pseudomonas aeruginosa pulmonary infection”
Paolo Visca (Dipartimento di Scienze, Lab. Microbiologia Clinica e Vi-
rologia, Universita Roma Tre)

Publications

- Hijazi S, Visaggio D, Pirolo M et al “Antimicrobial activity of Gallium
compounds on ESKAPE pathogens” Front. Cell. Infect. Microbiol. 2018
Sep 10;8:316

Abstracts

- Hijazi S, Frangipani E, Visaggio D et all. “Hijacking bacterial iron me-
tabolism using the transition metal gallium”XIV Congress of the Italian
Federation of Life Sciences (FISV) - Sapienza, Rome, Italy September,
2018

- Hijazi S, Pirolo M, Visaggio D et all. “A comparative study on the anti-
microbial activity of gallium compounds against ESKAPE pathogens”
32th SIMGBM Congress, Microbiology 2017, Palermo (lItaly), Septem-
ber 17-20,2017

- Pirolo M, Visaggio D, Frangipani E et all. “Bioluminescence-based bio-
sensor for the detection of the Pseudomonas aeruginosa siderophore
pyochelin” (Poster) XIV Congress of the Italian Federation of Life Sci-
ences (FISV) - Sapienza, Rome, Italy September, 2018

- Pirolo M, Visaggio D, Frangipani E et all. “Bioluminescence-based bio-
sensor for the detection of the Pseudomonas aeruginosa siderophore
pyochelin” Cortona Procarioti 2018. Cortona (Italy), May 2018

e FFC Project#19/2017 “A longitudinal metagenomic analysis to un-
cover microbial signatures of CF lung disease: unravelling host-
microbial community interactions in humans and animal models”
Annamaria Bevivino (ENEA, Divisione Biotecnologie e Agroindustria,
Lab. Sostenibilita, Qualita e Sicurezza delle Produzioni Agroalimentari,
Centro Ricerche Casaccia, Roma)

Abstracts

- Bacci G, Taccetti G, Dolce D et all. “Environmental microbial signatures
revealed by metagenomic analysis of the airways of cystic fibrosis pa-
tients” XV FISV Congress, Sapienza University Rome, 18-21 September
2018

- Bevivino A “The airway microbiome in cystic fibrosis: where are we
now?” MicrobiotaMI, Milan, 5-7 November 2018

- Bevivino A, Bacci G, Taccetti G et al. “The personalised temporal dy-
namics of microbiome in the airways of cystic fibrosis patients” 42nd
European Cystic Fibrosis Conference, 5-8 June 2019, Liverpool, UK

e FFC Project#20/2017 “Establishment of animal model to investi-
gate pathogenesis of infection by Mycobacterium abscessus com-
plex members in cystic fibrosis patients” Enrico Tortoli (Unita Batteri
Patogeni Emergenti, Divisione di Immunologia, Trapianti e Malattie
Infettive, Istituto San Raffaele, Milano)

Abstracts

- Riva C, Gona F, Cigana C et all. “Murine model of chronic M. absces-
sus respiratory infection” North American Cystic Fibrosis Conference
(NACF), November 2-4, 2017, Indianapolis, IN, USA

- Riva C, Gona F, Cigana C et all. “Characterization of murine model of
chronic M. abscessus respiratory infection” ERS International Congress,
September 16-18, Paris, France

e FFC Project#22/2017 “In vivo validation of phage therapy against
Pseudomonas aeruginosa infections using the new Zebrafish
(Danio rerio) animal model” Anna Silvia Pistocchi (Dipartimento di
Biotecnologie Mediche e Medicina Traslazionale, Universita degli Studi
di Milano)

Publications

- Cafora M, Deflorian G, Forti F et all. “Phage therapy against Pseu-
domonas aeruginosa infections in a cystic fibrosis zebrafish model” SCI
REP, 2019 Feb 6;9(1):1527

Abstracts

- Cafora M, Forti F, Deflorian G “In vivo validation of phage therapy
against Pseudomonas aeruginosa infections using zebrafish as a new
model for cystic fibrosis” European Human Genetics Conference, Milan,
June 16-19, 2018

- Cafora M, Forti F, Deflorian G et all. “Phage therapy against Pseu-
domonas aeruginosa infections in a cystic fibrosis zebrafish model” 2nd
Italian Zebrafish Meeting, Pisa, Italy, 30 January - 1 February, 2019

- Cafora M, Forti F, Deflorian G et all. “Phage therapy against Pseu-
domonas aeruginosa infections in a cystic fibrosis zebrafish model” lll
Workshop Biometra, Milano, 24 settembre 2018

- Cafora M, Forti F, Deflorian G et all. “In vivo validation of phage therapy
against Pseudomonas aeruginosa infections using zebrafish as a new
model for cystic fibrosis”ZDM11, Leiden, The Netherlands, July 10-13,
2018

e FFC Project#14/2018 “Ex vivo study on Type | and Il interferon re-
sponse and virus-bacteria interactions in cystic fibrosis patients: a
new approach to try to develop alternative therapeutic strategy”
Guido Antonelli (Dip. Medicina Molecolare, Lab. Virologia, La Sapienza
Roma; Unita di Microbiologia e Virologia, Policlinico Umberto 1)

Publications

- Prezioso C, Di Lella FM, Rodio DM et al.“Merkel Cell Polyomavirus DNA
Detection in Respiratory Samples: Study of a Cohort of Patients Affect-
ed by Cystic Fibrosis”Viruses, 2019 Jun 21;11(6). Pii: E571. doi: 10.3390/
v11060571

Abstracts

- Bitossi C, Viscido A, Nonne C et al. “Age and genotype related Rhinovi-



rus infection rate in Cystic Fibrosis patients attending a Regional Refer-
ence Center” SIM 2019 (Rome September 2019)

e FFC Project#15/2018 “Off-target effects of CFTR-modulators in pre-
clinical infection models” Cristina Cigana (Unita Infezioni e Fibrosi
Cistica, divisione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Istituto
San Raffaele Milano)

Abstracts

- Mancini G, Caslini C, Alcala-Franco B et al. “Impact of CFTR modula-
tors on susceptibility to antibiotics and CFTR expression during Pseu-
domonas aeruginosa infection” North American Cystic Fibrosis Confer-
ence (NACFC), October 31 - November 2, 2019 Nashville, TN (USA)

e FFC Project#17/2018 “Drug repurposing for antivirulence therapy
against Pseudomonas aeruginosa” Livia Leoni (Universita Roma Tre,
Dip. Scienze, Lab. Microbiologie dei microrganismi)

Publications

- D'Angelo F, Baldelli V, Halliday N et al. “Identification of FDA-Approved
Drugs as Antivirulence Agents Targeting the pgs Quorum-Sensing Sys-
tem of Pseudomonas aeruginosa” Antimicrob Agents Chemother 2019
Oct 24;62(11).

- Mellini M, Di Muzio E, D'Angelo F et al. “In silico Selection and Experi-
mental Validation of FDA-Approved Drugs as Anti-quorum Sensing
Agents” Frontiers in Microbiology 2019 Oct 10;10:2355

e FFC Project#19/2018 “New weapons against Mycobacterium ab-
scessus and other nontuberculous mycobacteria” Maria Rosalia
Pasca (Universita degli Studi di Pavia, Dip. di Biologia e Biotecnologia
Lazzaro Spallanzani, Lab. Microbiologia molecolare)

Publications

- Degiacomi G, Sammartino JC, Chiarelli LR et al.“Mycobacterium absces-
sus, an emerging and worrisome pathogen among cystic fibrosis pa-
tients” International Journal of Molecular Sciences, submitted

Abstracts

- Sammartino JC, Degiacomi G, Chiarelli LR et al. “Fighting Mycobacte-
rium abscessus infection in cystic fibrosis patients” Microbiology 2019,
XXXII SIMGBM Congress, University of Florence, June 19-22, 2019

4, INFLAMMATION
Inflammazione

e FFC Project# 18/2009 “Mapping IL-8 gene transcription machinery
in bronchial epithelial cells” Giulio Cabrini (Lab. Patologia Moleco-
lare - Lab. Chimica Clinica ed Ematologia OCM - Azienda Ospedaliera
di Verona), Piero Pucci (CEINGE - Biotecnologie Avanzate scarl, Napoli)

Publications

- BezzerriV. et al.“Phospholipase C-B3 is a key modulator of IL-8 expres-
sion in cystic fibrosis bronchial epithelial cells” Journal of Immunology,
2011 Apr 15;186(8):4946-58

e FFC Project# 19/2009 “Role of CFTR-Connexin interaction on PGE2
signaling and inflammation: implication for cystic fibrosis” Marc
Chanson (Dipartimento di Pediatria, Lab. indagini cliniche - Ospedale
Universitario di Ginevra), Maria Cristina Dechecchi (Lab. Patologia
Molecolare, Lab. Chimica Clinica ed Ematologia OCM - Azienda Ospe-
daliera di Verona)

Publications

- Scheckenbach KE et al. “Prostaglandin e2 regulation of cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator activity and airway surface
liquid volume requires gap junctional communication” American Jour-
nal of Respiratory cell and Molecular Biology, 2011 Jan;44(1):74-82

e FFC Project# 22/2009 “Origin of lung fluid gamma-glutamyltrans-
ferase and its effects in modulation of antioxidant balance, in-
flammation and CF respiratory dysfunction” Alfonso Pompella (Dip.
di Patologia Sperimentale - Universita degli Studi di Pisa)

Publications

- Bergamini G. et al. “Effects of Azithromycin (AZM) on Glutathione-S-
Transferases (GST)s in cystic fibrosis airways cells” American Journal of
Respiratory Cell and molecular Biology 2009 Aug;41(2):199-206

- Bramanti E. et al. “Exogenous vs. endogenous ?-glutamyltransferase
activity: implications for the specific determination of S-nitrosoglu-
tathione in biological samples” Archives of biochemistry and Biophys-
ics 2009 Jul 15;487(2):146-52

- Bramanti E. et al. “The determination of S-nitrosothiols in biological
samples — procedures, problems and precautions” LIFE SCIENCES,
2011 Jan 17;88(3-4):126-9

e FFC Project#11/2010 “Development of new therapeutic approach-
es against microbial infection in cystic fibrosis patients: biochemi-
cal analysis of cell wall fragments” Antonio Molinaro (Dip. Chimica
Organica e Biochimica, Universita di Napoli), Maria Lina Bernardini
(Dip. Biologia Cellulare e dello Sviluppo, Universita La Sapienza, Roma),
Gerd Doring (Institute of Medical Microbiology and Hygiene, Univer-
sity of Tibingen

Publications

- lerano T. et al. “Molecular Modeling Study of the Carbohydrate region
of the Endotoxin from Burkholderia cenocepacia ET-12" Eur. J. Org.
Chem.2011,5114-5122

- Loutet S. A. et al. “Transcriptional responses of Burkholderia cenocepa-
cia to polymyxin B in isogenic strains with diverse polymyxin B resist-
ance phenotypes’, BMC Genomics 2011, 12:472

- De Castro C. et al. “Bacterial Lipopolysaccharides in plant and mam-
malian innate immunity” Protein Pept Lett. 2012 Oct 1;19(10):1040-4

- Hamad MA. Et al. “Aminoarbinose modification of the Burkholderia
cenocepacia lipopolysaccharide (LPS) is essential for intrinsic antimi-
crobial peptide resistance and proper functioning of the LPS export
pathway” Mol Microbiol. 2012 Sep;85(5):962-74

- Marchetti R. et al. “Burkholderia cenocepacia lectin A binding to hep-
toses from the bacterial lipopolysaccharide” Glycobiology, 2012
Oct;22(10):1387-98

e FFC Project#12/2010 “Calcium signal and PKC as targets of Pseu-
domonas aeruginosa infection” Paolo Pinton (Dip. Medicina Speri-
mentale e Diagnostica, Univ. Ferrara)

Publications

- Patergnani S. et al.“Calcium signaling around Mitochondria Associated
Membranes (MAMs)” Cell Commun Signal 2011, 9:19

- Giorgi C. et al. “Mitochondrial calcium homeostasis as potential target
for mitochondrial medicine” Mitochondrion. 2012 Jan;12(1):77-85

- Bononi A. et al.“Protein Kinases and phosphatase in the Control of cell
fate” Enzyme Research 2011;2011:329098. Epub 2011 Sep 4.

- Pinton P. et al. “The role of PML in the control of apoptotic cell fate: a
new key player at ER-mitochondria sites” Cell Death and Differentiation
(2011) 18, 1450-1456

- Bonora M. et al. “ATP synthesis and storage” Purinergic Signalling,
8:343-357

- Giorgi C. et al. “Mitochondrial Ca?* and apoptosis” Cell Calcium 52:36-
43.

- Marchi S. et al. Selective modulation of subtype IIl IP3R by Akt regu-
lates ER Ca?* release and apoptosis” Cell Death Dis 3:e304

- Patergnani S. et al."PRKCB/protein kinase C, beta and the mitochondri-
al axis as key regulators of autophagy” Autophagy. 2013 Sep;9(9):1367-
85.

