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SESSION 1

From the left: Luis J.V. Galietta, Paola Barraja, Arianna 
Venturini and Anna Borrelli

New generation of 
pharmacological 

modulators to rescue 
mutant CFTR protein

Nuovi modulatori 
farmacologici per il 

recupero della proteina 
CFTR mutata

1
Marilia Barreca1, Fabiana Lo Mascolo1, 
Alessandra Li Pani1, Stefano Giuffrida1, Virginia 
Spanò1, Maria Valeria Raimondi1, Alessandra 
Montalbano1, Paola Barraja1, Mario Renda2, 
Anna Borrelli2, Arianna Venturini2, Daniela 
Guidone2, Michele Genovese2, Luis J. V. Galietta2

1Department of Sciences and Chemical Biology and Pharmaceutical Technology (STEBICEF), University  
of Palermo, Italy - 2 Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), Pozzuoli (NA), Italy  
(Molecules 3.0 for CF, ongoing)

Abstracts of oral presentations
FFC Strategic Projects and research  
facilities

Background  
and rationale

The development of Kaftrio, a triple drug combination that includes two correctors (VX-661, VX-
445) and one potentiator (VX-770), has represented a great advancement for the treatment of people 
with cystic fibrosis (CF). However, the identification of new pharmacological modulators is still 
needed to maximize the rescue of mutant CFTR. The project Molecules 3.0 aims at the development 
of novel CFTR correctors endowed with maximal potency and efficacy.

Hypothesis  
and objectives

Our previous studies identified the tricyclic compound PP028 as a lead candidate for the develop-
ment of class 3 correctors, whose mechanism of action involves interaction with the second mem-
brane spanning domain (MSD2) of CFTR protein. Interestingly, the process of PP compounds op-
timization by structure-activity relationship (SAR) studies led to a new chemotype (SH compounds) 
characterized by a free rotatable structure. To maximize the possibility to obtain compounds en-
dowed with the characteristics needed to reach preclinical and clinical studies, we coupled traditional 
SAR analysis of PP and SH compounds to computational studies. Crucial information from in vitro 
and in silico analysis oriented the synthesis towards an elongation of compound structure, to incre-
ase the number of chemical interactions with CFTR protein, as well as the inclusion of fluorine in a 
specific position as a key feature of most active compounds. 

Essential  
methods

Cycles of chemical synthesis and functional analysis are used to explore three different regions iden-
tified for both PP and SH families on the basis of their predicted interactions with CFTR (lasso 
domain and transmembrane helices 10-11). All compounds are functionally tested on CFBE41o- 
cells expressing F508del-CFTR and most promising compounds are validated on primary bronchial 
epithelial cells from people with CF. In vivo pharmacokinetic studies on mice are ongoing in colla-
boration with the Facility of Translational Pharmacology (IIT). 

Preliminary 
results

We have so far isolated 450 compounds divided in two families, PP and SH compounds, from which 
several effective compounds were identified. Considering the favorable potency in vitro, compounds 
PP028, PP209, SH157A were selected for in vivo pharmacokinetic evaluation on rodents which are 
preparatory to assess the dose efficacy for possible future use in humans (IIT). In our exploration, 
we have surprisingly discovered a new chemotype related to PP compounds that is associated with 
pure potentiator or dual corrector/potentiator activity.

Conclusions The increasing amount of data collected so far by exploring the chemical space around PP and SH 
compounds provides useful information for the generation of compounds with improved features, 
either in terms of potency/efficacy as correctors of mutant CFTR and of drug-likeness. 

Razionale 
dello studio

Lo sviluppo del Kaftrio, una tripla combinazione che include due correttori (VX-661, VX-445) e 
un potenziatore (VX-770), ha rappresentato un importante avanzamento nel trattamento delle 
persone con fibrosi cistica (FC). Tuttavia l’identificazione di nuovi modulatori che possano essere 
usati in nuovi trattamenti combinatori è ancora necessario per massimizzare il recupero della 
proteina CFTR mutata. Il progetto Molecole 3.0 ha l’obiettivo di sviluppare nuovi correttori con 
massima potenza ed efficacia

Ipotesi  
e obiettivi

Nel corso dei nostri studi abbiamo identificato PP028, a struttura triciclica, come candidato pilota 
per lo sviluppo di correttori di classe 3 il cui meccanismo coinvolge l’interazione con il secondo 
dominio transmembrana (MSD2) della proteina CFTR. Il processo di ottimizzazione dei composti 
PP sulla base della relazione struttura-attività (SAR) ha condotto a un nuovo chemotipo (composti 
SH), caratterizzato da una struttura flessibile. Allo scopo di massimizzare la possibilità di ottenere 
composti con caratteristiche idonee per studi preclinici e clinici, abbiamo accoppiato il metodo tra-
dizionale di analisi SAR a studi computazionali. 



9

Anna Cereseto (2nd from the right)  
with her collaborators

Anna Cereseto1 Sheref S. Mansy2,  
Luis J. V. Galietta3, Serena Zacchigna4,  
Sven Even Borgos5, Sjoerd Hak5

1Department for Cellular, Computational and 
Integrative Biology (CIBIO), University of Trento, 
Italy - 2University of Alberta (Canada) - 3Telethon 
Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), 
Pozzuoli (NA), Italy - 4ICGEB, Trieste, Italy - 5SINTEF 
Trondheim, Norway - (GenDel-CF, ongoing)

Tackling gene delivery 
in lungs for the 

treatment of cystic 
fibrosis

Strategie di 
trasferimento genico 

nei polmoni per il 
trattamento della 

fibrosi cistica

2

Background  
and rationale

Gene therapy has the potential to improve the prognosis for people with cystic fibrosis (CF) and 
may even offer a cure. A significant challenge in realising this is delivering the gene therapy at nee-
ded doses in the correct cells. Here we aim to achieve this goal by exploring three different delivery 
technologies, of which one is based on lipid nanoparticles (LNPs). The most effective system will be 
used to deliver the genome editing machinery to correct the CF causing mutations.

Hypothesis  
and objectives

The goal of the GenDel-CF consortium is to advance delivery technology in gene therapy for CF. 
The GenDel-CF unit from SINTEF has the primary objective of developing LNP formulations to 
efficiently deliver mRNA to lung epithelial cells and tissues. To this aim we formulate various LNPs 
with reported lung tropism, evaluate their transfection efficiency in vitro and in vivo, and select the 
most promising formulations for further optimization.

Essential  
methods

We are using a flow-mixing technique, like the one used for clinically approved mRNA-based CO-
VID-19 vaccines, to formulate LNPs with different lipid ingredients reported in the literature. These 
LNPs encapsulate GFP or luciferase mRNA for in vitro transfection assessment in lung epithelial 
cell lines and differentiated lung epithelia, and Cre mRNA for in vivo studies in tdTomato mice. 
LNPs are characterized using dynamic light scattering for size and polydispersity, multidetector 
field flow fractionation for size and quality assessment, and Quantit Ribogreen assay for mRNA 
encapsulation.

Preliminary 
results

We have successfully formulated 10-15 LNP formulations, 8 of which have been selected for further 
study based on their physicochemical properties. Two formulations have shown successful transfection 
in CFBE41o cells but not in differentiated lung epithelia. Several other formulations exhibit satisfac-
tory properties and will be tested in further in vitro and in vivo experiments. Formulations with subop-
timal properties will be optimized by altering flow-mixing conditions.

Conclusions Our ongoing project has identified several promising mRNA-LNP formulations. Moving forward, 
we will conduct in vitro and in vivo experiments within the GenDel-CF consortium to assess their 
transfection efficacy and select the most promising candidates for the delivery of the genome editing 
machinery. Formulations containing the CRISPR/Cas system will also be developed. The expected 
results of this study will provide critical insights into improving gene therapy delivery for CF.

Razionale 
dello studio

La terapia genica ha il potenziale per migliorare la prognosi delle persone con fibrosi cistica (FC) 
e potrebbe offrire una cura. Tuttavia, una sfida significativa è somministrare la terapia genica in 
dosi sufficienti nelle cellule corrette. In questo progetto esploriamo tre diverse tecnologie di som-
ministrazione, una delle quali si basa su nanoparticelle lipidiche (LNP). Le LNP più promettenti 
verranno usate per la somministrazione del macchinario di editing del genoma per correggere le 
mutazioni che causano la FC.

Le informazioni derivanti dai dati in vitro e in silico hanno orientato la sintesi verso un allungamen-
to della struttura chimica dei nostri composti, utile ad aumentare il numero di interazioni chimiche 
con la proteina CFTR. Inoltre, la presenza di un atomo di fluoro in una posizione specifica sembra 
avere un ruolo chiave sull’attività.

Metodi Per esplorare il ruolo che le tre regioni che compongono i composti PP ed SH hanno nell’interazione 
con la proteina CFTR, sono stati effettuati cicli di sintesi e di analisi funzionale. I nuovi composti 
sono stati testati su cellule CFBE41o- con espressione della proteina CFTR mutata e i composti più 
promettenti sono stati validati su cellule bronchiali epiteliali primarie di persone con FC. Sono in 
corso studi di farmacocinetica su topi presso la facility di Translational Pharmacology (IIT).

Risultati  
preliminari

Tra i 450 composti isolati delle due famiglie, PP e SH, sono stati identificati diversi composti effi-
caci. PP028, PP209, SH157A sono stati selezionati per gli studi di farmacocinetica in vivo su topi 
che sono propedeutici per stabilire la dose efficace per una futura applicazione sull’uomo (IIT). 
Inoltre, nel corso della nostra esplorazione abbiamo identificato un nuovo chemotipo che sorpren-
dentemente ha mostrato attività come potenziatore o come correttore/potenziatore.

Conclusioni I numerosi dati collezionati fino a ora nell’esplorazione dello spazio chimico dei composti PP ed 
SH ci hanno fornito preziose informazioni per lo sviluppo di composti migliori in termini di po-
tenza/efficacia sulla CFTR mutata e come proprietà drug-like.
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Ipotesi  
e obiettivi

Il nostro obiettivo principale è migliorare le formulazioni di LNP per fornire efficacemente 
mRNA alle cellule e ai tessuti epiteliali polmonari. A tal fine, sono state formulate varie LNP con 
diverse composizioni lipidiche ed è stata valutata la loro efficienza di trasfezione in vitro e in vivo.

Metodi È stata usata una tecnica di miscelazione a flusso, simile a quella impiegata per i vaccini a mRNA 
clinicamente approvati contro COVID-19, per formulare LNP con diversi tipi di lipidi, riportati in 
letteratura. Queste LNPs sono in grado di incapsulare sia l’mRNA con GFP o luciferasi, usate come 
reporter per valutare la trasfezione in vitro in linee cellulari epiteliali polmonari ed epiteli polmonari 
differenziati, sia l’mRNA Cre per studi in vivo in topi tdTomato.
Le LNPs sono state caratterizzate usando la tecnica del dynamic light scattering (o scattering dinami-
co della luce) per valutare la dimensione e la polidispersione, il frazionamento a flusso multifiltrante 
per valutare la dimensione e la qualità e il test Quantit Ribogreen per l’incapsulamento dell’mRNA.

Risultati  
preliminari

Abbiamo generato 10-15 formulazioni di LNP, 8 delle quali sono state selezionate per ulteriori studi 
in base alle loro proprietà fisico-chimiche. Due formulazioni hanno mostrato una trasfezione alta-
mente efficiente nelle cellule CFBE41o ma non negli epiteli polmonari differenziati. La maggior 
parte delle altre formulazioni presenta ottime proprietà fisico-chimiche e sarà testata in ulteriori 
esperimenti in vitro e in vivo. Le formulazioni con proprietà sub-ottimali saranno ottimizzate modi-
ficando le condizioni di miscelazione a flusso.

Conclusioni Il progetto ha identificato diverse formulazioni promettenti di mRNA-LNPs. In futuro, condurremo 
esperimenti in vitro e in vivo per valutare la loro efficacia di trasfezione e selezionare i candidati miglio-
ri. Verranno anche create formulazioni contenenti il sistema CRISPR/Cas. I risultati di questo studio 
forniranno informazioni critiche per migliorare la somministrazione della terapia genica per la FC.

Background  
and rationale

The Italian Cystic Fibrosis Research Foundation funded two post-marketing observational stu-
dies, to assess the real-world effectiveness and safety of ETI in people with cystic fibrosis (pwCF), 
12 years of age or older and heterozygous for F508del (F) and one minimal function mutation. 
The first study (SITTMA) evaluated pwCF with advanced lung disease over 2 years and ended in 
2023. The second ongoing study (SPIKE) will evaluate pwCF with normal or mild-moderate lung 
disease over 2 years and pwCF of the first study over 4 years.

Hypothesis  
and objectives

No data exist on the long-term effectiveness and safety of ETI in pwCF with advanced lung disease, 
and our aim is to assess its effects in a real-life setting over 4 years. Our interest is also focused on 
the individual responsiveness to the drug and on differences in clinical benefits according to severity 
of lung disease.

Essential  
methods

18 Italian CF Centers participated in the SPIKE study, designed to obtain real-world data in pwCF 
with either advanced respiratory disease (group A, ppFEV1<40) or normal and mild-moderate lung 
disease (group B, ppFEV1>40). Demographic and clinical data were collected from patient files for 
2 years prior to and 2-4 years after ETI was initiated. Outcomes included changes in ppFEV1, sweat 
chloride (SwCl) concentration, use of antibiotics, body mass index (BMI) and quality of life, treat-
ment-related adverse events, temporary or definitive interruption of the drug. Two sub-studies will 
be aimed to assess: i) the correlation between ex vivo CFTR activity and the clinical benefit obtained 
with ETI and the reasons behind the lack of response to the drug; ii) the changes in phenotype and 
genotype of Pseudomonas aeruginosa after prolonged treatment in responsive and no responsive 
subjects to ETI treatment.

Preliminary 
 results 

The SPIKE study is ongoing. The main results of the SITTMA study in 124 pwCF with advanced 
lung disease are as follows: i) most adverse effects are mild and short but in 28% of pwCF we obser-
ved recurrent liver biochemical abnormalities; ii) the mean differences (95% CI) for ppFEV1 and 
SwCl, assessed as mean values in the pre-ETI and ETI treatment periods, were +12.8 (9.2 to 16.4) 
points and -43.9 (-49.3 to -38.6 mmol/L); iii) the number of antibiotic courses and hospitalizations 
decreased significantly; iv) 20 pwCF (16.3%) had a change in ppFEV1 between the pre-ETI and 
ETI periods lower than 5 percentage points; v) in only 3/82 (3.7%) subjects with chronic airway 
infection by P. aeruginosa cultures were always negative during ETI treatment

Conclusions Our data showed that treatment with ETI was associated with a broad range of clinically signifi-
cant outcomes through a 2-year period. The liver biochemical abnormalities, the variability in lung 
function and SwCl, and the limited clearance of P. aeruginosa suggest that real-world observation 
should proceed with careful long-term monitoring to understand the benefit-risk profile of ETI in 
pwCF with advanced lung disease.

Maria Cristina Lucanto1, Sonia Volpi2, Cesaere Braggion3 and the working 
group for the SPIKE study
1Regional Cystic Fibrosis Center, Messina, Italy - 2Cystic Fibrosis Center of Verona, 
Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata, Verona, Italy - 3FFC Ricerca scientific 
direction, Clinical Research Area
(Kaftrio in the real life, ongoing)
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Maria Cristina Lucanto 3
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Background  
and rationale

Treating bacterial infections and inflammation remains a top priority for the cystic fibrosis (CF) 
community, as these are key challenges in people with CF, regardless of the availability of CFTR 
modulator treatments. Within this area, FFC Ricerca supports studies focused on identifying and 
validating new antibacterial and anti-inflammatory therapies, which require testing in preclinical 
animal models to advance translational research.

Objectives The Cystic Fibrosis animal Core Facility (CFaCore) was established to support research by offe-
ring dedicated scientific and regulatory expertise. It provides models within a preclinical platform 
designed to study pathological processes and evaluate candidate therapeutic molecules aimed at 
reducing infection or inflammation, thus facilitating the development of new drugs.

Alice Rossi, Ida De Fino, Davide Gugliandolo, 
Alessandra Bragonzi
Infections and Cystic Fibrosis Unit, IRCCS San Raffaele 
Scientific Institute, Milan, Italy

FFC Ricerca Research facilities: 
the Cystic Fibrosis Animal Core 

(CFaCore)

Servizi alla ricerca:  
Cystic Fibrosis Animal Core 

(CFaCore)

Alessandra Bragonzi (3rd from the left) with her 
collaborators 4

Razionale 
dello studio

FFC Ricerca ha finanziato due studi post marketing, osservazionali allo scopo di verificare l’effica-
cia e la sicurezza di ETI (Kaftrio) nella vita reale di persone con fibrosi cistica (FC), di età uguale 
o superiore ai 12 anni, eterozigoti composti per la mutazione F508del e una mutazione a funzione 
minima. Il primo studio (SITTMA) ha valutato persone con FC e malattia polmonare avanzata 
per due anni e si è concluso nel 2023. Il secondo studio (SPIKE) valuterà persone con FC con 
funzione polmonare normale o malattia polmonare lieve-moderata per 2 anni e persone con FC 
del primo studio prolungando l’osservazione per 4 anni.

Ipotesi  
e obiettivi

Non esistono dati a lungo termine su efficacia e sicurezza di ETI in persone con FC e malattia pol-
monare avanzata; l’obiettivo di questo studio è di valutare i suoi effetti nella vita reale per 4 anni. 
Inoltre si vuole verificare la risposta individuale al trattamento e il differente beneficio clinico in 
relazione alla gravità della malattia.

Metodi 18 Centri FC italiani hanno aderito allo studio SPIKE, finalizzato a valutare nella vita reale gli effetti 
di ETI nelle persone con FC con malattia polmonare severa (gruppo A, ppFEV1<40) o funzione 
polmonare normale o lieve moderata (gruppo B, ppFEV1>40). Verranno raccolti i dati demografici 
e clinici durante i due anni precedenti e per i 2-4 anni successivi all’avvio del farmaco.
Le misure di esito sono gli effetti avversi correlati al farmaco, la sua sospensione temporanea o defi-
nitiva, la variazione di FEV1, del cloro sudorale, del numero di cicli antibiotici, dell’indice di massa 
corporea e della qualità della vita.
Due sub-studi valuteranno: i) la relazione fra l’attività della proteina CFTR nelle cellule nasali e i 
benefici clinici ottenuti con ETI, e le ragioni di una mancata risposta al trattamento; ii) cambiamenti 
nel fenotipo e genotipo di ceppi di Pseudomonas aeruginosa dopo trattamento prolungato con ETI 
in soggetti responders e non responders.

Risultati  
preliminari

Lo studio SPIKE è in corso. I principali risultati dello studio SITTMA in 124 persone FC e malattia 
severa sono stati: i) la comparsa di effetti avversi lievi e di breve durata ma riscontro di alterazioni 
biochimiche epatiche ricorrenti nel 28% di persone con FC in trattamento con ETI; ii) la differenza 
(IC 95%) per il FEV1 e il cloro sudorale, tra il valore medio nel periodo precedente e successivo al 
trattamento con ETI che è stata di +12,8 (da 9,2 a 16,4) punti e di -43,9 (da -49,3 a -386 mmol/L); iii) 
la significativa riduzione del numero dei trattamenti con antibiotico in vena e delle ospedalizzazioni; 
iv) 20 persone con FC (16,3%) hanno presentato un incremento del FEV1 tra il periodo precedente e 
successivo all’avvio di ETI inferiore a 5 punti di percentuale predetta; v) solo 3/82 persone (3,7%) con 
infezione cronica da P. aeruginosa hanno presentato colture negative durante il trattamento con ETI.

Conclusioni I dati raccolti mostrano risultati clinicamente rilevanti durante i due anni di trattamento. Le alte-
razioni registrate a carico degli enzimi epatici, la variabilità nelle variazioni del FEV1 e del cloro 
sudorale, e il numero limitato di persone in trattamento con ETI e scomparsa di P. aeruginosa, 
suggeriscono di continuare l’osservazione a lungo termine nella vita reale per comprendere i rischi/
benefici di ETI in soggetti con malattia polmonare avanzata.
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Resources  
and services

Consolidated experience in research, state-of-the-art infrastructures and innovation capacity are our 
core values. Our team has developed mouse models for both acute and long-term chronic infections 
and continues to enhance the CFaCore with new models to meet evolving research needs. We have 
defined protocols and endpoints to ensure the predictive value and preclinical relevance of drug te-
sting. Specifically, we offer: i) access to preclinical models of acute and chronic respiratory infections, 
utilizing reference and clinical bacterial strains, as well as transgenic cystic fibrosis mice; ii) customi-
zed experimental protocols, including systemic or aerosol pharmacological delivery, tailored to each 
project’s needs; iii) comprehensive read-outs and data analysis, covering both the pathogen and host 
response, including lung function measurements.
Clear milestones are set for each project to ensure efficient progress toward the overall goal. Our 
vision is to foster a truly collaborative effort to achieve tangible impacts for the benefit of patients.

Contesto Il trattamento delle infezioni batteriche e dell’infiammazione rimane una priorità fondamentale 
per la comunità della fibrosi cistica (FC), poiché queste rappresentano sfide centrali per le persone 
con FC, indipendentemente dalla disponibilità di trattamenti con modulatori del CFTR. In questo 
ambito, FFC Ricerca supporta studi mirati sull’identificazione e la validazione di nuove terapie 
antibatteriche e antinfiammatorie, che necessitano di essere testate in modelli animali preclinici 
per promuovere la ricerca traslazionale.

Obiettivi La Cystic Fibrosis animal Core Facility (CFaCore) è stata istituita per supportare la ricerca preclini-
ca, offrendo un’assistenza scientifica e regolatoria specializzata. La struttura fornisce modelli all’in-
terno di una piattaforma preclinica progettata per studiare i processi patologici e valutare candidati 
terapeutici volti a ridurre l’infezione e l’infiammazione facilitando lo sviluppo di nuovi farmaci.

Risorse  
e servizi 

Una consolidata esperienza nella ricerca, infrastrutture d’avanguardia e capacità di innovazione 
rappresentano i nostri principali punti di forza. Il nostro team ha sviluppato modelli animali per 
infezioni acute e croniche a lungo termine, e continua a potenziare il CFaCore introducendo nuovi 
modelli per rispondere alle esigenze di ricerca in continua evoluzione. Abbiamo definito protocolli e 
endpoint che garantiscono il valore predittivo e la rilevanza preclinica dei test farmacologici.
In particolare, offriamo: i) accesso a modelli animali preclinici di infezioni respiratorie acute e croni-
che, utilizzando varianti batteriche di riferimento e clinici, oltre a topi transgenici per la fibrosi cisti-
ca; ii) protocolli sperimentali personalizzati, inclusa la somministrazione farmacologica sistemica o 
aerosol, adattati alle esigenze di ciascun progetto; iii) risultati dettagliati e analisi dei dati che valuta-
no sia la risposta del patogeno che quella dell’ospite, inclusi i parametri di funzionalità polmonare.
Vengono stabiliti obiettivi chiari per ogni progetto, al fine di garantire un avanzamento rapido. La 
nostra visione è promuovere un autentico sforzo collaborativo per raggiungere risultati tangibili 
a beneficio dei pazienti.

Background  
and rationale

The Cell Culture Facility began its activities in 2012 in the frame of the collaboration between the 
Italian Cystic Fibrosis Research Foundation (FFC Ricerca) and the Medical Genetics laboratory 
of the Giannina Gaslini Institute. The facility provides a collection of primary human bronchial 
epithelial cells (HBECs; obtained from both cystic fibrosis (CF) and non-cystic fibrosis (non-CF) 
bronchi) to researchers.

Objectives The Facility aims to provide the most relevant biological model of the airway epithelium to resear-
chers of the FFC Ricerca network and researchers with CF-related grants for studies related to CF 
focused on: i) the physiology of the epithelium and the alterations caused by CFTR loss of function; 
ii) the efficacy of pharmacological and genetic therapies aiming at the correction of CF basic defect; 
iii) the interaction between bacteria and epithelial cells and the mechanisms associated with the 
inflammatory response.

Resources and services The Facility isolates HBECs from explanted bronchi and subsequently expands the cells to generate 
a large stock of cell aliquots. Over the years the facility has collected a large variability of genotypes 
and a great number of different non-CF subjects. Aliquots of frozen cells can be retrieved on request 
and sent to investigators together with a specific culture medium to perform a variety of studies.
To get access to the facility, the researcher must provide, within the request form, a brief description 
of the experiments to be done on HBECs to address their technical feasibility. The Facility further-
more provides to all its users: i) a protocol for the correct culture of the cells sent; ii) the possibility 
for interested researchers to carry out a period of training at the Facility laboratories; iii) the exper-
tise of facility members. The facility also supplies, upon request, fully-differentiated, ready-to-use 
epithelia that are shipped refrigerated, embedded into a solid medium (Advance Service).

Valeria Capurro1, Luis J. V. Galietta2

1UOC Genetica Medica, IRCCS Istituto G. Gaslini, Genoa, Italy – 2Telethon Institute 
of Genetics and Medicine (TIGEM), Pozzuoli (NA), Italy
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Background  
and rationale

The Cystic Fibrosis DataBase (CFDB), a web based facility supported by the Italian Cystic Fibrosis 
Research Foundation and active since 2011 (www.cfdb.eu) is a collection of almost 1,400 articles on 
the clinical effectiveness of interventions in cystic fibrosis (CF). The website is free of charge, com-
pletely compatible with mobile devices, smartphones and tablets and available to both the scientific 
and the patient’s communities. It classifies the papers (Systematic Reviews and primary clinical stu-
dies, both completed and in progress) in a structured and easily accessible system.

Objectives To help specialists involved in CF care and clinical research to know the current best evidence about 
clinical effectiveness of interventions in CF. A project team of clinicians together with a leading 
expert in epidemiological and clinical research made a systematic search in Medline, Embase, Co-
chrane Library and in worldwide trial registries using “cystic fibrosis” as a keyword or a title word, 
with no limit of time or language.

Resources and services For the non-pharmacological interventions, controlled and observational studies were included; for 
pharmacological interventions and for ongoing trials only randomised controlled studies. Studies 
without a control group, or focusing on “basic science”, etiology, epidemiology, and prognosis were 
excluded. Studies were classified according to an “ad hoc” dictionary of keywords. CFDB offers 
everyone: i) the possibility of querying by keywords or free text, by author, by year; ii) fifty thematic 
summary sheets, on relevant clinical topics in CF, which critically summarize on the one hand the 
state of the art of the available evidence, on the other the “unresolved questions”.

Results To October 31, 2024 the database included 1,384 records: 109 Cochrane reviews, of which 3 proto-
cols, 84 other reviews (including HTA reports), 1,111 primary studies including congress abstracts, 
and 74 ongoing trials.

Contesto Il Cystic Fibrosis DataBase (CFDB), uno strumento basato sul web supportato dalla Fondazione 
per la Ricerca sulla Fibrosi Cistica (FFC Ricerca) e attivo dal 2011 (www.cfdb.eu), è una raccolta 
di circa 1.400 articoli sull’efficacia clinica degli interventi in fibrosi cistica (FC). Il sito è gratuito, 
completamente compatibile con dispositivi mobili, smartphone e tablet e disponibile sia per la 
comunità scientifica che per quella dei pazienti. Classifica gli articoli (revisioni sistematiche e 
studi clinici primari, sia completati che in corso) in un sistema strutturato e facilmente accessibile.

Contesto Il Servizio Colture Primarie è stato avviato nel 2012 grazie alla collaborazione tra Fondazione per 
la Ricerca sulla Fibrosi Cistica (FFC Ricerca) e il laboratorio di Genetica Medica dell’Istituto G. 
Gaslini. Il Servizio mette a disposizione dei ricercatori una collezione di cellule epiteliali bronchiali 
umane (HBECs; ottenute da bronchi sia di persone con fibrosi cistica (FC) sia da soggetti non-FC).

Obiettivi Il Servizio ha lo scopo di fornire, ai ricercatori della rete FFC Ricerca e a quelli con grants correlati 
a FC, il modello biologico più rilevante delle vie aeree. Il modello può essere impiegato per studi 
correlati alla FC focalizzati su: i) la fisiologia dell’epitelio e le alterazioni causate da CFTR non 
funzionante; ii) l’efficacia di terapie farmacologiche e genetiche finalizzate a correggere il difetto 
di base della FC; iii) l’interazione tra batteri e cellule epiteliali e meccanismi associati alla risposta 
infiammatoria.

Risorse 
e servizi

Il Servizio isola, da bronchi espiantati, le cellule HBE che successivamente vengono espanse per 
generare una biobanca di aliquote cellulari. Negli anni il Servizio ha collezionato un’ampia varietà 
di genotipi e un gran numero di soggetti non-FC. Su richiesta, è possibile l’invio di aliquote di cel-
lule congelate, insieme a un terreno di coltura specifico. Per accedere al Servizio, il ricercatore deve 
fornire un modulo di richiesta contenente una breve descrizione degli esperimenti che compirà sulle 
HBECs per verificarne la fattibilità tecnica. Inoltre il Servizio fornisce a tutti i suoi utilizzatori: i) un 
protocollo per la corretta coltura delle cellule inviate; ii) la possibilità, per i ricercatori interessati, di 
effettuare un periodo di formazione presso i laboratori del Servizio; iii) l’esperienza dei membri del 
Servizio. Se richiesto, il Servizio può anche fornire epiteli differenziati e pronti all’uso. Questi epiteli 
vengono spediti incorporati in un mezzo solido in condizioni refrigerate (Servizio Avanzato).

Clockwise: Valeria Raia, Donatello Salvatore, Natalia Cirilli, 
Roberto Buzzetti, Alessio Daniele

Roberto Buzzetti1, Natalia Cirilli2, Valeria Raia3, 
Donatello Salvatore4, Alessio Daniele5

1Fondazione per la Ricerca sulla Fibrosi Cistica, ETS, Verona, 
Italy - 2University Hospital of Marche, Cystic Fibrosis Centre, 
Ancona, Italy - 3Cystic Fibrosis Centre, Department of 
Translational Medical Sciences (DISMET), University of 
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Background  
and rationale

Several people with cystic fibrosis (CF) carrying orphan mutations are still without therapeutic op-
tions. Thanks to previous grants from the FFC Ricerca, we have shown that the ganglioside GM1 
stabilizes and improves the activity of the F508del-CFTR rescued by Kaftrio. In CF, the plasma 
membrane (PM) stability of the mutated CFTR rescued by modulators is strongly affected by P. 
aeruginosa infection. Considering the immunomodulatory activity of GM1, this lipid could also 
potentially ameliorate the immune response in CF lungs.

Hypothesis  
and objectives

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

Essential  
methods

The involvement of GM1 and cholesterol as adjuvants of Kaftrio was studied in airway CF cells with 
different genotypes, evaluating their effect on the stabilization of CFTR. The impact of these lipids 
on host-pathogen interactions was studied in terms of internalization of P. aeruginosa in airway cells. 
The immunomodulatory effect of GM1 was evaluated on CF animal models subjected to acute and 
chronic infection with P. aeruginosa.

Preliminary 
 results

We verified that: i) the expression of different variants of CFTR influences the membrane compo-
sition of bronchial epithelial cells, ii) the administration of either GM1, its structural analogues, 
or LDL-associated cholesterol ameliorates the effect of Kaftrio increasing the PM stability of the 
mutated channel without exerting toxic effects, even if in case of P. aeruginosa infection, iii) GM1 
restores the clearance of P. aeruginosa in bronchial epithelial cells expressing F508del-CFTR, iv) the 
treatment with GM1 is safe and enhance the activity of immune cells to kill P. aeruginosa in animal 
models with chronic infections. 

Conclusions Results of this study contribute to defining the role of the lipid microenvironment in the stability 
of CFTR in the plasma membrane. In addition, they serve as a starting point for the development 
of new therapeutic strategies based on the combination of lipids with correctors and potentiators, 
aimed at increasing the effectiveness of the treatment of people with CF, as well as improving their 
inflammatory status.

Orphan mutations and new therapeutic  
approaches

SESSION 2

Obiettivi Aiutare gli specialisti coinvolti nella cura delle persone con FC e nella ricerca clinica a conosce-
re le migliori prove attuali sull’efficacia clinica degli interventi in persone con FC. Un team di 
progetto di clinici insieme a un esperto nella ricerca epidemiologica e clinica ha effettuato una 
ricerca sistematica in Medline, Embase, Cochrane Library e nei registri di sperimentazione in 
tutto il mondo utilizzando “fibrosi cistica” come parola chiave o parola nel titolo, senza limiti di 
tempo o lingua.

Risorse  
e servizi

Per gli interventi non farmacologici sono stati inclusi anche studi controllati osservazionali; per 
quelli farmacologici solo studi randomizzati controllati e studi in corso. Sono esclusi studi senza 
gruppo di controllo o focalizzati su “ricerca di base”, eziologia, epidemiologia, prognosi. Gli studi 
sono indicizzati in base a un dizionario ad hoc di parole chiave. CFDB offre: i) la possibilità di 
interrogazione per parole chiave o testo libero, per autore, per anno; ii) 50 schede tematiche, su 
altrettanti temi clinici rilevanti in FC, che riassumono criticamente da un lato lo stato dell’arte 
delle prove disponibili, dall’altro le “questioni irrisolte”.

Risultati Al 31 ottobre 2024, il database include 1.384 record: 109 revisioni Cochrane, di cui 3 protocolli, 84 al-
tre revisioni (inclusi report HTA), 1.111 studi primari inclusi abstract di congressi e 74 studi in corso.

1Section of Clinical Biochemistry, Department of Engineering for Innovation Medicine, University of Verona, Italy  
2Department of Medical Biotechnology and Translational Medicine, University of Milan, Italy - 3Cystic Fibrosis 
Center of Verona, Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata, Verona, Italy - 4Section of Clinical Biotechnology, 
Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata, Verona, Italy - 5UOC Genetica Medica, IRCCS Istituto G. Gaslini, 
Genoa, Italy - 6Center on Innovative Therapies for Cystic Fibrosis, Department of Life Sciences and Biotechnology, 
University of Ferrara, Italy - 7Department of Medical Sciences, University of Ferrara, Italy (FFC#1/2022, ongoing)
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Razionale 
dello studio

Diverse persone con fibrosi cistica (FC) sono portatrici di mutazioni ancora prive di opzioni te-
rapeutiche. Grazie a finanziamenti precedenti della Fondazione, abbiamo dimostrato che il lipide 
GM1 stabilizza e migliora l’attività di F508del-CFTR recuperata da Kaftrio. In FC, la stabilità in 
membrana plasmatica (MP) di CFTR mutata è fortemente influenzata dall’infezione da Pseudo-
monas aeruginosa (Pa) anche a seguito del trattamento con i modulatori. Inoltre, considerando 
l’attività immunomodulatoria di GM1, questo lipide potrebbe migliorare anche la risposta immu-
nitaria delle persone con FC.