- Giorgi C. et al. “Mitochondria associated membranes (MAMs) as criti-
cal hubs for apoptosis” Communicative & integrative biology, 2011
May;4(3):334-5

e FFC Project#15/2010 “Evaluation of the usefulness of therapeutic
approaches aiming at increasing glutathione levels in the airways
of Cystic Fibrosis patients to control lung infections and bacterial-
induced damage” Andrea Battistoni (Dip. Biologia, Universita di Roma
Tor Vergata, Roma)

Publications

- D'Orazio M. et al. “Extracellular Glutathione Decreases the Ability of
Burkholderia cenocepacia to Penetrate into Epithelial Cells and to In-
duce an Inflammatory Response” PLoS One, 2012;7(10):e47550

- Pacello F. et al. "An ERp57-mediated disulphide exchange promotes
the interaction between Burkholderia cenocepacia and epithelial res-
piratory cells” Sci Rep. 2016 Feb 16;6:21140

Abstracts

- Ciavardelli D. et al. “Proteomics and ionomics profiling reveals signifi-
cant alterations of 14-3-3 signalling pathway and calcium homeostasis
in cystic fibrosis cells”

e FFC Project#16/2010 “Modulation of sphingolipid metabolism as a
strategy for the treatment of CF lung inflammation” Maria Cristina
Dechecchi (Lab Patologia Molecolare, Lab Analisi chimico Cliniche ed
Ematologiche, Az Osp Univ, Verona); Roberto Gambari (Dip. Biochimica
e Biologia Molecolare - Univ. Ferrara)

Publications

- Dechecchi MC. et al., “Modulators of Sphingolipid Metabolism Reduce
Lung Inflammation” Am J Respir Cell Mol Biol. 2011 Oct;45(4):825-33

- Dechecchi MC. et al., “Pharmacological modulators of sphingolipid
metabolism for the treatment of cystic fibrosis lung inflammation” In:
Cystic Fibrosis. ISBN 979-953-307-059-8, edited by: Dr. Dinesh D. Srira-
mulu, Germany
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Galli F. et al. “Oxidative stress and antioxidant therapy in cystic fibrosis”
Biochim Biophys Acta. 2012 May;1822(5):690-713

Abstracts

Dechecchi MC. et al,, “Down modulation of neutrophil chemotactic
signalling by targeting the metabolism of sphingolipids” Pediatr. Pul-
monol.2010, 24th Annual North American Cystic Fibrosis Conference,
Baltimore, MD, U.S.A., 2010 (poster)

Dechecchi MC et al., “Down modulation of neutrophil chemotactic
signalling by targeting the metabolism of sphingolipids” Pediatr. Pul-
monol.2010 24th Annual North American Cystic Fibrosis Conference,
Baltimore, MD, U.S.A., 2010

Dechecchi MC et al. “Down modulation of neutrophil chemotactic
signalling by targeting the metabolism of sphingolipids” Pediatr. Pul-
monol.2010 24th Annual North American Cystic Fibrosis Conference,
Baltimore, MD, U.S.A., 2010

Dechecchi MC. et al. “Inhibitors of glucosylceramide synthase (Glu-
CerT) reduce the transcription of IL-8 induced by P. aeruginosa in CF
bronchial cells” ECFC Basci Science Conference Tirrenia - Pisa, Italy 30
March - 2 April 2011

Dechecchi MC et al,, “Inhibitors of glucosylceramide synthase (Glu-
CerT) reduce the transcription of IL-8 induced by P. aeruginosa in CF
bronchial cells” New Frontiers in Basic Science of Cystic Fibrosis, Tir-
renia (Pisa), 30 March-2 April 2011

Tebon M. et al. Miglustat reduces lung inflammation in vitro and in
vivo’, 5th European CF Young Investigator Meeting, Lille, France, 23 -
26 August 2011

Dechecchi MC et al,, “Anti-inflammatory effect of miglustat: sphin-
golipid metabolism as a therapeutic target for cystic fibrosis lung in-
flammation” FEBS Workshop: Cell Biology and Pharmacology of Men-
delian Disorders, Vico Equense (Naples), 7-11 october 2011.
Dechecchi MC. et al., “Inhibitors of glucosylceramide synthase (Glu-
CerT) reduce the transcription of IL-8 induced by Paeruginosa in CF
bronchial cells” New Frontiers in Basic Science of Cystic Fibrosis, Tir-
renia (Pisa), 30 March-2 April 2011

Tebon M. et al,, “Miglustat reduces lung inflammation in vitro and in
vivo” 5th European CF Young Investigator Meeting, Lille, France, 23 -
26 August 2011
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- Perdoni F, Biggiogera M, Cirasola D. et al. “Antifungal activity of Myri-
ocin, a sphingolipid metabolism inhibitor, on fungal biofilms: a pre-
liminary study.” ESCMID Study Group for Biofilm (ESGB) Meeting “Bi-
ofilm-based Healthcare-associated Infections: from Microbiology to
Clinics”, Rome 9-10 October 2014

e FFC Project#13/2014 “ Targeting extracellular Protein Disulphide
Isomerase to control Burkholderia cenocepacia lung infections”
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Sperimentale, Lab. Trasduzione del Segnale, Universita di Ferrara )

Publications

- Rimessi A. et al. “Mitochondrial Ca2+-dependent NLRP3 activation ex-
acerbates the Pseudomonas aeruginosadriven inflammatory response
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for Cystic Fibrosis lung disease” Maria Cristina Dechecchi (Laborato-
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Isopi E, Mattoscio D, Codagnone M et al. “Resolvin D1 enhances the
resolution of lung inflammation caused by long-term Pseudomonas
aeruginosa infection” Mucosal Immunol, 2018 Jan;11(1):35-49
Recchiuti A, Mattoscio D, Isopi E “Roles, action, and therapeutic poten-
tial of specialized pro-resolving lipid mediators for the treatment of
inflammation in cystic fibrosis” Frontiers in Pharmacology 2019 Apr
2;10:252.

Abstracts

Isopi E, Mattoscio D, Mari VC et all. “Harnessing resolution mediators
as novel therapeutic for cystic fibrosis” North American Cystic Fibrosis
Conference (NACF), October 18-20, 2018, Denver, CO, USA (Thematic
poster wiev)

Mattoscio D, Isopi E, Mari VC et all. “Resolvin D1 for targeting lung
inflammation, infection, and damage in CF” North American Cystic
Fibrosis Conference (NACF), October 18-20, 2018, Denver, CO, USA
(Workshop presentation)

Recchiuti A “Resolvins, lipoxins, and maresins in resolution of inflam-
mation in cystic fibrosis “ North American Cystic Fibrosis Confer-
ence (NACF), October 18-20, 2018, Denver, CO, USA (Invited Sympo-
sium lecture)

Recchiuti A, Isopi E, Mattoscio D et al. “Harnessing resolution media-
tors as innovative therapeutics for cystic fibrosis” 2nd International
Conference on Pharmacology, August 16-18, Rome, Italy

Isopi E, Mattoscio D, Romano M et al. “Protective role of RVD1 and its
receptor in cystic fibrosis” North American Cystic Fibrosis Conference
(NACFCQ), October 31 - November 2, 2019 Nashville, TN (USA)
Mattoscio D, Isopi E, Lamolinara A et al. “Resolvin D1 promotes reso-
lution of inflammation, infection, and damage in CF” North American
Cystic Fibrosis Conference (NACFC), October 31 - November 2, 2019
Nashville, TN (USA)

Recchiuti A, Mattoscio D, Isopi E et al. “Actions of Resolvin D1 and D2 in
cystic fibrosis MRSA lung infection and inflammation” North American
Cystic Fibrosis Conference (NACFC), October 31 - November 2, 2019
Nashville, TN (USA)

FFC Project#21/2017 “Testing the anti-inflammatory effects of ma-
trix metalloprotease inhibitors in P. aeruginosa-infected CFTR-
knockout mice by in vivo imaging techniques” Federico Boschi
(Dipartimento di Informatica, Universita degli Studi di Verona)

Abstracts

Sandri A, Lleo MM, Boschi F “Protease inhibitors elicit anti-inflammato-
ry effects in mice with Pseudomonas aeruginosa acute lung infection”
42nd European Cystic Fibrosis Conference, 5-8 June 2019, Liverpool,
UK

FFC Project#23/2017 “Enabling pulmonary delivery of siRNA in
cystic fibrosis lung inflammation: therapeutic potential of hybrid
lipid/polymer nanoparticles” Francesca Ungaro (Dipartimento di
Farmacia, Universita degli Studi di Napoli Federico II)

stracts

Ab

Costabile G, Baldassi D, d’Angelo | et all. “In vitro evaluation of siRNA
loaded hNPs for the treatment of cystic fibrosis” NIM Conference “The
Future of Nanoscience’, Tutzig, Germany, September 4-6, 2018
d’Angelo |, Costabile G, Durantie E et all. “Inhalable hybrid lipid/poly-
mer nanoparticles for pulmonary delivery of siRNA in cystic fibrosis”
11th World Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics and Phar-
maceutical Technology, Granada, Spain, March 19-22, 2018

FFC Project#24/2018 “Pharmacology and therapeutics of inhaled
indoles, as aryl hydrocarbon receptor ligands, in cystic fibrosis”
Luigina Romani (Universita degli Studi di Perugia, Dip. Medicina Speri-
mentale)

Publications

NapolioniV, Pariano M, Borghi M et al. “Genetic Polymorphisms Affect-
ing IDO1 or IDO2 Activity Differently Associate With Aspergillosis in
Humans” Frontiers in Immunology, 2019 May 7;10:890

van de Veerdonk F, Servillo G, De Luca A et al.“Anakinra restores cellular
proteostasis by coupling mitochondrial redox balance to autophagy”
Science, submitted

FFC Project#25/2018 “Enabling pulmonary delivery of siRNA in
cystic fibrosis lung inflammation: therapeutic potential of hybrid
lipid/polymer nanoparticles” Francesca Ungaro (Universita degli
Studi di Napoli Federico Il, Dip. Farmacia), Olivia Monica Merkel (Dept.
Pharmazie, Ludwig-Maximilians Universitat, Miinchen)

Abstracts

Baldassi D, Costabile G, Conte G et al. “In vitro evaluation of siRNA
loaded hNPs for the treatment of cystic fibrosis” International Confer-
ence on Nanomedicine and Nanobiotechnology 2019 (ICONAN 2019),
October 16th - 18th, 2019, Munich, Germany

d'Angelo |, Conte G, Costabile G et al. “Enabling pulmonary delivery
of siRNA in cystic fibrosis lung inflammation through hybrid lipid/
polymer nanoparticles” International Society for Aerosol in Medicine
e.V, 22nd ISAM Congress, Montreaux, Switzerland, May 25-29, 2019
d’Angelo |, Conte G, Costabile G et al. “Tailored hybrid lipid/polymer
nanoparticles for pulmonary delivery of siRNA in cystic fibrosis” IV In-
ternational Caparica Symposium on Nanoparticles/Nanomaterials and
Applications 2020 (ISN2A2020), January 20th-23rd, 2020, Caparica,
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Ungaro F “Overcoming lung barriers to siRNA delivery in cystic fibro-
sis through tailored lipid/polymer hybrid nanoparticles” 11th Annual
RNA Therapeutics Conference Focus Day - Oligonucleotide Delivery
Systems, 18th February 2020, London, UK

Costabile G, Buroni S, Provenzano R et al. “Elongated mucus-penetrat-
ing nanocrystals for lung delivery of a new anti-Burkholderia agent in
cystic fibrosis” International Society for Aerosol in Medicine e.V., 22nd
ISAM Congress, Montreaux, Switzerland, May 25-29, 2019

Costabile G, Provenzano R, Mitidieri E et al. “Repurposing Gallium for
local treatment of P. aeruginosa lung infections through sustained-
release dry powders for inhalation” International Society for Aerosol in
Medicine e.V., 22nd ISAM Congress, Montreaux, Switzerland, May 25-
29,2019

d’Angelo |, Casciaro B, Zhang X et al. “Biodegradable nanoparticles for
prolonged therapeutic efficacy of antimicrobial peptides against Pseu-
domonas aeruginosa lung infections” International Society for Aerosol
in Medicine e.V,, 22nd ISAM Congress, Montreaux, Switzerland, May
25-29,2019

5. CLINICAL RESEARCH
Ricerca clinica

FFC Project#23/2010 “The cystic fibrosis newborn screening in It-
aly. Survey for assessment of technical-scientific, organizational
and psycho-relational issues” Teresa Repetto (A.O.U.“A. Meyer’, Cen-
tro Regionale Toscano Fibrosi Cistica, Firenze)



Abstracts

- RepettoT. et al. “Screening neonatale per fibrosi cistica in Italia: studio
di audit sugli aspetti tecnici-scientifici, organizzativi e relazionali” SIM-
MENS SIMePeD, 28 ottobre 2011

- RepettoT. et al. “The cystic fibrosis newborn screening in Italy. Survey
for assessment of technical-scientific and organizational issues” 35%
ECFC, 6-9 June, 2012, Dublin, Ireland

- RepettoT. et al.“Cystic fibrosis newborn screening in Italy: educational
aspect’, NACFC 2012, Orlando, Florida, USA

e FFCProject#25/2011 “DWI (Diffusion weighted Imaging) a new tool
to assess inflammation in CF population with pulmonary exacer-
bation” Giovanni Morana (Servizio Fibrosi Cistica, Ospedale Ca’ Fon-
cello, Treviso)

Publications

- Ciet P, Bertolo S, Ros M et al.“Detection and monitoring of lung inflam-
mation in cystic fibrosis during respiratory tract exacerbation using
diffusion-weighted magnetic resonance imaging” European Respira-
tory Journal, 2017 Jul 20;50(1)

Abstracts

- De Leo F. et al. “Functional MR to monitoring cystic fibrosis (CF) lung
disease” Chicago RNSA (25-30 novembre 2012)

- De Leo F. et al. “Functional MR to monitoring cystic fibrosis (CF) lung
disease” Congresso ESMRMB, 4-6 ottobre 2012, Lisbona

- De Leo F. et al. “Ruolo del Diffusion Weighted Imaging (DWI) nel fol-
low-up di pazienti affetti da fibrosi cistica (FC), 3 Congresso annuale
dell'ltalian Chapter dell'ISMRM, Napoli, 19 aprile 2012

- De Leo F. et al. “Lung-MRI to monitoring cystic fibrosis (CF) patients
with pulmonary exacerbation” 36" ECFS Conference, 12-15 June, 2013
Lisbon, Portugal

e FFC Project#26/2011 “Testing human monocytes as a new tool for
clinical and preclinical research in CF” Claudio Sorio (Dip. di Pato-
logia e Diagnostica, Universita di Verona), Mario Rosario Buffelli (Dip.
Scienze Neurologiche, Neuropsicologiche, Morfologiche e Motorie,
Universita di Verona)

Publications

- Bellisola et al. “The identification of cystic fibrosis (CF) cells and their
pharmacological correction by mid-infrared microspectroscopy and
unsupervised data analysis methods” ScienceJet 2014;3:51

- Caldrer S. et al. “Challenging the diagnosis of Cystic Fibrosis in a pa-
tient carrying the 186-8T/C allelic variant in the CF Transmembrane
Conductance Regulator gene” BMC Pulm Med. 2014 Mar 13;14:44. doi:
10.1186/1471-2466-14-44

Abstracts

- Vercellone S, Averna M, Pedrazzi M et all. “Measure of CFTR expression
and function in peripheral blood leukocytes” 1th Italian CF Young In-
vestigators Meeting, January 16th-17th 2015, Rome

e FFC Project#20/2012 “Early antibiotic treatment for MRSA eradica-
tion in cystic fibrosis patients: a randomised multicentre study”
Giovanni Taccetti (Centro Regionale Fibrosi Cistica, AOU “A. Meyer",
Firenze), Diana Costantini (Centro FC, Lab. Patologia Clinica, Fondazi-
one IRCSS Ca’' Granda, Milano), Mirella Collura (Centro FC, Ospedale “G.
Di Cristina’, Palermo), Giuseppe Magazzu (Centro FC, Messina), Valeria
Raia (Centro FC, Napoli)

Publications

- Dolce D, Neri S, Grisotto L et al. “Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus eradication in cystic fibrosis patients: A randomized multicent-
er study” PLoS ONE, 2019 Mar 22;14(3):e0213497

Abstracts

- Cocchi P. et al. “Comparative in vitro activity of temocillin against
Burkolderia cepacia complex” Ped Pulmonol 2012 Suppl.

- Cocchi P. et al. “Genetic backgoround of MRSA collected from cystic
fibrosis patients versus MRSA collected from Intensive Care Unit (ICU)
patients : does any difference exist?” Ped Pulmonol 2012 Suppl.

- Galici V. et al. “Clinical impact of Methicillin-Resistant Staphylococcus
Aureus infection in cystic fibrosis patients: a longitudinal multicenter
italian study” Ped Pulmonol 2013 Suppl.

- Galici V. et al. “Early antibiotic treatment for MRSA radication in cystic
fibrosis patients: a randomized multicenter study” 28th North Ameri-
can Conference, 2014, Atlanta, USA, Ped Pulmonol 2014 Suppl.

- CocchiP. etal.“Emergence of a Panton-Valentine leukocidin (PVL) posi-
tive MRSA strain in cystic fibrosis patients” J Cyst Fibros 2014; 13:561

- Neri S, Campana S, Dolce D et all. “Early antibiotic treatment for mrsa
eradication in cystic fibrosis patients: a multicenter RCT" The 30th An-
nual North American Cystic Fibrosis Conference, Orlando, Florida, Oc-
tober 27-29, 2016

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et all. “Longitudinal study of methicil-

lin-resistant Staphylococcus aureus genetic background isolated from
cystic fibrosis patients” 40th European Cystic Fibrosis Conference, Se-
ville, Spain, 7-10 June 2017

e FFC Project#21/2013 “Clinical implications of the natural history of
insulin secretory and sensitivity defects in cystic fibrosis” Alberto
Battezzati (International Center for the Assessment of Nutritional Sta-
tus (ICANS) - DeFENS Universita di Milano), Carla Colombo (Dip. Scien-
ze Materno Infantili, Universita di Milano, Centro regionale FC), Andrea
Mari (Istituto di Ingegneria Biomedica, ISIB-CNR, Padova)

Publications

- Battezzati A. et al. “Age- and Sex-Dependent Distribution of OGTT-Re-
lated Variables in a Population of Cystic Fibrosis Patients” J Clin Endo-
crinol Metab. 2015 Aug;100(8):2963-71

- Alicandro G, Battezzati A, Bianchi ML et al. “Estimating body composi-
tion from skinfold thicknesses and bioelectrical impedance analysis in
cystic fibrosis patients” Journal of Cystic Fibrosis, 2015 Nov;14(6):784-
91

Abstracts

- Battezzati A, Bedogni G, Zazzeron L et al. “Defective beta cell function
measured during OGTT is a long term diabetes predictor in cystic fi-
brosis” Pediatric Pulmonology, Volume 49, Issue S38, Article first pub-
lished online: 4 SEP 2014

e FFCProject#22/2013“Citizens’ jury and decision making on cystic fi-
brosis carrier screening: to screen or not to screen?” Paola Mosconi
(Ist. di Ricerche Farmacologiche “Mario Negri” Laboratory for medical
research and consumer involvement), Carlo Castellani (Centro fibrosi
cistica, AOUI Verona)

Publications

- Colombo C. et al. “Alla scoperta del portatore sano della fibrosi cistica”
Ric&Pra 2015;31(2):82-85

- Mosconi P. et al. “Giurie dei cittadini: coinvolgere e deliberare
nell'interesse pubblico. Anche I'ltalia &€ un paese di Giurie di cittadini”
Ric&Pra 2015;31(4):149-158

- Mosconi P, Colombo C, Roberto A et all.“Deciding on cystic fibrosis car-
rier screening: three citizens' juries and an online survey” Eur J Public
Health. 2018 Mar 19

Abstracts

- Colombo C. et al. "How to provide evidence-based information and
translate Cochrane reviews to lay people in a deliberative setting:
the Italian and the Australian citizen juries experience on population
screening” 23rd Cochrane Colloquium Vienna, 3-7 October 2015

- Castellani C. et al. “Citizens’ jury on cystic fibrosis carrier screening: yes
or no?” 28th Annual North American Cystic Fibrosis Conference, 9-11
October 2014 Atlanta, USA.

e FFC Project#23/2013 “The impact of chest computed tomography
on clinical management of CF lung disease” Harm Tiddens (Erasmus
Medical Centre, Sophia Children’s hospital, Department of Paediatric
Pulmonology and Department of Radiology, Rotterdam), Baroukh
Maurice Assael (Centro fibrosi cistica, AOUI Verona)

Publications

- Bortoluzzi CF, Pontello E, Pintani E et al.“The impact of chest computed
tomography and chest radiography on clinical management of cystic
fibrosis lung disease” Journal of Cystic Fibrosis, 2019 Sep 4. pii: S1569-
1993(19)30837-9.

Abstracts

- Bortoluzzi CF. et al.“TAC e RX torace possono influenzare il trattamen-
to clinico dei bambini con FC?” 39* European Cystic Fibrosis Confer-
ence, 8 - 11 June 2016, Basel, Switzerland

e FFC#27/2014 “Transmissibility and clinical significance of Myco-
bacterium abscessus in patients with cystic fibrosis” Tortoli Enrico
(Unita Patogeni Batterici Emergenti, Div. di Immunologia, trapianto e
Malattie Infettive, Istituto Scientifico San Raffaele, Milano), Lisa Cariani
(Fondazione IRCSS Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico, Milano),
Clelia Di Serio (CUSSB-Centro Universitario di Statistica per le Scienze
Biomediche, Universita Vita-Salute San Raffaele Milano), Stefan Nie-
mann (Molecular Mycobacteriology, Research Center Borstel)

Publications

- Tortoli E, Kohl TA, Brow-Elliott BA et all. “‘Emended description of My-
cobacterium abscessus, Mycobacterium abscessus subsp. abscessus and
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii and designation of Mycobac-
terium abscessus subsp. massiliense comb. nov." Int. J Systematic and
Evolut. Microbiology 2016 Nov;66(11):4471-4479.

- Tortoli E, Kohl TA, Trovato A et all “Mycobacterium abscessus in patients
with cystic fibrosis: low impact of inter-human transmission in Italy” Eu-
ropean Respiratory Journal 2017 Jul 13;50(1). pii: 1602525.
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92

- Trovato A, Baldan R, Costa D et all.“Molecular typing of Mycobacterium
Abscessus isolated from cystic fibrosis patients” International Journal of
Mycobacteriology 2017 Apr-Jun;6(2):138-141.

Abstracts

- Trovato A. et al. “Analysis of Mycobacterium abscessus genetic vari-
ability provided by 14-locus variable-number tandem-repeat in
patients with cystic fibrosis” 36th Annual Congress of the European
Society of Mycobacteriology, 28th June - 1st July 2015,Riga, Latvia

e FFC Project#28/2014 “In vitro study of potential pro-fibrotic effect
of Everolimus in different human airway cell lines. Searching for
new biomarkers to optimize MTOR-inhibitor immunosuppressive
treatment of cystic fibrosis patients undergoing lung transplan-
tation” Gianluigi Zaza (Unita di Nefrologia, Dip. di Medicina, Azienda
Universitaria Ospedaliera, Verona), Marco Chilosi (Dip. di Patologia e
Diagnostica, Universita di Verona)

Publications

- Tomei P. et al. “Everolimus-induced epithelial to mesenchymal transi-
tion (EMT) in bronchial/pulmonary cells: when the dosage does mat-
ter in transplantation”J Nephrol. 2016 Dec;29(6):881-891

- Granata S, Santoro G, Masola V et all. “In Vitro Identification of New
Transcriptomic and miRNomic Profiles Associated with Pulmonary
Fibrosis Induced by High Doses Everolimus: Looking for New Patho-
genetic Markers and Therapeutic Targets” Int. J. Mol. Sci. 2018 Apr
20;19(4).

e FFC Project#29/2014 “Properties of airway mucus in cystic brosis:
their modification by changes in the activity of CFTR and after
application of bicarbonate” Olga Luisa A. Zegarra (U.O.C. Genetica
Medica, Istituto “Giannina Gaslini”, Genova)

Publications

- Stigliani M. et al. “Rheological properties of Cystic Fibrosis bronchial
secretion and in vitro drug permeation study: the effect of sodium bi-
carbonate” J Aerosol Med Pulm Drug Deliv. 2016 Aug;29(4):337-45

- Gianotti A. et al. “Pharmacological rescue of mutant CFTR protein
improves the viscoelastic properties of CF mucus” J Cyst Fibros. 2016
May;15(3):295-301

Abstracts

- Stigliani M. et al. “Rheological properties of cystic fibrosis sputum and
in vitro drug permeation study” 1st Italian CF Young Investigator Meet-
ing, January 16th - 17th 2015, Rome, Italy

- Gianotti A. et al. “Properties of airway mucus in cystic fibrosis: effect of
bicarbonate’, 1st Italian CF Young Investigator Meeting, January 16%"-
17th 2015, Rome, Italy

- Gianotti A. et al.“Different pharmacological treatments are able to res-
cue the viscoelastic properties of CF mucus” 13th ECFS Basic Science
Conference, 30 March - 02 April 2016, Pisa, Italy

- Zegarra-Moran O. et al. “Properties of airway mucus in cystic fibro-
sis: their modification by changes in the activity of CFTR and after
application of bicarbonate” 13th Convention of Investigators in
cystic fibrosis. Journal of Postdoctoral Research, FFC Proceedings
2015

- Gianotti A. et al.“Pharmacological rescue of mutant CFTR improves the
viscoelastic properties of CF mucus” Cystic Fibrosis Research News (lay
abstract associated to the Journal of Cystic Fibrosis) p295-301. Pub-
lished online: December 8, 2015

e FFC Project#25/2015 “Are CF guidelines credible? Evaluating
methodological issues” Cesare Braggion (Dipartimento di Medicina
Pediatrica, Centro Regionale Fibrosi Cistica - Ospedale dei Bambini A.
Meyer, Firenze)

Abstracts

- TerlizziV, Cirilli N, Galici V et all. “Are cystic fibrosis guidelines credible?
Evaluating methodological issues” 40th European Cystic Fibrosis Con-
ference, Seville, Spain, 7-10 June 2017

o FFC Project#27/2015 “Intra-individual biological variation in sweat
chloride concentrations” Natalia Cirilli (Centro di Riferimento per fi-
brosi cistica, Ospedale dei Bambini G. Salesi, Dipartimento Materno
Infantile degli Ospedali Riuniti, Ancona)

Publications

- Cirilli N, Raia V, Rocco | et all. “Intra-individual biological variation in
sweat chloride concentrations in CF, CFTR dysfunction, and healthy
pediatric subjects” Pediatr Pulmonol 2018 Jun;53(6):728-734

Abstracts

- Cirilli N, Raia V, De Gregorio F et all. “Intra-individual biological varia-
tion in sweat chloride concentrations” 40th European Cystic Fibrosis
Conference, Seville, Spain, 7-10 June 2017

e FFC Project#28/2015 “Cystic fibrosis and meconium ileus: a multi-
centric study on risk factors for adverse outcome in infancy” Rita
Padoan (Centro di Supporto per fibrosi cistica - Universita di Brescia,
Ospedale dei Bambini, Azienda Ospedaliera Spedali Civili, Brescia)

Abstracts

- Padoan R, Cesana BM, Falchetti D et all. “Cystic Fibrosis and meconium
ileus: a multicentric study on risk factors for adverse outcome in in-
fancy” Xlll Congresso Nazionale SIFC, Napoli, 22-25 Novembre 2017

e FFC Project#29/2015 “Testing CFTR repair in cystic fibrosis patients
carrying nonsense and channel gating mutations” Claudio Sorio
(Dipartimento di Patologia e Diagnostica - Universita di Verona), Mon-
ica Averna (Dip. di Medicina Sperimentale, sez. di Biochimica - Univer-
sita di Genova)

Publications

- Sorio C. et al. “Mutations of Cystic Fibrosis Transmembrane Conduct-
ance Regulator Gene Cause a Monocyte-Selective Adhesion Deficien-
cy” Am J Respir Crit Care Med. 2016 May 15;193(10):1123-33

- Averna M. et al. "Abnormal activation of calpain and protein kinase Ca
promotes a constitutive release of matrix metalloproteinase 9 in pe-
ripheral blood mononuclear cells from cystic fibrosis patients” Arch
Biochem Biophys. 2016 Aug 15;604:103-12

- Bergamini G, Stellari F, Sandri A et all. “An IL-8 Transiently Transgenized
Mouse Model for the In Vivo Long-term Monitoring of Inflammatory
Responses” J Vis Exp. 2017 Jul 7;(125). doi: 10.3791/55499

Abstracts

- Vercellone S., Caldrer S., Johansson J. et al. “Testing flow cytometry to
detect CFTR expression recovery after drug treatment in epithelial cell
lines” 13th ECFS Basic Science Conference, 30 March - 2 April 2016,
Pisa, Italy

- Sorio C.“The host's and pathogen’s sides in cystic fibrosis: some views
in an open field” 13th ECFS Basic Science Conference, 30 March - 2
April 2016, Pisa, Italy

- Vercellone S., Caldrer S., Johansson J.E. et al. “Flow cytometric detec-
tion of cftr expression recovery after drug treatment in epithelial cell
lines and leukocytes” 30th Cystic Fibrosis North American Conference,
October 27-29, 2016, Orlando (Florida)

- Averna M, Vercellone S, Pedrazzi M et all “Setup of a simplified method
to measure CFTR-dependent iodine transport: HS-YFP assay” 17th Sci-
entific Meeting “Organoids as models for disease and treatment in CF”
September 21st + 22nd 2017 Schloss Waldhausen/Mainz

- Averna M, Vercellone S, Pedrazzi M et all “A simple method to measure
CFTR-dependent iodine transport peripheral blood mononuclear cells:
HS-YFP assay” North American Cystic Fibrosis Conference (NACFC), No-
vember 2-4, 2017, Indianapolis

- Averna M, Vercellone S, Pedrazzi M et all.“A simple method to measure
CFTR-dependent iodine transport peripheral blood mononuclear cells:
HS-YFP assay” North American Cystic Fibrosis Conference (NACFC), No-
vember 2-4, 2017, Indianapolis

e FFC Project#30/2015 “Pseudomonas aeruginosa eradication in pa-
tients with cystic fibrosis: a randomised multicentre study com-
paring classic treatment protocols with classic treatment together
with antibiotic treatment of upper airways” Giovanni Taccetti (Di-
partimento di Medicina Pediatrica, Centro fibrosi cistica - Universita di
Firenze, Ospedale dei Bambini A. Meyer, Firenze)