Ipotesi  
e obiettivi

Attraverso questo progetto vogliamo studiare se la somministrazione esogena di GM1 e coleste-
rolo migliorino l’efficacia di Kaftrio nel ripristinare CFTR mutato anche in presenza di infezione 
con Pa. Intendiamo inoltre valutare l’effetto di GM1 sull’interazione ospite-patogeno in modelli 
di FC in vitro e in vivo.

Metodi L’implicazione di GM1 e del colesterolo come coadiuvanti di Kaftrio è stata valutata in cellule delle 
vie aeree con diverse varianti di CFTR, in termini di effetto sulla sua stabilità del canale anche in 
presenza di infezione con Pa. L’effetto di questi lipidi sull’interazione ospite-patogeno è stato studia-
to in termini di internalizzazione di Pa nelle cellule delle vie aeree. L’effetto immunomodulatorio di 
GM1 è stato valutato in modelli animali di FC sottoposti a infezione acuta e cronica da Pa.

Risultati  
preliminari

Abbiamo osservato che: i) l’espressione di diverse varianti del CFTR influisce sulla composizione della 
MP delle cellule epiteliali bronchiali, ii) l’uso di GM1, dei suoi analoghi strutturali e del colesterolo mi-
gliora l’effetto di Kaftrio aumentando la stabilità in MP del canale mutato senza causare effetti tossici 
e in presenza di infezione con Pa, iii) il GM1 ripristina l’eliminazione di Pa nelle cellule epiteliali bron-
chiali che esprimono F508del-CFTR, iv) il trattamento con GM1 non è tossico e aumenta l’attività del 
sistema immunitario nell’eliminazione di Pa in topi sottoposti a infezione cronica.

Conclusioni I risultati di questo studio contribuiscono a definire il ruolo fondamentale del microambiente lipidi-
co di CFTR nella stabilità in MP. Inoltre, rappresentano il punto di partenza per lo sviluppo di nuove 
strategie terapeutiche basate sull’associazione di lipidi con correttori e potenziatori, per migliorare 
l’efficacia dei trattamenti nelle persone con FC e per migliorarne lo stato infiammatorio.

Background  
and rationale

Kaftrio (ETI) is currently the standard of care for people with CF (pwCF) carrying the F508del mu-
tation and is approved in the U.S. for pwCF with other CFTR mutants that have shown an increase in 
chloride transport in vitro. Despite its high clinical efficacy, with improvements in lung function and 
quality of life, ETI restores F508del-CFTR activity up to 50% of wild type levels.This partial restora-
tion highlights the need for further therapeutic advancements to fully restore CFTR function in pwCF.

Hypothesis  
and objectives

We hypothesize that the PI3Kγ mimetic peptide (PI3Kγ MP) developed in our lab can enhance the 
efficacy of ETI therapy by acting as a cAMP-elevating agent. Elevated cAMP has been shown to 
boost CFTR modulator efficacy by enhancing PKA-mediated CFTR phosphorylation and ancho-
ring the plasma membrane (PM) CFTR at the cytoskeleton . This project aims to determine to what 
extent PI3Kγ MP improves ETI efficacy and to further explore the underlying mechanisms.

Essential  
methods

CFTR activity was assessed by Ussing chamber measurements in F508del/G542X primary bron-
chial epithelial cells. To study the mechanism of action of the peptide, cell surface biotinylation, 
streptavidin pulldown, cycloheximide (CHX) pulse-chase, western blotting, and phosphoproteomics 
were performed in immortalized cell lines (HEK293t, and F508del-CFBE41o-).

Results In primary F508del/G542X HBE cells, treatment with ETI and PI3Kγ MP increased total CFTR 
activity by 25% compared to ETI alone, suggesting an increase in channel density at the membrane. 
This was confirmed by experiments showing that the combination of PI3Kγ MP and ETI signifi-
cantly enhanced the amount of corrected CFTR at the PM compared to ETI alone. 
Furthermore, we also demonstrated that PI3Kγ MP doubled the stability of corrected F508del-
CFTR, suggesting that the peptide acts as a stabilizer. Phosphoproteomic analysis identified PKD1 
(Protein Kinase D1), a known regulator of cytoskeletal dynamics, recycling, and endocytosis of 
membrane proteins, as a possible mediator of the stabilizing effects of PI3K MP. Accordingly, inhi-
bition of PKD1 blocked the increase of F508del-CFTR at the membrane induced by PI3Kγ MP and 
ETI, confirming the role of PKD1 in CFTR stabilization.

Conclusions With this project, we identified PI3Kγ MP as a new effective approach to stabilize pharmacological-
ly corrected F508del-CFTR at the PM and to increase the therapeutic effect of ETI.

1Department of Molecular Biotechnology and Health Sciences, University of Turin, Italy - 2UOC Genetica Medica, 
IRCCS Istituto G. Gaslini, Genoa, Italy - 3Experimental Imaging Center, San Raffaele Scientific Institute, Milan, 
Italy - 4Kither Biotech Srl, Turin, Italy (FFC#3/2022, concluded)
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Background  
and rationale

Advancement in genome editing technologies have enabled the development of efficient correction strategies 
for several CFTR mutations which were validated in people with cystic fibrosis (CF) derived experimental 
models. Despite the growing enthusiasm, the delivery methods remain still very inefficient thus significantly 
limiting the translation to the clinic, especially in lungs being the leading cause of morbidity and mortality 
in people with CF. Promising delivery methods consist of engineered extracellular vesicles, biocompatible 
particles with tunable tissue tropisms. 

Hypothesis  
and objectives

In this study we aim at developing genome editing vesicles, GE-vesicles, a new and effective system to 
deliver genome editing technologies as ribonucleoprotein complex to target the airway epithelia cells for 
CF treatment. This approach will result in a limited lifespan of cargo expression in target cells, to achieve 
correction of CFTR gene without generating unwanted alteration in the genome.

Essential  
methods

We incorporated into GE-vesicles the adenine base editor ABE8e-SpCas9. We optimized the production 
of these particles by maximizing the amount of editor and sgRNA incorporated into the vesicles. The 
particles were characterized for size, particles number and editor content. 

Preliminary 
results

Several sgRNAs targeting different CFTR exons were tested in HEK293T and CFBE41o- cell lines, 
reaching up to 60% of base conversion proving GE-vesicles as an efficient delivery method. We are 
currently testing GE-vesicles to correct some of the most frequent CF-causing nonsense mutations 
(R553X, R1162X and W1282X). To achieve an efficient delivery of the genome editing complex to 
airway cells, we plan to alter the tropism of GE-vesicles exploiting envelopes from different viruses. 
We are currently evaluating the efficacy of selected envelopes to enter the polarized airway epithelial 
cells from people with CF by measuring editing efficiency in the CFTR gene. Moreover, to evaluate 
delivery efficiency in vivo we will exploit the use of mice expressing a reporter that will switch from 
Tomato to GFP expression upon Cre recombination. For this purpose, we will produce vesicles 
containing Cre recombinase as cargo. 

Conclusions The development of this new delivery system will lead to an advancement in the treatment of people 
with CF, since the delivery in the lung tissue is still one of the main obstacles in the search for a cure. 
The developed GE-vesicles system could also be used for other lung diseases or be further adapted 
to specifically target other tissues, expanding its applications for genetic diseases treatment.

Giulia Maule
Department for Cellular, Computational and Integrative 
Biology (CIBIO), University of Trento, Italy

(GMSG#1/2022, ongoing)
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Razionale 
dello studio

Kaftrio (ETI) è attualmente lo standard di cura per persone con fibrosi cistica (pFC) con mutazio-
ne F508del ed è approvato negli USA per pFC con altri mutanti che hanno mostrato un aumento 
del trasporto di cloruro in vitro. Nonostante la sua elevata efficacia clinica, ETI ripristina l’attività 
del F508del-CFTR al 50% dei livelli del wild type. Questo ripristino parziale evidenzia la necessi-
tà di trovare nuove molecole per ripristinare completamente la funzione CFTR.

Ipotesi  
e obiettivi

Nello studio ipotizziamo che il peptide mimetico della PI3Kγ (PI3Kγ MP) possa aumentare l’ef-
ficacia della terapia ETI elevando il cAMP. È stato dimostrato infatti che un aumento nel livello 
di cAMP migliori l’efficacia dei modulatori aumentando la fosforilazione di CFTR e ancorando il 
canale in membrana plasmatica al citoscheletro. Questo progetto mira a determinare se, e in che 
misura, PI3Kγ MP migliora l’efficacia di ETI e a esplorare ulteriormente i meccanismi sottostanti.

Metodi L’attività CFTR è stata valutata con misurazioni in camera di Ussing in cellule epiteliali bronchiali 
primarie F508del/G542X. Per studiare il meccanismo d’azione del peptide, abbiamo impiegato 
biotinilazione e pulldown con streptavidina, chase con cicloesimide (CHX), western blotting e 
fosfo-proteomica in linee cellulari.

Risultati In cellule primarie con genotipo F508del/G542X, il trattamento con ETI e PI3Kγ MP ha aumenta-
to l’attività totale di CFTR del 25% rispetto a ETI da solo, suggerendo un aumento della densità 
del canale alla membrana. Questo è stato confermato da esperimenti che hanno rivelato come il 
PI3Kγ MP combinato con ETI aumenti la quantità di CFTR corretto alla membrana plasmatica 
rispetto a ETI da solo. 
Inoltre, abbiamo anche dimostrato che PI3Kγ MP raddoppi la stabilità di F508del-CFTR corretto, 
suggerendo che il peptide agisca come stabilizzatore. L’analisi fosfo-proteomica ha identificato 
come modulata dal peptide PKD1 (protein kinasi D1), proteina coinvolta nella dinamica del ci-
toscheletro, così come nel riciclaggio e nell’endocitosi delle proteine di membrana. L’inibizione 
di PKD ha bloccato l’aumento di F508del-CFTR in membrana indotto da PI3Kγ MP ed ETI, 
confermando il ruolo di PKD1 nella stabilizzazione di CFTR.

Conclusioni Questo progetto evidenzia il potenziale del PI3Kγ MP come strategia terapeutica per stabilizzare 
F508del-CFTR alla membrana plasmatica, migliorando così l’efficacia della terapia ETI e aprendo 
nuove prospettive future.
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Razionale 
dello studio

Il progresso delle tecnologie per l’editing genomico ha consentito lo sviluppo di nuove strategie 
per correggere mutazioni nel gene CFTR che si sono dimostrate efficienti in modelli sperimen-
tali derivati da persone con fibrosi cistica (FC). Nonostante l’entusiasmo crescente, il trasporto 
(delivery) di queste tecnologie nei polmoni, principale causa di morbilità e mortalità nei pazienti, 
è inefficiente, limitando il loro impiego in clinica. Un metodo di delivery promettente consiste in 
vescicole extracellulari ingegnerizzate, particelle biocompatibili con tropismo regolabile.

Ipotesi  
e obiettivi

In questo studio ci proponiamo di sviluppare vescicole per l’editing genomico, GE-vesicles, un 
sistema nuovo e efficace per trasportare strumenti di editing genomico sotto forma di ribonucle-
oproteine nelle cellule delle vie aeree per trattare la FC. Questo sistema consente un’espressione 
del cargo nelle cellule target limitata, permettendo la correzione di CFTR senza generare altera-
zioni indesiderate nel genoma.

Metodi Abbiamo incorporato nelle GE-vesicles il base editor ABE8e-SpCas9 e ottimizzato la produzione 
massimizzando la quantità di editor e sgRNA incorporati. Le vescicole sono state caratterizzate 
per dimensioni, numero di particelle e quantità di editor.

Risultati 
preliminari

Sono stati testati numerosi sgRNAs con target CFTR in cellule HEK293T e CFBE41o-, raggiun-
gendo fino al 60% di efficienza di editing, dimostrando che GE-vesicles sono un metodo di deli-
very efficiente. Attualmente stiamo testando le GE-vesicles per correggere le mutazioni missenso 
più frequenti che causano la FC (R553X, R1162X e W1282X).
Per il delivery di editor genomici nelle vie aeree vogliamo modificare il tropismo delle GE-vesicles 
sfruttando envelope virali. La loro efficacia verrà misurata in cellule epiteliali polarizzate delle vie 
aeree di persone con FC, misurando l’efficienza di editing nel gene CFTR, e in vivo, usando topi 
reporter esprimenti proteine fluorescenti. A tal fine, produrremo vescicole contenenti la ricombi-
nasi Cre che promuoverà la conversione della fluorescenza da Tomato a GFP.

Conclusioni Lo sviluppo di questo nuovo sistema porterà a un avanzamento nel trattamento della FC, poiché 
il delivery nel tessuto polmonare è tuttora uno dei principali ostacoli nella ricerca di una cura. Il 
sistema GE-vesicles sviluppato potrebbe anche essere usato per altre malattie polmonari o ulte-
riormente adattato per mirare specificamente ad altri tessuti, espandendo le sue applicazioni per 
il trattamento delle malattie genetiche.

Background  
and rationale

DNase treatment for cystic fibrosis (CF) is needed for people who don’t benefit from corrector the-
rapy. Improving drug properties through bioconjugation and using DNase1L2, with actin resistance 
and acidic pH activity, could enhance therapy.

Hypothesis  
and objectives

We aim to enhance the pharmacological properties of DNase1 (rhDNase) through PEGylation, 
and complete preclinical evaluation of DNase1L2 by expanding its activity with bioconjugation and 
protein engineering.

Essential  
methods

Three PEGylated rhDNase variants were created: PEG20kDa (N-terminus), PEG2kDa-aldehyde, and 
PEG24mer-NHS (lysines). In vitro activity was tested via rheological analysis on artificial mucus, with/
without actin. Aerodynamic properties of PEG24mer-rhDNase were evaluated using Next Generation 
Impactor (NGI) and eFlow nebulizer. Recombinant DNase1L2 was expressed in Pichia pastoris and 
Escherichia coli as an MBP fusion. Ancestral sequence reconstruction (ASR) was performed for rhDNa-
se and DNase1L2 using GRASP, with genes expressed in E. coli as His-tagged proteins. DNase activity 
was assessed using supercoiled DNA. PEGylated DNase1L2 variants were analyzed for conjugation sites. 
Mucus samples were collected post-physiotherapy and stored at -80°C.

Giulia Mori1, Danila Delfino1, Antonella 
Grigoletto2, Gloria Bizzotto2, Benedetta 
Campara2, Claudio Rivetti1, Giovanni Merici1, 
Francesca Buttini5, Stefania Glieca5, Nicola 
Tirelli4, Rosaria Casciaro3, Gianfranco Pasut2, 
Riccardo Percudani1
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Background  
and rationale

The most common mutation in people with cystic fibrosis (CF) is the deletion of phenylalanine 508 in 
the CFTR channel of epithelial cells, including those at the airways. This mutation significantly hinders 
CFTR trafficking to the cell surface and the function of channel gating. While current CFTR modu-
lators are effective in restoring defective CFTR function, treatment of pulmonary infections remains 
a major challenge, especially in people with advanced lung disease. Recently, we discovered two anti-
microbial peptides (AMPs), Esc(1-21) and Esc(1-21)-1c (known as Esc peptides), that can promote 
repair of damaged bronchial epithelium and reduce lung bacterial load in mice with pulmonary in-
fection due to Pseudomonas aeruginosa (the main pathogen in CF lung), when administered directly 
into the trachea. Additionally, we found that Esc peptides have a unique ability to enhance the function 
of F508del-CFTR, which is a novel finding.

Left to right: Carlo Vetrano, Giacomo Cappella, Maria Luisa Mangoni, Bruno 
Casciaro. Second picture: Arianna Venturini. Third picture: Mattia Mori 

Maria Luisa Mangoni1, Arianna Venturini2, Mattia Mori3
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University of Siena, Italy 
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Results PEG2kDa-rhDNase showed 2.95 polymer chains per protein with 71.4% activity, PEG24mer-rh-
DNase had 2.47 chains with 33.7% activity, and PEG20kDa-rhDNase had one chain with 83.8% 
activity. PEG24mer-rhDNase demonstrated significant resistance to actin inhibition and better vi-
scosity reduction than other variants. NGI tests indicated a higher fine particle fraction for PEG-
24mer-rhDNase, with deeper deposition compared to native rhDNase. Expression of DNase1L2 in 
E. coli with an MBP tag prevented inclusion bodies, but tag removal rendered the protein unsuitable 
for further studies. Expression in P. pastoris yielded active glycosylated protein at low yield. Two an-
cestral DNases expressed in E. coli showed excellent catalytic properties. mPEG24mer conjugated 
primarily to three lysines on DNase1L2, away from the active site. DNase1L2 conjugates included 
PEG2kDa-aldehyde, PEG20kDa (N-terminus), and Z-Gln-Gly-mPEG20kDa (lysines). Protocols 
for DNase1L2 activity on patient mucus were established at the Italian Institute of Technology.

Conclusions PEGylation of rhDNase with shorter polymer chains emerged as the most promising strategy. Ne-
bulization of PEG24mer-rhDNase achieved the highest respirable fraction. Ancestral DNases de-
monstrated strong potential as therapeutic proteins.

Razionale 
dello studio

Il trattamento con DNasi per la fibrosi cistica (FC) è necessario per le persone con FC che non 
rispondono alla terapia correttiva. Migliorare le proprietà del farmaco tramite bioconiugazione e 
usare DNasi1L2, resistente all’actina e attiva a pH acido, potrebbe migliorare i risultati terapeutici.

Ipotesi  
e obiettivi

L’obiettivo è potenziare l’efficacia mucolitica della DNasi1 (rhDNase) tramite PEGilazione e 
completare la valutazione preclinica di DNasi1L2 ampliando il suo spettro d’azione con bioconiu-
gazione e ingegneria proteica.

Metodi Sono state create tre varianti PEGilate di rhDNase: PEG20kDa (N-terminale), PEG2kDa-aldei-
de e PEG24mer-NHS su lisine. L’attività in vitro è stata valutata tramite analisi reologica su muco 
artificiale con/senza actina. Le proprietà aerodinamiche di PEG24mer-rhDNase sono state testate 
con NGI e nebulizzatore eFlow. La DNasi1L2 è stata espressa in Pichia pastoris ed Escherichia 
coli come fusione MBP. La ricostruzione ancestrale (ASR) di rhDNase e DNasi1L2 è stata fatta 
con GRASP e i geni sono stati espressi in E. coli come proteine con His-tag. L’attività è stata te-
stata su DNA plasmidico. Le varianti PEGilate sono state analizzate per i siti di coniugazione. I 
campioni di muco sono stati raccolti dopo fisioterapia e conservati a -80°C.

Risultati PEG2kDa-rhDNase ha rivelato 2,95 catene con un’attività del 71,4%, PEG24mer-rhDNase 2,47 ca-
tene con il 33,7% e PEG20kDa una catena con l’83,8% di attività. PEG24mer-rhDNase ha mostra-
to resistenza all’actina e riduzione della viscosità migliore rispetto alle altre varianti e rhDNase non 
modificata. I test NGI hanno indicato una frazione di particelle fini più alta e una deposizione più 
profonda per PEG24mer-rhDNase rispetto alla rhDNase nativa. L’espressione di DNasi1L2 in E. coli 
con tag MBP ha evitato i corpi di inclusione, ma la rimozione del tag ha reso la proteina inadatta. L’e-
spressione in P. pastoris ha prodotto proteina attiva con una bassa resa. Due DNasi ancestrali in E. coli 
hanno mostrato buone proprietà catalitiche. Il mPEG24mer si è coniugato principalmente a tre lisine 
della DNase1L2, lontano dal sito attivo. I coniugati di DNase1L2 comprendevano PEG2kDa-aldeide, 
PEG20kDa (N-terminale) e Z-Gln-Gly-mPEG20kDa (lisine). I protocolli per testare l’attività della 
DNase1L2 sul muco dei pazienti sono stati stabiliti presso l’Istituto Italiano di Tecnologia.

Conclusioni La PEGilazione con catene più corte è risultata la strategia migliore. La nebulizzazione di PEG-
24mer-rhDNase ha raggiunto la frazione respirabile più alta. Le DNasi ottenute tramite ASR 
hanno mostrato un forte potenziale terapeutico.
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Hypothesis  
and objectives

The project aimed at i) studying the effect of Esc peptides on the ion currents mediated by other mutated 
forms of CFTR (including missense G551D or G1349D mutations which impair CFTR channel ope-
ning); ii) optimizing their efficacy for the dual (antimicrobial and CFTR potentiator) function and iii) 
evaluating the capability of the optimized peptides to preserve antibacterial activity in CF-mimicking 
lung environment.

Essential  
methods

A multidisciplinary approach combining electrophysiological, biochemical, cell biology and com-
putational methods, as well as mouse models for in vivo studies.

Results We demonstrated that Esc peptides can increase the CFTR-dependent transepithelial conductance in 
primary bronchial epithelial cells, homozygous/heterozygous for F508del, as well as in Fisher Rat 
Thyroid cells expressing G551D and G1349D-CFTR, as found for genistein. Remarkably, the presence 
of a non-coded amino acid in the primary structure of Esc(1-21) was found to expand its spectrum 
of activity towards Gram-positive bacteria (like Staphylococcus aureus) also relevant in CF, without 
altering the potentiator effect on CFTR mutants and without giving cytotoxicity. By computational 
studies, it was also demonstrated that the selected and optimized peptides bind to the nucleotide bin-
ding domain 1 (NBD1) of CFTR, presumably stabilizing the open conformation of the channel pore. 
Notably, the most promising peptides for the dual antimicrobial and CFTR potentiator function were 
also found to preserve anti-Pseudomonal efficacy under in vitro and in vivo conditions mimicking CF 
lung for the presence of a sticky and dehydrated mucus.

Conclusions We identified peptides with the ability not only to act as antibacterial drugs in CF lung environment 
but also to rescue the function of CFTR with ions conductance defect. This effect opens the avenue 
for novel therapeutic strategy to address pulmonary pathology in CF, likely upon delivery of the 
selected compounds in the conductive airways.

Razionale 
dello studio

La mutazione più comune in persone con fibrosi cistica (FC) è la perdita di fenilalanina 508 nel-
la proteina canale CFTR presente nella membrana degli epiteli, compresi quelli delle vie aeree. 
Questa mutazione compromette gravemente la migrazione di CFTR verso la superficie cellulare 
e altera i meccanismi di apertura del canale. Nonostante gli attuali modulatori di CFTR siano effi-
caci nel ripristinare l’attività della proteina difettosa, il trattamento delle infezioni polmonari resta 
una grande sfida, soprattutto negli stadi avanzati della malattia. Recentemente abbiamo scoperto 
due peptidi antimicrobici (AMP), Esc(1-21) ed Esc(1-21)-1c (denominati peptidi Esc), che sono 
in grado di promuovere la riparazione dell’epitelio bronchiale danneggiato e di ridurre la carica 
batterica nel polmone di topi con infezione polmonare da Pseudomonas aeruginosa (principale 
patogeno nel polmone delle persone con FC), dopo somministrazione intra-tracheale. Inoltre, ab-
biamo scoperto una proprietà mai descritta degli AMP, ovvero la capacità dei peptidi Esc di agire 
come potenziatori di F508del.

Ipotesi  
e obiettivi

Il progetto aveva lo scopo di i) studiare l’effetto dei peptidi Esc sulle correnti ioniche mediate 
da CFTR con altre mutazioni (incluse quelle missenso G551D o G1349D); ii) ottimizzare la 
loro efficacia per la doppia funzione (antimicrobica e potenziatrice di CFTR) e iii) valutare la 
capacità dei peptidi selezionati di preservare l’attività antibatterica in condizioni simili a quelle 
del polmone FC.

Metodi Approccio multidisciplinare con metodi elettrofisiologici, biochimici, di biologia cellulare e com-
putazionali, nonché l’uso di modelli animali.

Risultati Abbiamo dimostrato che i peptidi Esc sono in grado di aumentare la conduttanza trans-epiteliale 
dipendente da CFTR in epiteli di cellule bronchiali primarie omozigoti/eterozigoti per la mutazio-
ne F508del così come in cellule di tiroide di ratto che esprimono CFTR con mutazione G551D e 
G1349D con un effetto simile a quello della genisteina. La presenza di un amminoacido non con-
venzionale nel peptide Esc(1-21) è in grado di ampliare il suo spettro d’azione, anche contro bat-
teri Gram-positivi (come lo Staphylococcus aureus) pure rilevanti in FC senza alterarne l’effetto 
potenziatore e senza danneggiare le cellule umane. Attraverso studi computazionali è stato anche 
dimostrato come i peptidi selezionati e ottimizzati siano in grado di legare il nucleotide binding 
domain 1 (NBD1) di CFTR, stabilizzando la conformazione aperta del canale. Interessante nota-
re come i peptidi più promettenti per la duplice funzione antimicrobica e potenziatrice di CFTR 
siano in grado di mantenere l’efficacia anti-Pseudomonas (sia in vitro che in vivo) in condizioni 
che simulano il polmone di persone con FC per la presenza di un muco appiccicoso e disidratato.

Conclusioni Abbiamo identificato peptidi con la capacità non solo di agire come antibiotici nel polmone FC, 
ma anche di recuperare la funzione di CFTR con difetti di conduttanza. Questo effetto apre la 
strada per lo sviluppo di una nuova strategia terapeutica per il trattamento della patologia pol-
monare della FC, probabilmente in seguito a somministrazione dei composti selezionati nelle 
vie aeree.
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Background  
and rationale

Cystic fibrosis (CF) is caused by mutations that lead to the functional expression defect of the CFTR 
ion channel. There is an unmet need to improve the functional correction efficacy of CF mutations 
that have poor susceptibility to the best available CFTR-modulator Kaftrio. We identified 40 rare 
mutations that display < 20% of WT-CFTR activity and partially corrected gating defects upon 
Kaftrio exposure. These mutants require novel therapeutic intervention(s). 

Hypothesis  
and objectives

The additive effect of preclinical class-II potentiators in combination with VX-445 (class-III) and VX-
770 (class-I) potentiators, led to the recognition that gating defective CFTR variants can be further acti-
vated by additional small molecules. We posit that poor pharmacophore properties of available class-II 
potentiators can be significantly improved, which would be beneficial for CFTR variants that exhibit  
< 20% of WT-CFTR activity upon Kaftrio treatment and partially corrected gating defects. Our objective 
is to develop poly-specific class-II potentiators that additively activate the gating of several CFTR mutan-
ts in combination with VX-770 and VX-445.

Essential  
methods

Hit-to-lead optimization to further improve the rescue potency and efficacy of our best class-II poten-
tiator hits will be conducted by medicinal chemistry, in silico docking, and iterative structure-activity 
relationship determination. Functional studies on several poorly responsive CFTR2 variants will be 
conducted in immortalized and primary human airway cells. The potentiation mechanism, as well as 
pharmacokinetic, pharmacodynamic and toxicity profile of the best compounds will be established.

Preliminary 
results

We have identified correctors that synergize with approved drugs. We have also developed new pre-
clinical class-II potentiators that significantly improved the G551D-, N1303K- and S549N-CFTR 
function in concert with the class-I and -III potentiators and correctors of Kaftrio. The class-II 
potentiators have favorable pharmacokinetic properties.

Conclusions A novel class-II potentiators that additively act with class-I and -III potentiators on CFTR2 mutations 
with poor responsiveness to approved CFTR-modulators will be developed. Extensive in vitro and in 
vivo studies have been planned. Our project aims at the development of more effective and tailored 
therapies for people with CF bearing rare mutations with low responsiveness to available treatments.

Razionale 
dello studio

La fibrosi cistica (FC) è causata da mutazioni che portano a difetti funzionali nel canale ionico 
CFTR. È necessario sviluppare nuovi farmaci per le mutazioni che sono poco sensibili al Kaftrio, 
il miglior farmaco a disposizione per il trattamento della FC. Abbiamo identificato 40 mutazioni 
rare che hanno mostrato un ripristino dell’attività di CFTR, inferiore del 20% rispetto alla protei-
na wild type dopo trattamento con Kaftrio. 

Ipotesi  
e obiettivi

L’effetto additivo di potenziatori di classe II con potenziatori di classe III (VX-445) e di classe I (VX-
770), ha portato alla scoperta che mutazioni di gating di CFTR possono essere potenziate da nuove 
classi di piccole molecole. Riteniamo che la scarsa attività dei potenziatori di classe II attualmente 
disponibili possano essere migliorate in modo significativo, portando a notevoli vantaggi per il tratta-
mento delle varianti di CFTR che presentano < 20% dell’attività di WT-CFTR e solo parziale corre-
zione dopo il trattamento con Kaftrio. Il nostro obiettivo è sviluppare potenziatori di classe II polispe-
cifici che potenzino in modo additivo diversi mutanti di CFTR in combinazione con VX-770 e VX-445.

Metodi L’aumento della potenza e dell’efficacia dei nostri potenziatori di classe II verrà condotta median-
te cicli iterativi di sintesi, docking molecolare e determinazione del rapporto struttura-attività. 
Gli studi funzionali verranno condotti in cellule immortalizzate e in cellule primarie esprimenti 
mutanti di CFTR poco responsivi a Kaftrio. Il meccanismo di potenziamento, il profilo di tossicità 
e il profilo farmacocinetico verranno determinati per le molecole più promettenti.

Risultati  
preliminari

Abbiamo sviluppato nuovi correttori che sinergizzano con farmaci noti e individuato nuovi po-
tenziatori di classe II che, in combinazione con Kaftrio, hanno mostrato un significativo aumento 
dell’attività di mutanti di CFTR (G551D, N1303K e S549N). I composti individuati hanno mostra-
to una farmacocinetica promettente.

Conclusioni Svilupperemo una nuova famiglia di potenziatori di classe II in grado di agire in maniera sinergica 
con i potenziatori di classe I e III sulle mutazioni rare di CFTR che rispondono solo in maniera 
parziale alle terapie attualmente approvate. Sono stati pianificati sia studi in vitro (farmacodina-
mica) che in vivo (farmacocinetica). Il progetto mira allo sviluppo di terapie più efficaci e perso-
nalizzate per le persone con FC poco responsive ai trattamenti in uso.
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of Verona, Italy - 2Department of Pharmaceutical Sciences, 
University of Padua, Italy - 3Department of Physiology, McGill 
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Background  
and rationale

Kaftrio, a groundbreaking combination therapy involving two correctors (VX-445/VX-661) and 
one potentiator (VX-770), has revolutionized the treatment for patients with the F508del mutation. It 
has now become the forefront of current pharmacological treatment for people with CF who have at 
least one F508del mutation in the CFTR gene and has been extended to several other misfolded mu-
tations and the possibility to extend its use is still under investigation. Nevertheless, the improvement 
of Kaftrio therapy is both necessary and achievable. This is particularly crucial given the expansion 
of Kaftrio to a substantial number of class II mutants, whose effectiveness may be suboptimal and 
in need of enhancement.

Hypothesis  
and objectives

This study aims to investigate the role of the heat shock proteins (HSPs), in the functional recovery 
of F508del-CFTR induced by correctors. The HSPs are chaperones which exert an opposite effect on 
protein biogenesis: facilitate the folding and if they do not succeed, they target the unfolded protein 
to degradation. Our hypothesis is that when a misfolded protein is targeted for degradation by pro-
longed association with HSPs, in the presence of correctors that improve protein folding, an active 
chaperone machinery can facilitate their action.

Essential  
methods

CFBE41o- cells expressing F508del-CFTR will be treated with HSPs activators in presence or absence 
of VX-445/VX-661. The functional rescue of the channel will be quantified by western blotting and by 
the Halide YFP assay. Moreover, channel stability will be assayed by cycloheximide and CFTR expres-
sion by qPCR. The most promising compounds alone or in combination will be assayed in primary 
patient cells homozygous for F508del-CFTR (Ussing chamber). Experiments on primary cells will be 
conducted in collaboration with FFC Ricerca CFaCore and Primary Culture Service.

Preliminary  
results

Preliminary findings indicate that four small molecule activators of the chaperone machinery im-
prove the rescue of F508del-CFTR in CFBE41o- cells expressing F508del-CFTR induced by the 
combination of the correctors VX-445 and VX-661.

Conclusions This project will clarify the role of heat shock machinery in F508del-CFTR rescue identifying poten-
tial synergistic or additive actions with the correctors.

Razionale 
dello studio

Kaftrio, una terapia combinata innovativa che comprende due correttori (VX-445/VX-661) e un 
potenziatore (VX-770), ha rivoluzionato il trattamento delle persone con fibrosi cistica (FC) con 
la mutazione F508del. Il Kaftrio è diventato il trattamento farmacologico di punta per le persone 
con FC che presentano almeno una mutazione F508del nel gene CFTR. L’efficacia di questo trat-
tamento è stata dimostrata anche su mutazioni diverse da F508del e la possibilità di un’ulteriore 
estensione del suo uso è ancora in fase di studio. Tuttavia, il miglioramento della terapia con 
Kaftrio è necessario e realizzabile. Ciò è particolarmente cruciale data l’espansione di Kaftrio a un 
numero sostanziale di mutanti di classe II, la cui efficacia potrebbe essere subottimale.

Ipotesi  
e obiettivi

Questo studio si propone di indagare il ruolo delle heat shock protein (HSPs) nel recupero funzio-
nale di F508del-CFTR indotto dai correttori. Le HSPs sono chaperone che svolgono un duplice 
ruolo, da un lato favorendo il ripiegamento delle proteine e dell’altro dirigendo le proteine mal 
ripiegate verso la degradazione. La nostra ipotesi è che l’attivazione delle HSPs, in presenza di 
correttori che favoriscono un ripiegamento corretto di F508del-CFTR, possa incrementare l’azio-
ne dei correttori.

Metodi Le cellule CFBE41o- che esprimono F508del-CFTR saranno trattate con attivatori delle HSPs in 
presenza o in assenza di VX-445/VX-661. Il recupero funzionale del canale sarà quantificato me-
diante western blotting e saggio YFP. Inoltre, la stabilità del canale sarà valutata mediante saggio 
con cicloeximide e l’espressione di CFTR mediante qPCR. I composti più promettenti, da soli 
o in combinazione, saranno testati in cellule primarie di pazienti omozigoti per F508del-CFTR 
(camera di Ussing). Gli esperimenti su cellule primarie saranno condotti in collaborazione con il 
CFaCore e il Servizio Colture Primarie di FFC Ricerca.