Abstracts

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et all “Importance of upper airways
in early P. Aeruginosa infection in CF” Xlll Congresso Nazionale SIFC,
Napoli, 22-25 Novembre 2017

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et all “Role of paranasal sinuses in early
P. aeruginosa infection in CF” North American Cystic Fibrosis Confer-
ence (NACFC), November 2-4, 2017, Indianapolis

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et all “Importance of upper airways
in early P. aeruginosa infection in CF” XIll Congresso Nazionale SIFC,
Napoli, 22-25 Novembre 2017

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et all. “Importance of upper airways
in early P. aeruginosa infection in CF” XIll Congresso Nazionale SIFC,
Napoli, 22-25 Novembre 2017

- Dolce D, RavenniN, Campana S et all.”Role of paranasal sinuses in early
P. aeruginosa infection in CF” North American Cystic Fibrosis Confer-
ence (NACFC), November 2-4, 2017, Indianapolis

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et all. “Importance of upper airways
in early P. Aeruginosa infection in CF” Xlll Congresso Nazionale SIFC,
Napoli, 22-25 Novembre 2017

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et all. “Molecular monitoring of P. aer-
uginosa early eradication treatment” North American Cystic Fibrosis
Conference (NACF), October 18-20, 2018, Denver, CO, USA

- Dolce D, Ravenni N, Campana S et al. “Phenotyping and molecular



monitoring of P. aeruginosa during early eradication treatment” North
American Cystic Fibrosis Conference (NACFC), October 31 - November
2,2019 Nashville, TN (USA)

e FFC Project#20/2016 “Italian multicenter study of glucose toler-
ance defects in cystic fibrosis” Alberto Battezzati (Centro Interna-
zionale per Inquadramento dello Stato Nutrizionale-ICANS, DeFENS,
Universita degli Studi di Milano)

Publications

- Colombo C, Alicandro G, Gambazza S et al. “Ventilation inhomogene-
ity is associated with OGTT-derived insulin secretory defects in cystic
fibrosis” Pediatr Pulmonol 2018 Dec 21. doi: 10.1002/ppul.24212.

Abstracts

- Nazzari E, Guarise R, Mileto P et all.“Relationship between glucose and
insulin response during an oral glucose tolerance test (OGTT) and lung
clearance index in cystic fibrosis patients” Xlll Congresso Nazionale
SIFC, Napoli, 22-25 Novembre 2017

e FFC Project#22/2016 “Environmental and human reservoirs of
Pseudomonas aeruginosa and other bacterial species colonizing
the lower airways of cystic fibrosis patients” Caterina Signoretto
(Dipartimento di Diagnostica e Sanita Pubblica, Sezione di Microbio-
logia, Universita di Verona)

Publications

- Passarelli Mantovani R, Sandri A, Boaretti M et al. “Toothbrushes may
convey bacteria to the cystic fibrosis lower airways” Journal of Oral Mi-
crobiology, 2019 Aug 7;11(1):1647036. doi: 10.1080/20002297

Abstracts

- Sandri A, Cazzarolli C, Burlacchini G et all. “Human reservoirs of patho-
gens colonising the airways of cystic fibrosis patients” 41st European
Cystic Fibrosis Conference, Belgrade, Serbia, 6-9 June 2018

- Passarelli Mantovani R, Burlachini G, Sandri A et al. “"Human and envi-
ronmental reservoirs of bacterial species colonising the lower airways
of cystic fibrosis patients” 42nd European Cystic Fibrosis Conference,
5-8 June 2019, Liverpool, UK

- Passarelli Mantovani R, Signoretto C, Sandri A et al. “Investigacdo do
papel dos reservatérios bacterianos para infeccdo pulmonar cronica
em paciente com fibrose cistica” Jornal Brasileiro de Pneumologia, VI
Congresso Brasileiro de Fibrose Cistica, 1-4 de maio de 2019, Expo D.
Pedro, Campinas, SP

e FFC Project#30/2018 “Cystic Fibrosis screen positive inconclusive
diagnosis (CFSPID): an italian multicenter survey evaluating
prevalence, clinical data, management and outcome” Vito Terlizzi
(Centro FC, AOU Meyer, Firenze), Rita Padoan (Centro supporto FC,
Spedali Civili, Brescia); Antonella Tosco (Centro FC, Universita Federico
II, Napoli), Laura Elisabetta Claut (IRCCS Ca’Granda Ospedale Maggiore
Policlinico, Milano)

Publications

- Terlizzi V, Mergni G, Buzzetti R et al. Cystic fibrosis screen positive
incon clusive diagnosis (CFSPID): experience in Tuscany, Italy, Journal
of Cystic Fibrosis, 2019 Jul;18(4):484-490

- Terlizzi V, Megni G, Centrone C et al. Trend of sweat chloride values in
a cohort of patients carrying cftr mutations of varying clinical conse-
quence, Pediatr Pulmonol, submitted

Abstracts

- Terlizzi V, Mergni G, Buzzetti R et al. “Cystic fibrosis screen positive.
inconclusive diagnosis: six years of experience in an_italian cystic fi-
brosis center” 32th Annual North American Cystic Fibrosis Conference
(NACFC) 2018

FFC Facilities

e Cystic Fibrosis animal Core facility 1 (CFaCore 1) Alessandra
Bragonzi (Fondazione Centro San Raffaele)

Publications

- Bragonzi A. et al. “Murine models of acute and chronic lung in-
fection with cystic fibrosis pathogens” Int J Med Microbiol. 2010
Dec;300(8):584-93. Epub 2010 Oct 14. Review

- Facchini M. et al. “Long-term chronic Pseudomonas aeruginosa airway
infection in mice” J Vis Exp. 2014 Mar 17;(85)

- Kukavica-lbrulj | FM et al. “Assessing Pseudomonas aeruginosa viru-
lence and the host response using murine models of acute and chronic
lung infection” Methods Mol Biol. 1149:757-71

- Facchini M, De Fino |, Riva C, Bragonzi A “Long term chronic Pseu-
domonas aeruginosa airway infection in mice” J Vis Exp 2014 Mar
17;(85). doi: 10.3791/51019

e Cystic Fibrosis animal Core facility 2 (CFaCore 2) Alessandra
Bragonzi (Fondazione Centro San Raffaele)

Abstracts

- Facchini M, De Fino |, Riva C et all. “Long Term Chronic Pseudomonas
aeruginosa Airway Infection in Mice” https://www.jove.com/vid-
eo/51019

e Cystic Fibrosis animal Core facility 4 (CFaCore 4) Alessandra
Bragonzi (Fondazione Centro San Raffaele)

Abstracts

- Cigana C, Ranucci S, Rossi A et all. “Treating acute and chronic Pseu-
domonas aeruginosa infection: what can we learn from mouse mod-
els?” ECFC Basic Science Conference 2018, 21 -24 March 2018, Loutraki
Korinthias, Greece

e Cystic Fibrosis Database (CFDB)

Publications

- Buzzetti R et al. “CFDB (cystic fibrosis database): a new web-based tool
for cystic fibrosis specialists”. Pediatr Pulmonol. 2014 Sep;49(9):938-40

e Servizio Colture Primarie Luis Galietta (Laboratorio Genetica Moleco-
lare, Istituto G. Gaslini, Genova)

Publications

- Prandini P, De Logu F, Fusi C, Provezza L et all. “Transient Receptor Po-
tential Ankyrin 1 Channels Modulate Inflammatory Response in Res-
piratory Cells from Patients with Cystic Fibrosis” American Journal of
Respiratory Cell and Molecular Biology 2016 Nov;55(5):645-656.
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Appendix 2

Institutes and Laboratories involved in the 395 projects funded by
Italian CF Research Foundation 2002-2019

Istituti e Laboratori attivi nei 395 progetti finanziati da FFC dal 2002 al 2019

ITALY

ABRUZZO

Dip. Scienze Biomediche , Lab Medicina Molecolare, Universita
“G. D’Annunzio”, Chieti

Dip. Medicina Sperimentale, Universita dell’Aquila, LAquila
Dip. Biologia Cellulare ed Oncologia, Consorzio Mario Negri
Sud, S. Maria Imbaro (Chieti)

Dip. Farmacologia Translazionale, Consorzio Mario Negri Sud,
Chieti

Lab. di Biologia e Farmacologia Vascolare, Consorzio Mario Ne-
gri Sud, Chieti

Lab. Medicina Molecolare, CeS.l, Universita Chieti-Pescara
Centro FC, Teramo

Lab. Citomorfologia, Dip. Medicina e Scienze dell'Invecchia-
mento, Universita Chieti-Pescara

CALABRIA

Lab. Clinico Patologico -Ospedale di Soverato, Soverato (CZ)

CAMPANIA

Dip. Biochimica e Biotecnologie Mediche, CEINGE Biotecnolo-
gie Avanzate s.c.a.r.l, Universita Federico Il, Napoli

Dip. Pediatria, Universita Federico Il, Napoli - Lab. Microbiologia
Funzionale, Universita Federico Il, Napoli

Dip. Chimica Tossicologica e Farmaceutica, Univ. Federico II,
Napoli - Dip. Farmacologia Sperimentale, Napoli

Dip. Chimica e Biochimica organica, Univ. Federico Il, Napoli
Dip. Farmacia, Universita di Salerno

Istituto di Biochimica delle Proteine, CNR, Napoli

Istituto di Genetica e Biofisica, CNR, Napoli

Istituto di Chimica Molecolare, CNR, Napoli

Dip. Biologia Strutturale e Funzionale, Universita “Federico I,
Napoli

Centro FC, Napoli

Istituto di Biostrutture e Bioimmagini, CNR, Napoli

Dip. di Scienze Mediche Traslazionali, Universita di Napoli Fe-
derico I, Centro Regionale Fibrosi Cistica

Dip. di Scienze e Tecnologie Ambientali, Biologiche e Farma-
ceutiche, Di.S.T.A.Bi.F,, Seconda Universita di Napoli
Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), Pozzuoli,
Napoli
The Center for Advanced Biomaterials for Healthcare, CRIB, Isti-
tuto Italiano di Tecnologia, Napoli

Centro di Ricerca Interdipartimentale sui Biomateriali, Universi-
ta degli Studi di Napoli Federico Il

Dip. di Biologia, Universita degli Studi di Napoli Federico Il

Dip. Scienze Chimiche, Universita degli Studi di Napoli Federi-
coll

EMILIA ROMAGNA

Plesso Biotecnologico Integrato, Universita di Parma, Parma
Dip. Pediatria, Universita di Parma, Parma

Dip. di Biochimica e Biologia Molecolare, Universita di Ferrara,
Ferrara

Dip. Medicina Sperimentale e Diagnostica, Universita di Ferrara
Dip. Biochimica, Istituto Nazionale Ricerca Cardiovascolare,
Universita di Bologna e Cesena

Dip. Tecnologie Analitiche Avanzate, Piacenza - Dip. Scienze cli-
niche, Universita degli Studi di Parma

Dip. Oncologia, Ematologia e Malattie respiratorie, Universita
degli Studi di Modena

Dipartimento di Farmacia e Biotecnologie, Universita di Bolo-
gna

Dip. Morfologia, Chirurgia e Medicina Sperimentale, Universita

di Ferrara, Signal Transduction Lab

Dip. di Chimica, Scienze della Vita e Sostenibilita ambientale,
Universita degli Studi di Parma

Istituto di Scienza e Tecnologia dei materiali ceramici ISTEC,
CNR, Faenza

FRIULIVENEZIA GIULIA

International Centre for Genetic Engineering and Biotechnol-
ogy (ICGEB)-Trieste

Dip. di Scienze della Riproduzione e dello Sviluppo - Universita
diTrieste - I.R.C.C.S. Burlo Garofolo, Trieste

Dip. Biochimica, Biofisica e Chimica Macrocellulare, Universita
diTrieste

Dip. Scienze Biomediche, Universita di Trieste

Dip. Scienze della Vita, Universita degli Studi di Trieste

LAZIO

Dip. Biologia Cellulare e dello Sviluppo -Universita La Sapienza,
Roma

Dip. di Biopatologia e Diagnostica per Immagini -Universita Tor
Vergata, Roma

Dip. di Biologia -Universita Tor Vergata, Roma

Dip. Biotecnologie Cellulari ed Ematologia -Universita La Sa-
pienza, Roma

Istituto di Clinica Pediatrica, Centro Regionale FC -Universita
Roma 1 La Sapienza, Roma

Dip.di Fisiopatologia Medica -Universita La Sapienza, Roma
Technical Unit for Sustainable Development and Innovation of
Agro-Industrial System, ENEA Casaccia Research Center, Lab.
Microbiology, Rome

Lab. di Microbiologia-Ospedale Bambino Gesu-Roma

Lab. Microbiologia Molecolare -Universita La Sapienza, Roma
Istituto di Microbiologia-Universita Cattolica del Sacro Cuore,
Roma

Dip. Farmacologia, Facolta di Medicina, Universita Cattolica del
Sacro Cuore, Roma

Dip. Microbiologia -Universita di Roma 3, Roma

Dip. Salute Pubblica e biologia cellulare - Universita Tor Vergata,
Roma

Dip. Neuroscienze Sperimentali, Fondazione S. Lucia, Roma
Dip. Scienze di Sanita Pubblica - Univ. La Sapienza, Roma

Dip. di Medicina interna e vascolare - Univ. La Sapienza, Roma
Lab. di Microbiologia Ospedale Pediatrico Bambin Gesu, Roma
Serv. Supporto FC, Osp. Bambin Gesu, Roma

Lab. Microbiologia Molecolare e Biotecnologia dei Microrgani-
smi, Dip. Biologia, “Universita Roma Tre"

Lab. Microbiologia Clinica e Virologia, Dipartimento di Biologia,
“Universita Roma Tre’, Roma;

Dip. Scienze Biochimiche - Universita “La Sapienza’, Roma

Dip. Pediatria e Neuropsichiatria Infantile, Universita La Sapienza
Centro fibrosi cistica, Policlinico Umberto |

Dip. Salute pubblica e Malattie Infettive, Universita “La Sapien-
za", Roma

Dip. Biologia e Biotecnologie, Universita “La Sapienza’, Roma
IRBM Science Park, Roma

Dip. Malattie Infettive, Parassitarie e Immunomediate, Istituto
superiore di sanita, Roma

Istituto di Microbiologia, Universita Cattolica del Sacro Cuore,
Fondazione Policlinico Gemelli, Roma

Dip. Oncologia e Medicina Molecolare, Istituto Superiore di
Sanita

Istituto Italiano Pasteur - Cenci Bolognetti Foundation, Roma
Dip. Medicina Molecolare, Lab. Virologia, La Sapienza, Roma
Unita di Microbiologia e Virologia, Policlinico Umberto |
Divisione Microbiologia clinica, Universita Cattolica del Sacro
Cuore, Roma



Dip. Chimica e Tecnologia del Farmaco, Universita La Sapienza,
Roma

LIGURIA

Istituto di Biofisica -CNR, Genova

Universita di Genova, Genova- Lab. di Fisiopatologia dell’Ure-
mia -Istituto G. Gaslini, Genova

Lab. Genetica umana E.O. Ospedali Galliera, Genova

Lab. Genetica Molecolare -Istituto G. Gaslini, Genova

Lab. Medicina Molecolare -Istituto G. Gaslini, Genova

Lab. Centrale Analisi -Istituto G. Gaslini, Genova

Sezione Microbiologia -DISCAT, Genova

ARPAL (Agenzia Reg. Protezione Ambiente Ligure), Genova

- Lab. Diagnostica e Ricerca Malattie Infettive, Dip. Pediatria-Istitu-

to G. Gaslini, Genova

Dip. Pediatria - Lab. Microbiologia - Istituto G. Gaslini, Genova
Dip. Pediatria - Centro Fibrosi Cistica - Istituto G. Gaslini, Genova
Sezione di Epidemiologia e Biostatistica, Istituto G. Gaslini, Ge-
nova

Dip. Medicina Sperimentale - Universita degli Studi di Genova
Lab. Fiosiopatologia molecolare dei canali ionici - Centro Bio-

tecnologie Avanzate, Ist. Gaslini, Genova

Dip. Farmacia (DIFAR), Universita di Genova

Analytical Chemistry Facility, Fondazione Istituto Italiano di

Tecnologia, Genova

Div. Malattie Infettive, Universita di Genova, Ospedale San Mar-

tino, Genova

LOMBARDIA

Istituto Statistica e Biometria-Universita di Milano, Milano

Dip. Medicina Specialistica e dei Trapianti-Ospedali Riuniti, Ber-
gamo

Dip. Immunologia e Clinica dei Trapianti - Ospedali Riuniti, Ber-
gamo

Lab. Genetica Medica A. O. Istituti Clinici di Perfezionamento,
Milano

Dip. Bioscienze - Universita degli Studi di Milano, Milano

Dip. Genetica e Microbiologia -Universita di Pavia, Pavia

Dip. Pediatria, Centro Fibrosi Cistica -Fondazione IRCCS, Policli-
nico Mangiagalli e Regina Elena, Milano

Lab. Microbiologia, Centro Fibrosi Cistica, Milano

Unita di Genomica per Diagnosi di Patologie Umane-Fondazio-
ne Centro San Raffaele, Milano

Istituto per le Tecnologie Biomediche, CNR, Segrate (Ml)

Lab. Ricerca Clinica -Istituto per la Ricerca Farmacologica “M.
Negri’, Milano

Dip. Chimica Organica ed Industriale, Universita di Milano

Dip. Scienze Molecolari Agroalimentari, Universita di Milano
Dip. Biotecnologie e Bioscienze - Universita Bicocca, Milano
Dipartimento di chirurgia e medicina interdisciplinare - Univer-
sita Bicocca, Milano

Div. Immunologia, Trapianti e Malattie infettive - Istituto “San
Raffaele”, Milano

Istituto di Ricerche Chimiche e Biochimiche, Istituto “G. Ronzo-
ni’, Milano

Dip. Biologia e Genetica per le Scienze Mediche, Universita de-
gli Studi di Milano

Lab. Biologia Clinica Molecolare e Citogenetica, Universita Vita-
Salute HSR, Milano

Unita Patogeni Batterici Emergenti, Div. di Immunologia, tra-
pianto e Malattie Infettive, Istituto Scientifico San Raffaele,
Milano

Centro Universitario di Statistica per le Scienze Biomediche,
Universita Vita-Salute San Raffaele Milano

Istituto Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Lab. for medical
research and consumer involvement

Dip. Medicina Clinica e Prevenzione, Universita Bicocca, Milano
Lab. Biochimica e Biologia Molecolare, Dip. Medicina, Ospedale
S. Paolo, Universita degli Studi di Milano

Dip. Scienze Farmacologiche, Universita degli Studi di Milano
Dip. Ingegneria Strutturale, Politecnico di Milano

Centro FC, Lab. Patologia Clinica, Fondazione IRCSS, Ca’ Gran-
da, Milano

Istituto europeo per la ricerca sulla fibrosi cistica (I.E.R.F.C.) Fon-
dazione ONLUS c/o HSR, Milano

Dip. Medicina Molecolare e Traslazionale, Universita di Brescia

Dip. Scienze della Salute, Facolta di Medicina, Universita di
Milano

International Center for the Assessment of Nutritional Status
(ICANS) - DeFENS Universita di Milano

Humanitas University, Rozzano, Milano

Computational Sciences, Chemical Core Technologies De-
partment, Nerviano Medical Sciences Srl, Nerviano, (M)

Dip. Biotecnologie Mediche e Medicina Traslazionale, Universi-
ta di Milano, Segrate (MI)

Dip. Biochimica Medica e Medicina Traslazionale, Universita di
Milano

Universita di Brescia, Ospedale dei Bambini, AO Spedali Civili,
Brescia

Dipartimento di Elettronica, Informazione e Bioingegneria,
Universita di Milano

U. O. di Chirurgia Toracica e Trapianto di Polmone, Universita
degli Studi di Milano, IRCCS Fondazione Ca> Granda Ospedale
Maggiore di Milano

Dip. di Biologia e Biotecnologia “Lazzaro Spallanzani”, Lab. Mi-
crobiologia molecolare, Universita degli Studi di Pavia

Istituto di Chimica del Riconoscimento Molecolare, CNR, Milano
Istituto di Genetica e Ricerca biomedicale, IRGB - CNR, Milano
Divisione Genetica e Biologia Cellulare, Unita dinamica della
cromatina, Ospedale San Raffaele, Milano

Politecnico di Milano, Dip. Elettronica, Informazione e Bioinge-
gneria

Dip. Psicologia, Universita Cattolica, Milano

MARCHE

Centro Fibrosi Cistica-Ospedale dei Bambini - Centro FC, An-
cona

Dipartimento di Scienze della Vita e dell’Ambiente, Universita
Politecnica delle Marche

Scuola di Bioscienze e Medicina Veterinaria, Universita di Ca-
merino

Dip. Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche, Universita di Ur-
bino

PIEMONTE

PU

Centro FC Adulti Divisione Malattie Respiratorie, Dip. di Scien-
ze Biologiche e Cliniche-Universita di Torino, Ospedale S. Luigi
Gonzaga, Orbassano (TO)

Dip. di Genetica, Biologia e Biochimica - Universita di Torino,
Torino

Dip. di Patologia Clinica, S.S. di Diagnostica Molecolare e Test
Genetici Integrati, Torino

Dip. Discipline medico chirurgiche, Sez. Anestesia e rianimazio-
ne, Univ. Torino

Dip. di Scienza e Tecnologia del Farmaco, Universita di Torino
Dip. di Scienze cliniche e biologiche, Universita di Torino
Centro di biotecnologia molecolare, Universita di Torino

Dip. di Biotecnologia Molecolare e Scienze della Salute, Univer-
sita di Torino

Dip. Scienze e Innovazione Tecnologica, Universita Piemonte
Orientale

GLIA

Dip. Fisiologia Generale ed Ambientatale - Universita di Bari,
Bari

Servizio Fibrosi Cistica-Ospedale di Cerignola, Cerignola

Dip. Scienze Biomediche - Universita di Foggia

Dipartimento di Pediatria - Policlinico - Universita di Bari
Istituto Biomembrane e Bioenergetica, CNR, Bari

SARDEGNA
- Dip. di Scienze biomediche e biotecnologie, Lab. Genetica Mole-

colare -Ospedale Reg. Microcitemie, Universita di Cagliari

- Dip. Tossicologia - Sez. Patologia e Oncologia Molecolare, Univer-

sita di Cagliari

SICILIA

Istituto di Biofisica-CNR, Palermo

Centro Fibrosi Cistica-Policlinico, Messina,

Centro Regionale FC-Ospedale dei Bambini “G. di Cristina’,
Palermo

Istituto per lo Studio dei Materiali Nanostrutturati, CNR, Palermo
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Dipartimento Scienze e Biotecnologie Molecolari e Biomoleco-
lari, Universita degli Studi di Palermo

Dipartimento di Biologia, Scienze Chimiche e Farmaceutiche e
Tecnologie -STEBICEF, Sez. di Biologia Cellulare, Universita de-
gli Studi di Palermo

Unita di Gastroenterologia Pediatrica e Fibrosi Cistica, AOU
Messina

TOSCANA

Dip. Biologia Animale e Genetica-Universita di Firenze, Firenze
Lab. Proteomica Funzionale, Dip. Biologia Molecolare -Univer-
sita di Pisa, Pisa

Dip. Pediatria-Centro Fibrosi Cistica - Ospedale Meyer, Firenze
Servizio Fibrosi Cistica-Ospedale di Livorno, Livorno

Dip. Patologia Sperimentale, Biotecnologie Mediche, Infettivo-
logia ed Epidemiologia -Universita di Pisa, Pisa

Unita Bioinformatica, Centro di Ricerche Chiron, Siena

Lab. Fisiologia Microbica e Biotecnologia, Dip. Biologia Moleco-
lare, Policlinico “Santa Maria alle Scotte”, Universita di Siena
Dipartimento Diagnostica di Laboratorio Servizio di Diagnosti-
ca Genetica- Azienda Ospedaliero Universitaria Careggi, Firenze
Dip. Biologia Molecolare, Sez. Chimica Biologica - Universita di
Siena

Dip. Biotecnologia, Chimica e Farmacia, Universita di Siena
Dip. Biotecnologie Mediche, Universita di Siena

Dip. Scienze Farmaceutiche, Universita degli Studi di Firenze
Dip. Biologia dell’'Evoluzione, Universita degli Studi di Firenze
Dip. Scienze Sanitarie, Unita di Farmacologia Clinica e Oncolo-
gica, Universita di Firenze

Dip. Ricerca Traslazionale NTMS - Lab. Patologia Generale, Uni-
versita di Pisa

Dip. di Scienze della Salute, Universita degli Studi di Firenze
Unita Infezione e Malattie Tropicali, Azienda Ospedaliero-Uni-
versitaria Careggqi, Firenze

TRENTINO-ALTO ADIGE

CIBIO - Centre for Integrative Biology, Universita di Trento
CIBIO - Centre for Integrative Biology, Universita di Trento,
Computational Metagenomics Lab

Istituto di Biofisica, CNR, Trento

UMBRIA

Dipart. Medicina Interna - Sez. Biochimica Applicata e Scienze
Nutrizionali - Universita degli Studi di Perugia

Dipart. Medicina Sperimentale e Scienze Biomediche - Univer-
sita degli Studi di Perugia

Dip. Medicina Sperimentale e Scienze Biomediche, Universita
degli Studi di Perugia

Dip. Biotecnologie, Universita degli Studi di Siena
Dipartimento Scienze Farmaceutiche, Universita degli Studi di
Perugia

VENETO

Medicina Interna, Universita degli Studi di Verona, Verona
Istituto Veneto Medicina Molecolare, Padova

Servizio Clinico di Genetica e Screening neonatale, Centro Fibrosi
Cistica, Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata, Verona

Dip. di Patologia, Sezione immunologia, Universita degli Studi
diVerona, Verona

Sezione di Anatomia ed Istologia, Dip. di Scienze Morfologico-
Biomediche, Universita degli Studi di Verona, Verona

Lab. Patologia Molecolare, Azienda Ospedaliera Universitaria
Integrata, Verona

Centro Fibrosi Cistica, Azienda Ospedaliera Universitaria Inte-
grata, Verona

Dip. Scienze della Vita e della Riproduzione, Sezione di Biologia
e Genetica, Universita degli Studi di Verona

Dip. Scienze Biomediche e Chirurgiche, Divisione di Nefrologia
-Universita degli Studi di Verona, Verona

Dip. di Patologia e Diagnostica - Patologia Generale - Universita
degli Studi di Verona, Verona

Dip. di Patologia e Diagnostica, Universita di Verona, Lab. di
Traffico Cellulare e Trasduzione del segnale

Lab. di Microbiologia, Azienda Ospedaliera Universitaria di, Verona
Facolta di Scienze della Formazione, Universita degli Studi di
Verona, Verona

Dip. Scienza e Tecnologia del Farmaco, Universita degli Studi di
Verona, Verona

Dip. Scienze del Farmaco, Universita degli Studi di Padova

Dip. Scienze Biomediche, Universita degli Studi di Padova

Dip. Scienze Neurologiche e del Movimento, Universita degli
Studi di Verona

Servizio fibrosi cistica, Ospedale Ca’ Foncello, Treviso

Istituto di Clinica Pediatrica, AO e Universita degli studi Padova
Istituto di Ingegneria Biomedica, ISIB-CNR, Padova

Dip. di Diagnosi e Salute Pubblica, Sezione di Microbiologia,
Universita di Verona

Dipartimento di Medicina Molecolare, Universita degli Studi di
Padova

Dipartimento di Informatica, Universita degli Studi di Verona
Universita degli Studi di Verona, Dip. Medicina, Unita di Gastro-
enterologia

Dip. Scienze Farmaceutiche e Farmacologiche, Universita degli
Studi di Padova

Dip. Scienze Cardiologiche, Toraciche e Vascolari, Div. Chirurgia
toracica, AOU Padova

EUROPE

BELGIUM

Dept. of Clinical Chemistry, Catholic University of Louvain - St.
Luc University Hospital, Louvain

Louvain Centre for Toxicology and Applied Pharmachology
(LTAP), Université Catholique de Louvain, Brussels

Lab. of Molecular Bacteriology ULB, Faculty of Medecine, Brux-
elles

Lab. for Molecular Virology & Gene Therapy, Center for Molecu-
lar Medicine, Faculty of Medicine, KU Leuven

FRANCE

Institute of Cell Physiology and Biology, University of Poitiers
Pediatric Cystic Fibrosis Center of Trousseau Hospital - Inserm
U938/ UPMC, Paris