Risultati  
preliminari

I risultati preliminari indicano che quattro piccole molecole attivatrici delle HSPs migliorano il 
recupero funzionale di F508del-CFTR nelle cellule bronchiali umane CFBE41o- indotto dalla 
combinazione dei correttori VX-445 e VX-661.

Conclusioni Questo progetto chiarirà il ruolo delle HSPs nel recupero funzionale di F508del-CFTR identifi-
cando potenziali effetti additivi o sinergici con i correttori.
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Background  
and rationale

The increase in resistance to antibiotics, together with the delay in discovering new antibacterials, is dra-
stically limiting our ability to fight pathogenic bacteria. The development of molecules with anti-virulence 
effects and/or capable of resensitizing resistant strains to antibiotics is an emerging approach that can pro-
duce targeted antibacterial therapies in cystic fibrosis (CF). From this perspective, bacterial small RNAs re-
present an unexploited category of therapeutic targets. We showed that the small RNA ErsA of Pseudomo-
nas aeruginosa, an important pulmonary pathogen in CF, is involved in the regulation of several functions 
linked to lung pathogenesis and antibiotic resistance. We found that a Pseudomonas aeruginosa mutant 
strain in which ErsA is deleted fails to form a mature biofilm and is significantly less virulent than the wild 
type after infection of both bronchial epithelial cells and a mouse model. Moreover, the deletion of ErsA 
induces sensitization to ceftazidime, cefepime, and meropenem in a multidrug-resistant clinical strain.

Hypothesis  
and objectives

It is expected that the development of anti-ErsA molecules will lead to multi-functional drugs that have 
antivirulence and antibiotic adjuvant activity at the same time. To develop anti-ErsA molecules, we set 
out to design and test oligomers, called PNAs, that bind to ErsA and prevent its regulatory function. Con-
sequently, they were expected to cause the same phenotypes observed in ErsA knockout mutants. This 
project aims to continue the work done in previous FFC Ricerca-funded projects in which we developed 
and tested a collection of anti-ErsA PNAs. Specifically, this project aims to optimize the most effective 
anti-ErsA PNAs that we have developed to date and then test them in a preclinical mouse model of in-
fection for their ability to resensitize a multidrug-resistant strain of P. aeruginosa to meropenem.

Essential  
methods

We will develop a pipeline to optimize the anti-ErsA PNAs on bacterial cells cultured in vitro and 
test their efficacy in a mouse infection model.

Preliminary  
results

We have shown that targeting ErsA with PNAs can interfere with its regulatory function. Most 
importantly, we provided evidence on the ability of anti-ErsA PNAs to resensitize to meropenem a 
multi-drug resistant clinical strain of P. aeruginosa.

Conclusions Overall, we expect to provide innovative molecules for further use as anti-Pseudomonas drugs as 
monotherapy or in combination with antibiotic therapies currently used in cystic fibrosis.

Razionale 
dello studio

L’aumento della resistenza agli antibiotici, insieme al ritardo nella scoperta di nuovi antibatterici, sta 
limitando drasticamente la nostra capacità di combattere i batteri patogeni. Lo sviluppo di molecole con 
effetti antivirulenza e/o in grado di risensibilizzare le varianti resistenti agli antibiotici è un approccio 
emergente che può fornire terapie antibatteriche mirate in fibrosi cistica. In questa prospettiva, i piccoli 
RNA batterici rappresentano una categoria non sfruttata di bersagli terapeutici. Abbiamo dimostrato 
che il piccolo RNA ErsA di Pseudomonas aeruginosa, un importante patogeno polmonare della fibrosi 
cistica, è coinvolto nella regolazione di diverse funzioni legate alla patogenesi polmonare e alla resi-
stenza agli antibiotici. Abbiamo mostrato che una variante mutante di P. aeruginosa in cui ErsA è stato 
deleto non riesce a formare un biofilm maturo ed è significativamente meno virulenta del tipo selvatico 
in seguito all’infezione di cellule epiteliali bronchiali e di un modello animale. Inoltre, la delezione di 
ErsA induce sensibilizzazione a ceftazidime, cefepime e meropenem in un ceppo clinico multiresistente.

Ipotesi  
e obiettivi

Si prevede quindi che lo sviluppo di molecole anti-ErsA porterà a farmaci multifunzionali che 
abbiano contemporaneamente attività antivirulenza e antibiotica adiuvante. Per sviluppare mole-
cole anti-ErsA, ci siamo proposti di progettare e testare oligomeri, chiamati PNA, che si legano a 
ErsA e ne impediscono la funzione regolatoria. Di conseguenza, ci si aspettava che causassero gli 
stessi fenotipi osservati nei mutanti ErsA. Questo progetto mira a proseguire il lavoro svolto in 
precedenti progetti finanziati da FFC Ricerca, in cui abbiamo sviluppato e testato una collezione 
di PNA anti-ErsA. Nello specifico, questo progetto mira a ottimizzare i PNA anti-ErsA più effi-
caci che abbiamo sviluppato finora e a testarli in un modello preclinico di infezione nel topo per 
verificarne la capacità di risensibilizzare un ceppo di P. aeruginosa multiresistente al meropenem.

Metodi Svilupperemo una procedura per ottimizzare i PNA anti-ErsA su cellule batteriche coltivate in 
vitro e ne testeremo l’efficacia in un modello di infezione nel topo.

Risultati 
preliminari

Abbiamo dimostrato che il targeting di ErsA con i PNA può interferire con la sua funzione re-
golatoria. Soprattutto, abbiamo dimostrato la capacità dei PNA anti-ErsA di risensibilizzare al 
meropenem un ceppo clinico multiresistente di P. aeruginosa.

Conclusioni Nel complesso, ci aspettiamo di fornire molecole innovative da usare come farmaci anti-Pseu-
domonas in monoterapia o in combinazione con le terapie antibiotiche attualmente usate in 
fibrosi cistica.
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Background  
and rationale

Chronic respiratory infections caused by Pseudomonas aeruginosa (Pa) are recognized as one of the 
predominant causes of morbidity and mortality in people with cystic fibrosis (CF). Pa propensity to grow 
in biofilms and produce several virulence factors makes it able to resist antibiotics and immune respon-
ses. Pa employs quorum sensing (QS), to regulate virulence and biofilm formation. The pqs system, a 
key QS network in Pa, controls virulence mechanisms, making it a target for antivirulence compounds.

Hypothesis  
and objectives

This project aims to discover novel quinazoline-based antivirulence compounds potentially tar-
geting PqsR, a pivotal regulator in Pa QS. PqsR is central in governing virulence in P. aeruginosa 
physiology and is the most represented QS regulator found in CF clinical isolates. The project seeks 
to identify clinically relevant compounds effective against CF-related infections.

Essential  
methods

Methods used for addressing the expected goals can be divided into: i) medicinal chemistry: computer-ai-
ded drug design, synthesis of libraries of PqsR modulators, in silico prediction and experimental vali-
dation of drug-like properties, structure-activity relationship studies, scale-up synthesis, formulation for 
in vivo studies; ii) microbiology: assays for determination of biofilm formation, production of virulence 
factors (pyocyanin, pyoverdine, elastase, rhamnolipids etc), antibacterial activity (combination studies), 
cytotoxicity, anti-virulence efficacy in Galleria mellonella model; iii) in vivo efficacy studies.

Preliminary  
results

We already discovered and characterized novel quinazoline-based compounds that impact biofilm 
formation and virulence factor production in Pa strains under CF-like conditions without cytotoxic 
effects. Overall, our studies indicate the promising potential of the hit compounds described here as 
antivirulence agents.

Conclusions The project aims to identify lead compounds with optimal properties for further preclinical and clini-
cal development. The synthesis and characterization of novel antivirulence compounds targeting PqsR 
could offer promising therapeutic options for people with CF.

Razionale 
dello studio

Le infezioni respiratorie croniche causate da Pseudomonas aeruginosa (Pa) sono riconosciute 
come una delle principali cause di morbilità e mortalità nelle persone con fibrosi cistica (FC). La 
propensione di Pa a crescere in biofilm e a produrre diversi fattori di virulenza rende conto della 
resistenza agli antibiotici e alla risposta immunitaria. Pa usa il quorum sensing (QS) per regolare 
la virulenza e la formazione di biofilm. Il sistema pqs, che controlla i meccanismi di virulenza, rap-
presenta un bersaglio promettente per lo sviluppo di composti antivirulenza.

Ipotesi  
e obiettivi

Questo progetto è finalizzato alla individuazione di nuovi composti antivirulenza basati sul nucleo 
chinazolinico, potenzialmente attivi contro PqsR, un regolatore fondamentale nel QS di Pa. PqsR 
ha un ruolo centrale nel controllo della virulenza in Pa ed è il regolatore del QS più rappresentato 
negli isolati clinici di persone con FC. Il progetto mira a identificare composti clinicamente rile-
vanti efficaci nei confronti delle infezioni correlate alla FC.

Metodi I metodi usati per raggiungere gli obiettivi attesi possono essere suddivisi in: i) chimica farma-
ceutica: progettazione di farmaci computer-assistita, sintesi di librerie di modulatori di PqsR, pre-
visione in silico e validazione sperimentale delle proprietà farmaco-simili, studi sulla relazione 
struttura-attività, sintesi su larga scala, formulazioni per studi in vivo; ii) microbiologia: saggi di 
formazione del biofilm, valutazione produzione di fattori di virulenza (piocianina, pioverdina, ela-
stasi, ramnolipidi ecc.), attività antibatterica (studi di sinergia), citotossicità, efficacia antivirulenza 
nel modello di infezione in Galleria mellonella; iii) studi di efficacia in vivo.

Risultati 
preliminari

Abbiamo già scoperto e caratterizzato nuovi composti basati sul nucleo chinazolinico in grado di 
ridurre la formazione di biofilm e la produzione di fattori di virulenza in varianti di Pa in condi-
zioni simili alla FC, senza effetti citotossici. Nel complesso, i nostri studi indicano un potenziale 
promettente per i composti identificati come agenti antivirulenza.

Conclusioni Il progetto mira a identificare composti guida con proprietà ottimali per ulteriori sviluppi pre-
clinici e clinici. La sintesi e la caratterizzazione di nuovi composti antivirulenza con target PqsR 
potrebbero offrire opzioni terapeutiche promettenti per le persone con FC.
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Background  
and rationale

VOMG is a new synthetic small water-soluble molecule targeting cell division, highly effective against 
several cystic fibrosis pathogens such as Mycobacterium abscessus (Mab). VOMG was developed 
thanks to previous projects funded by the Italian Cystic Fibrosis Research Foundation (FFC#19/2018, 
FFC#14/2020, FFC#18/2021). Recently, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) 
modulators such as Kaftrio have been commercialized. Kaftrio treats different aspects of the CFTR 
protein, improving the clinical symptoms of people with cystic fibrosis (pwCF). 
Over the course of the FFC#18/2021 project, a strong synergistic interaction of VOMG in combination 
with Kaftrio was identified against Mab and other bacterial pathogens. Preliminary data suggest that 
this interaction was due to an increased permeability in the cell wall of the bacteria (Italian patent of 
industrial invention). The combination of VOMG and Kaftrio could constitute a novel dual-activity 
combination therapy for pwCF: CFTR modulator and enhanced sterilizing antimicrobial activity.

Hypothesis  
and objectives

The objectives of this proposal are: i) to characterize the pharmacokinetic/pharmacodynamic (PKPD) 
properties of VOMG against Mab, both alone and in combination with Kaftrio; ii) to understand the 
contribution of Kaftrio to novel antimicrobial therapies against Mab infections in pwCF.

Essential  
methods

In vitro PKPD studies of VOMG will be performed using the Hollow Fiber System, a dynamic pre-
clinical PKPD model. In addition, in vivo studies of the combination VOMG with Kaftrio will be 
performed in preclinical mouse models of chronic Mab infection. 
Furthermore, the interaction profile of Kaftrio with other antimicrobials against Mab will be cha-
racterized through in vitro screening assays. Selected combinations will be verified by time kill as-
says against an expanded collection of clinical isolates.

Preliminary  
results

The combination of VOMG with Kaftrio will be further explored in both in vitro and in vivo models 
over the next two years. In addition, the interaction of Kaftrio with other antimicrobials will be evalua-
ted against Mab.

Conclusions Characterization of the contribution of Kaftrio to the antimicrobial activity of VOMG and other an-
timicrobials will advance the development of novel therapeutic strategies for the treatment of Mab 
infections in pwCF.

Razionale 
dello studio

VOMG è una nuova piccola molecola sintetica idrosolubile che ha come bersaglio la divisione cellula-
re, altamente efficace contro diversi patogeni rilevanti in fibrosi cistica come Mycobacterium abscessus 
(Mab). VOMG è stata sviluppata grazie a precedenti progetti finanziati da FFC Ricerca (FFC#19/2018, 
FFC#14/2020, FFC#18/2021). Recentemente sono stati commercializzati modulatori di CFTR come il 
Kaftrio, che agisce migliorando i sintomi clinici delle persone con fibrosi cistica (FC). 
Nel corso del progetto FFC#18/2021, è stata identificata una forte interazione sinergica di VOMG 
con Kaftrio contro Mab e altri patogeni. I dati preliminari suggeriscono che questa interazione sia 
dovuta a un aumento della permeabilità della parete cellulare dei batteri (composto brevettato).
La combinazione di VOMG e Kaftrio potrebbe costituire una nuova terapia combinata a doppia 
attività per le persone con FC: da un lato come modulatore di CFTR e dall’altro come antimicrobico.

Ipotesi  
e obiettivi

Gli obiettivi di questo progetto sono: i) caratterizzare le proprietà farmacocinetiche/farmacodina-
miche (PKPD) di VOMG contro Mab, sia da solo che in combinazione con Kaftrio; ii) compren-
dere il contributo di Kaftrio alle nuove terapie antimicrobiche contro le infezioni da Mab nelle 
persone con FC.

Metodi Gli studi di PKPD in vitro di VOMG saranno eseguiti usando il sistema a fibre cave, un modello 
di PKPD preclinico dinamico. Inoltre, saranno eseguiti studi in vivo della combinazione VOMG e 
Kaftrio in modelli animali preclinici di infezione cronica da Mab. 
Inoltre, verrà caratterizzato il profilo di interazione di Kaftrio e altri antimicrobici contro Mab, 
attraverso saggi di screening in vitro. Le combinazioni selezionate saranno verificate con saggi di 
time kill contro un’ampia raccolta di isolati clinici.

Risultati 
preliminari

Il progetto attuale esplorerà ulteriormente la combinazione di VOMG e Kaftrio in modelli in vitro 
e in vivo. Inoltre, verrà valutata l’interazione di Kaftrio con altri antimicrobici contro Mab.

Conclusioni La caratterizzazione del contributo di Kaftrio all’attività antimicrobica di VOMG e di altri an-
timicrobici farà progredire lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche per il trattamento delle 
infezioni da Mab nelle persone con FC.
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Background  
and rationale

The broad mission of this project is to elucidate how CFTR modulators act on the resolution of in-
flammation and infections in people with cystic fibrosis (CF). This is crucial since the clinical impact 
of these drugs on mechanisms regulating inflammation and resolution remains unclear and varies 
among patients, highlighting significant gaps in our understanding.

Hypothesis  
and objectives

The excessive and misdirected inflammatory response in people with CF can stem from basic CFTR 
defects and be amplified by insufficient activation of specialized pro-resolving mediators (SPM), 
such as resolvin (Rv) D1 and D2.
The overarching hypothesis here is that CFTR modulators enhance resolution by rectifying the syn-
thesis SPM, thereby re-educating inflammation from a deleterious to a protective response. Hence, 
this project aims to determine the effects of CFTR modulators on SPM biosynthesis and cellular 
mechanisms of resolution of inflammation and infection in individuals with CF. Moreover, it will 
investigate whether these effects are associated with drug concentrations in plasma and airway fluids.

Essential  
methods

A cross-sectional study will be conducted involving volunteers with confirmed CF who are either 
on ele/teza/ivacaftor (ETI, Kaftrio) therapy (Test group) or are ETI-naïve (Control group). Nasal 
swabs will be collected for single-cell RNA sequencing (scRNASeq) to analyze gene expression 
changes and expression of SPM biosynthetic enzymes. Blood and nasal lavage will be collected to 
quantify SPM and ETI concentrations via LC-MS/MS. Lung function will be assessed using spiro-
metry, and patients will complete quality of life and respiratory symptom questionnaires.

Preliminary 
results

SPM concentrations are increased in the plasma of people with CF who have been on ETI therapy 
for 6 months and in primary macrophages treated with ETI in vitro. RvD1 and RvD2 dampen mi-
gration and activation of human and animal CF leukocytes.

Conclusions Completing this study will provide insights into the effects of CFTR modulators on the resolution of 
lung inflammation and their links with SPM and drug concentrations. This wealth of knowledge will 
inform optimized treatment strategies to improve clinical outcomes for individuals with CF, which is 
now changing towards a new, unexplored immune milieu.

Razionale 
dello studio

L’obiettivo di questo studio è chiarire come i modulatori della proteina CFTR agiscano sulla 
risoluzione dell’infiammazione e delle infezioni nelle persone con fibrosi cistica (FC). Questo è 
cruciale poiché l’effetto clinico di questi farmaci sui meccanismi che regolano l’infiammazione e 
la risoluzione rimane poco chiaro e variabile tra i pazienti, evidenziando significative lacune nelle 
nostre conoscenze.

Ipotesi  
e obiettivi

La risposta infiammatoria eccessiva e mal indirizzata nelle persone con FC può derivare da difetti di 
base del CFTR e essere amplificata da un’insufficiente attivazione di mediatori specializzati proriso-
lutivi (SPM), come resolvina (Rv) D1 e D2. L’ipotesi generale è che i modulatori CFTR migliorino 
la risoluzione correggendo la sintesi degli SPM, rieducando così l’infiammazione da una risposta de-
leteria a una protettiva. Questo progetto, quindi, mira a determinare gli effetti dei modulatori CFTR 
sulla biosintesi degli SPM e sui meccanismi cellulari di risoluzione dell’infiammazione e dell’infezio-
ne nelle persone con FC. Verrà indagato, inoltre, se questi effetti sono associati alle concentrazioni di 
elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI) raggiunte nel plasma e nei fluidi delle vie aeree.

Metodi Verrà condotto uno studio trasversale che coinvolgerà volontari con FC che sono in terapia con 
ETI (gruppo di prova) o che non hanno mai assunto ETI (gruppo di controllo). Verranno raccolti 
tamponi nasali per il sequenziamento dell’RNA a singola cellula (scRNASeq) per analizzare i 
cambiamenti nell’espressione genica e l’espressione degli enzimi biosintetici degli SPM. Campio-
ni di sangue e lavaggio nasale saranno raccolti per quantificare le concentrazioni di SPM e ETI 
tramite LC-MS/MS. La funzione polmonare sarà valutata tramite spirometria e i pazienti comple-
teranno questionari sulla qualità della vita e sui sintomi respiratori.

Risultati 
preliminari

I dati da esperimenti in corso dimostrano che le concentrazioni di SPM sono aumentate nel plasma 
delle persone con FC che sono stati in terapia con ETI per 6 mesi e nei macrofagi primari trattati con 
ETI in vitro. RvD1 e RvD2 riducono la migrazione e l’attivazione dei leucociti CF umani e animali.

Conclusioni Questo studio fornirà dati sugli effetti dei modulatori CFTR sulla risoluzione dell’infiammazione 
polmonare e sui loro legami con gli SPM e le concentrazioni di farmaci. Queste informazioni per-
metteranno strategie di trattamento ottimizzate per migliorare i risultati clinici per le persone con 
FC, il cui profilo infiammatorio sta ora cambiando verso un terreno nuovo e inesplorato.

Antonio Recchiuti 
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Background  
and rationale

Pseudomonas aeruginosa (Pa) causes chronic lung infections in people with cystic fibrosis (CF). 
During its adaptation to the CF lung, Pa undergoes changes allowing antibiotic resistance and im-
mune system evasion. How these modifications relate to patient clinical course over time, drug the-
rapies administered, and existing bacterial co-colonization remains unclear. In addition, the impact 
of modulator therapies on CF lung microbiology remains to be elucidated.

Hypothesis  
and objectives

This project aims to study the adaptation of Pa over the years of lung colonization; in fact, tho-
roughly understanding this process will allow tailoring therapeutic approaches to the patient and 
predicting the course of the disease based on the characteristics of the colonizing strain. In addition, 
understanding how Pa clones respond to modulators may guide the reduction of anti-Pseudomonas 
therapies in an individualized manner for each patient.

Essential  
methods

To this end, we will perform WGS of about 700 Pa isolates, collected and stored for up to 20 years, 
from 59 people with CF, highlighting Pa resistome and virulome changes over time. We will then 
compare resistome and phenotypic resistance. By mimicking as closely as possible the CF lung 
environment, we will also study the ability of selected Pa strains to produce biofilms, invade CF 
respiratory tissue cells, and produce substances involved in lung damage. The data obtained, corre-
lated with the clinical course of the patients over time and the drug therapies given, will allow us to 
understand the clinical impact of some bacterial adaptations.

Preliminary  
results

Our preliminary data on 315 Pa strains from 24 people with CF suggest colonization by certain clones 
or clone’s association may have a negative impact on patient’ prognosis and that evolution of resi-
stance is driven by chromosomal mutations. Among the 24 people investigated, 60% had at least one 
hypermutator Pa isolate due to mutations in DNA mismatch repair genes (mutL, mutM, mutS, mutT, 
uvrD), representing 18% of the multidrug-resistant isolates studied. Effect of different modulators was 
preliminary seen in 12 patients and ranged from acquisition of new clones, appearance of hypermuta-
tor phenotypes, loss of virulence genes, loss of non-mucoid phenotype and persistence of mucoid one.

Conclusions Extending this data will make it possible to achieve personalized therapy, tailored to the characteri-
stics of the bacterial strain colonizing the patient, and to gain a deeper understanding on the effect 
of modulators on bacteria.

Razionale 
dello studio

Pseudomonas aeruginosa (Pa) causa infezioni polmonari croniche nelle persone con fibrosi cistica 
(FC). Durante il suo adattamento al polmone FC, Pa subisce cambiamenti che gli consentono di 
resistere agli antibiotici e di eludere il sistema immunitario. Non è ancora chiaro come queste mo-
difiche siano correlate al decorso clinico del paziente, alle terapie farmacologiche somministrate e 
alla co-colonizzazione batterica presente. Inoltre, l’impatto dei modulatori sulla microbiologia del 
polmone FC deve ancora essere chiarito.

Ipotesi  
e obiettivi

Questo progetto si propone di studiare l’adattamento di Pa nel corso degli anni di colonizzazione 
polmonare; la comprensione di questo processo consentirà di adattare gli approcci terapeutici al 
paziente e di prevedere il decorso della malattia in base alle caratteristiche del clone colonizzante. 
Inoltre, capire come rispondono determinati cloni di Pa ai modulatori, permetterà di personaliz-
zare le terapie anti-Pseudomonas per ogni paziente.

Metodi A tal fine, saranno sequenziati circa 700 isolati di Pa, raccolti e conservati a partire dal 2004, 
provenienti da 59 persone con FC, evidenziandone i cambiamenti del resistoma e del viruloma 
nel tempo. Mimando il più possibile l’ambiente polmonare FC, studieremo inoltre la capacità di 
ceppi selezionati di Pa di produrre biofilm, invadere le cellule del tessuto polmonare FC e causare 
danno polmonare. Confronteremo inoltre il resistoma con le resistenze fenotipiche. I dati ottenuti, 
correlati al decorso clinico dei pazienti nel tempo e alle terapie farmacologiche somministrate, ci 
permetteranno di comprendere l’impatto clinico di alcuni adattamenti batterici.

Risultati 
preliminari

Dati preliminari, ottenuti su 315 Pa provenienti da 24 persone con FC, suggeriscono che la co-
lonizzazione da parte di alcuni cloni, o la loro associazione, può avere un impatto prognostico 
negativo e che l’evoluzione della resistenza è guidata da mutazioni cromosomiche. Inoltre, nel 
60% dei pazienti è stato individuato almeno un isolato di Pa nello stato di hypermutator a seguito 
di mutazioni nei geni del sistema di riparazione del DNA. L’impatto dei modulatori è stato preli-
minarmente valutato in 12 pazienti, mostrando effetti variabili, quali l’acquisizione di nuovi cloni, 
la comparsa di fenotipi hypermutator, la perdita o la persistenza di fenotipi e fattori di virulenza.

Conclusioni L’ampliamento di questi dati permetterà di andare sempre più verso una terapia personalizzata e 
di comprendere più in dettaglio l’effetto dei modulatori sui batteri.

Left to right: Vanessa Fini, Serena Raimondi,  
Gianluca Vrenna, Martina Rossitto, Vanessa Tuccio 
Guarna Assanti, Valeria Fox
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Background  
and rationale

Cystic fibrosis (CF) is a genetic disease characterized by chronic inflammation. We previously do-
cumented that the organ-on-a-chip technology is suitable for studying in vitro the inflammatory re-
sponse in CF. In this project, we developed an advanced 3D culture model denominated airway-on-
a-chip 2.0, which represents an improved version of our previous model by integrating differentiated 
epithelium, endothelium, and stroma, all derived from people with CF.

Hypothesis  
and objectives

Previous research has shown that endothelial cells (EC) in CF are dysfunctional, exhibiting alte-
red barrier function and increased production of inflammatory cytokines. Based on these findin-
gs, we hypothesize that an airway-on-a-chip model entirely composed of CF cells, including ECs, 
would provide more information on CF inflammation, particularly regarding polymorphonuclear 
leukocyte (PMN) recruitment. Our goal during the first year of the project was to develop a CF 
triple-culture (epithelium, endothelium, and stroma) model on-a-chip to study inflammation and 
PMN recruitment.

Essential  
methods

Co-culture of CF epithelial, endothelial, and stromal cells was optimized initially using transwell 
systems and then integrated into the chip model. The cultures were extensively characterized through 
confocal microscopy and media were collected for cytokine analysis. The new model was then used 
for PMN perfusion studies to evaluate their recruitment.

Preliminary 
results

We successfully modeled the 2.0 version of the airway-on-a-chip, demonstrating that it is possible to 
co-culture the three cell types. Results with the new model showed increased PMN recruitment, hi-
ghlighting the role of CF ECs. These results were supported by increased pro-inflammatory cytokine 
production by CF ECs when compared to the wild type controls. Immune cell incubation with ECs 
also showed enhanced PMN, but not peripheral blood mononuclear cell adhesion.

Conclusions These findings indicate that ECs significantly contribute to the inflammatory process in CF and that 
the airway-on-a-chip 2.0 has the potential to become a valuable tool for studying inflammation and 
for testing anti-inflammatory therapies in CF, including those targeting the endothelium, thus poten-
tially revealing new clinical applications.

Razionale 
dello studio

La fibrosi cistica (FC) è una malattia genetica caratterizzata da infiammazione cronica. In pre-
cedenti studi, abbiamo dimostrato che la tecnologia dell’organ-on-a-chip permette di studiare in 
vitro la risposta infiammatoria nella FC. In questo progetto, abbiamo sviluppato un modello di 
coltura 3D avanzato, denominato airway-on-a-chip 2.0, che rappresenta una versione migliorata 
del nostro modello precedente, integrando epitelio differenziato, endotelio e stroma, tutti derivati 
da cellule di persone con FC.

Ipotesi  
e obiettivi

Ricerche precedenti hanno mostrato che le cellule endoteliali (CE) nella FC sono disfunzionali, 
con alterazioni nella funzione di barriera e aumentata produzione di citochine infiammatorie. 
Sulla base di questi dati, ipotizziamo che un modello airway-on-a-chip interamente composto 
da cellule FC, incluse le CE, possa offrire preziose informazioni sull’infiammazione nella FC, in 
particolare riguardo il reclutamento dei leucociti polimorfonucleati (PMN). L’obiettivo di questo 
primo anno di progetto è stato sviluppare un modello di tripla coltura FC (epitelio, endotelio e 
stroma) per studiare l’infiammazione e il reclutamento di PMN.

Metodi La co-coltura di cellule epiteliali, endoteliali e stromali FC è stata ottimizzata inizialmente usando 
sistemi transwell e successivamente traslata su chip. Le colture sono state ampiamente caratteriz-
zate tramite microscopia confocale e analisi delle citochine. Il nuovo modello è stato poi usato per 
studi di perfusione di PMN al fine di valutarne il reclutamento.

Risultati 
preliminari

Abbiamo sviluppato con successo la versione 2.0 dell’airway-on-a-chip, dimostrando la possibilità 
di co-coltivare i tre tipi di cellule. Nel nuovo modello, i risultati hanno mostrato un aumento del 
reclutamento di PMN nei chip FC, evidenziandone il ruolo delle CE. Questi risultati sono stati 
confermati da una maggiore produzione di citochine pro-infiammatorie da parte delle CE rispetto 
ai controlli wild type. L’incubazione con cellule immunitarie ha mostrato maggiore adesione di 
PMN, ma non di leucociti mononucleati.

Conclusioni Questi risultati indicano che le CE contribuiscono significativamente all’infiammazione nella FC e 
che l’airway-on-a-chip 2.0 potrebbe essere sfruttato per studiare l’infiammazione nella FC e testare 
terapie antinfiammatorie, incluse quelle mirate all’endotelio, con potenziali applicazioni cliniche.

Roberto Plebani (first picture) with his collaborators, 
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Background  
and rationale

Pseudomonas aeruginosa (Pa) colonization leads to intractable biofilm infections of the lower 
airways in people with cystic fibrosis (pwCF). However, to date there is a lack of standardized mo-
dels that can mimic in vivo mature biofilm. Indeed, most of the in vitro models are developed on 
abiotic surfaces, with poor predictive potential.

Hypothesis  
and objectives

This three-year project is part of ongoing research aimed at making phage therapy a viable treatment 
option for Pa lung infections in pwCF. The susceptibility of biofilm to bacteriophages represents a 
still open question in this field. In the perspective of implementing phage therapy to counteract this 
type of antibiotic-refractory infection, there is the urgent need to develop models that can recapitu-
late the in vivo environment of human CF airways, leading to the formation of bona fide biofilm.

Essential  
methods

We set up the ex vivo pig lung (EVPL) CF model, an established system that mimics the physicoche-
mical environment of the human CF airways. In particular, swine bronchial tissue is incubated with 
an artificial sputum medium mimicking the composition of the CF airway fluid, and infected with 
a collection of Pa strains (laboratory and clinical), allowing the growth of an extensive and thick in 
vivo-like biofilm. The anti-biofilm potential of different phage preparations is investigated through 
the quantification of biofilm biomass and qualitative analyses with fluorescence microscopy.

Preliminary 
results

In previous projects, we isolated and characterized new phages specific for Pa, able to counteract 
acute Pa lethal infections in different preclinical models. Phage treatment was able to almost com-
pletely eradicate the biofilm formed by both laboratory (PAO1 and LESB58), and clinical strains 
in the EVPL model, showing synergistic effects with commonly used antibiotics and antimicrobials. 
Furthermore, phage treatment dramatically altered biofilm architecture and strongly inhibit biofilm 
matrix (i.e. Exopolysaccharide production).

Conclusions The present study aims to demonstrate the effectiveness of the EVPL CF model in evaluating the 
efficacy of phages against Pa biofilm, to address an unsolved challenge of phage therapy. The topic 
holds significant importance for PwCF, given the formidable resistance and persistence of Pa. Mo-
reover, implementation of a cheap, easy-of-use CF model has the potential to accelerate the intro-
duction of phage therapy into clinics.

Razionale 
dello studio

La colonizzazione da Pseudomonas aeruginosa (Pa) porta all’insorgenza di infezioni intrattabili 
da biofilm delle vie aeree inferiori nelle persone con fibrosi cistica (FC). Tuttavia, a oggi manca la 
disponibilità di modelli standardizzati che possano mimare un biofilm maturo in vivo. Infatti, la 
maggior parte dei modelli in vitro è sviluppata su superfici abiotiche.

Ipotesi  
e obiettivi

Questo progetto triennale è parte di una più ampia ricerca in corso volta a rendere la terapia fagi-
ca una valida opzione per il trattamento delle infezioni polmonari da Pa nelle persone con FC. La 
suscettibilità del biofilm ai batteriofagi rappresenta a oggi una questione ancora da approfondire. 
Nella prospettiva di implementare la terapia fagica per contrastare questo tipo di infezione refrat-
taria agli antibiotici, è urgente sviluppare modelli che possano riprodurre l’ambiente in vivo delle 
vie aeree umane affette da FC.

Metodi Abbiamo implementato il modello FC di espianto di polmone di maiale (EVPL), un sistema che 
riproduce l’ambiente chimico-fisico delle vie aeree umane affette da FC. Nel dettaglio, il tessuto 
bronchiale suino viene incubato con un terreno che simula la composizione delle secrezioni delle vie 
aeree FC e infettato con Pa (varianti di laboratorio e cliniche), consentendo la crescita di un biofilm 
esteso e spesso. Il potenziale anti-biofilm di diverse preparazioni fagiche viene indagato attraverso 
la quantificazione della biomassa del biofilm e analisi qualitative con microscopia a fluorescenza.

Risultati 
preliminari

In precedenza, abbiamo isolato e caratterizzato nuovi fagi specifici per Pa, capaci di contrastare 
infezioni acute da Pa in modelli preclinici. Il trattamento con fagi è stato in grado di eradicare qua-
si completamente il biofilm formato sia dai ceppi di laboratorio (PAO1 e LESB58), sia dai ceppi 
clinici nel modello EVPL, mostrando effetti sinergici con antibiotici comunemente usati. Inoltre, 
il trattamento con i fagi altera drasticamente l’architettura del biofilm e inibisce fortemente la 
produzione di esopolisaccaridi della matrice.

Conclusioni Questo studio mira a dimostrare il potenziale del modello FC di EVPL nella valutazione dell’ef-
ficacia dei fagi contro il biofilm di Pa. L’argomento è di grande importanza in FC, data l’enorme 
resistenza e persistenza di Pa. Inoltre, l’implementazione di un modello FC economico e facile da 
usare ha il potenziale per accelerare l’introduzione della terapia fagica per l’uso clinico.
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Background  
and rationale

Old and new data have made it increasingly clear that CFTR is at a crossing between the cytoske-
leton and signaling pathways, especially cAMP signaling. Regulation of CFTR trafficking requires 
integrity of correct cytoskeletal organization, because the cytoskeleton is responsible for the scaffol-
ding that stabilizes CFTR at the PM and brings several interacting proteins to CFTR’s proximity, 
among which cAMP sensors, such as protein kinase A and EPAC1, have a prominent role.

Hypothesis  
and objectives

As we aim at characterizing the crosstalk between the cytoskeleton and cAMP signaling in the regu-
lation of CFTR traffic and at using such mechanisms to improve CFTR PM stability and to boost 
endoplasmic reticulum (ER) rescue of trafficking mutants, we focused here on the role of the cAMP 
sensor EPAC1, the capping protein CAPZA2 and the inverted formin INF2, and on their possible 
role in the regulation of CFTR trafficking.

Essential  
methods

We used primary cultures of nasal epithelial cells isolated from individuals with CF, CF bronchial 
epithelial cells expressing wild type or mutant CFTR and analyzed them using Western blot, cell 
surface biotinylation, and halide-sensitive YFP functional assay. We also used differential centrifu-
gation to isolate the microsomal fraction in CFBE cells.

Preliminary 
results

Results show that INF2 knockdown (KD) improves rescue by Kaftrio independently of EPAC1 
activation. Moreover, EPAC1 KD and CAPZA2 KD decrease the functional of Kaftrio-rescued 
F508del-CFTR, in agreement with previous characterization as positive CFTR regulators. 16HBE 
cells do not recapitulate the results observed in CFBE cells under INF2 KD, probably due to a re-
duced expression of this protein. INF2 expression has significant variability in nasal cells from CF, 
carriers and controls, whereas CAPZA2 is apparently similar. 

Conclusions The findings of the first year show that regulation of CFTR by EPAC1, INF2 and CAPZA2 is com-
plex, confirming the relevance of exploring their role in the crosstalk between cAMP signaling pa-
thways and the cytoskeleton to affect CFTR modulation, and possibly CF handling.

Razionale 
dello studio

È sempre più chiaro che la proteina CFTR si trova a un crocevia tra il citoscheletro e le vie di segna-
lazione cellulare, in particolare la segnalazione del cAMP. 
La regolazione del traffico di CFTR richiede l’integrità della corretta organizzazione citoscheletrica, 
poiché il citoscheletro è responsabile dell’impalcatura che stabilizza CFTR sulla membrana plasma-
tica. Il citoscheletro porta in prossimità di CFTR diverse proteine interagenti, tra le quali i sensori 
del cAMP, come la proteina chinasi A ed EPAC1, hanno un ruolo di primo piano.

Ipotesi  
e obiettivi

Miriamo a caratterizzare la relazione tra il citoscheletro e la segnalazione del cAMP nella regolazio-
ne del traffico CFTR e a usare tali meccanismi per migliorare la stabilità di CFTR nella membrana 
plasmatica, per potenziare il salvataggio nel reticolo endoplasmatico dei mutanti di traffico. Per fare 
ciò, ci siamo concentrati sul ruolo del sensore di cAMP EPAC1, della proteina di capping CAPZA2 
e della formina invertita 2 (INF2), e sul loro possibile ruolo nella regolazione del traffico di CFTR.

Metodi Abbiamo usato colture primarie di cellule epiteliali nasali isolate da individui con FC, cellule 
epiteliali bronchiali FC che esprimono CFTR di tipo selvatico o mutante e le abbiamo analizzate 
usando Western blot, biotinilazione della superficie cellulare e saggio funzionale YFP sensibile 
agli alogenuri. Abbiamo anche usato la centrifugazione differenziale per isolare la frazione micro-
somiale nelle cellule CFBE.

Risultati 
preliminari

Il knockdown di INF2 migliora il salvataggio da parte di Kaftrio indipendentemente dall’attiva-
zione di EPAC1. Inoltre, i knockdown di EPAC1 e di CAPZA2 diminuiscono la funzionalità di 
F508del-CFTR recuperato da Kaftrio, in accordo con la precedente caratterizzazione come rego-
latori CFTR positivi.
I risultati osservati nelle cellule CFBE con knockdown di INF2 non sono riproducibili in cellule 
16HBE, probabilmente a causa di una ridotta espressione della proteina. L’espressione di INF2 
ha una variabilità significativa nelle cellule nasali di CF, portatori e controlli, mentre CAPZA2 
sembra essere simile.

Conclusioni I risultati del primo anno mostrano che la regolazione di CFTR da parte di EPAC1, INF2 e CAP-
ZA è complessa, confermando l’importanza di esplorare il loro ruolo nel dialogo tra i percorsi di 
segnalazione cAMP e il citoscheletro per influenzare la modulazione del CFTR e possibilmente 
la gestione della FC.
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Background  
and rationale

Cystic fibrosis (CF) research mainly targets the lung, limiting understanding of disease pathogenesis 
in its complexity. This narrow focus does not adequately address the onset and persistence of chronic 
pulmonary infections in people with CF, even those on CFTR-modulator treatment. The knowledge 
gap may stem from a lack of studies on distal organs beyond the lungs. Moreover, microbiological 
diagnosis struggles to reliably predict infection burden.

Hypothesis  
and objectives

Emerging data suggest a connection between gut pathology and respiratory outcomes, but the me-
chanisms of gut-lung cross-talk in CF is unexplored. Driven by this hypothesis, the project aims to 
establish a gut-lung axis, demonstrating that the microbiological and immunological status of the gut 
affects lung biology and function.

Essential  
methods

This project uses the Collaborative Cross CF mouse model (CC037-deltaF508) and establishes a new 
model of gastrointestinal Pseudomonas aeruginosa infection. Microbiological and functional analyses 
are used to study gut disease and barrier integrity during microbial infection and translocation to the 
lungs. Genomic and immunological analyses characterize the host response. A cohort of people with CF 
is being recruited to analyze the microbiology of lung and stool samples, to identify potential correlations.

Preliminary 
results

CC037-deltaF508 mice exhibited early inflammatory responses in the lungs and blood, with increased 
immune cells and biomarkers compared to wild type mice. Single-nucleus RNA-seq revealed upregu-
lated inflammatory pathways while mucus production genes were unchanged. The lungs showed an 
enhanced bacterial defense, with enteric bacteria shared from the gut. Immunological changes in the 
gut, especially in the ileum, and a loss of gut barrier integrity were observed in CC037-deltaF508 mice, 
correlating with higher bacterial loads in the gut, stool, and extra-intestinal organs. Upon P. aeruginosa 
gut infection, bacteria translocated to the lungs and liver in CC037-deltaF508 mice but not in wt, sug-
gesting gut impairment may affect gut-lung crosstalk. Data from people with CF are under evaluation.

Conclusions So far, we have established that airways and systemic inflammatory response occur early, even in the ab-
sence of mucus production. This event is driven by a leaky gut, which compromises barrier integrity, al-
lowing the sharing of enteric pathogens with the lungs and activating the defense response to bacteria. This 
opens opportunities for developing new diagnostic and therapeutic tools beyond lung-related treatments.

Razionale 
dello studio

La ricerca sulla fibrosi cistica (FC) si è concentrata sul polmone, l’organo che influisce maggior-
mente sulla morbilità e qualità della vita delle persone con FC. Tuttavia, non è chiaro come si 
sviluppino infiammazione e infezione polmonare, che si manifestano in modo imprevedibile e, 
una volta cronicizzate, sembrano rispondere poco alle terapie con modulatori CFTR. Inoltre, la 
diagnosi microbiologica è resa più difficile dalla riduzione dell’escreato causata dai modulatori.

Ipotesi  
e obiettivi

Dati emergenti suggeriscono un legame tra microbiologia e immunologia intestinale e danno pol-
monare, sebbene i meccanismi di interazione intestino-polmone nella FC siano ancora sconosciu-
ti. L’obiettivo è stabilire un asse intestino-polmoni, dimostrando che lo stato microbiologico e 
immunologico dell’intestino influisce sulla funzione polmonare.

Metodi Per gli studi abbiamo usato un modello animale di FC e stabilito un’infezione gastrointestinale da 
Pseudomonas aeruginosa. Analisi microbiologiche e funzionali vengono usate per studiare l’integri-
tà della barriera intestinale e la traslocazione microbica ai polmoni. Le analisi genomiche e immu-
nologiche caratterizzano la risposta dell’ospite. Persone con FC sono state reclutate per la caratte-
rizzazione di ceppi di P. aeruginosa da campioni polmonari e fecali, valutando possibili correlazioni.

Risultati 
preliminari

Il modello animale FC mostra una risposta infiammatoria respiratoria e sistemica precoce. L’a-
nalisi genomica evidenzia una risposta immunitaria attiva contro i patogeni, mentre l’analisi mi-
crobiologica rivela la presenza di batteri intestinali nei polmoni. Cambiamenti immunologici e 
perdita di integrità della barriera intestinale sono stati osservati nell’ileo, correlati a un aumento 
del carico batterico nell’intestino, feci e organi extra-intestinali. L’infezione intestinale da P. aeru-
ginosa ha mostrato traslocazione microbica ai polmoni e al fegato nei topi FC, ma non nei non-FC, 
suggerendo che il danno intestinale influenzi l’interazione intestino-polmoni. I dati sulle persone 
con FC sono in fase di valutazione.

Conclusioni Abbiamo stabilito che la risposta infiammatoria delle vie aree e sistemica si attiva precocemente 
e non dipende dalla produzione di muco. Questo fenomeno è guidato da un intestino permeabile, 
che compromette la barriera e permette la condivisione di patogeni enterici con i polmoni, inne-
scando una risposta difensiva. Questi dati aprono nuove opportunità per lo sviluppo di strumenti 
diagnostici e terapeutici focalizzati a organi extra-polmonari.
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Background  
and rationale

Inflammation is a main feature of cystic fibrosis (CF) lung disease. The loss of CFTR function 
impairs mucociliary clearance, thus paving the way to bacterial colonization and development of a 
persistent inflammatory state. Correctors and potentiators efficiently rescue mutant CFTR function 
but bacterial infection remains. Infection/inflammation is exacerbated in patients with undruggable 
mutations who cannot benefit from CFTR modulators.

Hypothesis  
and objectives

We hypothesized that inflammation, by altering ion transport properties, further disrupts mucoci-
liary clearance. Our objective was to assess how inflammatory stimuli affect epithelial ion transport 
systems, with a special focus on ENaC, SLC26A4, and ATP12A, whose role in sodium, bicarbonate, 
and proton transport may have detrimental effects on airway surface properties.

Essential  
methods

Differentiated bronchial epithelia generated on porous membranes were studied with multiple fun-
ctional and molecular methods: i) short-circuit current recordings; ii) pH-sensitive fluorescent pro-
bes; iii) fluorescence recovery after photobleaching (FRAP); iv) bulk and single-cell RNAseq.

Results Epithelia treated with IL-17/TNF-〈, a stimulus associated with Th17 immune response, showed strong 
upregulation of genes involved in ion transport and anti-bacterial activity. At the functional level, we 
found an increase in ENaC-dependent sodium absorption and ATP12A-dependent proton secretion. 
IL-17/TNF-〈 treatment also induced, in both CF and non-CF epithelia, a high viscosity state of the api-
cal surface, probably due to enhanced electrolyte/water absorption. Importantly, the high viscosity state 
was converted to a fluid state, only in non-CF epithelia, by activation of CFTR with a beta-adrenergic 
stimulus. In CF epithelia, recovery from the hyperviscous state could be achieved by treatment with CF 
correctors (epithelia with F508del mutation) or with inhibitors of SLC26A4.

Conclusions Our study has revealed a pathogenic mechanism that appears to worsen the consequences of the 
basic defect in CF. The lack of CFTR function appears to trap CF airway epithelia in a high viscosity 
state that perpetuates the impairment of mucociliary transport favoring infection and inflammation. 
Pharmacological modulation of alternative targets such as SLC26A4 or ATP12A could restore 
apical surface fluidity. This approach could be particularly useful for people with CF who carry 
undruggable mutations.

Razionale 
dello studio

Il difetto di base nella fibrosi cistica (FC) è la perdita di funzione della proteina CFTR, che causa 
disidratazione della superficie delle vie aeree. Questa condizione favorisce l’infezione batterica. 
Nonostante l’efficacia dei modulatori farmacologici di CFTR, correttori e potenziatori, molte 
persone con FC mostrano persistenza delle infezioni batteriche, che rappresentano quindi uno 
stimolo continuo di infiammazione. Tale situazione è ancora più marcata nei pazienti che portano 
mutazioni insensibili a correttori e potenziatori.

Ipotesi  
e obiettivi

Avevamo ipotizzato che l’infiammazione abbia effetti negativi sulle proprietà della superficie del-
le vie aeree. Pertanto il nostro obiettivo è stato lo studio dei meccanismi attraverso i quali l’in-
fiammazione altera i processi epiteliali con la conseguente identificazione di bersagli utili per un 
trattamento farmacologico.

Metodi Abbiamo usato cellule epiteliali bronchiali di persone con FC e di soggetti di controllo per la genera-
zione in vitro di epiteli altamente differenziati, in grado di riprodurre le proprietà del tessuto in vivo. 
Su questi epiteli abbiamo effettuato esperimenti per misurare l’attività di CFTR e di altre proteine 
coinvolte nel trasporto ionico, nonché per valutare le proprietà della superficie degli epiteli.

Risultati Gli esperimenti hanno confermato la capacità di stimoli infiammatori di modificare in maniera 
sostanziale gli epiteli, sia a livello molecolare che funzionale. In particolare, stimoli associati a in-
fezioni batteriche provocano un aumento di attività delle proteine ATP12A, SLC26A4, ed ENaC 
che rendono la superficie degli epiteli molto più densa e disidratata. L’attivazione di CFTR con 
uno stimolo fisiologico permette agli epiteli ottenuti da soggetti di controllo, ma non da persone 
con FC, di ripristinare lo stato di fluidità. Tuttavia, abbiamo dimostrato che il recupero dallo stato 
di disidratazione negli epiteli FC può essere ottenuto inibendo SLC26A4.

Conclusioni I nostri risultati suggeriscono che l’infiammazione sia alla base di un circolo vizioso che peggiora 
le conseguenze della perdita di funzione di CFTR, generando uno stato disidratato e iperviscoso 
nelle vie aeree delle persone con FC. Questa situazione può essere risolta attraverso la modula-
zione farmacologica di bersagli alternativi, per esempio SLC26A4, quindi aggirando l’ostacolo 
costituito dalla proteina CFTR mutata.
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Background  
and rationale

In 2023, we incubated BE cells from both CF and non-CF subjects with Kaftrio for 48 hours and we 
observed a strong increase in the amount of dihydroceramides (dhCer). We thus reported that the triple 
combination elexacaftor, tezacaftor, ivacaftor (ETI) has an off-target effect, not related to CFTR and its 
rescue and not previously reported: ETI modulates the de-novo synthetic pathway of sphingolipids, by 
acting on the enzyme that converts dihydroceramides (dhCer) into ceramides (Cer), thus controlling the 
homeostasis of dihydrosphingolipids in the cell. This effect is independent of the CFTR genotype.

Hypothesis  
and objectives

We hypothesized that ETI is either a direct inhibitor of DEGS or that it might impact on its levels of 
expression. We investigated this hypothesis, to understand the mechanisms lying behind our obser-
vation. We also aimed at identifying which of the three ETI components is responsible for the effect 
and at which concentration.

Essential  
methods

We exposed BE and hepatocytes to ETI for up to 15 days and we monitored the levels of dHCer 
using a LC-MS/MS assay. By using conventional in-vitro biochemical techniques, we have also 
established a functional assay for DEGS activity. We also used a mouse model to translate our fin-
ding to an in-vivo scenario.

Results We first confirmed that dHCer accumulation continues for as long as cells are exposed to ETI. By 
using a relatively simple in-vitro assay, we then proved that this accumulation is triggered by a direct 
inhibition of the DEGS enzyme and that tezacaftor is responsible for the effect in a dose-dependent 
way. We then proved that the same effect, albeit relatively low in magnitude, occurs in in-vivo settings, 
by demonstrating that dHCer accumulate in the brain of mice repeatedly exposed to ETI. Finally, 
we characterized ETI effect on DEGS in human hepatocytes. We confirmed that tezacaftor induces 
dHCer accumulation but does not induce cytotoxicity. Our findings also pinpointed that ivacaftor 
exerts a cytostatic effect on human hepatocytes.

Conclusions We have clarified the mechanisms behind our previous observations and we have pinpointed a pre-
viously unknown off-target effect of tezacaftor. We believe that this body of knowledge will help the 
design of improved, more efficient, CFTR modulators. We have recently shared our findings with the 
worldwide CF community through a publication in the Journal of Cystic Fibrosis.

Razionale 
dello studio

Nel 2023, abbiamo incubato cellule bronchiali (BE) di soggetti con e senza FC con Kaftrio per 48 
ore e abbiamo osservato un forte aumento di diidroceramidi (dhCer), che sono dei grassi naturali. 
La tripla combinazione elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor (ETI) ha un effetto secondario, non cor-
relato a CFTR e al suo recupero e mai descritto prima: ETI altera la produzione degli sfingolipidi, 
una importante classe di grassi presenti nelle cellule e lo fa agendo su uno specifico enzima, chia-
mato DEGS. Questo effetto è indipendente dal genotipo CFTR.

Ipotesi  
e obiettivi

Abbiamo ipotizzato che ETI sia un inibitore diretto di DEGS o che possa avere un impatto sulla 
sua concentrazione nelle cellule. Abbiamo indagato questa ipotesi, per comprendere i meccani-
smi alla base della nostra osservazione. Ci siamo anche posti l’obiettivo di identificare quale dei 
tre componenti ETI è responsabile dell’effetto e a quale concentrazione.

Metodi Abbiamo esposto le BE e cellule di fegato a ETI fino a 15 giorni e abbiamo monitorato i livelli di 
dHCer. Usando tecniche biochimiche convenzionali in vitro, abbiamo anche stabilito un test fun-
zionale per misurare l’attività di DEGS. Abbiamo anche usato un modello di topo per verificare 
che quanto osservato in vitro avvenisse anche in vivo.

Risultati Abbiamo prima confermato che l’accumulo di dHCer continua finché le cellule sono esposte a 
ETI. Usando un test in vitro relativamente semplice, abbiamo quindi dimostrato che questo accu-
mulo è causato da un’inibizione diretta dell’enzima DEGS e che il tezacaftor è l’unico responsabi-
le dell’effetto. Abbiamo quindi dimostrato che lo stesso effetto, sebbene relativamente modesto, è 
confermato in vivo, dimostrando che le dHCer si accumulano nel cervello dei topi esposti a ETI. 
Infine, abbiamo caratterizzato l’effetto ETI su DEGS in cellule di fegato. Abbiamo confermato 
che tezacaftor induce l’accumulo di dHCer ma non induce tossicità. I nostri risultati hanno anche 
evidenziato che ivacaftor, invece, esercita un effetto citostatico sugli epatociti umani.

Conclusioni Abbiamo chiarito i meccanismi alla base delle nostre precedenti osservazioni e abbiamo individuato un 
effetto secondario precedentemente sconosciuto di tezacaftor. Riteniamo che questi dati aiuteranno la 
progettazione di modulatori CFTR migliori e più efficienti. Abbiamo recentemente condiviso i nostri 
risultati con la comunità mondiale FC attraverso una pubblicazione sul Journal of Cystic Fibrosis.
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Background  
and rationale

Cystic fibrosis (CF) is one of the most frequent genetic diseases due to loss of function variants of 
the CFTR gene. CFTR modulators are pharmacological agents developed to rescue the basic defects 
caused by the different functional classes of variants. The N1303K represents the second most com-
mon variant in Italian people with CF (pwCF) and shows both trafficking and gating alterations, 
with heterogeneous response to modulators approved to rescue such defects.

Hypothesis  
and objectives

This project is aimed at investigating the basis of the variable response of the N1303K variant to 
approved modulators in human nasal epithelial cells (hNEC) from pwCF. Among the factors re-
sponsible for such heterogeneity, the expression level of CFTR mRNA, the presence of unconven-
tional splicing events or complex alleles due additional variants affecting both cDNA and regulatory 
regions of the CFTR gene may play a role and are under investigation.

Essential  
methods

Quantitative and qualitative evaluation of the CFTR gene expression in N1303K-carrying epithelia 
from pwCF and controls is ongoing by applying qPCR and end-point RT-PCR combined to se-
quence analysis. An RNAseq study is also ongoing for a subgroup of selected samples.

Preliminary  
results

The functional analyses of the CFTR activity in hNEC from the cohort of CF, N1303K-carrying 
samples demonstrated that the pharmacological rescue is quantitatively different among epithelia 
that can be stratified in different groups of drug response. Concerning the molecular characteri-
zation, we started with a group of CF and control hNEC samples, and we quantified the overall 
abundance of CFTR mRNA in parallel with the cDNA sequence analysis. Interestingly, we identified 
a CF sample with a high basal level of CFTR activity, responsive to approved modulators, with a 
high expression of the CFTR mRNA. The molecular characterization of this sample is ongoing to 
elucidate the basis of such differential expression.

Conclusions We are working to provide a quantitative and qualitative evaluation of the CFTR mRNAs in N1303K 
hNEC with different sensitivity to CFTR modulators in view to open the path toward the understan-
ding of the molecular bases of such variability. As a final aim, our study is intended to provide indi-
cations for the selection and development of pharmacological agents that may represent a reliable 
treatment for pwCF carrying N1303K variant still awaiting an effective therapy.

Razionale 
dello studio

La fibrosi cistica (FC) è una delle malattie genetiche più frequenti dovuta a varianti del gene 
CFTR. I modulatori di CFTR sono agenti farmacologici sviluppati per recuperare il difetto di base 
causato dalle differenti classi funzionali di mutazioni. N1303K rappresenta la seconda variante più 
comune nella popolazione FC italiana, causa difetti di maturazione e attività di CFTR, e presenta 
una risposta variabile al trattamento con modulatori approvati per questo tipo di difetti.

Ipotesi  
e obiettivi

Questo progetto ha lo scopo di studiare le basi della variabilità di risposta ai modulatori approvati 
della variante N1303K in cellule epiteliali nasali (hNEC) di persone con FC. Tra i fattori responsa-
bili di questa eterogeneità, i livelli di espressione del messaggero di CFTR, la presenza di splicing 
non-convenzionali o di alleli complessi dovuti a varianti aggiuntive nel cDNA o nelle regioni 
regolatorie, possono giocare un ruolo importante e sono l’oggetto di questo studio.

Metodi Analisi quantitativa e qualitativa dell’mRNA di CFTR negli epiteli che esprimono la variante 
N1303K mediante qPCR e RT-PCR “end-point” abbinata ad analisi di sequenza. Lo studio del 
profilo di espressione mediante RNAseq è inoltre in corso per un gruppo selezionato di campioni.

Risultati 
preliminari

L’analisi funzionale dell’attività di CFTR nelle hNEC che esprimono la N1303K ha dimostrato 
che il recupero farmacologico è quantitativamente diverso nei diversi epiteli e questo permette la 
stratificazione in diversi gruppi di risposta. Per la caratterizzazione molecolare, abbiamo iniziato 
con un gruppo di epiteli FC e di controllo quantificando l’mRNA totale di CFTR in parallelo 
a un’analisi di sequenza del cDNA. Questo ci ha permesso di identificare un campione FC con 
un’alta attività basale, responsivo al trattamento con i modulatori e con un’aumentata espressione 
di CFTR. La caratterizzazione molecolare di questo campione è in corso per chiarire le basi dell’e-
spressione differenziale osservata.

Conclusioni Stiamo lavorando per ottenere un profilo qualitativo e quantitativo dell’espressione di CFTR 
negli epiteli N1303K con diversa sensibilità ai modulatori, e aprire la strada alla comprensione 
delle basi molecolari di questa variabilità. In ultimo, questo studio è inteso a fornire indicazioni 
per la selezione e lo sviluppo di agenti farmacologici che possano rappresentare un trattamento 
affidabile per le persone con FC ancora in attesa di una terapia efficace.
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Background  
and rationale

Kaftrio has brought significant clinical benefits to individuals with cystic fibrosis (CF) eligible for 
treatment. However, variations in treatment response suggest the existence of mechanisms indepen-
dent of those directly related to CFTR.

Hypothesis  
and objectives

We hypothesized that Kaftrio affects Pseudomonas aeruginosa infection by targeting bacterial off-targets. 
Our goal was to identify bacterial genetic and phenotypic changes associated with Kaftrio treatment, whi-
ch may affect antibiotic resistance and/or host response, thereby affecting therapy effectiveness.

Essential  
methods

Longitudinal clonally-related isolates of P. aeruginosa, collected from 12 pwCF before and after 
Kaftrio treatment, were analyzed for phenotypes and susceptibility to antibiotics by minimum inhi-
bitory concentration assay. Their impact on inflammation was evaluated using bronchial epithelial 
wt- and F508del-CFTR cells by ELISA. DNA and RNA sequencing of longitudinal clonal isolates 
evaluated whether Kaftrio induces mutations and/or alters bacterial virulence. Data were then cor-
related with clinical outcomes.

Results Pyocyanin levels correlated with respiratory function, though variability was observed among con-
current clonal isolates. PwCF-specific differences in antibiotic susceptibility, inflammatory activity, 
and biofilm (a bacterial aggregation form) production associated with Kaftrio treatment were ob-
served. DNA and RNA analyses revealed strain-dependent adaptation, with no overlap of mutated 
genes and only a small overlap of modulated transcripts across strains. Nonetheless, key pathways 
(metabolism, virulence, antibiotic resistance) were consistently affected. Of interest, we identified two 
hypermutable strains (i.e., they accumulate mutations at a greater rate than expected). Comparing 
in vitro and in vivo Kaftrio exposure showed shared variants and similarly modulated transcripts, 
suggesting a direct effect of Kaftrio on P. aeruginosa genome and transcriptome.

Conclusions Our results indicate pwCF-specific differences in P. aeruginosa isolates collected during Kaftrio treat-
ment, supporting the concept that it may impact bacterial functions. Expanding pwCF enrollment and 
extending isolate collection could further shed light on Kaftrio’s mode of action and lead to careful 
monitoring and the use of targeted antibiotic therapies.

Razionale 
dello studio

Il Kaftrio ha portato notevoli benefici clinici alle persone con fibrosi cistica (FC) per le quali è 
prescrivibile. Tuttavia, le variazioni osservate nella risposta al trattamento suggeriscono l’esistenza 
di meccanismi indipendenti dal CFTR.

Ipotesi  
e obiettivi

Abbiamo ipotizzato che Kaftrio modifichi l’infezione da Pseudomonas aeruginosa agendo diretta-
mente sui batteri, influenzando così l’efficacia del farmaco. L’obiettivo è stato valutare se Kaftrio 
incida sulla suscettibilità agli antibiotici e virulenza di P. aeruginosa.

Metodi Varianti clonali di P. aeruginosa isolati da persone con FC, prima e dopo il trattamento con Kaftrio, 
sono stati analizzati per fenotipi chiave (per esempio la secrezione di composti dannosi come la 
piocianina), e per l’attività pro-infiammatoria su cellule epiteliali bronchiali sia con CFTR norma-
le che con la mutazione F508del. Inoltre, è stato sequenziato il materiale genetico dei diversi tipi 
di batteri. I dati sono stati poi correlati con la risposta clinica.

Risultati È emersa una correlazione tra i livelli di piocianina e la funzionalità respiratoria durante il tratta-
mento con Kaftrio. Sono state riscontrate differenze individuali nella suscettibilità agli antibiotici, 
nell’impatto sulla risposta infiammatoria e nella produzione di biofilm (una forma di aggregazione 
batterica) associate al trattamento con Kaftrio. Le analisi del DNA e RNA hanno rivelato un 
adattamento dipendente dal ceppo, senza sovrapposizione di geni mutati e con una minima so-
vrapposizione di trascritti modulati. Tuttavia, le stesse vie metaboliche sono risultate coinvolte in 
tutte le varianti (metabolismo batterico, virulenza, resistenza agli antibiotici). Di particolare inte-
resse, abbiamo identificato due varianti ipermutabili (che accumulano mutazioni più rapidamente 
dell’atteso). Il confronto tra l’esposizione a Kaftrio nel paziente e in vitro ha mostrato varianti 
condivise e trascritti modulati in modo simile, suggerendo un effetto diretto di Kaftrio sul genoma 
e sul trascrittoma di P. aeruginosa.

Conclusioni I nostri risultati indicano differenze specifiche nelle varianti di P. aeruginosa raccolte prima e 
durante il trattamento con Kaftrio, avvalorando l’ipotesi che potrebbe influenzare le funzioni bat-
teriche. L’ampliamento del numero di pazienti e l’estensione del periodo di raccolta delle varianti 
potrebbero chiarire ulteriormente il meccanismo d’azione di Kaftrio, permettendo un attento mo-
nitoraggio e l’uso di terapie antibiotiche mirate.

Cristina Cigana1, Daniela Girelli2, Ersilia Fiscarelli3

1Infections and Cystic Fibrosis Unit, Division of Immunology, 
Transplantation and Infectious Diseases, IRCCS San Raffaele 
Scientific Institute, Milan, Italy - 2Cystic Fibrosis Microbiology 
Laboratory, Fondazione IRCCS Ca’ Granda Ospedale Maggiore 
Policlinico, Milan, Italy - 3Pediatric Hospital Bambino Gesù, Rome, 
Italy (FFC #16/2021, concluded)

Linking elexacaftor/tezacaftor/
ivacaftor to infections in cystic 

fibrosis lung disease 

Valutazione delle proprietà 
antibatteriche del Kaftrio

Cristina Cigana (on the left); Daniela Girelli; Ersilia Fiscarelli 26



35

Background  
and rationale

Cystic fibrosis has long posed significant challenges for those affected, reducing life expectancy and 
diminishing the quality of life. Recently, the approval of the Kaftrio drug has marked a milestone in 
the management of this disease. However, this treatment has no impact on the increased susceptibi-
lity to bacterial infections, a critical issue in the era of antibiotic-resistance.

Hypothesis  
and objectives

Fortunately, the introduction of phage therapy, the use of viruses capable of selectively targeting and 
killing bacteria, is nearing realization. In the ongoing exploration of phages as therapeutic agents, 
a crucial consideration is their interaction with the host cells, especially the immune system. In a 
previous study, we established the anti-inflammatory impact of four selected phages using CFTR 
loss-of-function (LoF) zebrafish embryos as an experimental model. In this study, we dissected the 
interaction of DEV phage with macrophages, both wild-type and chemically CFTR inhibited, and 
epithelial bronchial cells carrying biallelic F508del-CFTR mutation (CuFi-1). These cells are crucial 
in the context of cystic fibrosis, where phages can be applied through inhalation.

Essential  
methods

DEV lysates were prepared by infecting liquid exponential cultures of Pseudomonas aeruginosa, 
purified and labelled. DEV was added in vitro to human macrophages obtained from circulating 
monocytes isolated from healthy donor buffy coats or to CuFi-1 cell line (ATCC: CRL-4013TM). In 
vivo, DEV was added to zebrafish embryos. Innate immune system activation was assessed through 
immunofluorescence or gene expression analyses.

Results DEV administration to both human cells decreased the expression of pro-inflammatory cytokines. 
When in contact with CuFi-1 cells, DEV was internalized and probably rapidly degraded throu-
gh the lysosomal compartment. In zebrafish, DEV interaction with peripheral tissue-resident ma-
crophages resulted in reduced neutrophil recruitment toward the inflammation site.

Conclusions This information sheds light on a previously undocumented aspect of phage therapy and underscores 
its potential not only as a bactericidal agent but also as a modulator of the immune response inducing 
anti-inflammatory effects. This could be particularly noteworthy within the context of excessive inflam-
mation observed in the airways of individuals with cystic fibrosis.

Razionale 
dello studio

La recente approvazione del farmaco Kaftrio ha segnato una pietra miliare nella gestione della 
fibrosi cistica. Tuttavia, questo trattamento sembra non avere impatto sull’aumentata suscettibilità 
alle infezioni batteriche, un problema critico nell’era dei batteri resistenti agli antibiotici.

Ipotesi  
e obiettivi

L’introduzione della terapia fagica, cioè l’uso di virus capaci di uccidere i batteri, è fortunatamente 
vicina alla realizzazione. Tuttavia, un aspetto importante ancora da analizzare riguarda l’interazio-
ne dei fagi con le cellule dell’ospite. Abbiamo già dimostrato l’effetto anti-infiammatorio di fagi in 
grado di attaccare Pseudomonas aeruginosa, usando come modello sperimentale larve di zebrafish 
con perdita di funzione (LoF) del gene CFTR. In questo studio, abbiamo esaminato le interazioni 
tra il fago DEV e i macrofagi umani, sia normali sia inibiti chimicamente per l’attività del canale 
CFTR. In parallelo abbiamo analizzato l’interazione tra DEV e cellule epiteliali bronchiali con 
mutazione biallelica F508del-CFTR (CuFi-1). Questi rappresentano due tipi cellulari importanti 
nel contesto della fibrosi cistica dove i fagi possono essere applicati tramite inalazione.

Metodi DEV è stato preparato infettando colture liquide in fase esponenziale di Pseudomonas aerugi-
nosa, purificato, marcato e aggiunto a macrofagi umani o alla linea cellulare CuFi-1. Inoltre, i fagi 
sono stati somministrati in acqua a larve di zebrafish normali o LoF-CFTR per studiare l’intera-
zione con il sistema immunitario innato. Le tecniche usate sono immunofluorescenza e analisi di 
espressione genica tramite RT-qPCR.

Risultati La somministrazione di DEV alle cellule umane ha ridotto l’espressione di citochine pro-infiamma-
torie. Inoltre abbiamo evidenziato che, a contatto con le cellule CuFi-1, DEV viene internalizzato e 
indirizzato al compartimento lisosomiale. In zebrafish, l’interazione di DEV con i macrofagi residenti 
nei tessuti periferici ha comportato una ridotta migrazione dei neutrofili verso il sito di infiammazione.

Conclusioni Queste informazioni fanno luce su un aspetto precedentemente non documentato della terapia fagica 
e ne evidenziano il potenziale non solo come agente battericida, ma anche come modulatore della ri-
sposta immunitaria, inducendo effetti anti-infiammatori. Ciò potrebbe essere particolarmente rilevan-
te nel contesto dell’eccessiva infiammazione osservata nelle vie aeree delle persone con fibrosi cistica.
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Background  
and rationale

This two-year project is part of an ongoing research with the final goal of making phage therapy a 
practicable option to cure the Pseudomonas aeruginosa (Pa) pulmonary infection in people with cy-
stic fibrosis (CF). Since phages are extremely specific for their bacterial hosts, phage therapy requires a 
personalized approach, tailored to the susceptibility of the infecting bacterial strain to specific phages.