Centre de Recherche des Cordeliers, Paris, INSERM U1138
Necker-Enfants Malades Hospital, AP-HP Laboratory of General
Biochemistry, Paris

Hépital Cochin, Paris

St-Antoine Research Center, Inserm, Paris

GERMANY

Institute of Medical Microbiolgy and Hygiene, University of
Tubingen

Institute fur Medizinische Mikrobiologie, Univeristats Klinikum,
Munster

Molecular Mycobacteriology, Research Center Borstel

Institute of Physiology |, Life & Brain Center, University of Bonn
Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians Universitdt, Miinchen

IRELAND

Queen’s University Belfast, Respiratory Medicine Research Group,
Belfast

SWITZERLAND

Dept. of Pediatrics, University Hospital and Faculty of Medecine,
Geneva
Polyphor Ltd, Switzerland, Geneva

THE NETHERLANDS

Dept. Gastroenterology & Hepatology, Erasmus University
Medical Center, Rotterdam

UNITED KINGDOM

Dept. of Respiratory Medicine, Freeman Hospital, The Medical
School University of Newcastle

School of Biological Science, University of Liverpool

Division of Pharmacology, Pharmacy and Biomedical Science,
University of Portsmouth

Epithelial Research Group, Institute for Cell and Molecular
Biosciences, University Medical School, Newcastle University,
Newcastle upon Tyne

Faculty of Life Sciences, University of Manchester, Manchester



OUTSIDE EUROPE

CANADA

Dept. of Microbiology and Immunology, University of Western
Ontario, London, Ontario, Canada

ISRAEL

Schulich Faculty of Chemistry Technion - Israel Institute of
Technology, Haifa

Dept. of Biological Chemistry, The Weizmann Institute of Science,
Haifa

Clinical Microbiology and Immunology, Tel Aviv University
Department of Clinical Microbiology and Immunology, Sackler
Faculty of Medicine, Tel Aviv University,

UNITED STATES

Dept. Pediatrics, Respiratory Medicine, Yale University School of
Medicine, USA

Department of Environmental
University of Pittsburgh, USA
University of South Alabama College of Medicine, Department of
Biochemistry & Molecular Biology, Mobile

Marsico Lung Institute/Cystic Fibrosis Research Center, University
of North Carolina at Chapel Hill

and Occupational Health,
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ASIA

Hong Kong

Dennis Lo Yuk Ming
India

Vikas Gautam

Amit Misra
Israel

Batsheva Kerem

Orit Reish

Hanoch Senderowitz
Turchia

Duygu Gozen
Japan

Hiroshi Kubo

AUSTRALIA

Scott Bell
Margaret Cooley
Martin Delatycki
Tim Kidd
Manohar Garg
Allan Glanville
John Massie
John Mattick
David Reid

Louis Rendina
Tony Velkov
Cynthia Withchurch

EUROPE

Austria
Thomas Eiwegger
Peter Jacksch
Robert Knobler
Belgium
Karim Amighi
Gilles Brackman
Jean Jacques Cassiman
Tom Coenye
Pierre Cornelis
Aurélie Crabbé
Harry Cuppens
Christiane De Boeck
Ingeborg Liebaers
Savvas Savvides
Peter Vandamme
Czech Republic
Jan Krejsek
Denmark
Thomas Bjarnsholt
Oana Ciofu
Niels Hojby
Christian Koch
Marie Johannesson
Jette Elisabeth Kristiansen
Segren Molin
Peter E. Nielsen
France
Emmanuel Andres
Frederic Becq
Frank Brouillard
Mireille Claustres
Christelle Coraux
Laurent Debarbieux
Laurence Delhaes
Isabelle Durieu
Alexander Edelman
Brigitte Fauroux

Appendix 3
International Reviewers of FFC Projects (2002-2019)

Claude Ferec
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Appendix 4

2002-2019 FFC Projects: funding and publications
Progetti FFC 2002-2019: finanziamento e pubblicazioni

FFC Funding by Research Areas and Facilities
(2002-2019)
Total Funding: € 27.920.349
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Appendix 6

FFC projects (2017-2019) presented at the Convention
and adopted by FFC Supporters

Progetti FFC (2017-2019) presentati alla Convention e adottati da Sostenitori FFC

Progetto strategico FFC/TFCF - Task Force for Cystic Fibrosis
Responsabile: Luis Galietta (Lab. Genetica Molecolare, Istituto G.
Gaslini, Genova)

Costo complessivo: € 1.250.000

Fase 1: € 200.000. Adottato parzialmente da: Energy T.I. Group
S.p.A. Milano (€ 100.000), LIFC Associazione Siciliana Onlus in
ricordo di Davide Radicello (€ 20.000), Danone SpA (€ 50.000).

Fase 2: € 370.000. Adottato parzialmente da: Amici per la Ricerca
Loifur srl (€ 35.000), Famiglia per la Ricerca FC (€ 40.000), Fonda-
zione Corrado e Bruno Maria Zaini (€ 35.000)

Fase 3:€680.000. Adottato parzialmente da: Dekra SpA (€ 25.000),
Fondazione Corrado e Bruno Maria Zaini (€ 35.000), Brandart
(€ 10.000), Rortos srl (€ 10.000), Piazzalunga srl (€ 10.000), even-
to “Uno swing per la ricerca” promosso dalla Delegazione FFC
di Villa d’Alme (€ 24.600), quota parziale Cinque per mille 2014
(€ 130.000), Bike Tour 2016 (€ 55.000), eventi “La notte dei sapori
2” e “FFC Golf Cup 2016” (€ 20.000), Gruppo Aziende Nordest, De-
legazioni FFC di Vicenza e di Verona Val d’Alpone (€ 15.000), Nu-
mero Solidale Natale 2016 (€ 17.151), Campagna di Natale FFC
2016 (€50.000), Saint Gobain (€ 8.000), SLF Abrasivi srl (€ 10.000),
Famiglia per la ricerca (€ 30.000), “Amici per la ricerca” Bassa-
no del Grappa (€ 27.000), Loifur (€ 10.000), Mevis spa (€ 10.000),
Amici della ricerca di Milano (€ 12.000), Evento “Dai respiro alla
Ricerca’; Delegazione FFC di Palermo (€ 20.000), Fondazione Me-
diolanum (€ 40.900), Evento “Guardare lontano’, Delegazione
FFC di Milano (€ 15.000), Project Hope Rosa Pastena (€ 21.000),
Lega Italiana Fibrosi Cistica di Messina - Dinner Claudio Miceli
(€ 23.000), #CorrerePerUnRespiro (€ 15.000), Imprese straordina-
rie - Milano per la Ricerca (€ 17.000), Trofeo Neurone (€ 16.500)

Extension e fase preclinica

Responsabile: Tiziano Bandiera (Dip.to Drug Discovery, Istituto
Italiano Tecnologia, IIT, Genova)

Partner: Nicoletta Pedemonte (Lab. Genetica Molecolare, Istituto
G. Gaslini, Genova); Principale consulente esterno: Luis Galietta
(Telethon Institute of Genetics and Medicine - TIGEM, Napoli)
Costo: € 2.000.000. Adottato parzialmente da: Evento “Mara-
fibrositona 2017” promosso dalla Delegazione FFC di Como
Dongo (€ 56.000), Il cuore degli amici di Bergamo (€ 40.000),
Piazzalunga srl (€ 10.000), Quota parziale Cinque per mille red-
diti 2016 (€ 146.400), Dondup (€ 10.000), Fondazione Bruno
Maria Zaini (€ 35.000), Marcella e Lorenzo Turazza (€ 22.000),
Donazioni Campagna di Pasqua 2017 finalizzate Task Force (€
50.000), “Dai energia alla ricerca” (€ 100.000), Lascito Famiglia
Scarpa (€ 20.000), Evento “Insieme per donarti un respiro” 4° ed.
promosso dalla Delegazione FFC di Vittoria Ragusa (€ 10.000),
Evento “Artisti per un respiro” 4° ed. promosso dalla Delegazione
FFC di Catania Mascalucia (€ 10.000), “Alla ricerca di un sorriso
6” promosso da Gruppo di Sostegno FFC di Seregno (€ 25.000),
SEl Toscana (€ 12.000), Saint Gobain (€ 10.000), Amici per la Ri-
cerca di Bassano (€ 31.500), Loifur (€ 20.000), Latteria Montello
(€ 15.000), Ma.Gia srl (€ 10.000), Progetto “Tredici/43” promos-
so dalla Delegazione FFC di Vicenza (€ 50.000), Proventi libro
“Smeraldi a colazione” - 2017 (€ 20.000), #CorrerePerUnRespi-
ro 2018 (€ 20.000), Metropole (€ 21.000), Famiglia Calabrese De
Feo (€ 20.000), Bike Tour FFC 2017 (€ 47.000), Sfoglia Torino srl
(€ 20.000), Evento “Verdi legge Verdi’; omaggio a Marta Marzotto
(€ 11.000), Amici della ricerca di Milano (€ 20.000), “In ricordo di
Dani Copes”. Raccolta fondi promossa dall’Associazione Trenti-
na Fibrosi Cistica — Onlus (€ 10.000), Quota parziale Campagna
Nazionale FFC 2017 (€ 50.000), Numero Solidale 2017 (€ 17.471),

Quota parziale Campagna di Natale FFC 2017 (€ 100.000), “La
Camminata del Respiro” e altri eventi promossi dalla Delegazio-
ne Sondrio Valchiavenna (€ 30.000), Quota parziale Campagna
di Pasqua FFC 2018 (€ 25.000); “Project Hope - Rosa Pastena” (€
35.000), Wind Tre in ricordo di Francesca Cascone (€ 10.000), Quo-
ta parziale “Marafibrositona 2018” promosso dalla Delegazione
FFC di Como Dongo (€ 63.200), Quota parziale Campagna Nazio-
nale FFC 2018 (€ 50.000), Bike Tour FFC 2018 (€ 50.000), Numero
Solidale 2018 (€ 12.370), “Together for life” (€ 91.000), Asta UK-
Italy Business Boost 2018 (€ 31.300), Castelli 24 H Feltre 2018 (€
8.250), “Un calcio ai 60” (€ 11.300), Amici della ricerca Bassano
2018 (€ 24.000), Brandart (€ 10.000), Bricoman (€ 15.000), Quo-
ta parziale Campagna di Pasqua FFC 2019 (€ 25.000), Quota
parziale “Marafibrositona 2019” promossa dalla Delegazione
FFC di Como Dongo (€ 100.000), “Aziende per Task Force’, rac-
colta promossa da Delegazione FFC di Verona Val d’Alpone (€
20.000), Lega Italiana Fibrosi Cistica di Messina - Fund Raising
Dinner Claudio Miceli (€ 15.000), Fibrosirun 2019 (€ 21.000), Gua-
dagnin Srl (€ 10.000), Evento “Un respiro sotto le stelle” promos-
so dal Gruppo di sostegno FFC di Crevalcore Bologna (€ 12.000).
Adottabile per € 291.209

FFC#12/2016

Proprieta del muco delle vie aeree in fibrosi cistica: modifiche
dovute a cambiamenti nell’attivita di CFTR e dopo l'applicazio-
ne di bicarbonato

Responsabile: Loretta Ferrera (U.O.C. Genetica Medica, Istituto
Giannina Gaslini, Genova)

Costo: € 45.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Geno-
va (€ 15.000), Delegazione FFC di Pomezia Roma (€ 15.000), Dele-
gazione FFC di Massafra con Delegazione FFC di Taranto e Gruppo
di Sostegno FFC di Alberobello (€ 15.000)

FFC#1/2017

SpliceFix: riparare difetti di splicing del gene CFTR tramite tec-
nologia CRISPR/Cas9

Responsabile: Anna Cereseto (Centro per la Biologia Integrata - Cl-
BIO, Universita degli Studi di Trento)

Costo: € 90.000. Adottato totalmente da: Associazione Trenti-
na Fibrosi Cistica in ricordo di Maria Cainelli e Romana Petrolli
(€ 10.000), Delegazione FFC di Imola e Romagna (€ 40.000), De-
legazione FFC di Alberobello (€ 25.000) Delegazione FFC di Lucca
(€ 15.000)

FCC#2/2017

Identificazione di deubiquitinasi e ubiquitina-ligasi che influen-
zano la correzione della proteina CFTR mutata

Responsabile: Luis Galietta (Istituto Telethon di Genetica e Medi-
cina - TIGEM, Napoli)

Costo: € 90.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Bolo-
gna (€ 80.000), Delegazione FFC di Ferrara (€ 10.000)

FFC#3/2017

Ottimizzazione di una nuova molecola per il superamento del-
le mutazioni di stop e il recupero della proteina CFTR in cellule
umane FC

Responsabile: Laura Lentini (Dipartimento di Scienze e Tecnologie
Biologiche Chimiche e Farmaceutiche, Sez. Biologia Cellulare, Uni-
versita degli Studi di Palermo)

Costo: € 57.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Pa-
lermo (€ 19.000), Delegazione FFC di Vittoria, Ragusa e Siracusa
(€ 19.000), Delegazione FFC di Catania Mascalucia (€ 19.000)



FFC#4/2017

Caratterizzazione di nuovi modelli animali che rispecchiano la
complessita della malattia fibrosi cistica

Responsabile: Nicola Ivan Loré (Unita di Infezioni e Fibrosi cistica,
Divisione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Ospedale
San Raffaele, Milano)

Costo: € 92.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Milano

FFC#8/2017

Un nuovo modello di fibrosi cistica in chip microfluidico per lo
studio dei meccanismi patogenetici e la valutazione di strate-
gie terapeutiche

Responsabile: Paolo Netti (Centro per Biomateriali avanzati per la
Sanita - CRIB, Istituto Italiano di Tecnologia, Napoli)

Costo: € 75.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Na-
poli San Giuseppe Vesuviano (€ 8.000) Delegazione FFC di Cosen-
za Sud (€ 8.000), Delegazione FFC di Valle Scrivia Alessandria (€
8.000), Delegazione FFC di Foggia (€ 8.000), Gruppo di Sostegno
FFC di Genova “Mamme per la ricerca” (€ 19.000), Con Cecilia
amici della ricerca (€ 16.000), Gruppo di Sostegno FFC di Reggello
Firenze (€ 8.000)

FFC#9/2017

Gli inibitori di RNF5 quali potenziali farmaci per il difetto di
base in fibrosi cistica

Responsabile: Nicoletta Pedemonte (Istituto G. Gaslini, U.O.C. Ge-
netica Medica, Genova)