Hypothesis  
and objectives

The specific aims of this project are: i) to develop a collection of phages able to kill Pa CF isolates, 
which are frequently multi-phage resistant; ii) to assess whether Pa infections in people treated with 
Kaftrio could be cured by the same phages active against isolates from untreated people or require 
specific phages.

Essential  
methods

To reach the above aims, we are i) profiling phage susceptibility of Pa strains isolated before and at 
different times after the initiation of Kaftrio therapy; ii) characterizing new natural phages to assess 
their suitability for phage therapy; iii) modifying the host range of natural phages through random 
approaches like UV mutagenesis and in vitro evolution; and iv) characterizing new phage cocktails 
in vitro and in vivo, in non-mammal models of Pa infection.

Preliminary 
 results

Preliminary results obtained in the first year are: i) no correlation was found between the months of 
treatment with Kaftrio and the susceptibility to phages of 28 new isolates from people with CF. In 
the next months, we plan to analyse new strains isolated after longer treatment with the drug; ii) five 
phages potentially suitable for phage therapy have been identified through genomic and phenotypic 
characterization; iii) both UV mutagenesis of DEV phage and in vitro evolution of a two-phage 
cocktail confirmed to be effective in broadening phage host range towards CF clinical isolates. We 
are currently applying these approaches to other phages of our collection.

Conclusions Based on the preliminary results we have obtained so far, we are confident that we will achieve the 
project’s goals: understanding the potential correlation between Kaftrio treatment and phage suscepti-
bility, and generating a collection of phages specifically tailored to target Pa isolates from people with 
CF. This will bring us a step closer to the clinical application of phage therapy.

Razionale 
dello studio

Questo progetto biennale fa parte di una linea di ricerca che ha l’obiettivo di rendere la fagote-
rapia un’opzione praticabile per curare l’infezione polmonare da Pseudomonas aeruginosa (Pa) 
nelle persone con fibrosi cistica (FC). Poiché i fagi sono estremamente specifici per i loro ospiti 
batterici, la fagoterapia richiede un approccio personalizzato, adattato alla suscettibilità del ceppo 
batterico infettante a specifici fagi.

Ipotesi  
e obiettivi

Gli obiettivi di questo progetto sono: i) sviluppare una collezione di fagi in grado di uccidere 
isolati di Pa da persone con FC, isolati che sono spesso multiresistenti ai fagi; ii) valutare se le infe-
zioni da Pa nelle persone trattate con Kaftrio possano essere curate con gli stessi fagi attivi contro 
isolati di persone non trattate o se siano necessari fagi specifici.

Metodi Per raggiungere questi obiettivi, stiamo: i) profilando la suscettibilità ai fagi di ceppi di Pa isolati 
prima e in diversi momenti dopo l’inizio della terapia con Kaftrio; ii) caratterizzando nuovi fagi 
naturali per valutare la loro idoneità alla fagoterapia; iii) modificando lo spettro d’ospite di fagi 
naturali attraverso approcci casuali come mutagenesi UV ed evoluzione in vitro; e iv) caratteriz-
zando nuovi cocktail di fagi in vitro e in vivo, in modelli non mammiferi di infezione da Pa.

Risultati 
 preliminari

I risultati preliminari ottenuti nel primo anno sono: i) non abbiamo trovato alcuna correlazione 
tra i mesi di trattamento con Kaftrio e la suscettibilità ai fagi di 28 nuovi isolati da persone con FC. 
Nei prossimi mesi, analizzeremo nuovi ceppi isolati dopo un trattamento più lungo con il farmaco; 
ii) sono stati identificati cinque fagi potenzialmente idonei alla fagoterapia attraverso caratteriz-
zazione genomica e fenotipica; iii) sia la mutagenesi UV del fago DEV che l’evoluzione in vitro 
di un cocktail a due fagi si sono dimostrate efficaci nell’ampliare lo spettro di ospite dei fagi verso 
isolati clinici di FC. Stiamo applicando questi approcci ad altri fagi della nostra collezione.

Conclusioni Sulla base dei risultati preliminari ottenuti finora, siamo fiduciosi di poter raggiungere gli obiettivi 
del progetto: comprendere la potenziale correlazione tra il trattamento con Kaftrio e la suscettibi-
lità ai fagi, e generare una collezione di fagi specificamente progettati per colpire isolati di Pa da 
persone con FC. Questo ci avvicinerà all’applicazione clinica della fagoterapia.
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Background  
and rationale

Lung infections are the leading cause of reduced life expectancy and mortality in patients with cystic 
fibrosis (CF). Among these, chronic bacterial colonization by opportunistic pathogens, such as the 
nosocomial Mycobacterium abscessus (Mab), are dramatically increasing over time. Currently, the-
re are no specific drugs to effectively treat Mab infections, and existing treatment regimens often lack 
sufficient efficacy and bactericidal activity. The limited success of these regimens can be attributed to 
multiple factors, including the intrinsic antibiotic resistance (AMR) of Mab and its ability to adapt 
to hostile conditions within the host, enabling it to persist and evade antibiotics killing. 

Hypothesis  
and objectives

Given these challenges, there is an urgent need for innovative, targeted approaches to combat Mab 
infections while avoiding the arising of further resistance. The hereby research project aims to com-
pletely rethink chemotherapy design by taking inspiration from natural mechanisms – specifically, 
the strategy used by bacteriophages to infect and kill bacteria. We propose to exploit bacteriopha-
ges-derived protein, known as endolysins, to develop a novel, bacteria-selective therapy that can 
target and kill Mab without promoting antibiotic resistance.

Essential  
methods

To this end, we identified a putative endolysin in the genome of the mycobacteriophage ZoeJ, desi-
gnated LysBZoeJ. We successfully recombinantly produced and purified LysBZoeJ and developed 
an ad hoc plate reader assay to evaluate its potential bactericidal effects on Mab.

Results Our in vitro studies demonstrated that LysBZoeJ retains its enzymatic activity and significantly redu-
ces Mab viability, performing comparably to clarithromycin, an antibiotic currently used in clinical 
settings to treat Mab infection.

Conclusions This project represents a promising avenue for the development of a novel therapeutic strategy against 
Mab, one of the most challenging pathogens affecting people with CF. Importantly, this approach has 
the potential to mitigate the rise of antimicrobial resistance by leveraging a naturally occurring bacte-
ricidal mechanism.

Razionale 
dello studio

Le infezioni polmonari rappresentano la principale causa di ridotta aspettativa di vita e mortalità 
nelle persone con fibrosi cistica (FC). Tra queste, la colonizzazione batterica cronica da parte 
di patogeni opportunisti, come Mycobacterium abscessus (Mab), rappresenta una minaccia cre-
scente e significativa. Attualmente, non esistono farmaci specifici per trattare efficacemente le 
infezioni da Mab e i regimi terapeutici esistenti spesso mancano di efficacia e attività battericida. 
Il limitato successo di questi trattamenti è attribuibile a vari fattori, tra cui la resistenza intrinseca 
agli antibiotici di Mab e la sua capacità di adattarsi alle condizioni ostili dell’ospite, permettendo-
gli di persistere e sfuggire all’azione antibiotica.

Ipotesi  
e obiettivi

Data la complessità nel trattare le infezioni da Mab, è necessario sviluppare approcci innovativi 
e mirati per combattere queste infezioni, evitando al contempo lo sviluppo di ulteriori resi-
stenze. Questo progetto di ricerca ha l’obiettivo di ripensare la progettazione degli antibiotici, 
ispirandosi ai meccanismi naturali usati dai batteriofagi per infettare e uccidere i batteri. Per 
cui, questo progetto propone di sfruttare proteine derivanti dai batteriofagi, conosciute come 
endolisine, per sviluppare una nuova terapia selettiva in grado di riconoscere e uccidere Mab 
senza promuovere la resistenza agli antibiotici.

Metodi A tal fine, abbiamo identificato una potenziale endolisina nel genoma del batteriofago ZoeJ, de-
nominata LysBZoeJ. Attraverso tecniche di produzione di proteine ricombinanti, siamo riusciti a 
produrre e purificare LysBZoeJ e abbiamo, infine, sviluppato un test su piastra per valutare i suoi 
potenziali effetti batterici su Mab.

Risultati I nostri studi in vitro hanno dimostrato che LysBZoeJ mantiene la sua attività enzimatica e riduce 
significativamente la vitalità di Mab, con risultati comparabili a quelli della claritromicina, un an-
tibiotico attualmente usato in clinica per trattare le infezioni da Mab.

Conclusioni In conclusione, questo progetto propone una nuova promettente alternativa terapeutica contro 
Mab, uno dei patogeni più difficili da trattare nelle persone con FC. Un aspetto fondamentale di 
questo approccio è il suo potenziale nel mitigare l’aumento della resistenza antimicrobica, sfruttan-
do un meccanismo battericida naturale.
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Background  
and rationale

DEGS (delta-4 sphingolipid desaturase) is the enzyme that converts dihydroceramides (dHCer) 
into ceramides (Cer) in the de-novo synthetic pathway of sphingolipids. Severe DEGS malfun-
ctioning and subsequent dHCer accumulation is known to cause impairment in the development 
of peripheral (PNS) and central nervous systems (CNS), mostly due to a derangement in myelin 
formation and maintenance.

Hypothesis  
and objectives

We have evidence of an inhibitory effect of the triple combination drug Kaftrio (elexacaftor/teza-
caftor/ivacaftor, ETI) on DEGS. Therefore, we hypothesize that the use of Kaftrio during pregnancy 
and in the early phases of human development might be potentially at risk to cause alterations of the 
physiological myelination process.

Essential  
methods

To rule out our concerns, we propose an animal study mimicking, in mice, the exposure to Kaftrio 
occurring during human pregnancy, birth and throughout the early stages of development. We will 
administer Kaftrio in food to pregnant mothers, before and throughout the pregnancy and for the 
first three months after the mice’s birth. During this timeframe, that covers the whole development 
from in utero to adult individuals, we will perform molecular, in vivo, and ex vivo investigations. Mo-
reover, we will also track a specific marker of DEGS1-related hypomyelination and other markers 
related to PNS myelin impairment. Finally, since individuals with malfunctioning DEGS frequently 
develop epilepsy, we will also specifically assess this aspect for Kaftrio exposure.

Preliminary  
results

We already demonstrated that the molecule responsible for the inhibitory effect on DEGS is tezacaftor 
and that a slight dHCer accumulation occurs in the brain of mice administered with ETI for 5 days.

Conclusions Thanks to Kaftrio, women with cystic fibrosis can now afford maternity and several of them do not inter-
rupt Kaftrio treatment during pregnancy. Given the evidence we have collected on DEGS inhibition and 
the publicly available data on tezacaftor, it is important to rule out any potential safety liabilities related to 
the use of Kaftrio during pregnancy and in the early development stages of individuals with cystic fibrosis.

Razionale 
dello studio

DEGS (delta-4 desaturasi degli sfingolipidi) è l’enzima che converte le diidroceramidi (dHCer) 
in ceramidi (Cer) nella via sintetica de-novo degli sfingolipidi. È noto che il malfunzionamento di 
DEGS e il conseguente accumulo di dHCer causino disturbi nello sviluppo del sistema nervoso 
periferico (SNP) e centrale (SNC), principalmente a causa di uno squilibrio nella formazione e 
nel mantenimento della mielina.

Ipotesi  
e obiettivi

Recentemente, abbiamo raccolto prove di un effetto inibitorio della tripla combinazione di farma-
ci Kaftrio (elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor) su DEGS. Pertanto, ipotizziamo che l’uso di Kaftrio 
durante la gravidanza e nelle prime fasi dello sviluppo umano potrebbe causare alterazioni del 
fisiologico processo di mielinizzazione e quindi tradursi in effetti negativi sulla salute delle giovani 
persone con fibrosi cistica. Obiettivo del nostro progetto è pertanto monitorare gli effetti di un’e-
sposizione prolungata a Kaftrio sulla maturazione e la funzionalità del sistema nervoso.

Metodi Per approfondire questo aspetto, proponiamo uno studio in vivo su un modello animale che ripro-
duca l’esposizione al Kaftrio che si verifica durante la gravidanza, la nascita e le prime fasi dello 
sviluppo nell’uomo. In particolare, somministreremo ai topi il Kaftrio attraverso il cibo, prima e 
durante la gravidanza e per i primi tre mesi dopo la nascita dei topi. Durante questo periodo, che 
copre l’intero sviluppo, dalla gestazione in utero all’individuo adulto, eseguiremo indagini mole-
colari, in vivo ed ex vivo. Inoltre, tracceremo anche un marcatore specifico di ipomielinizzazione 
correlato a DEGS1 e altri marcatori legati alla compromissione della mielina del SNP. Infine, 
poiché gli individui con DEGS malfunzionante sviluppano frequentemente epilessia, valuteremo 
specificamente anche questo aspetto in seguito all’esposizione a Kaftrio.

Risultati 
preliminari

Abbiamo dimostrato che la molecola responsabile dell’effetto inibitorio su DEGS è tezacaftor e che 
l’inibizione, seppur debole, avviene anche in vivo in topi a cui è stato somministrato ETI per 5 giorni.

Conclusioni Grazie ai dati che abbiamo raccolto sull’inibizione di DEGS e quelli pubblicamente disponibili 
su tezacaftor, è importante escludere qualsiasi potenziale responsabilità in termini di sicurezza 
correlata all’uso dell’ETI durante la gravidanza e nelle prime fasi di sviluppo delle persone con 
fibrosi cistica.
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Background  
and rationale

People with cystic fibrosis (pwCF) are prone to contracting bacterial lung infections by Pseudomo-
nas aeruginosa, known to be the major pathogen in the CF lung, leading to increased inflammatory 
response, significantly contributing to morbidity and mortality.

Hypothesis  
and objectives

The patient-to-patient variation in Kaftrio response might be attributed to several mechanisms in-
cluding the different inflammatory response and the related oxidative stress across patients. Therefo-
re, in vitro studies of patient-specific response to anti-inflammatory/antioxidant compounds under 
infection could help elucidate the role of chronic inflammation and oxidative stress in drug resistan-
ce in order to develop personalized combination therapies.

Essential  
methods

We will perform dose-response evaluation of anti-inflammatory/antioxidant compounds in pre-cli-
nical and clinical stages in CFBE cells by the analysis of the inflammatory/oxidative status detected 
by specific markers. Then, we will investigate gene expression and protein release of pro-inflam-
matory cytokines (by RT-qPCR and ELISA assays) and the antioxidant activity of these drugs by 
measuring the intracellular ROS levels (by ROS-sensitive fluorescent probe) in HNE under in-
fection condition. Moreover, we will determine if anti-inflammatory/antioxidant drugs treatment will 
improve CFTR rescue in HNE under infection/inflammation by immunoblotting, Ussing Chamber 
and Fluorescence Membrane Potential assay.

Preliminary  
results

Our preliminary studies show that the anti-inflammatory Dimethyl fumarate (DMF) exhibits antioxi-
dant/anti-inflammatory properties in CF Bronchial Epithelial (CFBE) and CF Human Nasal Epithe-
lial (HNE) cells. Moreover, we found that Kaftrio-mediated rescue of F508del-CFTR is reduced by 
LPS and restored by DMF in both CFBE and HNE cells. Interestingly, we found that DMF reduced 
the inflammatory response and intracellular ROS levels in HBE cells harboring rare mutations.

Conclusions In vitro screening of patient-specific responses to CFTR modulators under infection/inflammation condi-
tions could prove to be a valuable tool for personalized combination therapy approaches with the appro-
priate anti-inflammatory and antioxidant to improve the efficacy of CFTR modulators in pwCF.

Razionale 
dello studio

Le persone con fibrosi cistica (FC) sono soggetti a frequenti infezioni polmonari da Pseudomonas 
aeruginosa che inducono uno stato infiammatorio cronico e stress ossidativo nel polmone del 
paziente.

Ipotesi  
e obiettivi

Nell’ultima decade, la ricerca si è focalizzata maggiormente sullo sviluppo di modulatori della CFTR 
che hanno la capacità di ripristinare l’attività funzionale della proteina. Nonostante Kaftrio abbia 
migliorato notevolmente la qualità della vita nelle persone con FC, studi clinici hanno mostrato ri-
sposte variabili tra pazienti. Questa variabilità potrebbe essere dovuta all’infiammazione polmonare 
indotta dall’infezione ricorrente da P. aeruginosa che si riscontra comunemente nelle persone con 
FC. Le terapie antinfiammatorie/antiossidanti sono, quindi, di particolare interesse per rallentare la 
progressione del danno polmonare e migliorare la qualità della vita delle persone con FC.

Metodi Per prima cosa isoleremo P. aeruginosa dai campioni di espettorato e raccoglieremo cellule epite-
liali nasali mediante una tecnica di brushing nasale da persone con FC sia con mutazione F508del 
sia con mutazioni rare. Verificheremo l’attività antinfiammatoria misurando l’espressione genica 
e il rilascio delle citochine pro-infiammatorie (mediante RT-qPCR ed ELISA) e l’attività antios-
sidante misurando i livelli intracellulari dei ROS (mediante sonde specifiche) dei farmaci nelle 
cellule primarie nasali infettate dallo P. aeruginosa isolato dallo stesso donatore. Inoltre, determi-
neremo se l’effetto antinfiammatorio/antiossidante dei farmaci migliori l’efficacia dei modulatori 
della CFTR sia mediante western blotting che saggi funzionali (Camera di Ussing e FMN assay).

Risultati 
preliminari

I nostri risultati preliminari hanno dimostrato che l’antinfiammatorio Dimethyl Fumarato (DMF) 
presenta un’attività antinfiammatoria/antiossidante sia nelle cellule bronchiali immortalizzate sia 
nelle cellule primarie nasali di pazienti. Inoltre, abbiamo dimostrato che l’efficacia del Kaftrio nel 
ripristinare la F508del-CFTR si riduce in presenza dell’LPS ma risulta essere ripristinato in presenza 
del DMF. Dati preliminari dimostrano che DMF riduce sia la risposta infiammatoria che lo stress 
ossidativo anche nelle cellule primarie bronchiali di persone con FC con mutazioni rare.

Conclusioni Poiché l’infezione/infiammazione sembra ridurre l’efficacia dei modulatori della CFTR, ci augu-
riamo che l’uso degli antinfiammatori/antiossidanti aumenti l’efficacia delle terapie farmacologi-
che nelle vie aeree delle persone con FC.
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Background  
and rationale

Mycobacterium abscessus (Mab) infections present significant treatment challenges, particularly 
among immunocompromised and cystic fibrosis people. Conventional antibiotic therapies often fail 
due to antibiotic resistance, as well as the ability of this bacterium to live within human cells like 
macrophages, highlighting the need for alternative treatment strategies. In this context, mycobacte-
riophages are emerging as promising candidates since they can specifically target and lyse antibio-
tic-resistant Mab.

Hypothesis  
and objectives

The aim of this work was to isolate and characterize novel mycobacteriophages targeting Mab, in-
cluding antibiotic-resistant strains, as well as to investigate their activity in an ex vivo macrophage 
infection model. 

Essential  
methods

Methods in this study included bioinformatics analyses, microscopy (transmission electron and confo-
cal microscopy), double-layer agar assay and ex vivo infection models.

Preliminary 
 results

Four novel mycobacteriophages were isolated from environmental samples using the non-pathogenic 
Mycobacterium smegmatis mc2155 as host. Genomic analysis confirmed the lack of genes involved in 
virulence and antibiotic resistance. All the phages were characterized by a siphoviral morphology when 
analyzed at the transmission electron microscope, a narrow host range when tested against a panel of Mab 
clinical isolates and efficient bacterial killing within 30 minutes with the release of 100 – 250 new phage 
virions per bacterial cell. Furthermore, phages exhibited stability across a wide range of pH values (4-6), 
including those found in the acidic environment of phagosomes. Given the intracellular lifestyle of Mab, 
the activity of one selected phage within the endocytic pathway was assessed using a human THP-1 ma-
crophage infection model, showing a significant reduction in bacterial viability 24 hours post-infection. 
In addition, preliminary confocal microscopy results demonstrated phage uptake by macrophages, with 
ongoing investigations assessing the co-localization of phage and bacteria within the cells. 

Conclusions These findings highlight the potential of these phages for further research and possible clinical ap-
plication. Consequently, our group aims to expand the laboratory phage library to cover as many 
mycobacterial strains as possible, engineering phages, investigate phage combinations with antibiotics 
currently used in clinical settings and introduce ex vivo pulmonary cell infection models.

Razionale 
dello studio

Le infezioni causate da Mycobacterium abscessus (Mab) sono generalmente difficili da trattare, 
specialmente in persone con infezioni polmonari e fibrosi cistica. Le terapie antibiotiche conven-
zionali spesso falliscono a causa della resistenza agli antibiotici, oltre alla capacità di questo batte-
rio di vivere all’interno delle cellule umane, evidenziando la necessità di strategie di trattamento 
alternative. In questo contesto, i micobatteriofagi stanno emergendo come candidati promettenti.

Ipotesi  
e obiettivi

L’obiettivo di questo lavoro è di isolare e caratterizzare nuovi micobatteriofagi attivi contro 
Mab, compresi ceppi clinici resistenti agli antibiotici, e indagare la loro attività in un modello di 
infezione di macrofagi ex vivo.

Metodi I principali metodi usati in questo studio includono analisi bioinformatiche, microscopia (elet-
tronica a trasmissione e confocale), il saggio di placca ed esperimenti di infezione ex vivo.

Risultati 
 preliminari

Sono stati isolati quattro nuovi micobatteriofagi da campioni ambientali usando come ospite il 
ceppo non patogeno Mycobacterium smegmatis mc2155. L’analisi genomica ha confermato l’as-
senza di geni coinvolti nella virulenza e nella resistenza agli antibiotici. Tutti i fagi sono caratteriz-
zati da una morfologia siphovirus, uno spettro d’ospite ristretto quando testati su un pannello di 
isolati clinici di Mab e un’efficace lisi batterica entro 30 minuti, con il rilascio di 100 - 250 nuove 
particelle fagiche per cellula batterica. Inoltre, i fagi sono stabili in un ampio intervallo di valori 
di pH, compresi quelli presenti nell’ambiente acido dei fagosomi (pH 4-6). Data la possibile vita 
intracellulare di Mab, l’attività di un fago selezionato è stata valutata usando un modello di in-
fezione dei macrofagi umani THP-1, causando una riduzione significativa della vitalità batterica 
24 ore post-infezione. Inoltre, i risultati preliminari di microscopia confocale dimostrano l’uptake 
del fago da parte dei macrofagi ed è attualmente in corso la valutazione della co-localizzazione 
fago-batterio all’interno delle cellule.

Conclusioni I risultati evidenziano il potenziale di questi fagi per possibili applicazioni cliniche. A tal fine, il 
nostro gruppo punta ad ampliare la collezione di fagi disponibile nel laboratorio con l’obiettivo 
di coprire il maggior numero possibile di varianti di Mab, ingegnerizzare i fagi, indagare la com-
binazione di fagi con gli antibiotici attualmente usati in clinica e introdurre modelli di infezione 
ex vivo con linee cellulari polmonari.
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Background  
and rationale

P. aeruginosa (Pa)-S. aureus (Sa) co-infections are frequently found together in the respiratory tract 
of people with cystic fibrosis (pwCF) and their interaction has been clearly linked to a more rapid 
lung function decline. Therefore, the management of polymicrobial infections by developing novel 
antibacterial agents is a real challenge in CF drug discovery.

Hypothesis  
and objectives

Our aim is to evaluate the in vitro and in vivo action of two molecules, L-IM15 and L-IM16, selected as 
lead compounds, on models of methicillin resistant Sa and multidrug resistant Pa co-infections to mimic 
the most similar pwCF clinic conditions. It is also our intention to assess the outcome of the combined 
administration of L-IM15 and L-IM16, on both mono- and co-infection models in search for an addi-
tive or synergistic anti-infective effect. Their antimicrobial action will be compared with those of con-
ventional antibiotics. As L-IM15 and 16 are eligible, an aerosol administration will be also considered.

Essential  
methods

The compounds will be prepared in small (for in vitro studies) and multi-gram scale (for in vivo exps) 
by an eco-friendly synthetic route. Proteomic studies and other microbiological assays will be exploited 
to evaluate the antimicrobial activity and to deeper elucidate the mechanism of action. In vivo efficacy of 
L-IM15 and 16 separately or in coadministration will be tested in murine models of Sa-Pa co-infections.

Preliminary 
 results

Our previously FFC Ricerca funded studies revealed the in vivo antibacterial activity of these two 
glycomimetics (molecules whose structure mimic that of sugars) in mouse models of acute and chro-
nic Pa infections. In vitro assays suggested that they could act with a different mode of action, i.e. as 
an antivirulence/anti-adhesion agent (L-IM15) and as a classical antimicrobial one (L-IM16). In 
addition, L-IM16 was also able to inhibit the growth and biofilm formation of Sa and of a plethora 
of CF relevant pathogens.

Conclusions The innovative and chemically different structure of these compounds from common antibiotics 
along with the virulence-blocker features of one of the two could be of relevance in the search for 
alternative therapeutic treatments, especially to overcome the problem of resistance which is incre-
asingly pressing in states of infection and decisive in co-infections where a concurrent treatment 
directed at both bacteria may improve CF clinical outcomes. This therapeutic alternative against 
chronic infections could be beneficial to all people with CF regardless of their type of mutation.

Razionale 
dello studio

Le co-infezioni da P. aeruginosa (Pa) e S. aureus (Sa) sono spesso presenti nel tratto respirato-
rio di persone con fibrosi cistica (FC) e spesso collegate a un declino più rapido della funzione 
polmonare. Pertanto, il controllo delle infezioni polimicrobiche con lo sviluppo di nuovi agenti 
antibatterici è una delle sfide in FC.

Ipotesi  
e obiettivi

Il nostro obiettivo è la valutazione in vitro e in vivo di due molecole, L-IM15 e L-IM16, selezionate 
da precedenti studi, su modelli di co-infezioni da Sa meticillina-resistente e da Pa multiresistente 
in modo da imitare le condizioni cliniche più simili a quelle delle persone con FC. Verrà valutato 
l’effetto della somministrazione combinata di L-IM15 e L-IM16 su modelli di mono- e di co-in-
fezione, alla ricerca di un effetto antibatterico additivo o sinergico. L’azione antimicrobica sarà 
confrontata con quella degli antibiotici convenzionali. La struttura di L-IM15 e 16 li rende idonei 
per considerarne anche la loro somministrazione via aerosol.

Metodi I composti saranno preparati in scala di laboratorio (per studi in vitro) e più ampia (per quelli in 
vivo) mediante una via sintetica eco-compatibile. Studi di proteomica per rilevare i cambiamenti 
nei livelli proteici insieme ai saggi di attività antibatterica saranno utili per chiarire più a fondo il 
meccanismo d’azione. L’efficacia in vivo di L-IM15 e 16 separatamente o in co-somministrazione 
sarà testata in modelli murini di co-infezioni Sa-Pa.

Risultati 
 preliminari

Precedenti studi finanziati da FFC Ricerca hanno evidenziato l’attività antibatterica in vivo di 
questi due glicomimetici (la cui struttura mima quella degli zuccheri) in modelli murini di infezio-
ni acuta e cronica da Pa. I test in vitro hanno suggerito una loro diversa modalità d’azione, cioè 
come agente antivirulenza/anti-adesione, L-IM15 e come antimicrobico classico, L-IM16. Inoltre, 
L-IM16 è stato anche in grado di inibire la crescita e la formazione di biofilm di Sa e di molti di 
patogeni frequenti in FC.

Conclusioni La struttura innovativa dei composti, diversa da quella dei comuni antibiotici, insieme alle pro-
prietà anti-virulenza di uno dei due, potrebbe essere utile nella ricerca di terapie alternative e 
per il superamento del fenomeno della resistenza, sempre più pressante nelle infezioni e nelle 
co-infezioni nelle quali un attacco diretto a entrambi i batteri potrebbe migliorare gli esiti clinici 
della FC. Questa alternativa terapeutica contro le infezioni croniche potrebbe essere utile a tutte 
le persone con FC, indipendentemente dal tipo di mutazione.
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Background  
and rationale

Mycobacterium abscessus (Mab) is a rapidly growing nontuberculous mycobacterium associated 
with several diseases in humans, of which lung disease is the most common as in people with cystic 
fibrosis (CF). The treatment of this pathogen represents a challenge due to the multidrug-resistant 
nature of this species.

Hypothesis  
and objectives

The project aims to contrast Mab spread by a two-pronged strategy involving phenotypic medici-
nal chemistry approaches. In the first strategy we would exploit our in-house library of antibacterial 
compounds in search of Hits endowed with anti-Mab activity. The second one will take advantage of 
High Throughput Screenings (HTSs) already reported in literature, selecting Hit compounds not yet 
developed by other medicinal chemistry groups. The identification of Hit compounds that hopefully 
will be optimized in potent and safe anti-Mab Lead compounds and then preclinical candidates, might 
contribute to the development of therapies for the treatment of complicated infections caused by Mab.

Essential  
methods

Once anti-Mab Hit compounds will be emerged from the screening against Mab ATCC19977, an ite-
rative cycle of chemical modification/biological evaluation will start with the aim of improve anti-Mab 
activity, cytotoxicity and ADME-Tox profile to obtain validated Hit compounds ready for studies on 
clinical isolates (MIC, antibiofilm activity and intracellular activity on THP-1 infected cells).

Preliminary 
 results

From a preliminary screening of only 10 molecules belonging to our in-house library, two quinolone 
compounds (M20 and MH4) showed a promising activity (MIC about 12.5 μg/mL) when tested against 
four Mab clinical isolates previously collected and characterized by UNIPI. Moreover, 3 out of 17 “pu-
tative” anti-Mab Hit compounds, have been tested against Mab clinical isolates and ATCC19977 and 
among three niclosamide derivatives a compound emerged as an interesting Hit (MIC about 3.125 μg/
mL on Mab ATCC19977).

Conclusions Given the current poor outcome in CF people with Mab infection more effective antimicrobials are 
needed. The antibiofilm and intracellular activity we would obtain with the anti-Mab Lead com-
pounds can improve the killing efficacy and reduce the time of treatment with future benefits for 
Mab infected CF people.

Razionale 
dello studio

Mycobacterium abscessus (Mab) è un micobatterio non tubercolare a rapida crescita associato 
a diverse malattie negli esseri umani, tra cui la più comune è la malattia polmonare, come nelle 
persone con fibrosi cistica. Il trattamento di questo patogeno rappresenta una sfida a causa della 
farmaco-resistenza multipla di questa specie.

Ipotesi  
e obiettivi

Il progetto mira a contrastare la diffusione di Mab tramite un duplice approccio fenotipico di chi-
mica farmaceutica. Nella prima strategia sfrutteremo la nostra libreria di composti antibatterici 
alla ricerca di Hit compounds dotati di attività anti-Mab. La seconda trarrà vantaggio da studi 
di High Throughput Screenings (HTS) già riportati in letteratura, selezionando hit compounds 
non ancora sviluppati da altri gruppi di chimica farmaceutica. L’identificazione di hit compounds 
che saranno ottimizzati in lead compounds con potente attività anti-Mab e più sicuri (e quindi 
candidati preclinici), potrebbe contribuire allo sviluppo di terapie per il trattamento di infezioni 
complicate causate da Mab.

Metodi Una volta che gli Hit compounds con potente attività anti-Mab saranno emersi dallo screening 
su Mab ATCC19977, inizierà un ciclo iterativo di modificazione chimica/valutazione biologica con 
l’obiettivo di migliorare l’attività anti-Mab, la citotossicità e il profilo ADME-Tox per ottenere 
composti pronti per studi su isolati clinici (MIC, attività anti-biofilm e attività intracellulare su 
cellule THP-1 infettate).

Risultati 
 preliminari

Da uno screening preliminare di sole 10 molecole appartenenti alla nostra libreria di antibatterici, 
due composti chinolonici (M20 e MH4) hanno mostrato una promettente attività (MIC 12,5 μg/
mL) quando testati contro quattro isolati clinici di Mab precedentemente raccolti e caratterizzati 
da UNIPI. Inoltre, 3 su 17 composti riportati come aventi attività anti-Mab, sono stati testati con-
tro isolati clinici di Mab e ATCC19977 e tra tre derivati della niclosamide un composto è emerso 
come un Hit interessante (MIC circa 3,125 μg/mL su Mab ATCC19977).

Conclusioni Considerata l’attuale scarsa efficacia dei trattamenti nelle persone con FC con infezione da Mab 
è necessario individuare nuove strategie terapeutiche. L’attività anti-biofilm e intracellulare che 
vorremmo ottenere con i lead compounds anti-Mab potrebbe migliorare l’efficacia e ridurre il 
tempo di trattamento con benefici futuri per le persone con FC infettate da Mab.
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Background  
and rationale

CFTR modulators improve lung function in CF, but extrapulmonary complications like CFRD 
persist. We studied insulin secretion defects and glucose tolerance in 600 people with CF (2013-
2023), mainly before modulator availability, to assess their long-term impact.

Hypothesis  
and objectives

This study investigates if pre-existing insulin secretory defects predict dysglycemia, respiratory 
function decline, malnutrition, cardiometabolic risks, and mortality in CF. We will also assess if 
modulators mitigate these effects.

Essential  
methods

This retrospective study analyzes data from our 2013-2023 cohort. We will extract clinical outco-
me data and CFTR modulator therapy information from patient records and correlate these with 
previously collected glucose tolerance and insulin secretion data.

Preliminary 
 results

We found a dynamic pattern of insulin secretion around puberty and a decline in β-cell sensitivity 
to glucose. Worse β-cell function correlated with early lung disease and malnutrition. Prepubertal 
insulin secretion predicted adult height and CFRD. Modulators showed limited impact on glucose 
tolerance.

Conclusions This study will reveal the long-term impact of insulin secretory defects on key CF outcomes and 
assess the real-world effectiveness of modulators in mitigating these effects. This knowledge will 
improve CFRD management and inform personalized treatment strategies. Data sharing will pro-
mote further research in this area.

Razionale 
dello studio

I modulatori CFTR migliorano la funzione polmonare nella fibrosi cistica (FC), ma le compli-
canze extrapolmonari come il CFRD (Cystic Fibrosis Related Diabetes, diabete correlato alla 
fibrosi cistica) persistono. Abbiamo studiato i difetti di secrezione insulinica e la tolleranza 
al glucosio in 600 persone con FC (2013-2023), principalmente prima della disponibilità dei 
modulatori, per valutarne l’impatto a lungo termine.

Ipotesi  
e obiettivi

Questo studio indaga se i difetti di secrezione insulinica preesistenti predicono la disglicemia, 
il declino della funzione respiratoria, la malnutrizione, i rischi cardiometabolici e la mortalità 
nella FC. Valuteremo anche se i modulatori mitigano questi effetti.

Metodi Questo studio retrospettivo analizza i dati della nostra coorte 2013-2023. Estrarrà i dati sugli 
esiti clinici e le informazioni sulla terapia con modulatori CFTR dalle cartelle cliniche dei 
pazienti e li metterà in correlazione con i dati sulla tolleranza al glucosio e sulla secrezione 
insulinica precedentemente raccolti.

Risultati 
 preliminari

Abbiamo trovato un andamento dinamico della secrezione insulinica intorno alla pubertà e 
un declino della sensibilità delle cellule beta al glucosio. Una peggiore funzione delle cellule 
beta era correlata a una malattia polmonare precoce e alla malnutrizione. La secrezione insu-
linica prepuberale prevedeva l’altezza da adulto e la CFRD. I modulatori hanno mostrato un 
impatto limitato sulla tolleranza al glucosio.

Conclusioni Questo studio rivelerà l’impatto a lungo termine dei difetti di secrezione insulinica sui prin-
cipali esiti della FC e valuterà l’efficacia nel mondo reale dei modulatori nel mitigare questi 
effetti. Questa conoscenza migliorerà la gestione del CFRD e contribuirà a definire strategie 
di trattamento personalizzate. La condivisione dei dati promuoverà ulteriori ricerche in que-
sto settore.
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Background  
and rationale

The airway epithelium represents a defense barrier against pathogens. Defective bacterial eradica-
tion with recurrent infection and inflammation is a common hallmark of many chronic respiratory 
diseases, including cystic fibrosis (CF). In our previous study we found that treatment of human 
bronchial epithelia (HBE) with IL-17A/TNF-α has a high impact on cell transcriptome, with upre-
gulation of genes involved in antimicrobial response, neutrophil recruitment and transepithelial ion 
transport. A result of these changes is a hyperviscosity of the airway surface, that is reversed by β-ad-
renergic stimulation. The switch from the hyperviscous to fluid state is dependent on CFTR since it 
is not observed in CF epithelia.

Hypothesis  
and objectives

We hypothesize that the hyperviscous state could be instrumental to immobilize bacteria and promote 
their killing, therefore our aim is to evaluate how the airway surface properties impact on bacteria 
viability and motility.

Essential  
methods

We deposited 1000 cfu of Pseudomonas aeruginosa (PAO1 and RP73 strains) on a selected spot of the 
apical surface of HBE. After 3 h incubation, HBE were pressed on agar plates. To search for potential 
antimicrobial molecules, we analyzed the apical fluids of HBE by mass spectrometry (MS).

Preliminary 
 results

Under control conditions, bacteria formed colonies that were distributed all over the epithelial surfa-
ce. Instead, in HBE treated with IL-17/TNF-α, bacteria remained confined to the site in which they 
were originally deposited. MS analysis of fluid collected from the apical surface of HBE treated with 
cytokines revealed the increase of many defense molecules and chemoattractants for immune cells 
(IL-19, CSF3, CXCL17, CCL20). Surprisingly, we also found a specific set of membrane proteins 
including ATP12A, SLC26A4, DUOX2, SLC5A1, but not CFTR or ENaC. By electron microscopy, 
we found evidence of extracellular vesicles (EVs) in the supernatant of HBE. FACS experiments 
revealed an increased abundance of EVs upon treatment with IL-17A/TNF-α and the presence of 
CD63, CD9 and CD81 markers.

Conclusions We hypothesize that EVs may be involved in antimicrobial activity or in communication of regula-
tory stimuli to epithelial and immune cells. Our results reveal a program, induced by IL-17A plus 
TNF-α, that has the potential to limit the ability of bacteria to attack and invade airway epithelia.

Razionale 
dello studio

L’epitelio delle vie aeree è una barriera contro gli agenti patogeni. Una ridotta capacità di elimi-
nare i batteri, con infezioni e infiammazioni ricorrenti, è un segno comune di molte malattie respi-
ratorie croniche, inclusa la fibrosi cistica (FC). Nel nostro studio precedente abbiamo scoperto che 
il trattamento degli epiteli bronchiali umani (HBE) con IL-17A/TNF-α aumenta l’espressione di 
geni coinvolti nella risposta antimicrobica, nel reclutamento dei neutrofili e nel trasporto ionico 
transepiteliale. Un risultato di questi cambiamenti è un’iperviscosità della superficie, che ritorna 
fluida con stimolazione beta-adrenergica. Il passaggio dallo stato iperviscoso a quello fluido di-
pende da CFTR poiché non è osservato negli epiteli FC.

Ipotesi  
e obiettivi

Ipotizziamo che lo stato iperviscoso sia utile per immobilizzare i batteri e promuoverne l’uccisio-
ne. Pertanto il nostro obiettivo è valutare come le proprietà della superficie delle vie aeree influi-
scano sulla vitalità e motilità dei batteri.

Metodi Abbiamo depositato 1000 cfu di Pseudomonas aeruginosa (ceppi PAO1 e RP73) su un punto 
specifico della superficie degli epiteli. Dopo 3 ore di incubazione, abbiamo messo a contatto gli 
epiteli con piastre agar per il trasferimento dei batteri. Per individuare molecole antimicrobiche, 
abbiamo analizzato i fluidi apicali di HBE attraverso la spettrometria di massa (MS).

Risultati 
 preliminari

In condizioni di controllo, i batteri formano colonie distribuite su tutta la superficie epiteliale. 
Invece, negli HBE trattati con IL-17/TNF-α, i batteri rimangono fermi nel sito in cui erano stati 
depositati. La MS del fluido apicale ha rivelato l’aumento di molte molecole di difesa e chemoat-
trattori per le cellule immunitarie (IL-19, CSF3, CXCL17, CCL20). Sorprendentemente, abbiamo 
anche trovato specifiche proteine di membrana tra cui ATP12A, SLC26A4, DUOX2, SLC5A1, 
ma non CFTR o ENaC. Mediante microscopia elettronica, abbiamo individuato delle vescicole 
extracellulari (EV) nel surnatante di HBE. Gli esperimenti di FACS hanno rivelato una maggiore 
abbondanza di EV dopo il trattamento con IL-17A/TNF-α e la presenza di CD63, CD9 e CD81.

Conclusioni Pensiamo che le EV possano essere coinvolte nell’attività antimicrobica o nella comunicazione 
di stimoli alle cellule epiteliali e immunitarie. I nostri risultati rivelano un programma, indotto 
da IL-17/TNF-α, che potrebbe limitare la capacità dei batteri di attaccare e invadere le vie aeree.
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Background  
and rationale

Loss-of-function of the CFTR chloride channel impairs mucociliary clearance (MCC), causing cy-
stic fibrosis (CF) lung disease. Alternative targets, such as the calcium-activated TMEM16A chloride 
channel, are considered for the treatment of people carrying undruggable CFTR mutations. Howe-
ver, the best approach to target TMEM16A in CF, whether with potentiators or inhibitors, is a matter 
of debate. Another alternative target is the TRPV4 calcium channel. TRPV4 is a potential sensor of 
mechanical and chemical stimuli, involved in the response to pathogens and linked to CFTR activity.

Hypothesis  
and objectives

Our hypothesis is that TMEM16A and TRPV4 could be alternative therapeutic targets in CF. Our 
goal is to clarify their role in the airways to modulate them in the most appropriate way. For TME-
M16A, we will use the CRISPR/Cas9 strategy to knockout the gene in airway epithelial cells and 
evaluate the consequences on MCC and airway surface properties. Regarding TRPV4, we will in-
vestigate the mechanisms linking this channel to CFTR and to calcium-activated dual oxidases that 
produce H2O2 as a bactericidal agent. These experiments may clarify the possible alterations occur-
ring in CF, suggesting molecular targets to control infection and inflammation.

Essential  
methods

We will use differentiated human bronchial epithelia (HBE) in which TMEM16A and TRPV4 fun-
ction will be altered with genetic and/or pharmacological approaches. We will then carry out a panel 
of experiments to evaluate intracellular calcium mobilization, airway surface liquid properties, mu-
cin secretion, epithelial composition/morphology, and H2O2 production.

Preliminary 
 results

TMEM16A-defective epithelia, generated by nucleofection of basal stem cells, showed a near total 
ablation of calcium-dependent chloride secretion without alteration of calcium signaling. Pharma-
cological activation of TRPV4 stimulated H2O2 release. Bacterial supernatants elicited a significant 
calcium increase possibly through TRPV4.

Conclusions Preliminary results show that we are able to ablate TMEM16A function in differentiated epithelia 
which will allow us to assess its physiological role. In addition to the CFTR function, TRPV4 also 
appears to regulate H2O2 release. It will be important now to determine how pharmacological mo-
dulation of TMEM16A and TRPV4 leads to improvements in airway surface hydration and innate 
defense mechanisms of the airway epithelium.

Razionale 
dello studio

La perdita di funzione del canale del cloruro CFTR compromette la clearance mucociliare (MCC), 
causando i problemi respiratori nella fibrosi cistica (FC). Per le persone con FC con mutazioni di 
CFTR non trattabili con farmaci, vengono considerati bersagli alternativi, in primis il canale del 
cloruro TMEM16A, il cui ruolo nella FC è però controverso. Il canale del calcio TRPV4 è un altro 
potenziale bersaglio alternativo, in quanto sensore di stimoli meccanici e chimici, coinvolto nella 
risposta ai patogeni e collegato all’attività di CFTR.

Ipotesi  
e obiettivi

La nostra ipotesi è che TMEM16A e TRPV4 siano bersagli terapeutici alternativi nella FC. Il no-
stro obiettivo è chiarire il loro ruolo nelle vie aeree, per modularli nel modo più appropriato. Per 
quanto riguarda TMEM16A, ne aboliremo la funzione e valuteremo le conseguenze su diverse 
funzioni dell’epitelio. Per TRPV4, valuteremo i meccanismi molecolari che collegano tale protei-
na alla funzione di CFTR e all’attività delle proteine DUOX che sono preposte alla produzione 
di H2O2, che ha funzione battericida. I risultati potranno chiarire le possibili alterazioni che si 
verificano nella FC, suggerendo bersagli molecolari per controllare infezioni e infiammazione.

Metodi Useremo epiteli bronchiali umani in cui avremo alterato la funzione di TMEM16A e TRPV4 con 
strategie genetiche o farmacologiche. Su tali epiteli condurremo una serie di esperimenti volti a 
misurare: mobilizzazione del calcio, proprietà chimico/fisiche della superficie epiteliale, rilascio di 
mucine, morfologia epiteliale e produzione di H2O2.

Risultati 
 preliminari

Gli epiteli privi di TMEM16A, generati mediante nucleofezione di cellule staminali basali, hanno 
mostrato una quasi totale assenza di secrezione di cloruro calcio-dipendente, senza però alte-
razione della mobilizzazione di calcio. La stimolazione farmacologica di TRPV4 ha indotto la 
produzione di H2O2. Inoltre, il trattamento con surnatanti batterici ha causato l’aumento di calcio 
intracellulare, probabilmente via TRPV4.

Conclusioni I risultati preliminari dimostrano che siamo in grado di abolire la funzione di TMEM16A in epiteli 
differenziati, permettendoci di valutare il ruolo di tale canale nell’epitelio. In aggiunta alla rego-
lazione di CFTR, TRPV4 sembra anche regolare il rilascio di H2O2. È importante ora chiarire in 
che modo la modulazione farmacologica di TMEM16A e TRPV4 possa migliorare la funzione di 
barriera antibatterica dell’epitelio.

Michele Genovese1, Anna Borrelli1, Luis J.V. 
Galietta1,2 
1Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), Pozzuoli 
(NA), Italy - 2Department of Translational Medical Sciences 
(DISMET), University of Naples Federico II, Naples, Italy 

(GMSG#1/2024, new)
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Resolving InflammationSESSION 8

Background  
and rationale

Non-resolving pulmonary inflammation has a detrimental effect on the lives of people with cystic 
fibrosis (CF). Therefore, our understanding of the mechanisms underlying non-resolving inflamma-
tion in CF is still incomplete. 
In addition to their hemostatic function, platelets (PLT) play a key role in inflammation and its 
resolution. Previous studies have shown that altered, hyperreactive PLT activities support lung in-
flammation while dampening beneficial pro-resolution mechanisms. Innovative strategies to limit 
PLT-based pathology may be useful to counter-regulate CF inflammation and lung injury.

Hypothesis  
and objectives

Therefore, the guiding hypothesis of the proposed research is that reduction of PLT-driven lung 
inflammation could be valuable in CF. In this project, we will determine how exposure of PLT to 
selected pro-resolving mediators (SPMs) exerts beneficial effects against CF lung inflammation.

Essential  
methods

PLT and leukocytes purified from the blood of CF volunteers were treated with resolvins and mo-
nitored for their ability to promote resolution of inflammation. Preclinical in vivo studies in mouse 
models of pulmonary CF infection were carried out to determine whether PLT modulation is effecti-
ve in preclinical models of the disease.

Results Among the SPMs, RvD3 and RvE1 have specific actions that selectively attenuate PLT activation in 
people with CF. Both RvD3 and RvE1 selectively reduced the release of thromboxane B2 (TxB2, a 
marker of PLT activation) by CF PLT. Proteomic analysis of purified human CF PLT revealed an 
enrichment of proteins involved in the regulation of the innate immune response. Consistent with 
this, RvD3 induced PLT to stimulate clearance of P. aeruginosa and enhanced bacterial uptake by 
CF neutrophils. In vivo, RvD3 reduced PLT activation during acute pneumonia in CF mice. RvD3 
also attenuated bacterial load in a TxB2-dependent manner, reduced the production of immune-re-
cruiting cytokines, and restored the altered balance between pro-inflammatory and pro-resolving 
lipid mediators. Depletion of PLTs in vivo reversed these effects, suggesting that PLTs are the key 
targets of the pro-resolving effects mediated by RvD3.

Conclusions The results of our project define the potency and efficacy of resolvins as an antiplatelet strategy to 
reduce inflammation-based pathology in cystic fibrosis. These studies suggest the use of RvD3 as a 
putative candidate molecule to limit PLT activation and inflammation in CF.

Appendix  
(FFC#12/2024)

The central hypothesis of this research is that PLT dampen CD8 actions to fuel CF inflammation. 
Targeting PLT-CD8 crosstalk may be beneficial.
To this end, this study will address the following objectives: i) determine how PLT affect CD8; ii) 
evaluate the impact of PLT-CD8 crosstalk on airway inflammation; iii) test strategies to promote 
CD8 reactivation and resolution of inflammation.

Razionale 
dello studio

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

Ipotesi  
e obiettivi

L’ipotesi alla base del progetto è che ridurre l’attivazione delle PLT possa apportare benefici per 
contrastare il danno polmonare in FC. L’obiettivo del progetto è quindi quello di determinare 
se e come il trattamento delle PLT con molecole pro-risolutive possa spegnere l’infiammazione 
cronica patologica in FC.

Metodi PLT e leucociti purificati dal sangue di pazienti affetti da FC sono stati trattati con resolvine 
e monitorate per la loro capacità di favorire la risoluzione dell’infiammazione.
Inoltre, studi preclinici in vivo su modelli animali di infezione polmonare sono stati usati per 
determinare se la modulazione delle PLT sia efficace anche in modelli sperimentali della 
malattia.
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Background  
and rationale

Inflammation still represents a significant pathogenic element in people with cystic fibrosis (CF). 
Pro-resolution pharmacology seems to represent an effective innovative strategy to combat CF in-
flammation. Melanocortins are peptide hormones that activate specific receptors (MC1-5), suppres-
sing the release of pro-inflammatory cytokines and promoting resolution of inflammation. Synthetic 
melanocortins with potent pro-resolution activity are being tested in clinical trial.

Hypothesis  
and objectives

Based on our preliminary data, we hypothesize that melanocortins may be effective in controlling 
CF inflammation. The main objectives of this program are: i) to develop a preclinical model of 
human CF airways to verify the pro-resolution antimicrobial efficacy of synthetic melanocortins; 
ii) to integrate the multiple evidence provided by the chip to establish a new paradigm of pharma-
cological testing in CF.

Essential  
methods

Pulmonary morphonuclear leukocytes (PMN) from people with CF were labeled with CellTracker 
Green and perfused into CF airway-on-a-chip modules, treated or not with BMS-47539, a selective 
MCR1 agonist. At the end of the perfusion, the following were assessed: PMN recruitment and 
activation status, mucus production, epithelial and endothelial monolayer integrity, cytokine and 
chemokine release, endothelial and epithelial transcriptome.

Preliminary 
 results

We have successfully developed the first fully CF airway-on-a-chip model, consisting of primary 
human CF bronchial epithelial cells and endothelial cells, isolated from lungs explanted from people 
with CF. Treatment of these chips with BMS-470539 (10 μM) significantly reduced CF PMN recru-
itment and mucus production.

Conclusions The results obtained so far seem to confirm that melanocortins may have beneficial effects on the 
pulmonary inflammatory response, including mucus production. Ongoing evaluations of cytokine 
and chemokine release and of the transcriptomic profile of epithelium and endothelium will provide 
further elements to understand the efficacy and mechanisms of action of melanocortins in CF. Fur-
thermore, studies in chips infected with bacteria, planned for the second year of this project, will be 
particularly relevant for the therapeutic development of these molecules in people with CF.

Razionale 
dello studio

Nonostante l’introduzione dei modulatori CFTR, l’infiammazione rappresenta ancora un elemen-
to patogenetico significativo nelle persone con fibrosi cistica (FC). La modesta efficacia delle at-
tuali terapie antinfiammatorie, richiede la messa a punto di strategie innovative per combattere 
l’infiammazione della FC, e a questo proposito sta emergendo la farmacologia pro-risoluzione. Le 
melanocortine sono ormoni peptidici che attivano recettori specifici (MC1-5), sopprimendo il rila-
scio di citochine proinfiammatorie e promuovendo la risoluzione dell’infiammazione. Melanocor-
tine sintetiche con potente attività pro-risoluzione sono in fase di sperimentazione in studi clinici.

Risultati Tra i diversi SPM, RvD3 e RvE1 riducono selettivamente il rilascio di trombossano B2 (TxB2, 
un marcatore di attivazione PLT) da parte di PLT FC. L’analisi proteomica di PLT purificate 
da persone con FC ha evidenziato un arricchimento di proteine coinvolte nella regolazione 
della risposta immunitaria innata. Infatti, la RvD3 attiva le PLT nello stimolare l’eliminazione 
di Pseudomonas aeruginosa da parte dei neutrofili FC attraverso una stimolazione dell’uptake 
batterico. In vivo, la RvD3 riduce l’attivazione delle PLT in modelli murini di FC con infezio-
ne polmonare da P. aeruginosa. Inoltre, la RvD3 diminuisce la carica batterica totale tramite 
riduzione del TxB2, spegne la produzione di chemochine e recupera il corretto bilanciamento 
tra livelli di mediatori lipidici pro-infiammatori e pro-risolutivi. Questi effetti vengono persi in 
seguito a deplezione piastrinica in vivo, indicando quindi come le piastrine siano il target dell’a-
zione pro-risolutiva della RvD3.

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

Appendice  
(FFC#12/2024)

L’ipotesi centrale della ricerca è che le PLT, iperattivate e disfunzionali in FC, possano spegnere 
le azioni protettive dei linfociti T CD8 e alimentare così l’infiammazione cronica in FC. Lo studio 
del crosstalk tra PLT-CD8 potrebbe quindi evidenziare nuovi bersagli farmacologici per ridurre il 
carico infiammatorio nelle vie aeree in FC.
I ricercatori si propongono quindi di: i) determinare come le PLT influenzano i CD8; ii) valutare 
l’impatto del crosstalk PLT-CD8 sull’infiammazione delle vie aeree; iii) testare strategie per pro-
muovere la riattivazione dei CD8 e la risoluzione dell’infiammazione.

Mario Romano 
Department of Medical, Oral, and Biotechnology Science, University G. 
D’Annunzio Chieti-Pescara, Chieti, Italy
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Background  
and rationale

The persistent activation of the mucosal immune system, due to the absence or reduced CFTR fun-
ction together with recurrent bacterial infections, significantly contributes to the tissue damage and 
pulmonary failure in people with cystic fibrosis (CF). So far, current anti-inflammatory therapies fail 
to selectively target the activation of pathogenic immune system components.

Hypothesis  
and objectives

Pseudomonas aeruginosa (Pa) persistence within dendritic cells (DCs) promotes a continuous release of 
very high amounts of polarizing proinflammatory cytokines, and directly triggers the skewing of patho-
genic Th1/17 cells (pTh1/17) from conventional Th17 (cTh17) precursors. Consequently, an overly acti-
vation of pTh1/17 cells leads to a huge rise of IFNγ/IL-17 co-secretion in CF lung, further contributing 
to chronic inflammation and lung injury. The yet unknown molecular mechanism by which Pa-infected 
DCs activate the pathogenic arms of the mucosal immune system is the main goal of this project.

Essential  
methods

Based on the evidence that lung-infiltrating pTh1/17 cells, selectively enriched in Pa chronically in-
fected CF lungs, exhibit a distinct transcriptomic profile compared to protective cTh17 and Th1 cells, 
we investigated whether Pa-infected DCs induce specific gene upregulation in cTh17 cells during their 
transdifferentiation into pTh1/17 cells. Next, we set the conditions to modulate selected immunological 
targets in cTh17 cells and to validate their role in promoting tissue damage in an in vitro air-liquid 
interface co-culture model. Finally, through a dual-RNAseq approach on peripheral and lung-infiltra-
ting Pa-infected DCs we will identify altered host and bacterial genes/pathways as potential new targets 
to prevent pTh1/17 cell generation upstream.

Ipotesi  
e obiettivi

Ipotizziamo che la terapia a base di melanocortine possa offrire un approccio innovativo alla ge-
stione dell’infiammazione della FC.
Gli obiettivi principali di questo programma sono: i) usare un dispositivo (chip) che riproduce la 
struttura delle vie aeree, come modello preclinico di FC per verificare l’efficacia antimicrobica 
pro-risoluzione di melanocortine sintetiche; ii) integrare le molteplici evidenze fornite dal chip 
per stabilire un nuovo paradigma di sperimentazione farmacologica nella FC.

Metodi Leucociti polimorfonucleati (PMN), isolati dal sangue periferico di persone con FC, sono 
stati marcati con Green CellTracker, trattati o meno con BMS-470539, agonista selettivo sin-
tetico di MCR1, e quindi perfusi a 500 μL/ora for 2 ore in moduli di airway-on-a-chip FC, 
trattati o meno con BMS-47539 dal versante epiteliale per simulare un trattamento locale o 
da quello endoteliale per mimare un trattamento sistemico. Al termine della perfusione sono 
stati valutati: reclutamento dei PMN e loro stato di attivazione, produzione di muco, integrità 
del monostrato epiteliale ed endoteliale, rilascio di citochine e chemochine, trascrittoma di 
endotelio ed epitelio.

Risultati 
preliminari

Abbiamo messo a punto con successo il primo modello di airway-on-a-chip completamen-
te FC costituito da cellule epiteliali bronchiali primarie umane FC, differenziate in epitelio 
pseudostratificato in interfaccia aria-liquido, e cellule endoteliali polmonari, isolate da pol-
moni espiantati a persone con FC. Il trattamento di questi chip con BMS-470539 (10 μM) ha 
significativamente ridotto il reclutamento di PMN isolati da pazienti con FC e la produzione 
di muco da parte delle cellule goblet, soprattutto dopo la somministrazione del composto sul 
versante epiteliale. Non abbiamo osservato particolari variazioni dello stato di attivazione dei 
PMN (espressione di CD63), né dell’integrità del monostrato epiteliale o endoteliale.

Conclusioni I risultati finora ottenuti sembrano confermare che le melanocortine possano avere effetti 
benefici su diverse componenti della risposta infiammatoria polmonare, inclusa la produzione 
di muco. Le valutazioni in corso del rilascio di citochine e chemochine e del profilo trascrit-
tomico di epitelio ed endotelio forniranno ulteriori elementi per comprendere efficacia e 
meccanismi di azione delle melanocortine in ambito FC. Inoltre, gli studi in chip infettati con 
batteri, in programma per il secondo anno di questo progetto, saranno particolarmente rile-
vanti per lo sviluppo terapeutico di queste molecole in persone con FC.

Gianmarco Conte1, Mirko Ronzio1, Diletta 
Dolfini1, Javier Cibella2, Eugenia Ricciardelli2, 
Simone Puccio2, Andrea Gramegna3, Daniela 
Guidone4, Helle K. Johansen5, Luis J.V. Galietta4, 
Clelia Peano2, Moira Paroni1
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Preliminary 
results

Our results indicate that while Pa may acquire the ability to persist within DCs during adaptation 
to the CF lungs, promoting the chronic release of polarizing proinflammatory cytokines, non-a-
dapted clinical variants trigger the generation of pTh1/17 cells from protective cTh17 precursors 
even at the early stage of the disease. Of note, we observed a selective expression of key specific re-
ceptors/transcription factors in IFNγ/IL-17 co-producing Pa-activated Th17 cells, indicating that 
Pa drives the upregulation of specific genes during the skewing of protective cTh17 into pTh1/17 
cells. Finally, we set the conditions in the in vitro air- liquid interface 3D co-culture model, where 
activated pTh1/17 cells directly promoted epithelial cell damage in contrast to autologous cTh17 
cells, to validate the identified immunological targets.

Conclusions By deciphering the interplay between Pa-infected DCs and pulmonary activated pTh1/17 cells at 
the transcriptomic level, we will identify novel targets for next-generation immunotherapies for 
overall inflammation in CF. Identification of new immune checkpoints and druggable targets will 
pave the way for novel and efficient pharmaceutical strategies to prevent CF inflammation, incre-
asing both life quality and expectancy.

Razionale 
dello studio

La persistente attivazione del sistema immunitario mucosale, a causa dell’assenza o ridotta fun-
zionalità del canale CFTR insieme alle infezioni batteriche ricorrenti, contribuisce direttamente 
al danno tissutale e all’insufficienza polmonare nelle persone con fibrosi cistica (FC). A oggi, le 
attuali terapie antinfiammatorie non riescono a sopprimere selettivamente l’attivazione delle 
componenti patogeniche del sistema immunitario mucosale.

Ipotesi  
e obiettivi

La persistenza di Pseudomonas aeruginosa (Pa) all’interno delle cellule dendritiche (DC) pro-
muove un rilascio continuo di elevate quantità di citochine polarizzanti pro-infiammatorie e 
innesca direttamente la differenziazione di cellule Th1/17 patogeniche (pTh1/17) dalle cellule 
convenzionali Th17 (cTh17). Di conseguenza, l’eccessiva attivazione delle pTh1/17 porta a un 
notevole aumento della co-secrezione di IFNγ/IL-17 nei polmoni delle persone con FC, contri-
buendo ulteriormente all’infiammazione cronica e al danno polmonare. Il meccanismo mole-
colare attraverso il quale le DC infettate da Pa attivano le pTh1/17 a livello mucosale è ancora 
sconosciuto ed è l’obiettivo principale di questo progetto.

Metodi Sulla base dell’osservazione che le pTh1/17 polmonari, selettivamente arricchite nelle persone 
con FC con infezioni croniche da Pa, mostrano un profilo trascrittomico distinto rispetto alle 
cellule cTh17 e Th1 protettive, abbiamo indagato se le DC infettate da Pa inducessero l’upre-
golazione di geni specifici nelle cellule cTh17 durante la loro transdifferenziazione in cellule 
pTh1/17. Successivamente, abbiamo stabilito le condizioni per modulare in vitro i bersagli immu-
nologici selezionati nelle cellule cTh17 e validare il loro ruolo nel promuovere il danno tissutale 
in un modello di co-coltura in vitro di cellule epiteliali primarie in interfaccia aria-liquido. Infine, 
attraverso un approccio di dual-RNAseq su DC periferiche e infiltranti il polmone infettate da 
Pa, identificheremo geni e vie alterate dell’ospite e del batterio come nuovi bersagli per preve-
nire a monte la generazione delle cellule pTh1/17.

Risultati 
preliminari

I nostri risultati mostrano che, mentre Pa acquisisce la capacità di persistere all’interno delle 
DC durante l’adattamento all’ambiente polmonare FC, promuovendo nel tempo un rilascio 
cronico di citochine polarizzanti pro-infiammatorie, anche le varianti cliniche non adattate pro-
muovono la generazione di cellule pTh1/17 da precursori cTh17 protettivi già nelle fasi iniziali 
della malattia. Inoltre, abbiamo osservato un’espressione selettiva di specifici recettori e fattori 
di trascrizione nelle cellule cTh17 che co-producono IFN-γ/IL-17 in seguito ad attivazione con 
Pa, indicando quindi che Pa induce l’upregolazione selettiva di specifici geni nelle cTh17 protet-
tive durante il loro trans-differenziamento in pTh1/17. Infine, abbiamo settato le condizioni nel 
modello di co-coltura epiteliale 3D, in cui le cellule pTh1/17 attivate promuovono direttamente 
il danno alle cellule epiteliali al contrario delle loro omologhe cTh17 protettive, per validare i 
bersagli immunologici identificati.

Conclusioni Grazie alla caratterizzazione funzionale e molecolare dell’interazione tra le DC infettate da 
Pa e le cellule pTh1/17 polmonari attivate, identificheremo nuovi bersagli che potranno essere 
usati per lo sviluppo di nuove immunoterapie. L’individuazione di nuovi checkpoint immunitari 
e bersagli farmacologicamente attaccabili aprirà la strada a strategie farmacologiche innovative 
ed efficienti per prevenire l’infiammazione nella FC, migliorando sia la qualità che l’aspettativa 
di vita dei pazienti.
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Background  
and rationale

Starting from different new TMA (4,6, 4’-Trimethylangelicin) synthetic derivatives, we were able to 
identify GY971a, a molecule with interesting biological activity that was the object of the investiga-
tion, to develop it as a possible anti-inflammatory drug for cystic fibrosis (CF).

Hypothesis  
and objectives

We aimed to validate GY971a as an anti-inflammatory agent by assessing its efficacy in CF bronchial 
cell lines, in human differentiated bronchial epithelia (HBE) obtained through teamwork with the FFC 
Ricerca Primary Colture Service, and in animal models of pulmonary inflammation, in collaboration 
with the FFC Ricerca CFaCore.

Essential  
methods

The studies of GY971a were conducted in vitro, ex vivo, and in vivo. Innovative synthetic strategies 
were utilized to obtain a large amount of GY971a (GY971 mesylate salt). Primary HBE cells were first 
employed to set up the method, testing different approaches and inflammatory stimuli such as Pseu-
domonas aeruginosa (PAO-1), its secretoma, TNF-α and IL-17. Subsequently, bronco-epithelial cells 
derived from nine people with CF (pwCF) were used to investigate the anti-inflammatory properties of 
GY971a, to compare its activity with Ibuprofen, exploring co-treatments with antibiotics, and Kaftrio 
and assessing potential cytotoxic effects. In vivo experiments were conducted to exclude hepatotoxicity 
before advancing research on animal models of chronic inflammation.

Results Bronchial epithelia, derived from F508del/F508del pwCF, were differentiated and analyzed by ap-
plying various treatments to gather sufficient data and ensure the efficacy of GY971a. The selected 
stimuli were P. aeruginosa (PAO-1) and TNF-α, which produced more consistent data. Therefore, 
the obtained data confirms the anti-inflammatory effect of GY971a, which was assayed in epithelia 
derived from nine patients, although its efficacy was variable among the primary cultures obtained 
from different pwCF. Any antiproliferative activity or pro-apoptotic effect was found after treatment 
with varying concentrations of GY971a. Moreover, preliminary studies were conducted to compare 
GY971 and Ibuprofen, demonstrating that Ibuprofen does not significantly reduce gene expression 
of cytokines involved in CF inflammation. We finally verified that our derivative does not influence 
the Trikafta activity in co-treatment experiments. The results are encouraging: GY971a decreased the 
expression of IL-8, IL-6, IL-1β , and TNF-α also in ex vivo experiments. 

Conclusions The results confirm that GY971a exhibits anti-inflammatory activity also in HBE primary cells deri-
ved from different pwCF, without interfering with the action of the new modulatory drugs (Trikafta), 
and without cytotoxic or hepatotoxic effects.

Appendix  
(FFC#11/2024)

In the new project, we will further investigate the impact of GY971 on inflammation using experi-
mental models that have been preliminarily tested. The potential off-target effects will be assessed 
using in silico analysis, in vitro studies, ex vivo experiments with bronchial and nasal cells, and in 
vivo testing in mouse models and Zebrafish. Different formulations of nanoparticles and/or ma-
crocyclic oligosaccharides will be developed for pulmonary delivery.

Razionale 
dello studio

Partendo dalla progettazione di nuovi analoghi sintetici della TMA (4,6,4’-Trimetilangelicina), 
siamo riusciti a identificare GY971a, molecola con interessante attività biologica che è stata og-
getto di ricerca per arrivare allo sviluppo di un nuovo potenziale farmaco antinfiammatorio per 
la fibrosi cistica (FC).

Ipotesi  
e obiettivi

Il nostro obiettivo era validare il nuovo derivato GY971a come agente antinfiammatorio, stu-
diando la sua attività in linee cellulari fibrocistiche, in colture primarie di cellule bronco-epiteliali 
umane (HBE) ottenute grazie alla collaborazione con il Servizio Colture Primarie di FFC Ricerca, 
e in modelli animali FC e di infiammazione polmonare grazie alla collaborazione con il CFaCore 
di FFC Ricerca.