Costo: € 90.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Geno-
va e Gruppo di Sostegno FFC di Savona Spotorno (€ 50.000), “Un
fiore per Valeria” Assemini — Cagliari (€ 8.000), Gruppo di Soste-
gno FFC di Vigevano (€ 15.000), Delegazione FFC della Valdadige
(€ 8.000), Delegazione FFC di Lodi (€ 9.000)

FFC#13/2017

Ruolo degli antibiotici nell'induzione di forme vitali ma non
coltivabili (potenziali responsabili del fallimento della terapia)
di Pseudomonas aeruginosa in modelli di biofilm in vitro
Responsabile: Francesca Biavasco (Dipartimento di Scienze
della Vita e dellAmbiente, Universita Politecnica delle Marche)
Costo: € 27.000. Adottato totalmente da: Lifc Toscana Onlus

FFC#19/2017

Un’analisi metagenomica longitudinale per scoprire le firme
microbiche della malattia polmonare FC: verso la comprensio-
ne della complessita delle interazioni ospite-microbiota negli
esseri umani e in modelli animali

Responsabile: Annamaria Bevivino (ENEA, Divisione Biotecnologie e
Agroindustria, Lab. Sostenibilita, Qualita e Sicurezza delle Produzioni
Agroalimentari, Centro Ricerche Casaccia, Roma)

Costo: € 60.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC Lago di Garda

FFC#21/2017

Studio degli effetti antinfiammatori degli inibitori di metallo-
proteasi llomastat e Marimastat in topi CFTR-knockout con infe-
zione da P. aeruginosa tramite tecniche di in vivo imaging
Responsabile: Federico Boschi (Dipartimento di Informatica, Uni-
versita degli Studi di Verona)

Costo: € 45.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Boschi
Sant’Anna Minerbe “Alla fine esce sempre il sole” (€ 30.000), Dele-
gazione FFC di Massafra (€ 15.000)

FFC#24/2017

Fotoferesi extracorporea come terapia d'induzione per preve-
nire il rigetto acuto in pazienti affetti da fibrosi cistica e trapian-
tati di polmone

Responsabile: Mario Nosotti (Universita degli Studi di Milano,
IRCCS Fondazione Ca’ Granda Ospedale Maggiore di Milano, U. O.
di Chirurgia Toracica e Trapianto di Polmone)

Costo: € 110.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di
Como Dongo (€ 65.000), Delegazione FFC di Belluno con Roccia-
tori Fonzaso (€ 35.000), Delegazione FFC di Pesaro con il Gruppo
di Sostegno FFC di Fidenza (€ 10.000)

FFC#1/2018

Nuovi bersagli per il trattamento della FC dall’analisi approfon-
dita del proteoma F508del-CFTR

Responsabile: Andrea Armirotti (Analytical Chemistry Facility,
Fondazione Istituto Italiano di Tecnologia, Genova)

Costo: € 44.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Geno-
va e Gruppo di Sostegno FFC di Savona Spotorno

FFC#2/2018

Stabilizzazione della F508del-CFTR sulla membrana mediante
ganglioside GM1

Responsabile: Massimo Aureli (Dip. Biotecnologie mediche e Me-
dicina translazionale, Universita di Milano)

Costo: € 78.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Cuneo
Alba

FFC#3/2018

Analisi del meccanismo d’azione dei correttori della proteina
CFTR

Responsabile: Debora Baroni (Istituto di Biofisica, CNR, Genova)
Costo: € 50.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC Valle
Scrivia Alessandria (€ 8.000), Gruppo di Sostegno FFC di Genova
“Mamme per la Ricerca” (€ 42.000)

FFC#4/2018

Verso l'identificazione di nuovi correttori basati su sistemi ete-
rociclici azotati

Responsabile: Paola Barraja (Universita degli Studi di Palermo,
Dip. di Scienze e Tecnologie Biologiche, Chimiche e Farmaceuti-
che - STEBICEF, Lab. Sintesi degli Eteroclicli)

Costo: € 82.000. Adottato totalmente da: Associazione Trentina
Fibrosi Cistica in ricordo di Fabiola Menguzzo (€ 20.000), Delega-
zione FFC di Vercelli (€ 30.000), Gruppo di Sostegno FFC di Acqui
Terme (€ 16.000), Gruppo di Sostegno FFC di Nichelino (€ 16.000)

FFC#5/2018

Correzione di mutazioni stop del gene CFTR mediante modifica
(editing) del’'RNA messaggero

Responsabile: Aldo Di Leonardo (Universita degli Studi di Paler-
mo, Dip. di Scienze e Tecnologie Biologiche, Chimiche e Farma-
ceutiche - STEBICEF)

Cost0:€21.000.Adottatototalmenteda: DelegazioneFFCdiPalermo

FFC#6/2018

Organoidi intestinali per la valutazione e la correzione farmaco-
logica di anomalie nel trasporto di fluidi e correnti anioniche in
pazienti affetti da pancreatite

Responsabile: Luca Frulloni (Universita degli Studi di Verona, Dip.
Medicina, Unita di Gastroenterologia)

Costo: € 81.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Taran-
to Massafra (€ 15.000), Delegazione FFC Cosenza Sud (€ 8.000),
Guadagnin SRL (€ 8.000), Delegazione FFC della Valpolicella
(€ 50.000)

FFC#7/2018

Caratterizzazione della rete dei fattori di trascrizione microRNA
in fibrosi cistica: dalla“terapia microRNA” alla medicina di preci-
sione (CF-miRNA-THER)

Responsabile: Roberto Gambari (Universita degli Studi di Ferrara,
Dip. di Scienze della Vita e Biotecnologia, Sez. Biochimica e Biolo-
gia molecolare)

Costo: € 76.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Vige-
vano (€ 39.000), Delegazione FFC di Verbania e V.C.O. (€ 20.000),
Delegazione FFC di Como Dongo (€ 17.000)

FFC#8/2018

Caratterizzazione dettagliata dei meccanismi molecolari di re-
golazione del CFTR da parte di PI3Ky

Responsabile: Emilio Hirsch (Universita degli Studi di Torino, Dip.
Biotecnologia molecolare e Scienze per la Salute, Centro di Biotec-
nologia Molecolare)
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Costo: € 98.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Ve-
rona (€ 30.000), Delegazione FFC di Sondrio Valchiavenna (€
20.000), Delegazione FFC di Lecco Valsassina (€ 48.000)

FFC#9/2018

Studio del potenziale terapeutico di una DNasi polmonare ad
azione prolungata per il trattamento della fibrosi cistica
Responsabile: Gianfranco Pasut (Universita degli Studi di Padova,
Dip. Scienze Farmaceutiche e Farmacologiche)

Costo: € 40.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Imo-
la e Romagna

FFC#10/2018

Capire il meccanismo d’azione dell’inibitore della TG2, cistea-
mina, sulla fibrosi cistica

Responsabile: Mauro Piacentini (Universita Roma Tor Vergata,
Dip. Biologia)

Costo: € 40.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Na-
poli San Giuseppe Vesuviano (€ 20.000), Associazione “Gli amici
della Ritty” Casnigo (€ 20.000)

FFC#11/2018

Riposizionamento del farmaco, studi computazionali, risonan-
za plasmonica di superficie e saggi biologici con culture cellula-
ri: un approccio multidisciplinare per l'identificazione di nuovi
farmaci ad azione correttiva su CFTR

Responsabile: Marco Rusnati (Universita degli Studi di Brescia, Dip.
Medicina Molecolare e Traslazionale, Sez. Oncologia e Immunologia)
Costo: € 39.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Torino

FFC#12/2018

Generazione di colture di cellule staminali delle vie aeree con-
dizionalmente riprogrammate dall’epitelio nasale di pazienti
con fibrosi cistica: valutazione della risposta a farmaci modula-
tori del CFTR e correlazione con il profilo genetico (theratyping)
eripristino della funzione del CFTR mediante approcci di modi-
ficazione genica

Responsabile: Adriana Eramo (Dip. Oncologia e Medicina Mole-
colare, Istituto Superiore di Sanita)

Costo: € 71.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Ce-
cina e Rosignano (€ 40.000), Delegazione FFC di Alberobello
(€31.000)

FFC#13/2018

Analisi di organoidi intestinali per la predizione della risposta a
potenziatori e correttori di CFTR utilizzati in clinica
Responsabile: Claudio Sorio (Universita degli Studi di Verona,
Dip. di Medicina)

Costo: € 36.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Tra-
date Gallarate

FFC#14/2018

Studio ex vivo della risposta mediata dagli interferoni tipo | e
lll ed interazioni virus-batteri nei pazienti con fibrosi cistica: un
nuovo approccio per lo sviluppo di strategie terapeutiche al-
ternative

Responsabile: Guido Antonelli (Dip. Medicina Molecolare, Lab.
Virologia, La Sapienza Roma; Unita di Microbiologia e Virologia,
Policlinico Umberto 1)

Costo: € 70.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC del
Lago di Garda

FFC#15/2018

Effetti non CFTR-dipendenti dei modulatori di CFTR in modelli
preclinici di infezione polmonare

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

Costo: € 98.000. Adottato totalmente da: Gruppo di Sostegno FFC
di Morbegno (€ 35.000), Delegazione FFC di Milano (€ 63.000)

FFC#16/2018

Studio preclinico in vivo di un approccio immunoterapico basa-
to su liposomi bioattivi per il controllo dell'infezione causata da
Mycobacterium abscessus

Responsabile: Daniela Maria Cirillo (Unita patogeni batterici
emergenti, Div. di immunologia, trapianti e malattie infettive, Isti-
tuto San Raffaele Milano)

Costo: € 80.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Vit-
toria Ragusa e Siracusa (€ 40.000), Delegazione FFC di Catania
Mascalucia (€ 40.000)

FFC#17/2018

Vecchi farmaci con una nuova attivita antivirulenza contro
Pseudomonas aeruginosa

Responsabile: Livia Leoni (Universita Roma Tre, Dip. Scienze, Lab.
Microbiologie dei microrganismi)

Costo: € 31.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Sas-
sari con Gruppo di Sostegno FFC di Siniscola Nuoro

FFC#18/2018

Efficacia in vitro e in vivo di un peptidomimetico antimicrobico e
antibiofilm contro patogeni polmonari rilevanti nella fibrosi cistica
Responsabile: Eugenio Notomista (Universita degli Studi di Na-
poli Federico ll, Dip. di Biologia)

Costo: € 70.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Imola
e Romagna

FFC#19/2018

Nuove armi contro Mycobacterium abscessus e altri micobatteri
non tubercolari

Responsabile: Maria Rosalia Pasca (Universita degli Studi di Pavia,
Dip. di Biologia e Biotecnologia Lazzaro Spallanzani, Lab. Micro-
biologia molecolare)

Costo: € 58.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Ascoli
Piceno (€ 20.000), Delegazione FFC di Novara (€ 12.000), Delega-
zione FFC di Brindisi Torre (€ 26.000).

FFC#20/2018

Nanoparticelle biocompatibili ed inalabili funzionalizzate con
peptidi antimicrobici per contrastare la formazione di biofilm e
I'antibiotico resistenza: verso una nuova potenziale terapia per
le infezioni correlate alla FC

Responsabile: Maurizio Sanguinetti (Divisione Microbiologia cli-
nica, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma)

Costo: € 50.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Sassa-
ri Castelsardo e Gruppo di Sostegno FFC di Siniscola

FFC#21/2018

Studio su Timosina alfa 1 nella fibrosi cistica

Responsabile: Marina Maria Bellet (Universita degli Studi di Peru-
gia, Dip. Medicina Sperimentale)

Costo: € 40.000. Adottato totalmente da: Latteria Montello
(€ 15.000), Delegazione FFC di San Giuseppe Vesuviano

(€ 13.000), Con Cecilia amici della ricerca (€ 12.000).

FFC#22/2018

Efficacia in modelli preclinici di fibrosi cistica di una molecola
gia nota e riscoperta come inibitore di HMGB1

Responsabile: Marco Emilio Bianchi (Div. Genetica e Biologia
Cellulare, Unita dinamica della cromatina, Ospedale San Raffaele,
Milano)

Costo: € 65.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Pesaro

FFC#23/2018

Studio di trattamenti antinflammatori per la patologia polmonare
della fibrosi cistica, in modelli murini di infezione delle vie aeree
Responsabile: Maria Cristina Dechecchi (Dip. Patologia e Diagno-
stica, Lab. Patologia Molecolare, AOUI Verona)

Costo: € 50.000. Adottato totalmente da: Emanuela Cricri e amici
dellaricerca (€ 10.000), Delegazione FFC di Villa d’Almé - Bergamo
(€ 15.000), Gruppo di Sostegno FFC di Magenta (€ 10.000), Dona-
zione privata (€ 15.000)



FFC#24/2018

Uso e sviluppo di derivati indolici, quali attivatori del recettore
AhR, per via inalatoria nella fibrosi cistica

Responsabile: Luigina Romani (Universita degli Studi di Perugia,
Dip. Medicina Sperimentale)

Costo: € 60.000. Adottato totalmente da: Gruppo di Sostegno FFC
di Saviano (€ 40.000), Gruppo di sostegno di Martinsicuro — Tera-
mo (€ 12.000), lacomini Anna (€ 8.000).

FFC#25/2018

Veicolazione polmonare di siRNA nel trattamento dell'infiam-
mazione polmonare in fibrosi cistica: potenziale terapeutico di
nanoparticelle ibride a base di lipidi e polimeri

Responsabile: Francesca Ungaro (Universita degli Studi di Napoli
Federico ll, Dip. Farmacia)

Costo: € 35.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Mon-
tebelluna

FFC#26/2018

Malattia polmonare da Aspergillus nei pazienti affetti da fibrosi
cistica: studio multicentrico osservazionale prospettico basato
sull'utilizzo di nuovi test diagnostici per valutare il ruolo pro-
gnostico sulla malattia polmonare dei pazienti con FC
Responsabile: Alessandro Bartoloni (Unita Infezione e Malattie
Tropicali, Azienda Ospedaliero-Universitaria Careggi, Firenze)
Costo: € 75.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC Valle
Scrivia Alessandria (€ 8.000), Delegazione FFC Como Dongo (€
25.000), Delegazione FFC di Fermo (€ 8.000), Delegazione FFC di
Catania Paterno (€ 10.000), Gruppo di Sostegno FFC di Casarile
Milano (€ 24.000)

FFC#27/2018

La risonanza magnetica multivolume come tecnica di imaging
non ionizzante nella sorveglianza dei pazienti con fibrosi cisti-
ca sottoposti a trapianto di polmone

Responsabile: Alessandro Palleschi (Fondazione IRCCS Ca’ Gran-
da - Ospedale Maggiore Policlinico, Milano)

Costo: € 40.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Como
Dongo

FFC#28/2018

Identificazione di biomarcatori molecolari precoci del rigetto
acuto e cronico nei pazienti con fibrosi cistica sottoposti a tra-
pianto polmonare mediante |'uso delle tecnologie omiche
Responsabile: Federico Rea (Dip. Scienze Cardiologiche, Toraci-
che e Vascolari, Div. Chirurgia toracica, AOU Padova)

Costo: € 35.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Bo-
schi Sant’Anna Minerbe

FFC#29/2018

Identificazione e validazione dell’analisi di microvescicole cir-
colanti come un nuovo metodo ex vivo per monitorare la fibrosi
cistica

Responsabile: Mario Romano (Dip. Scienze Mediche, Orali e Bio-
tecnologiche, Lab. Medicina Molecolare, CeSIMeT Universita
Chieti-Pescara)

Costo: € 55.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Fran-
ciacorta

FFC#30/2018

Cystic fibrosis screen positive inconclusive diagnosis (CFSPID):
studio osservazionale multicentrico per valutare prevalenza,
dati clinici, gestione ed outcomes in 6 centri italiani di riferi-
mento regionale

Responsabile: Vito Terlizzi (Centro FC, AOUA. Meyer, Firenze)
Costo: € 42.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Siena
(€ 25.000), Delegazione FFC di Monterotondo Roma (€ 9.000), De-
legazione FFC di Olbia (€ 8.000)

FFC#1/2019
Scoprire nuovi bersagli intracellulari per il trattamento farma-
cologico di CFTR-F508del

Responsabile: Andrea Armirotti (Istituto Italiano di Tecnologia,
Chimica Analitica e Farmacologia in vivo - Genova)

Costo: € 55.000. Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC
di Nichelino (€ 20.000), Delegazione di Prato (€ 8.000), Delegazio-
ne di Rovigo (€ 19.000), Amici della Ritty (€ 8.000)

FFC#2/2019

Correlare muco-microbiota-genotipo per definire nuovi model-
li animali di fibrosi cistica

Responsabile: Alessandra Bragonzi (Unita Infezioni e Fibrosi cisti-
ca, Divisione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Istitu-
to Scientifico San Raffaele, Milano

Costo: € 120.000. Adottato parzialmente da: Delegazione FFC
di Pavia (€ 20.000), Delegazione FFC di Bergamo Villa D’Almé
(€ 10.000), Delegazione FFC di Bovolone (€ 8.000).

Adottabile per € 82.000

FFC#3/2019

Sfruttare la tecnologia CRISPR/Cas9 per neutralizzare il difetto
CFTR-F508del

Responsabile: Anna Cereseto (Universita di Trento, CIBIO-Labo-
ratorio di Virologia Molecolare)

Costo: € 120.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di
Vercelli (€ 30.000), Delegazione FFC di Verona Val d’Alpone
(€ 60.000), Associazione Trentina Fibrosi Cistica in ricordo di Mar-
co Menegus (€ 20.000), Delegazione FFC di Olbia (€ 10.000).

FFC#4/2019

Ripristino della proteostasi difettiva in fibrosi cistica: nuove
strategie per il recupero di CFTR-F508del

Responsabile: Giorgio Cozza (Universita di Padova, Dip. di Medici-
na Molecolare, Sez. Chimica Biologica)

Costo: € 95.000. Adottato totalmente da: Lega Italiana Fibrosi Cisti-
ca Onlus (€ 10.000), Delegazione FFC di Lucca (€ 20.000), Delega-
zione FFC di Manciano Grosseto (€ 12.000), Delegazione di Cecina
(€ 35.000), Delegazione di Taranto Massafra (€ 18.000)

FFC#5/2019

Utilizzo di piccole molecole che modulano lo splicing di CFTR
come nuovi farmaci amplificatori

Responsabile: Stefano Duga (Universita Humanitas, Genetica Me-
dica e Biologia dell'RNA, Rozzano, Milano)

Costo: € 60.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Acqui
Terme in memoria di Maurizio Zunino ed Emilia Mela (€ 25.000),
Delegazione FFC di Boschi Sant’Anna Minerbe (€ 35.000)

FFC#6/2019

Identificazione di deubiquitinasi e ubiquitina-ligasi che influen-
zano la correzione della proteina CFTR mutata

Responsabile: Luis Galietta (Istituto Telethon di Genetica e Medi-
cina - TIGEM, Pozzuoli, Napoli

Costo: € 120.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Alba
Cuneo

FFC#7/2019

Il segnale transmembrana di regolazione della proteostasi e
della inflammazione come bersaglio farmacologico per la cor-
rezione della proteina CFTR difettosa nella fibrosi cistica
Responsabile: Alberto Luini (Istituto di Biochimica delle Proteine,
Dip. Scienze Biomediche CNR, Napoli)

Costo: € 60.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di
Palermo

FFC#8/2019

Peptidi antimicrobici da pelle di anfibio per il trattamento della
patologia polmonare nella fibrosi cistica: caratterizzazione fun-
zionale in vitro e in vivo

Responsabile: Maria Luisa Mangoni (Universita La Sapienza
Roma, Dip. di Scienze Biochimiche, Lab. di Peptidi Bioattivi)
Costo: € 105.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Imo-
la e Romagna con Gruppo di sostegno FFC di Faenza
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FFC#9/2019

Mutazioni orfane presenti nei pazienti italiani con FC: caratte-
rizzazione della risposta ai modulatori di CFTR e saggio della
risposta agli inibitori di RNF5

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

Costo: € 120.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Ge-
nova con Gruppo di sostegno FFC di Savona Spotorno (€ 70.000),
Delegazione FFC di Valle Scrivia Alessandria (€ 16.000), Delega-
zione FFC di Montescaglioso (€ 8.000), Delegazione FFC di Ascoli
Piceno (€ 26.000)

FFC#10/2019

Riposizionamento di farmaci, studi computazionali, risonanza
plasmonica di superficie e saggi biologici con culture cellula-
ri: un approccio multidisciplinare per l'identificazione di nuovi
farmaci ad azione correttiva su CFTR

Responsabile: Marco Rusnati (Dip. Medicina Molecolare e Trasla-
zionale Sez. di Oncologia e Immunologia, Universita di Brescia)
Costo: € 36.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di
Vittoria Ragusa e Siracusa con Delegazione FFC di Catania Ma-
scalucia

FFC#11/2019

Ruolo di modifiche post-traduzionali nel recupero funzionale
di CFTR-F508del

Responsabile: Mauro Salvi (Universita di Padova, Dipartimento di
Scienze Biomediche)

Costo: € 40.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Fa-
briano Ancona con il Gruppo di sostegno FFC di Umbertide Citta
di Castello Perugia

FFC#12/2019

Approccio proteomico per l'identificazione di nuovi biomarkers
leucocitari correlati al recupero di funzionalita del canale CFTR
dopo trattamento ex vivo con il potenziatore VX-770
Responsabile: Monica Averna (Universita di Genova, Dipartimen-
to di Medicina Sperimentale)

Costo: € 50.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Torino

FFC#13/2019

Attivazione integrinica monocitaria come test di monitoraggio
di farmaci per fibrosi cistica

Responsabile: Carlo Laudanna (Universita di Verona, Dipartimen-
to di Medicina, Sez. Patologia Generale)

Costo: € 60.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC della
Valpolicella

FFC#14/2019

Studio dell'interazione tra epitelio e stroma in un modello 3D di
FC su chip per la valutazione di nuove strategie terapeutiche
Responsabile: Paolo Netti (Istituto Italiano diTecnologia, Centro di
Ricerca Interdipartimentale sui Biomateriali, Universita di Napoli)
Costo: € 120.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Na-
poli San Giuseppe Vesuviano (€ 50.000), Delegazione FFC di Albe-
robello (€ 40.000), Gruppo di sostegno FFC di Crotone “Vita in te
ci credo” (€ 20.000), Delegazione FFC di Roma Monterotondo con
Delegazione FFC di Roma Vaticano (€ 10.000)

FFC#15/2019

Inibizione farmacologica della resistenza alla colistina nei pato-
geni Gram-negativi della fibrosi cistica

Responsabile: Fiorentina Ascenzioni (Dip. Biologia e Biotecnolo-
gie C. Darwin, Universita La Sapienza, Roma)

Costo: € 65.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Tra-
date Gallarate

FFC#16/2019

Lotta contro le forme persistenti di Pseudomonas aeruginosa
nell'infezione polmonare FC: miglioramento delle tecniche dia-
gnostiche e delle strategie terapeutiche

Responsabile: Francesca Biavasco (Dip. Scienze Ambientali e del-
la Vita, Universita Politecnica delle Marche, Ancona)

Costo: € 35.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Trevi-
so Montebelluna

FFC#17/2019

Studio preclinico in vitro e in vivo di un approccio immunotera-
peutico basato su liposomi bioattivi per il controllo dell'infezio-
ne causata da Mycobacterium abscessus

Responsabile: Daniela Maria Cirillo (Fondazione Centro San Raf-
faele, Divisione di immunologia Unita patogeni batterici emer-
genti, Milano)

Costo: € 60.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Palermo

FFC#18/2019

Studio della patogenicita e del ruolo clinico di Achromobacter
xylosoxidans nell'infezione polmonare in fibrosi cistica
Responsabile: Maria M. Lleo (Dip. Diagnostica e Sanita Pubblica,
Universita di Verona)

Costo: € 80.000. Adottato parzialmente da: Delegazione FFC di No-
vara (€ 10.000), Delegazione FFC di Messina (€ 10.000), Gruppo di
sostegno FFC di Seregno (€ 8.000).

Adottabile per € 52.000

FFC#19/2019

Il gallio come agente antibatterico in fibrosi cistica: studi su mo-
delli animali per il trasferimento di nuove formulazioni inalabili
in clinica

Responsabile: Paolo Visca (Dipartimento di Scienze, Unita Micro-
biologia, Universita Roma Tre)

Costo: € 120.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di
Franciacorta

FFC#20/2019

Studio di trattamenti antinfiammatori per la patologia polmonare
FC in modelli murini di infezione delle vie aeree: approfondimenti
sull’effetto antinflammatorio del betasitosterolo e sull'attivita an-
tinfiammatoria/antinfettiva di L-miglustat

Responsabile: Maria Cristina Dechecchi (Azienda Ospedaliera Uni-
versitaria Integrata di Verona, Laboratorio di Patologia Molecolare-
Laboratorio Analisi)

Costo: € 65.000. Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC di
Melilli (€ 10.000), Delegazione FFC di Pesaro con Gruppo di sostegno
FFCdiRivarolo Canavese e Gruppo di sostegno FFC di Parma Fidenza
(€ 45.000, Gruppo di sostegno FFC di Tremestieri (€ 10.000)

FFC#21/2019

Studio preclinico di una strategia terapeutica combinata basata
su liposomi bioattivi e batteriofagi contro le infezioni causate da
Mycobacterium abscessus

Responsabile: Maurizio Fraziano (Dip. Biologia, Universita Tor Verga-
ta, Roma)

Costo: € 120.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC del Lago
di Garda

FFC#22/2019

Valutazione multitasking di analoghi della TMA come agenti an-
tinflammatori per il trattamento della fibrosi cistica

Responsabile: llaria Lampronti (Dip. Scienze della vita e biotecnolo-
gie, Sez. biochimica e biologia molecolare, Universita di Ferrara)
Costo: € 60.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Bologna
(€45.000), Delegazione FFC di Ferrara (€ 15.000)

FFC#23/2019

Azione potenziale dei batteriofagi come immunomodulatori nella
fibrosi cistica

Responsabile: Anna Silvia Pistocchi (Dip. Biotecnologie Mediche e
Medicina Traslazionale, Universita degli Studi di Milano)

Costo: € 18.000. Adottato totalmente da: Associazioni Un Respiro in
pit Onlus con La mano tesa onlus



FFC#24/2019

Alterazioni precoci della tolleranza al glucosio in fibrosi cistica: ef-
fetti dei modulatori di CFTR

Responsabile: Alberto Battezzati (Centro Internazionale per lo Stu-
dio della Composizione Corporea, DeFENS, Universita di Milano)
Costo: € 120.000. Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC di
Milano Magenta (€ 10.000), Delegazione FFC di Reggello (€ 25.000),
Delegazione FFC di Sondrio Valchiavenna (€ 30.000), Delegazione FFC
di Roma Pomezia (€ 20.000), Delegazione FFC di Cerea (€ 12.000), Ma-
tilde e Paola per Elsa (€ 10.000), Delegazione FFC di Lecce (€ 13.000)

FFC#25/2019

Il coinvolgimento attivo nel programma di cura del paziente con fi-
brosi cistica: uno studio trasversale con le diverse parti interessate
Responsabile: Rosaria Casciaro (IRCCS Istituto Giannina Gaslini, Cen-
tro Fibrosi Cistica, Genova)

Costo: € 36.000. Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC di
Genova “Mamme per la ricerca”

FFC#26/2019

Standardizzazione di un protocollo di imaging con risonanza ma-
gnetica (MRI) per lo studio di ventilazione, inflammazione, perfu-
sione e struttura al fine di migliorare il monitoraggio della patolo-
gia polmonare FC

Responsabile: Giovanni Morana (Ospedale Ca’ Foncello, Dip. Radio-
logia Diagnostica e Interventistica, Treviso)

Costo: € 75.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Vittoria
Ragusa e Siracusa con Delegazione FFC di Catania Mascalucia

FFC#27/2019

Disfunzione del ventricolo destro in pazienti con fibrosi cistica sot-
toposti a trapianto di polmoni

Responsabile: Vittorio Scaravilli (Fondazione IRCCS Ca’ Granda -
Ospedale Maggiore Policlinico Milano, Dipartimento Anestesia, Ria-
nimazione ed Emergenza)

Costo: € 85.000. Adottato totalmente da: Delegazione FFC di Napoli
San Giuseppe Vesuviano (€ 20.000), Delegazione FFC di Como Dongo
(€ 65.000)
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Tel. 045 8123438 - fax 045 8123568
e-mail: fondazione.ricercafc@aovr.veneto.it

Codice fiscale 93100600233
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Direzione Scientifica
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Tel. 045 8127027 / flaminia.malvezzi@fibrosicisticaricerca.it

— Assistente all’Organizzazione: Federica Lavarini
Tel. 045 812 7037 / federica.lavarini@fibrosicisticaricerca.it

Comitato di Consulenza Scientifica
Presidente: Giorgio Berton
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Roberto Buzzetti
Carlo Castellani
Gian Maria Rossolini

Per donazioni:
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