Metodi Gli studi su GY971a sono stati condotti in vitro, ex vivo e in vivo. Per ottenere grandi quantità 
di GY971a, che è il sale mesilato di GY97, sono state usate strategie innovative di sintesi. 
Colture primarie di epiteli bronchiali sono state usate prima per settare il metodo, testando 
diversi approcci e stimoli infiammatori, come per esempio Pseudomonas aeruginosa (PAO-1), 
il suo secretoma, TNF-α e IL-17. Successivamente, le cellule bronco-epiteliali derivate da nove 
persone con FC sono state sfruttate per studiare le proprietà antinfiammatorie di GY971a, 
per comparare la sua attività con quella di Ibuprofene, per esplorare co-trattamenti con anti-
biotici e Kaftrio e per valutare eventuali effetti citotossici. Sono stati condotti anche esperi-
menti in vivo per escludere epatotossicità prima di procedere con la ricerca su modelli animali 
di infiammazione polmonare cronica.
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Risultati Epiteli bronchiali, derivati da persone con FC F508del/F508del, sono stati differenziati e analiz-
zati applicando vari trattamenti per raccogliere dati sufficienti e garantire l’efficacia di GY971a. 
Sono stati usati gli stimoli infiammatori P. aeruginosa (PAO-1) e TNF-α che hanno prodotto dati 
più riproducibili. Quindi, i dati ottenuti hanno confermato l’evidente effetto antinfiammatorio 
di GY971a, che è stato saggiato su cellule bronchiali provenienti da nove persone con FC, nono-
stante sia stata osservata una variabilità tra le colture primarie ottenute da pazienti diversi. Non 
sono stati osservati né effetti anti-proliferativi né pro-apoptotici, dopo trattamento con diverse 
concentrazioni di GY971a. Inoltre, sono stati condotti studi preliminari per comparare GY971 
e ibuprofene, dimostrando che l’ibuprofene non sembra ridurre significativamente l’espressione 
genica di citochine/chemochine coinvolte nell’infiammazione in FC. Infine, abbiamo verificato 
che il nostro derivato non influenza l’attività di Kaftrio in esperimenti di terapia combinata. I 
risultati sono incoraggianti: GY971a diminuisce l’espressione di IL-8, IL-6, IL-1β e TNF-α an-
che in esperimenti ex vivo. 

Conclusioni I risultati confermano che GY971a mostra attività antinfiammatoria anche in colture bronchiali 
primarie derivate da diverse persone con FC, senza interferire con l’azione dei nuovi farmaci mo-
dulatori di CFTR (Kaftrio) e senza effetti citotossici o epatotossici.

Appendice  
(FFC#11/2024)

Nel nuovo progetto, studieremo ulteriormente l’impatto di GY971 sull’infiammazione usando 
modelli sperimentali che sono già stati testati in via preliminare. Verranno valutati possibili effetti 
off-target, usando analisi in silico, studi in vitro, esperimenti ex vivo con cellule sia bronchiali che 
nasali, e test in vivo con modelli di topo e di zebrafish. Verranno studiate e sviluppate diverse 
formulazioni farmaceutiche di nanoparticelle e/o oligosaccaridi macrociclici per somministrare la 
molecola via aerosol.
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Background  
and rationale

Biofilm formation and the development of bacterial persisters, even the viable but non-culturable 
(VBNC) cells, hamper the eradication of the cystic fibrosis (CF) lung infections caused by Pseu-
domonas aeruginosa. The novel antibiotic cefiderocol (CFD), exploiting the bacterial iron uptake 
systems to enter the cell and achieve a high bactericidal effect, is currently considered as a therapeutic 
option even for CF pulmonary exacerbations. However, its activity on P. aeruginosa persistent and 
VBNC cells is still unknown.

Hypothesis  
and objectives

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

Essential  
methods

P. aeruginosa resistance and persistence to CFD were tested against planktonic and sessile cultures 
of both reference and clinical strains. In vitro biofilms of P. aeruginosa PAO-1 have been challenged 
with bactericidal CFD concentrations and the amounts of culturable persistent and VBNC cells, 
detected by qPCR, have been determined. The results have been confirmed by confocal microscopy 
performed on flow-cell biofilms. The evaluation of the CFD treatment of an animal model of P. ae-
ruginosa lung infection is currently ongoing.

Preliminary 
results

CFD-exposed P. aeruginosa cultures and biofilms carried a high number (≥ 105 CFU/ml) of tolerant 
cells, although the percentage of VBNC cells was lower compared to that induced by tobramycin 
(86% vs 99.80% of total viable cells, respectively). Confocal microscopy confirmed these data by 
evidencing the development of filamentous forms in CFD-treated persistent biofilms. Among 100 P. 
aeruginosa clinical isolates, only two strains (from non-CF people) were CFD-resistant.
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Conclusions A high tolerance to CFD was observed in P. aeruginosa in vitro biofilms, although CFD induced 
a smaller VBNC subpopulation when compared to other drugs. In next experiments the bacterial 
response to subinhibitory concentrations of CFD will be evaluated, simulating the conditions occur-
ring in people with CF in between therapeutic cycles. The animal model of infection will be used to 
validate the CFD suitability for the clinical treatment of lung infections, possibly even in combina-
tion with other antibiotics.

Razionale 
dello studio

Lo sviluppo di biofilm e di forme batteriche persistenti, comprese le cellule vitali ma non colti-
vabili (VBNC) complicano l’eradicazione dell’infezione polmonare da Pseudomonas aeruginosa 
in fibrosi cistica (FC). Il nuovo farmaco cefiderocol (CFD), dotato di azione battericida grazie 
alla sua capacità di penetrare nella cellula batterica sfruttando i sistemi di acquisizione del ferro, 
è in fase di valutazione come opzione terapeutica in FC. Tuttavia, la sua efficacia contro le cellule 
persistenti non è stata testata.

Ipotesi  
e obiettivi

Per caratterizzare l’azione anti-persisters del CFD, il presente progetto mira a: i) valutare la resi-
stenza di colture e biofilm di P. aeruginosa al CFD; ii) verificare l’induzione di cellule persistenti 
e VBNC in biofilm di P. aeruginosa esposti al CFD; iii) validare i risultati ottenuti in vitro in un 
modello preclinico di infezione cronica.

Metodi La resistenza e la persistenza di P. aeruginosa al CFD sono state testate in colture planctoniche 
e biofilm di varianti di laboratorio e isolati clinici. La presenza di persisters e di cellule VBNC è 
stata valutata in biofilm in vitro di P. aeruginosa PAO-1, esposti a concentrazioni battericide di CFD 
tramite conte colturali e in qPCR e confermata tramite saggi di microscopia confocale. La valuta-
zione dell’efficacia del trattamento con CFD nel modello di infezione murina è in fase di sviluppo.

Risultati 
preliminari 

Colture e biofilm di P. aeruginosa hanno mostrato minor resistenza al CFD ma un gran numero 
(≥105 CFU/ml) di cellule tolleranti, rispetto ad altri antibiotici; al contrario, la percentuale di 
cellule VBNC era minore rispetto a quella osservata con tobramicina (86% vs 99,80% delle 
cellule vitali totali, rispettivamente). Tali dati sono stati confermati da saggi di microscopia con-
focale, che hanno evidenziato lo sviluppo di forme filamentose nei biofilm persistenti al CFD. 
Tra 100 ceppi clinici testati, solo 2 isolati da persone non-FC sono risultati CFD-resistenti.

Conclusioni Il trattamento con CFD ha indotto tolleranza in P. aeruginosa, ma una ridotta quota di cellule 
VBNC. Lo sviluppo del progetto prevede lo studio della risposta batterica a concentrazioni 
sub-inibenti del farmaco, mimando le condizioni dell’ambiente polmonare tra i vari cicli tera-
peutici. Il modello di infezione animale permetterà di validare l’uso del CFD per il trattamento 
clinico delle infezioni in FC, possibilmente in combinazione con altri antibiotici.

Background  
and rationale

In the cystic fibrosis (CF) lung, Pseudomonas aeruginosa grows to high densities within airway 
sputum, which serves as the nutritional source during infection. High-throughput genetic approa-
ches revealed that essential genes in the CF sputum exceed those required for P. aeruginosa growth 
in standard laboratory media. Moreover, the formation of P. aeruginosa antibiotic-resistant biofil-
ms and the production of key virulence factors are controlled by signaling systems that integrate 
environmental and metabolic stimuli. Hence, specific molecular pathways are involved in growth, 
biofilm formation and pathogenicity in the CF sputum.

Hypothesis  
and objectives

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

Essential  
methods

An engineered P. aeruginosa-based biosensor strain has been constructed allowing the identifi-
cation of drugs specifically inhibiting growth or signaling systems controlling biofilm formation 
(c-di-GMP) and/or virulence (quorum sensing) in SCFM. This biosensor strain has been used 
to screen a library of > 3,000 FDA-approved and pharmacopeial drugs. Screening has been per-
formed in parallel in SCFM and in a standard growth medium (Cation-adjusted Mueller Hinton 
Broth, MBH-II). Based on their activity in the primary and secondary screenings, the activity of 
selected hits has been preliminarily characterized in the reference strain PAO-1 and in a small 
panel of P. aeruginosa CF isolates.
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Results Promising drugs have been identified that specifically affect P. aeruginosa growth in SCFM but not 
in MHB-II, as well as potential quorum sensing or c-di-GMP inhibitors with high activity in SCFM. 
Some of these drugs are active against both laboratory-adapted P. aeruginosa strains and CF isolates.

Conclusions This pilot project allowed identifying drugs with favorable pharmacological properties endowed 
with antimicrobial or antivirulence activity in SCFM. Hence, the results of this project lay the foun-
dation for the development of new therapeutic treatments beneficial for people with CF with P. 
aeruginosa lung infection.

Razionale 
dello studio

Nei polmoni di individui con fibrosi cistica (FC) Pseudomonas aeruginosa usa l’espettorato come 
fonte di nutrienti per la crescita. Diversi studi hanno dimostrato che i) alcuni geni sono essenziali 
per la crescita di P. aeruginosa nell’espettorato FC ma non in terreni standard di laboratorio; 
ii) la formazione di biofilm resistenti agli antibiotici e la produzione di fattori di virulenza in P. 
aeruginosa sono regolati da stimoli ambientali. Pertanto, la crescita, la formazione di biofilm e la 
patogenicità di P. aeruginosa nel polmone FC sono dipendenti da specifiche pathway molecolari.

Ipotesi  
e obiettivi

Molecole in grado di inibire le pathway molecolari necessari per la crescita, la formazione di bio-
film e/o l’espressione di fattori di virulenza in un mezzo di crescita che mima l’espettorato FC, 
come il terreno SCFM, hanno il potenziale di ridurre la patogenicità di P. aeruginosa nel polmone 
FC. L’obiettivo di questo progetto è stato quello di identificare tali inibitori attraverso lo screening 
nel terreno SCFM di una libreria di farmaci già approvati per l’uso nell’essere umano.

Metodi È stato costruito e validato un ceppo biosensore in grado di identificare molecole capaci di ini-
bire la crescita o i sistemi di segnalazione che in P. aeruginosa regolano la formazione di biofilm 
(c-di-GMP) e l’espressione di fattori di virulenza (quorum sensing). Questo biosensore è stato 
usato per screenare una libreria di oltre 3000 farmaci. Lo screening è stato condotto in parallelo in 
SCFM e in un terreno di crescita standard (Cation-adjusted Mueller Hinton Broth). In base alla 
loro attività negli screening primario e secondario, molecole selezionate sono state caratterizzate 
in via preliminare nel ceppo di laboratorio PAO-1 e in alcuni isolati FC di P. aeruginosa.

Risultati Sono stati identificati farmaci promettenti che inibiscono in modo specifico la crescita o i sistemi 
di segnalazione del c-di-GMP o del quorum sensing di P. aeruginosa in SCFM. Alcuni di questi 
farmaci sono attivi sia contro ceppi di P. aeruginosa di laboratorio sia contro isolati FC.

Conclusioni Questo progetto pilota ha permesso di identificare molecole con proprietà farmacologiche favo-
revoli che mostrano attività antimicrobica o anti-virulenza in SCFM. I risultati di questo progetto 
pongono le basi per lo sviluppo di nuovi trattamenti terapeutici utili per le persone con FC con 
infezione polmonare da P. aeruginosa.

Background  
and rationale

New drugs are needed to treat the two most prevalent multidrug resistant (MDR) pathogens in 
people with cystic fibrosis (pwCF): Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. This is 
particularly important since these bacteria are able to cause chronic infections in adults and children 
despite the development of implemented strategies to prevent their acquisition and of early eradica-
tion therapies, thus impairing the life quality of pwCF.

Hypothesis  
and objectives

We propose to apply the Virtual Screening (VS) approach to identify bactericidal molecules with a 
mechanism of action different from the one of antibiotics in clinical use in order to avoid resistance. We 
will focus our attention on proteins involved in cell division which are essential for bacterial survival.

Essential  
methods

During the VS, millions of compounds are automatically evaluated by filter rules. After selecting a 
small number of molecules, a biological evaluation is performed, saving time and costs to research. 
In particular, we evaluate the activity of the identified compounds on the target proteins, their effi-
cacy in inhibiting bacterial growth, and the toxicity on human cells. After obtaining these data, the 
compounds could be optimized to improve their activity and/or their safety profile. The compound 
showing the best properties are tested in vivo, first in the wax moth Galleria mellonella, and finally 
in a mouse model of infection.
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Preliminary 
 results

The VS on the cell division protein FtsZ led to the identification of a compound with antimicrobial 
activity against S. aureus, CF clinical isolates, and MRSA. The molecule has a very low toxicity. The 
combination with other antibiotics has a synergistic effect. Its efficacy was studied in G. mellonella, 
confirming that it can increase the survival of larvae infected with S. aureus.

Conclusions The reported results indicate that our compound is a promising drug candidate with a great poten-
tial to be further structurally optimized trying to improve its efficacy and to broaden the spectrum 
of action. This will allow pwCF to improve their lifetime and the quality of life. In the future the 
same approach could be applied to other proteins and bacteria to find new therapeutic solutions for 
airway pathogens, thus promoting the introduction of innovative treatments for pwCF.

Razionale 
dello studio

Sono necessari nuovi farmaci per trattare i due patogeni resistenti più diffusi nelle persone con 
fibrosi cistica (FC): Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Ciò è particolarmente im-
portante poiché questi batteri sono in grado di causare infezioni croniche negli adulti e nei bam-
bini nonostante lo sviluppo di strategie implementate per prevenirne l’acquisizione e di terapie di 
eradicazione precoce, compromettendo così la qualità della vita delle persone con FC.

Ipotesi  
e obiettivi

L’obiettivo è applicare l’approccio di Virtual Screening (VS) per identificare molecole battericide 
con un meccanismo d’azione diverso da quello degli antibiotici in uso clinico al fine di evitare la 
resistenza. Focalizzeremo la nostra attenzione sulle proteine coinvolte nella divisione cellulare, 
essenziali per la sopravvivenza batterica.

Metodi Con il VS milioni di composti vengono valutati tramite filtri. Dopo aver selezionato un piccolo 
numero di molecole, è eseguita una valutazione biologica, risparmiando tempo e costi di ricerca. 
In particolare, l’attività dei composti identificati è testata sulle proteine target, la loro efficacia 
sull’inibizione della crescita batterica e la tossicità sulle cellule umane. Dopo aver ottenuto que-
sti dati, i composti possono essere ottimizzati per migliorare la loro attività e/o il loro profilo di 
sicurezza. Il composto che mostra le migliori proprietà viene testato in vivo, prima nelle larve di 
Galleria mellonella e infine in un modello di topo di infezione.

Risultati 
 preliminari

Il VS sulla proteina di divisione cellulare FtsZ ha portato all’identificazione di un composto con 
attività antimicrobica contro S. aureus, isolati clinici FC e MRSA. La molecola ha una tossicità 
molto bassa. La combinazione con altri antibiotici ha un effetto sinergico. La sua efficacia è stata 
studiata in G. mellonella, confermando che può aumentare la sopravvivenza delle larve infette da 
S. aureus.

Conclusioni I risultati riportati indicano che il nostro composto è un promettente candidato con un grande 
potenziale per essere ulteriormente ottimizzato, migliorandone l’efficacia e ampliandone lo spet-
tro d’azione. Ciò consentirà alle persone con FC di migliorare la durata e la qualità della vita. In 
futuro, lo stesso approccio potrebbe essere applicato ad altre proteine e batteri per trovare nuove 
soluzioni terapeutiche per i patogeni delle vie aeree, promuovendo così l’introduzione di tratta-
menti innovativi per la FC.

1Department of Chemical Sciences and Technology, University of Rome Tor Vergata, Rome, Italy - 2Department 
of Biology, University of Rome Tor Vergata, Rome, Italy - 3Department of Pharmacy and Biotechnologies, 
University of Bologna, Italy (FFC#13/2023, ongoing)

Background  
and rationale

People with cystic fibrosis (CF) are prone to bacterial infections, especially by Pseudomonas aeru-
ginosa, a bacterium resistant to many antibiotic therapies. New care tools are therefore needed in 
these cases.

Hypothesis  
and objectives

The project aims to build peptides that stimulate the immune system against P. aeruginosa infections. 
We use an immunogenic region of the pilA protein of type IV pilus bound to a peptide scaffold. This 
region, the disulfide loop, is structured in a loop, and the scaffold is a peptide called TrpZip2, which 
forms a very stable hairpin. Molecular dynamics (MD) studies have shown that either by inserting the 
disulfide loop of the PAK strain in place of the TrpZip2 loop (molecule APT2) or by inserting it in the 
C-terminal position (molecule APT3), stable structures are obtained.

Essential  
methods

The molecules are modelled using Alphafold, and MD studies the stability of the folding. The expe-
rimental verification of the tertiary structure is studied with Circular Dichroism and Nuclear Ma-
gnetic Resonance (NMR). The final molecules will be tested on mice.
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Background  
and rationale

P13#1 is an antimicrobial peptoid mimicking cationic antimicrobial peptides with antibacterial, an-
tibiofilm and anti-inflammatory activities but high resistance to proteases. Moreover, it shows sy-
nergic activity with colistin (Col) and tobramycin (Tb), two antibiotics widely used in cystic fibrosis 
lung infection. Unfortunately, its polymeric nature hampers direct delivery to the lung where poor 
biodistribution and slow diffusion reduce efficacy and exacerbate its toxicity.

Hypothesis  
and objectives

The main aim of the project is to develop inhalable polymeric nanoparticles (NPs) for lung delivery 
of P13#1, Col and Tb, alone and in combination.

Essential  
methods

PLGA/Poloxamer (P407 or P188) NPs loaded with 2% drugs were prepared using the solvent emul-
sion/diffusion technique at different PLGA:Poloxamer ratios. Size, polydispersity index (PDI), ζ-potent-
ial, drug encapsulation efficiency (EE), mucus interactions and drug release kinetics were determined. 
Antimicrobial and antibiofilm activity were determined for Col and Tb-loaded PLGA/P407 (2:1) NPs.

Preliminary 
 results

In the first year, we experimentally tested the structure of APT2 and APT3 molecules using NMR. 
The results show that: i)APT3 folds perfectly, with all the expected features and is stable for weeks; 
ii)APT2 assumes a partial folding where the hairpin area is only distally from the loop.
To solve the problem, a new molecule containing the same scaffold was tested with an additional 
threonine on each strand. Threonins are strand stabilisers. This molecule is less folded than APT2 
and has not been studied further. Other molecules are being studied: i) APT2KKK, with three lysi-
nes at the C-terminal to change the isoelectric point relative to APT2 and vary the pH; ii) APT4 was 
obtained using TrpZip4, a scaffold with the properties of TrpZip2 but with a different composition, 
and the disulfide loop was bound as in APT2. In both cases, MD calculations indicate that the mo-
lecules are stable. NMR will be used to check their folding.

Conclusions The correct folding of APT3 allows us to continue the project using the same scheme for the disul-
fide loops of PA14, PAO-1 and KB7 strains. We will also try to understand the problems related to 
folding APT2 to solve them and have an additional tool.

Razionale 
dello studio

Le persone con fibrosi cistica (FC) sono soggette a infezioni batteriche, in particolar modo da 
Pseudomonas aeruginosa, un batterio resistente a molte terapie antibiotiche. Nuovi strumenti di 
cura sono quindi necessari in questi casi.

Ipotesi  
e obiettivi

Il progetto mira a costruire peptidi in grado di stimolare il sistema immunitario contro le infezioni da P. 
aeruginosa. usiamo una regione immunogenica della proteina pilA del pilus di tipo IV che viene legata 
su uno scaffold peptidico. La regione, chiamata disulfide loop, è strutturata ad ansa, e lo scaffold è un 
peptide chiamato TrpZip2, che forma hairpin molto stabili. Studi di dinamica molecolare (MD) hanno 
indicato che sia inserendo il disulfide loop del ceppo PAK al posto del loop del TrpZip2 (molecola APT2) 
o inserendolo in posizione C-terminale (molecola APT3) si ottengono strutture stabili. 

Metodi Le molecole vengono modellate usando Alphafold e la stabilità del ripiegamento viene studiata 
tramite MD. La verifica sperimentale della struttura terziaria viene studiata con Dicroismo Circo-
lare e Risonanza Magnetica Nucleare (NMR). Le molecole finali verranno testate su topi.

Risultati 
 preliminari

Nel primo anno abbiamo verificato sperimentalmente la struttura delle molecole APT2 e APT3 usan-
do NMR. I risultati mostrano che: i) APT3 si forma perfettamente, con tutte le caratteristiche attese ed 
è stabile per settimane; ii) APT2 assume un ripiegamento parziale in cui la zona dell’hairpin si forma 
soltanto distalmente dal loop. Per risolvere il problema è stata testata una nuova molecola contenente 
lo stesso scaffold con in aggiunta una treonina su ogni strand. Le treonine sono infatti stabilizzatori 
di strand. Questa molecola risulta meno ripiegata di APT2 e non è stata studiata ulteriormente. Sono 
allo studio altre molecole: i) APT2KKK con 3 lisine al C-terminale per modificare il punto isoelettrico 
rispetto ad APT2 e variare il pH; ii) APT4 ottenuta usando TrpZip4, uno scaffold con le proprietà di 
TrpZip2 ma composizione diversa, e il disulfide loop legato come in APT2. In entrambi i casi calcoli 
MD indicano che le molecole sono stabili. Verrà usato NMR per verificarne il folding.

Conclusioni La corretta formazione di APT3 ci permette di proseguire il progetto usando lo stesso schema per 
i disulfide loop dei ceppi PA14, PAO-1 e KB7. Si cercherà inoltre di capire le problematiche relati-
ve al folding di APT2 in modo da risolverle e avere uno strumento aggiuntivo.

Eugenio Notomista1, Ivana d’Angelo2

1Department of Biology, University of Naples Federico II, Italy - 2Department of Environmental, 
Biological and Pharmaceutical Sciences and Technologies, Di.S.T.A.Bi.F., University of Campania Luigi 
Vanvitelli, Caserta, Italy (FFC#8/2023, ongoing)

Inhalable nanoparticles 
delivering peptidomimetic/
antibiotic combinations for 
local treatment of CF lung 

infections 

Nanoparticelle inalabili 
per la somministrazione di 
combinazioni di molecole 

antimicrobiche nel 
trattamento delle infezioni 
polmonari in fibrosi cistica

Picture on the left: Andrea 
Bosso, Ilaria Di Nardo, 
Elio Pizzo, Eugenio 
Notomista, Valeria Cafaro, 
Ida Palumbo, Francesca 
Tortora, Maria Cristiano.
Picture on the right: Ivana 
d’Angelo, Pouria Savadi, 
Andrea Casale, Vincenzo 
Vendemia.

46



56

Preliminary 
 results

All the formulations exhibited a size of ~200 nm, low PDI (0.01 to 0.2) and negative ζ-potential. These 
properties are suitable for pulmonary drug delivery and can promote NP diffusion across the infected 
lung barriers. EE was close to 60% for Col and higher than 90% for P13#1, whereas Tb EE was strongly 
affected (80-35%) by PLGA:Poloxamer ratio. Tested NPs exhibited low interaction with mucin sugge-
sting that NPs can easily diffuse through the mucus layer, enhancing their ability to reach the therapeutic 
target. The release of Tb and P13#1 was prolonged and sustained for over 20 days. Increasing the percen-
tage of Poloxamer in the matrix resulted in a faster release rate, likely due to the enhanced hydrophilicity 
and porosity that it introduces into the PLGA matrix. Tb-loaded NPs showed biological activities slightly 
lower than those of free Tb, likely due to a relatively slow release. Unexpectedly, Col-loaded NPs showed 
antimicrobial and antibiofilm activity slightly higher than those of free Col. Very intriguingly we demon-
strated that the “excess” activity is due to the fact that poloxamers enhance Col efficacy.

Conclusions PLGA/P407 NPs proved to be very well suited to deliver Col and Tb in an active form. During the se-
cond year the analysis will be extended to P13#1-loaded NPs, hence the efficacy of the NPs, alone and in 
combination, will be tested in the CFaCore mouse model of lung infection.

Razionale 
dello studio

P13#1 è un peptoide antimicrobico ispirato ai peptidi antimicrobici cationici con attività antibatterica, 
antibiofilm e antinfiammatoria ma resistente alle proteasi. Inoltre, mostra attività sinergica con colisti-
na (Col) e tobramicina (Tb), antibiotici ampiamente usati nelle infezioni polmonari in fibrosi cistica. 
Purtroppo, la sua natura polimerica rende complessa la somministrazione diretta ai polmoni dove la 
scarsa biodistribuzione ne riduce l’efficacia e ne esacerba la tossicità.

Ipotesi  
e obiettivi

Obiettivo principale del progetto è sviluppare nanoparticelle polimeriche inalabili (NP) per la sommi-
nistrazione polmonare di P13#1, Col e Tb, da soli e in combinazione.

Metodi Sono state preparate NP con diversi rapporti PLGA:Polossamero (P407 o P188) e contenenti il 2% 
di molecole attive. Sono state determinate dimensioni, indice di polidispersione (PDI), potenziale ζ, 
efficienza di incapsulamento (EE), interazione con il muco e cinetica di rilascio degli antimicrobici. È 
stata anche determinata l’attività antimicrobica e antibiofilm di NP contenenti Col e Tb.

Risultati 
 preliminari

Tutte le formulazioni hanno mostrato dimensioni di ~200 nm, basso PDI e potenziale ζ negativo, pro-
prietà adatte alla somministrazione polmonare di farmaci e che possono promuovere la diffusione del-
le NP attraverso le barriere polmonari. Le NP hanno mostrato bassa interazione con la mucina, sugge-
rendo che esse possono diffondere facilmente attraverso lo strato di muco e raggiungere più facilmente 
il bersaglio terapeutico. Il rilascio di Tb e P13#1 è apparso prolungato e sostenuto per oltre 20 giorni. 
L’aumento della percentuale di Polossamero ha determinato un aumento della velocità di rilascio, 
probabilmente dovuto al conseguente incremento di idrofilia e porosità della matrice di PLGA. Le NP 
contenenti Tb hanno mostrato attività biologiche leggermente inferiori a quelle della Tb libera, effetto 
ragionevolmente attribuibile al rilascio controllato nel tempo. Inaspettatamente, le NP contenenti Col 
hanno mostrato attività biologiche leggermente superiori a quelle della Col libera. È stato possibile 
dimostrare che il surplus di attività è dovuto al fatto che i Polossameri migliorano l’efficacia della Col.

Conclusioni Le NP PLGA/P407 si sono dimostrate promettenti per la veicolazione di Col e Tb in forma attiva. Du-
rante il secondo anno l’analisi sarà estesa alle NP contenenti P13#1, quindi l’efficacia delle NP, da sole 
e in combinazione, sarà valutata nel modello animale di infezione polmonare della CFaCore.

Background  
and rationale

The ability of Pseudomonas aeruginosa to evade the host immune responses and thrive in the lungs of 
people with cystic fibrosis (CF) is significantly dependent on its ability to import zinc (Zn). P. aeruginosa 
displays a noteworthy ability to import this metal, which is captured in the extracellular environments 
by a zinc-transporting molecule (zincophore) named pseudopaline. The identification of a pseudopali-
ne-mediated mechanism of Zn uptake offers possibilities to improve antibiotic delivery in P. aeruginosa, 
overcoming some of its intrinsic mechanisms of antibiotic resistance.

Hypothesis  
and objectives

This project aimed to develop modified antibiotics to selectively and effectively target P. aeruginosa. This 
was pursued using the Trojan horse strategy, which involves conjugating antibiotics to molecules synthesi-
zed by microorganisms for importing essential nutrients. Specifically, the goal was to conjugate antibiotics 
to pseudopaline, exploiting the need for P. aeruginosa to import Zn during infections.

Essential  
methods

Medicinal chemistry strategies were used to synthesize simplified derivatives of pseudopaline, which were 
conjugated to aztreonam. The antimicrobial activity of these compounds was tested on reference and cli-
nical bacterial strains under Zn-rich and Zn-deficient conditions.
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Background  
and rationale

Despite being a widespread global disease, allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA) still 
lacks clear understanding of pathogenesis, which limits the ability to be diagnosed and hinders deve-
lopment of therapeutic strategies. Current treatments focus on reducing Th2 immunological respon-
se using corticosteroids and lowering fungal burden with the use of antifungal agents. Unfortunately, 
even if treated, many patients still suffer from active disease or frequent exacerbation, which pose a 
further health burden on patients that are often already compromised. In addition, existing thera-
pies focus only on treating symptoms of ABPA, which forces therapies to be always reactionary, as 
ABPA lacks clear biological markers to predict development and progression of the disease. 

Hypothesis  
and objectives

By understanding how the cytokine pattern may affect isotype switch, we are identifying the induction 
of non-beneficial IgE responses depending on the type of cell immunity and therefore cytokine mi-
croenvironment. Our interest is also focused on anti-fungal IgG with known anti-inflammatory 
role, also acting as a non-anaphylactic or “blocking immunoglobulin” against non-beneficial IgE 
responses. Pivotally, the role of IL-17F in shaping IgE switch is here investigated. Our objectives 
are: i) to understand the kinetics and determine the titres of the human antibody repertoires against 
Aspergillus in ABPA; ii) to identify different cytokine patterns, which are known to correlate with Ig 
enhancement and disease severity and remission; iii) to investigate which is the cytokine pattern able 
to shape the protective or non-protective antifungal Ig subclasses. 

Results We successfully generated conjugates between aztreonam and two simplified forms of pseudopaline, 
which were preliminarily tested on the reference strain PA14. Under conditions of low Zn availa-
bility, mimicking the environment of the CF lung, both conjugates displayed antimicrobial activity 
against the wild type strain but poor efficacy against a strain lacking the pseudopaline receptor. In 
contrast, aztreonam maintained consistent efficacy against both the wild type and mutant strains, 
regardless of zinc availability. Notably, one conjugate was significantly more active than aztreonam 
against both PA14 and a collection of clinical isolates.

Conclusions These results, which provide proof of concept for the proposed strategy, led to the development of a 
modified antibiotic that, in vitro, is more effective than the original one. This study, therefore, paves 
the way for improved treatments against P. aeruginosa infections.

Razionale 
dello studio

La capacità di Pseudomonas aeruginosa di proliferare nei polmoni delle persone con fibrosi cistica (FC) 
dipende significativamente dalla sua abilità di importare zinco (Zn). P. aeruginosa ha una notevole capa-
cità di importare questo metallo, catturato nell’ambiente extracellulare attraverso una molecola traspor-
tatrice di zinco chiamata pseudopalina. L’identificazione di un meccanismo di assorbimento dello Zn 
mediato dalla pseudopalina offre nuove opportunità per migliorare la somministrazione di antibiotici 
contro P. aeruginosa, superando alcuni dei suoi meccanismi intrinseci di resistenza agli antibiotici.

Ipotesi  
e obiettivi

Questo progetto mirava a sviluppare antibiotici modificati per colpire P. aeruginosa in modo più 
efficace. A tal fine, è stata impiegata la strategia del cavallo di Troia, che prevede la coniugazione 
di antibiotici con molecole sintetizzate dai microrganismi per l’importo di nutrienti essenziali. In 
particolare, l’obiettivo era coniugare gli antibiotici alla pseudopalina, sfruttando la necessità di P. 
aeruginosa di importare Zn durante le infezioni.

Metodi Sono state adottate strategie di chimica farmaceutica per sintetizzare coniugati tra l’aztreonam e 
derivati semplificati della pseudopalina. L’attività antimicrobica di questi composti è stata testata 
su varianti batteriche di riferimento e cliniche in condizioni di abbondanza e carenza di Zn.

Risultati Abbiamo generato con successo coniugati tra aztreonam e due forme semplificate di pseudopali-
na, che sono state testate preliminarmente sul ceppo di riferimento PA14. In condizioni di bassa 
disponibilità di Zn, che imitano l’ambiente polmonare nella fibrosi cistica, entrambi i coniugati 
hanno mostrato attività antimicrobica contro la variante selvatica, ma scarsa efficacia contro una 
variante priva del recettore per la pseudopalina. Al contrario, l’aztreonam ha mantenuto un’ef-
ficacia costante contro entrambe le varianti, indipendentemente dalla disponibilità di Zn. È im-
portante sottolineare che uno dei coniugati ha mostrato un’attività significativamente superiore 
rispetto all’aztreonam sia contro PA14 che contro gli isolati clinici testati.

Conclusioni Questi risultati, che forniscono una prova di concetto per la strategia proposta, hanno portato allo 
sviluppo di un antibiotico modificato che, in vitro, è più attivo dell’originale. Questo studio apre 
quindi la strada a trattamenti più efficaci contro le infezioni da P. aeruginosa.

Teresa Zelante
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Essential  
methods

The titres of antigen specific/total IgG subclasses and IgE are first determined at different stages of ABPA 
in people with cystic fibrosis. In parallel, we are determining the cytokine pattern induced to understand 
the main cells involved in IgE switching. 

Preliminary 
 results

IL-17F was found to be increased in ABPA patients while barely detectable in cystic fibrosis and sensiti-
zed patients and it is positively correlated to both specific anti-Aspergillus IgE and total serum IgE. Fur-
thermore, similarly to IL-17F, also IL-22 and IL-23 were found increased in plasma of ABPA patients 
but not in cystic fibrosis, while no difference was found for IL-17A. 

Conclusions This peculiar IL-17F-IL-22-IL-23 cytokine signature is characterizing ABPA patients compared to non-
ABPA. This signature is also associated with an increased susceptibility of ABPA patients to Staphylo-
coccus aureus, as it seems to take advantage of the ABPA neutropenia.

Razionale 
dello studio

Nonostante sia una malattia diffusa a livello globale, la patogenesi dell’aspergillosi broncopolmonare 
allergica (ABPA) non è del tutto chiara, il che limita la capacità di diagnosi e ostacola lo sviluppo di 
strategie terapeutiche. I trattamenti attuali si concentrano sulla riduzione della risposta immunologica 
usando corticosteroidi e sulla riduzione del carico fungino. Purtroppo, anche se trattati, molti pazienti 
soffrono di frequenti esacerbazioni della malattia, il che pone un ulteriore livello di gravità su pazienti 
spesso già compromessi. Inoltre, le terapie spesso sono sintomatiche e tardive, poiché l’ABPA manca di 
chiari marcatori biologici per prevedere lo sviluppo e la progressione della malattia.

Ipotesi  
e obiettivi

Comprendendo come il pattern delle citochine possa influenzare la produzione di isotipi anticorpali, 
stiamo identificando l’induzione di risposte IgE patogenetiche a seconda del tipo di immunità cellulare 
e quindi del microambiente citochinico condizionante. In particolare, viene studiato il ruolo di IL-17F 
nel modificare il cambio di isotipo verso le IgE. I nostri obiettivi sono: i) comprendere la cinetica e 
determinare i titoli dei repertori anticorpali umani contro Aspergillus in persone con fibrosi cistica 
(FC) e ABPA; ii) identificare diversi pattern di citochine, che sono noti per essere correlati con il po-
tenziamento delle IgE e gravità o al contrario remissione della malattia; iii) studiare quale sia il pattern 
citochinico in grado di modulare le sottoclassi di Ig antifungine protettive o non protettive.

Metodi I titoli delle sottoclassi di IgG antigene/totali e delle IgE sono determinati in diversi stadi dell’ABPA in 
persone con FC. In parallelo, determiniamo il pattern di citochine indotto. Nel modello animale, stimo-
leremo la generazione delle sottoclassi anticorpali con il pattern delle citochine identificato.

Risultati 
 preliminari

I livelli di IL-17F sono aumentati nei pazienti con ABPA rispetto a pazienti non-ABPA. La produ-
zione di IL-17F è correlata positivamente sia alle IgE specifiche anti-Aspergillus che alle IgE sieri-
che totali. Inoltre, analogamente a IL-17F, anche IL-22 e IL-23 sono prodotte in elevata quantità nel 
plasma dei pazienti con ABPA versus i pazienti non-ABPA, mentre non è stata riscontrata alcuna 
differenza per IL-17A.

Conclusioni Questa peculiare signature citochinica IL-17F-IL-22-IL-23 caratterizza i pazienti ABPA rispetto ai 
non-ABPA. Tale signature è anche associata a un’aumentata suscettibilità dei pazienti con ABPA allo 
Staphylococcus aureus.
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Fighting Mycobacteria infectionsSESSION 10

Background  
and rationale

Nontuberculous mycobacteria (NTM) are recently rising up as emerging pathogens among people 
with cystic fibrosis (pwCF). Mycobacterium abscessus complex (MA) is the dominant NTM species in 
the European CF community. PwCF colonized by MA display heterogeneous clinical outcomes, ran-
ging from asymptomatic colonization to progressive lung function decline and damage, a condition 
known as MA Pulmonary Disease (MA-PD). Recent multicenter studies, exploiting whole genome 
sequencing (WGS) analysis of MA isolates, have reported the presence of Dominant Circulating Clo-
nes (DCCs) of MA in pwCF.
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Hypothesis  
and objectives

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

Essential  
methods

i) A retrospective/prospective observational study was set up collecting MA strains from pwCF with 
different stage of MA-PD. ii) We are using biological samples from pwCF with different risks of MA 
pulmonary disease in order to determine novel biomarkers of MA-PD by a new genomic technology 
approach called “Single Cells RNA sequencing”.

Preliminary 
 results

Currently, we collected over 70 MA strains and related clinical data among different Italian CF cen-
ters. All strains were characterized phenotypically and genotypically by WGS, and their antimicrobial 
resistance profiles were defined. We found out common bacterial genomic mutations in MA strains 
and similar distribution of DCCs from different CF centers. Additional bioinformatic analyses are 
undervaluation. Antimicrobial resistance profiles and the association with clinical data is still under 
progress. For the second aim, we collected blood samples from the designed cohort of pwCF and defi-
ned immune signatures associated with MA-PD status.

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

Razionale 
dello studio

I micobatteri non tubercolari (MNT) appartenenti al Mycobacterium abscessus complex (MA) sono 
le specie più frequentemente isolate nelle persone con fibrosi cistica (FC) in Europa. Le persone 
colonizzate da MA presentano quadri clinici eterogenei: possono avere una colonizzazione asinto-
matica o sviluppare una progressiva e grave disfunzione polmonare nota come MA-PD. Inoltre, un 
recente studio multicentrico inglese ha rilevato la presenza di Cloni Circolanti Dominanti (DCC) 
nelle persone con FC mediante il Whole Genome Sequencing (WGS) di ceppi di MA.

Ipotesi  
e obiettivi

A oggi resta da chiarire la potenziale patogenicità dei diversi DCC di MA nelle persone italiane con 
FC, che presentano differenti quadri clinici. È evidente come la difficoltà di diagnosi e le limitate 
opzioni terapeutiche disponibili rendano necessario lo sviluppo di nuovi marcatori biologici utili a 
definire le diverse fasi della malattia polmonare da MA. Le ipotesi alla base di questo progetto sono 
che i) si possa caratterizzare la distribuzione dei DCC italiani e che ii) si possano associare specifici 
profili infiammatori al rischio di malattia da MA.

Metodi i) Abbiamo avviato uno studio osservazionale retrospettivo raccogliendo ceppi MA da persone con 
FC a diversi stadi di infezione da MA. ii) Abbiamo usato campioni biologici di persone con FC a 
diverso rischio di malattia polmonare da MA al fine di determinare nuovi biomarcatori mediante il 
sequenziamento di RNA a cellule singole.

Risultati 
 preliminari

Attualmente, abbiamo raccolto oltre 70 varianti MA tra i diversi centri FC. La caratterizzazione 
fenotipica e genotipica delle varianti collezionate ha rilevato la presenza di comuni mutazioni ge-
nomiche negli isolati MA e una distribuzione simile dei DCC tra i centri FC. I profili di resistenza 
antimicrobica e l’associazione con i dati clinici sono ancora in fase di sviluppo. Per il secondo obietti-
vo abbiamo raccolto campioni di sangue dalla coorte progettata di persone con FC e la valutazione 
della trascrittomica è stata effettuata. Abbiamo identificato potenziali nuovi biomarcatori associati 
con la malattia polmonare da MA.

Conclusioni Il nostro progetto mira a: i) determinare l’attuale distribuzione delle MA DCC, appartenenti a per-
sone italiane con fibrosi cistica, con diversi esiti clinici, e ii) validare nuovi biomarcatori per miglio-
rare i processi decisionali associati al’infezione da MNT nelle persone con FC.
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Background  
and rationale

The resistance of Mycobacterium abscessus (Mab) to conventional therapies is rising globally, parti-
cularly among individuals with cystic fibrosis. This highlights the urgent need for new strategies. Iron 
acquisition is a promising target, crucial for the growth and virulence of mycobacteria. To obtain this 
cofactor, mycobacteria produce siderophores, specific chelators whose biosynthesis was extensively 
studied in M. tuberculosis, leading to the development of inhibitors with bacteriostatic activity.
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Hypothesis  
and objectives

The project aims to identify new iron uptake inhibitors against Mab by targeting salicylate synthase 
(SaS), the first enzyme involved in siderophore biosynthesis.

Essential  
methods

In the first year, a structural model confirmed the potential of 5-phenylfuran-2-carboxylate as a scaf-
fold for developing Mab-SaS inhibitors. Additionally, we solved the crystal structure of Mab-SaS, whi-
ch was used to refine virtual screenings (VS). Concurrently, we attempted co-crystallization of Mab-
SaS with previously identified ligands. For each compound identified, we evaluated activity and affinity 
by biochemical and biophysical methods.

Results In this second year: i) we successfully crystallized Mab-SaS with picolinic acid, solving the enzyme-ligand 
complex structure. ii) The new structure was used to further refine the VS. This led to the identification of 
specific libraries, aimed at discovering novel promising scaffolds. iii) Among these, the pyrrolo-pyridine 
nucleus emerged as a particularly promising scaffold, with the best-performing compounds having IC50 
values in the low μM range. iv) In addition to develop new inhibitors, a VS of FDA-approved drug libra-
ries was conducted. Eleven drugs were selected and three showed significant activity against Mab-SaS. 
Notably, one drug, hydroxystilbamidine, also exhibited some antimycobacterial activity.

Conclusions The availability of the Mab-SaS crystal structure allowed for more precise in silico screenings, leading 
to the discovery of new inhibitors. In particular, the identification of the pyrrolo-pyridine nucleus as a 
potent scaffold is promising. Additionally, the VS of FDA-approved drugs identified hydroxystilbami-
dine as a compound with dual activity: inhibiting Mab-SaS and displaying antimycobacterial proper-
ties. These findings underscore the potential of drug repurposing strategies to expedite the development 
of new agents against Mab which could improve treatment options for this pathogen.

Razionale 
dello studio

La resistenza di Mycobacterium abscessus (Mab) alle terapie è in aumento, in particolare tra le 
persone con fibrosi cistica. Pertanto, sono necessarie nuove strategie. L’acquisizione del ferro è un 
bersaglio promettente, cruciale per la crescita e la virulenza del patogeno. Per acquisire questo co-
fattore, i micobatteri producono siderofori, specifici chelanti la cui biosintesi è stata ampiamente 
studiata in M. tuberculosis, portando a inibitori con attività batteriostatica.

Ipotesi  
e obiettivi

Il progetto si propone di identificare nuovi inibitori dell’assorbimento del ferro in Mab, che inibisca-
no la salicilato sintasi (SaS), il primo enzima della biosintesi dei siderofori.

Metodi Durante il primo anno, usando un modello strutturale, abbiamo confermato il potenziale del fe-
nil-furano-2-carbossilato come scaffold per lo sviluppo di inibitori. Inoltre, abbiamo risolto la strut-
tura dell’enzima, che è stata usata per perfezionare gli screening virtuali (VS). Parallelamente, sono 
stati tentati esperimenti di cristallizzazione di Mab-SaS con i ligandi. Per tutti i composti, le attività 
e le affinità sono state determinate con metodi biochimici e biofisici.

Risultati In questo secondo anno: i) abbiamo co-cristallizzato Mab-SaS con l’acido picolinico, risolvendone la 
struttura. ii) La nuova struttura è stata usata per affinare il VS, portando all’identificazione di librerie 
specifiche, finalizzate a individuare nuovi scaffold. iii) Tra questi, molto interessante è il nucleo pir-
rolo-piridinico, i cui composti più performanti hanno valori di IC50 nel basso μM. iv) Inoltre, è stato 
condotto un VS di librerie di farmaci approvati dalla FDA, selezionando 11 farmaci, tre dei quali 
hanno mostrato un’attività significativa contro Mab-SaS. In particolare, un farmaco, l’idrossistilbami-
dina, ha dimostrato anche attività antimicobatterica.

Conclusioni La disponibilità della struttura di Mab-SaS ha permesso di affinare lo screening in silico, portando 
alla scoperta di nuovi inibitori, tra cui un promettente scaffold rappresentato dal nucleo pirrolo-pi-
ridinico. Inoltre, il VS di farmaci approvati dalla FDA, ha permesso di identificare l’idrossistilbami-
dina come un composto con doppia attività: inibizione di Mab-SaS e proprietà anti-micobatteriche. 
Questi risultati sottolineano il potenziale della strategia di riproposizione di farmaci, per accelerare 
lo sviluppo di nuovi agenti contro Mab, che possano migliorare le opzioni di trattamento.
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Background  
and rationale

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

Hypothesis  
and objectives

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

Essential  
methods

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

Results Our results show that both ABL/PI5P or ABL/PS and Kaftrio in vitro treatment is able to reduce Mab 
intracellular viability in macrophages of people with CF undergoing or not Kaftrio regimen. Notably, no 
synergistic, additive or interference effects were shown when the treatments are combined. Furthermore, 
the in vitro stimulation with ABL/PI5P or ABL/PS of in vitro Mab-infected macrophages from people 
with CF who did not receive Kaftrio therapeutic regimen lead to a significant reduction of intracellular 
mycobacterial viability and the combination with amikacin resulted in a further significant reduction in 
comparison with the single treatments.

Conclusions The results reported herein suggest that ABL/PI5P and ABL/PS liposomes, in combination with anti-
biotic, may represent a valuable therapeutic treatment which can be developed for the control of Mab 
infection both in patients receiving standard Kaftrio therapy and, most importantly, in people with CF 
who cannot benefit of such pharmacological treatment.

Razionale 
dello studio

Abbiamo sviluppato liposomi simili a corpi apoptotici (ABL) caricati con lipidi bioattivi che sono in 
grado di migliorare l’uccisione intracellulare limitando la risposta infiammatoria nei confronti di bat-
teri multi drug resistant (MDR). Inoltre, il difetto nella capacità di clearance batterica, osservato nelle 
persone con fibrosi cistica (FC), persiste nonostante l’uso di modulatori del regolatore della condut-
tanza transmembrana della FC (CFTR).

Ipotesi  
e obiettivi

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

Metodi I macrofagi primari derivati da persone con FC, sottoposte o meno al regime Kaftrio, sono stati in-
fettati in vitro con Mab e infine sono stati stimolati con ABL caricato con fosfatidil5-fosfato (PI5P) o 
fosfatidilserina (PS) e/o Kaftrio. L’efficacia dei trattamenti è stata valutata in termini di uccisione dei 
micobatteri intracellulari.

Risultati I nostri risultati mostrano che sia il trattamento in vitro con ABL/PI5P che ABL/PS e Kaftrio è in 
grado di ridurre la vitalità intracellulare di Mab in macrofagi di persone con FC sottoposte o meno a 
terapia farmacologica con il Kaftrio, non riscontrando alcun effetto sinergico, additivo o di interferenza 
quando i trattamenti sono stati combinati. Inoltre, la stimolazione in vitro con ABL/PI5P o ABL/PS 
in combinazione con l’antibiotico amikacina, di macrofagi infettati in vitro con Mab e provenienti da 
persone con FC non trattate farmacologicamente con Kaftrio, ha portato a una riduzione significativa 
della vitalità micobatterica significativa rispetto ai singoli trattamenti.

Conclusioni I nostri risultati dimostrano che il trattamento con i liposomi ABL/PI5P e ABL/PS, in combinazione 
con antibiotici, possa rappresentare una valida strategia terapeutica alternativa per il controllo dell’in-
fezione da Mab, sia in persone con FC che ricevono il trattamento terapeutico con il Kaftrio ma so-
prattutto, in tutte le persone con FC che non possono beneficiare di tale trattamento farmacologico.
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Background  
and rationale

Mycobacterium abscessus (Mab) is increasingly recognized as a significant pathogen in people with 
cystic fibrosis (CF). Mab intrinsic antibiotic resistance and the overuse of antimycobacterial treat-
ment are diminishing the effectiveness of current therapies. Thus, the development of novel approa-
ches is required. Upon infection, Mab is phagocytized by alveolar macrophages (AMs), and recent 
studies suggest that histone posttranslational modification (PTMs), such as the acetylation of H3 
lysine 14 (H3K14ac), could influence AMs polarization. Specifically, H3K14ac might significantly 
impact how single-AMs sense Mab and orchestrate their inflammatory responses.

Hypothesis  
and objectives

We hypothesize that H3K14ac remodulation could enhance AMs’ capacity to resolve Mab infection by 
shifting their polarization from a permissive to an eradicating phenotype.

Essential  
methods

To test this, we explored the potential of Panobinostat, a clinically approved histone deacetylase inhibitor, 
to modulate AMs towards a more Mab-killing state. By using a combination of transcriptomic, prote-
omic, and high-resolution microscopy, we analyzed Panobinostat’s effect on AMs viability, physiology, 
and polarization.

Preliminary  
results

We showed that Panobinostat did not induce apoptosis at low concentrations but significantly altered 
AMs function, promoting a more proinflammatory state. Additionally, we confirmed its ability to remo-
dulate H3K14ac in AMs, demonstrating that Panobinostat shifts AMs polarization towards a phenotype 
more adept at controlling Mab infection. In infected AMs, Panobinostat appeared to limit Mab’s ability 
to hijack host cells and prevent the spread of infection to neighbouring, non-infected AMs. Our results 
suggest that epigenetic regulation via HDAC inhibition can enhance host defence mechanisms against 
Mab, highlighting the crucial role of epigenetics in infection control.

Conclusions In sum, this research paves the way for a novel epitherapy that exploits the functional and phenotypic 
plasticity of AMs, offering a promising adjunct to current Mab treatment regimens in people with CF.

Razionale 
dello studio

Tra tutti i microrganismi patogeni, le infezioni causate da Mycobacterium abscessus (Mab), un mico-
batterio non tubercolare, sono in aumento tra le persone con fibrosi cistica (FC). A oggi, il trattamento 
dell’infezione da Mab è lungo e debilitante in quanto comporta l’uso di più antibiotici. Mab ha la capa-
cità naturale di contrastare l’attività di molti farmaci che, combinata con il loro attuale uso improprio, 
sta promuovendo l’aumento di specie resistenti ai farmaci disponibili. Pertanto, è fondamentale trovare 
approcci alternativi che aiutino a eliminare l’infezione da Mab. Quando Mab entra in nell’organismo 
viene riconosciuto e fagocitato dai macrofagi alveolari (MA), attivando una risposta infiammatoria. Al 
riguardo, studi recenti suggeriscono che le modifiche post-traduzionali degli istoni, come per esempio 
l’acetilazione della lisina 14 dell’istone 3 (H3K14ac), possano influenzare la polarizzazione dei MA, 
condizionando il modo in cui loro rilevano Mab e orchestrano la risposta infiammatoria.

Ipotesi  
e obiettivi

La nostra ipotesi è che la rimodulazione di H3K14ac possa potenziare la capacità dei MA di risolve-
re l’infezione, spostando il loro fenotipo da permissivo a infiammatorio. Per verificare questa ipotesi, 
abbiamo esplorato l’uso del Panobinostat, un inibitore delle deacetilasi istoniche già approvato clinica-
mente, per modulare i MA verso uno stato più efficace contro Mab.

Metodi Usando un approccio combinato di trascrittomica, proteomica e microscopia ad alta risoluzione, abbia-
mo usato l’effetto di Panobinostat sulla vitalità, fisiologia e polarizzazione dei MA.

Risultati 
preliminari

Abbiamo dimostrato che, a basse concentrazioni, Panobinostat non induce apoptosi ma altera signi-
ficativamente la funzione dei MA, promuovendo uno stato più pro-infiammatorio. Inoltre, abbiamo 
confermato la sua capacità di rimodulare H3K14ac nei MA, evidenziando un cambiamento verso un 
fenotipo più efficace nel controllo dell’infezione da Mab. Nei MA infettati, il Panobinostat sembra 
limitare la capacità di Mab di prendere il controllo delle cellule ospiti e prevenire la diffusione dell’in-
fezione nei MA non infetti.

Conclusioni Questo studio apre la strada a una nuova epiterapia che sfrutta la plasticità funzionale e fenotipica dei 
MA, offrendo una potenziale terapia aggiuntiva per le persone con FC infettate da Mab.
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Background  
and rationale

VOMG is a new small synthetic, water soluble, “drug-like” molecule with high bactericidal activi-
ty against several cystic fibrosis (CF) pathogens such as Mycobacterium abscessus (Mab). Because 
of its physicochemical properties, it is suitable for novel drug delivery formulations, including aero-
sol inhalation. Additional features include: i)VOMG is active against planktonic Mab cells and in 
Mab-infected mice. ii) VOMG is active against Mab biofilms. iii) VOMG kills Mab cells by targeting 
an essential mechanism for bacterial growth, namely cell division and the FtsZ enzyme. iv) VOMG 
kills also other CF pathogens (e.g.: Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Mycobacterium 
avium, fungal species, etc). So, it could be used in case of co-infection. v) VOMG can be also used in 
combination with other anti-Mab antibiotics. This project proposes further preclinical studies for the 
progression of VOMG as a potential antibiotic against lung infections in CF.

Hypothesis  
and objectives

In the 1st year of this project the following points were developed: i) in-depth study of VOMG mecha-
nism of action by the construction of Mab conditional knock-down (KD) mutants in genes coding for 
enzymes involved in cell division (FtsZ, SepF, EnvC, SteA, SteB, FtsQ); ii) optimization of Granulo-
ma-like-structure (GLS) assay in Mab; iii) activity of VOMG in combination with amikacin by using 
a mouse model of Mab infection.

Essential methods We used microbiological and biochemical methods to reach the aims of the project.

Preliminary  
results

To study the VOMG mechanism of action, we are constructing Mab conditional KD mutants in cell 
division (CD) encoding genes by using the CRISPRi system. We showed that the activity of SepF CD 
enzyme is not inhibited by VOMG. GLS assay was optimized in Mab, obtaining further information 
regarding the first stage of Mab infection. We validated the activity of VOMG alone and in combina-
tion with amikacin in a Mab infected animal model.

Conclusions VOMG represents a valid drug candidate, specifically designed to inhibit Mab cells. It is endowed with 
excellent in vitro and in vivo properties, as well as a unique mode of action to inhibit the cell divisome. 
New therapeutic strategies for treating lung disease caused by Mab infection and other microorgani-
sms may become available if VOMG progresses into the clinic.

Razionale 
del progetto

VOMG è una nuova piccola molecola sintetica, solubile in acqua, drug-like, con un’elevata attività 
battericida contro diversi patogeni che colpiscono individui con fibrosi cistica (FC), come Myco-
bacterium abscessus (Mab). Grazie alle sue proprietà fisico-chimiche, è adatto a nuove formulazioni 
per la somministrazione di farmaci, compreso l’aerosol. Ulteriori caratteristiche sono: i) VOMG è 
attivo contro Mab in vitro e in vivo; ii) VOMG è attivo contro i biofilm formati da Mab; iii) VOMG 
uccide le cellule di Mab colpendo un meccanismo essenziale per la crescita batterica, ovvero la divi-
sione cellulare e l’enzima FtsZ; iv) VOMG uccide anche altri patogeni che colpiscono individui con 
FC (per es: Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Mycobacterium avium, specie fungine, 
ecc.) Può quindi essere usato in caso di coinfezione; v) VOMG può essere usato anche in combina-
zione con altri antibiotici anti-Mab. Questo progetto propone ulteriori studi preclinici per la progres-
sione di VOMG come potenziale antibiotico contro le infezioni in individui con FC.

Ipotesi  
e obiettivi

Nel primo anno di questo progetto sono stati sviluppati i seguenti punti: i) studio approfondito del 
meccanismo d’azione della VOMG mediante la costruzione di mutanti condizionali di Mab knock-
down (KD) in geni che codificano per enzimi coinvolti nella divisione cellulare (FtsZ, SepF, EnvC, 
SteA, SteB, FtsQ); ii) ottimizzazione del saggio Granuloma-like-structure (GLS) in Mab; iii) attività 
del VOMG in combinazione con l’amikacina usando un modello murino infettato da Mab.

Metodi Abbiamo usato metodi microbiologici e biochimici per raggiungere gli obiettivi del progetto.

Risultati Per studiare il meccanismo d’azione di VOMG, stiamo costruendo mutanti KD condizionali di Mab 
nei geni codificanti enzimi coinvolti nella CD usando il sistema CRISPRi. Abbiamo dimostrato che 
l’attività dell’enzima SepF della CD non è inibita da VOMG. Il saggio GLS è stato ottimizzato in 
Mab, ottenendo ulteriori informazioni sulla prima fase dell’infezione. Abbiamo confermato l’attività 
di VOMG da solo e in combinazione con l’amikacina in un modello animale infettato da Mab.

Conclusioni VOMG rappresenta un valido candidato farmaco, specificamente progettato per inibire la crescita di 
Mab. È attivo in vitro e in vivo, e inibisce il divisoma cellulare. Se VOMG dovesse entrare in clinica, 
potrebbero essere disponibili nuove strategie terapeutiche per il trattamento delle malattie polmo-
nari causate dall’infezione da Mab e da altri microrganismi.
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1.  Innovative therapies to correct the basic defect  
and CFTR genetics
Terapie e approcci innovativi per correggere il difetto  
di base, genetica 

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

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

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

• Lentini L, Melfi R, Cancemi P et al. “Caffeine boosts Ataluren’s 
readthrough activity” Heliyon 2019 Jun 21;5(6):e01963

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

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

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

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

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

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

FFC Project#5/2014 “An RNA based approach based on Ex-
SpeU1 for correction of CFTR splicing defects: analysis of 
efficacy in primary bronchial cells” Franco Pagani (Centro 
Internazionale di Ingegneria Genetica e Biotecnologie ICGEB, 
Trieste)

• Balestra D, Scalet D, Pagani F et al. “An Exon-Specific U1sn-
RNA Induces a Robust Factor IX Activity in Mice Expressing 
Multiple Human FIX Splicing Mutants” Molecular Therapy Nu-
cleic Acids, 2016 Oct 4;5(10):e370

• Rogalska ME, Tajnik M, Licastro D et al. “Therapeutic activity 
of modified U1 core spliceosomal particles” Nature Communica-
tions, 2016; 7: 11168.

FFC Project#6/2014 “Development of novel methodologies for 
the identification of CFTR-targeted drugs: a multidisciplinary 
approach using Real Time Surface Plasmon Resonance inte-
raction assay supported by bioinformatics strategies on HPC 
infrastructures” Marco Rusnati (Dip. di Medicina Molecolare e 
Traslazionale, Università di Brescia, Unità Analisi Interazione 
Macromolecolare-Sez. di Oncologia Sperimentale e Immunolo-
gia), Paola Fossa (Dip. di Farmacia, Genova), Alessandro Orro 
(Istituto di Tecnologie Biomediche, CNR, Segrate-Milano)

• Rusnati M, Sala D, Orro A et all. “Speeding Up the Identification 
of Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-Tar-
geted Drugs: An Approach Based on Bioinformatics Strategies 
and Surface Plasmon Resonance” Molecules 2018 Jan 8;23(1).

• Fossa P “Studi strutturistici sulla proteina CFTR: opportunità e 
prospettive” La chimica e l’industria, gen/feb 2019, n.1, anno 2, 
pp. 48-51

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

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

FFC Project#8/2014 “Design and synthesis of improved ana-
logs of trimethylangelicin (TMA) for personalized treatment 
of cystic fibrosis” Roberto Gambari (Dip. di Scienze della Vita 
e Biotecnologie, Sez. di Biochimica e Biologia Molecolare, Uni-
versità di Ferrara) Adriana Chilin (Dip. di Farmaceutica e Scien-
ze Farmacologiche, Università di Padova)

• Gambari R, Breveglieri G, Salvatori F et al. “Therapy for Cystic 
Fibrosis Caused by Nonsense Mutations” Intech Open 2015, 309-
326

FFC Project#9/2014 “Cystic fibrosis modifier genes related to 
Pseudomonas aeruginosa lung disease” Alessandra Bragonzi 
(Unità di Infezioni e Fibrosi cistica, Divisione di Immunologia, 
Trapianti e Malattie infettive, Istituto Scientifico San Raffaele, 
Milano), Iraqi Fuad (Clinical Microbiology and Immunology, 
Tel Aviv University)

• Lorè NI. et al. “Host genetic diversity influences the severity of 
Pseudomonas aeruginosa pneumonia in the Collaborative Cross 
mice” BMC Genet. 2015 Aug 28;16:106

FFC Project#26/2014 “Impaired secretory IgA and mucosal 
immunity in cystic fibrosis: contribution to lung pathology 
and impaired defence against bacterial infection, and role of 
CFTR-related epithelial changes in the regulation of the recep-
tor-mediated IgA transcytosis” Charles Pilette (Université Ca-
tholique de Louvain, Brussels), Virginia De Rose (Dip. di Scienze 
Biologiche e Cliniche, Università di Torino)

• Collin AM, Lecocq M, Noel S et al, “Lung immunoglobulin A 
immunity dysregulation in cystic fibrosis” EBioMedicine. 2020 
Oct;60:102974.

FFC Project#1/2015 “Relationship between mitochondria and 
F508del-CFTR in Cystic Fibrosis” Anna Atlante (IBBE Istituto 
delle Biomembrane e Bioenergetica, CNR Bari)

Appendix 1
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• Atlante A. et al. “Mitochondria and Cystic Fibrosis Transmem-
brane Conductance Regulator Dialogue: Some News” J Bioenerg 
Biomembr

• De Bari L, Favia M, Bobba A et all. “Aberrant GSH reductase 
and NOX activities concur with defective CFTR to pro-oxidative 
imbalance in cystic fibrosis airways” J Bioenerg Biomembr 2018 
Mar 9.

• Favia M, de Bari L, Lassandro R et al. “Modulation of glucose-re-
lated metabolic pathways controls glucose level in airway surface 
liquid and fight oxidative stress in cystic fibrosis cells” Journal of 
Bioenergetics and Biomembranes, 2019 Apr 27

FFC Project#2/2015 “RNF5/RMA1 ubiquitin ligase as a drug 
target for mutant CFTR rescue” Andrea Cavalli (Dipartimen-
to di Farmacia e Biotecnologie Università di Bologna) Nicoletta 
Pedemonte (U.O.C. Genetica Medica Istituto G. Gaslini, Genova)

• Li H, Pesce M, Sheppard DN et al “Therapeutic approaches to 
CFTR dysfunction: From discovery to drug development” J Cyst 
Fibros. 2018 Mar;17(2S):S14-S21

• Tomati V, Caci E, Ferrera L et al. “Thymosin α-1 does not correct 
F508del-CFTR in cystic fibrosis airway epithelia” JCI Insight 2018 
Feb 8;3(3)

• Ashiqul Haque AKM, Dewerth A, Antony JS et al. “Chemically 
modified hCFTR mRNAs recuperate lung function in a mouse 
model of cystic fibrosis” SCI REP 2018 Nov 13;8(1):16776

• Sondo E, Pesce E, Tomati V et al. “RNF5, DAB2 and Friends: No-
vel Drug Targets for Cystic Fibrosis” Current Pharmaceutical De-
sign 2017;23(1):176-186

FFC Project#5/2015 “The plant cytokine kinetin and its analo-
gues as potential therapeutic agents to correct CFTR splicing 
defects” Stefano Duga (Università Humanitas, Milano), Lucy 
Costantino (UOS Lab. di Genetica Medica Fondazione IRCCS 
Ca’ Granda, Ospedale Maggiore Policlinico, Milano), Christian 
Orrenius (Computational Sciences Chemical Core Technologies 
Department Nerviano Medical Sciences Srl, Nerviano, Milano)

• Straniero L, Soldà G, Costantino L et all. “Whole-gene CFTR se-
quencing combined with digital RT-PCR improves genetic diagno-
sis of cystic fibrosis” J Hum Genet 2016 Dec;61(12):977-984

FFC Project#7/2015 “Aminoarylthiazole derivatives as correc-
tors of the chloride transport defect in novel cystic fibrosis: com-
puter assisted drug design, synthesis and biological evaluation” 
Enrico Millo (CEBR, Centro Eccellenza Ricerca Biomedica, 
Università di Genova), Elena Cichero (Dip. di Farmacia, Sezione 
di Chimica Medica Scuola di Scienze Mediche e Farmaceutiche, 
Università di Genova)

• Liessi N, Cichero E, Pesce E et all. “Synthesis and biological eva-
luation of novel thiazole-VX-809 hybrid derivatives as F508del 
correctors by QSAR-based filtering tools” Eur J Med Chem. 2017 
Dec 8;144:179-200.

FFC Project#8/2015 “Dissecting the role of TG2 in cystic fibrosis 
pathogenesis: identification of possible novel therapeutic tar-
gets” Mauro Piacentini (Dipartimento di Biologia Università di 
Tor Vergata, Roma), Luigi Maiuri (IERFC, Istituto Europeo per 
la Ricerca in Fibrosi Cistica Istituto Scientifico San Raffaele, Mi-
lano)

• Diaz-Hidalgo L. et al. “Transglutaminase type 2-dependent selecti-
ve recruitment of proteins into exosomes under stressful cellular 
conditions” Biochimica et Biophysica Acta 1863 (2016) 2084–2092

• Antonioli M. et al. “Emerging Mechanisms in Initiating and Ter-
minating Autophagy” Trends in Biochemical Sciences 2016 Oct 17

• Rossin F, Villella V, D’Eletto M et all “TG2 regulates the heat 
shock response by the post-translational modification of HSF1” , 
Embo Reports, 2018 May 11

• Maiuri L, Raia V, Piacentini M et al. “Cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator (CFTR) and autophagy: hereditary 
defects in cystic fibrosis versus gluten-mediated inhibition in celiac 
disease” Oncotarget, 2019 Jul 8;10(43):4492-4500

FFC Project#9/2015 “Identification of molecular targets to redu-
ce the side effect of gating potentiators on the F508del-CFTR 
plasma membrane stability” Anna Tamanini (Laboratorio di 
Patologia Molecolare, UOC Laboratorio Analisi sede di Borgo 
Trento, Dipartimento di Patologia e Diagnostica Azienda Ospe-
daliera Universitaria Integrata di Verona), Massimo Aureli (Dip. 
di Biotecnologia Medica e Medicina Traslazionale Università di 
Milano)

• Schiumarini D, Loberto N, Mancini G et all. “Evidence for the 
involvement of lipid rafts and plasma membrane sphingoli-
pid-hydrolases in Pseudomonas aeruginosa infection of cystic 
fibrosis bronchial epithelial cells” Mediators of Inflammation, 
2017;2017:1730245

FFC Project#1/2016 “New generation trimethylangelicin (TMA) 
analogues for selective modulation of defective CFTR or in-
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Gerardi, Rita Banzi (Centro Politiche Regolatorie in Sanità - Isti-
tuto Mario Negri); Emanuela Foglia, Lucrezia Ferrario, Daniele 
Bellavia, Elisabetta Garagiola, Fabrizio Schettini (LIUC Univer-
sità Carlo Cattaneo); Giulia Candiani, Dania Puggioni (Zadig srl)

• Banzi R, Allocati E, Gerardi C et al. “Effectiveness of preconcep-
tional and prenatal cystic fibrosis carrier screening: a systematic 
review” Epidemiol Prev. 2023 Jul-Oct;47(4-5):243-256.
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ITALY
ABRUZZO
• Dipartimento di Scienze Mediche, Orali e Biotecnologiche, 

Università “G. d’Annunzio” di Chieti-Pescara
• Dipartimento di Medicina e Scienze dell’Invecchiamento, 

Università “G. d’Annunzio” di Chieti-Pescara

CAMPANIA
• Dipartimento di Scienze Mediche Traslazionali, Università 

Federico II, Napoli
• Dipartimento di Biologia Strutturale e Funzionale, Università 

Federico II, Napoli
• Dipartimento di Scienze e Tecnologie Ambientali, Biologiche e 

Farmaceutiche, Di.S.T.A.Bi.F., Seconda Università di Napoli
• Telethon Institute of Genetics and Medicine - TIGEM, Pozzuoli, NA
• Dipartimento di Scienze Chimiche, Università di Napoli Federico II
• Dipartimento di Medicina Molecolare e Biotecnologie Mediche, 

Università di Napoli Federico II

EMILIA ROMAGNA
• Dipartimento di Scienze della Vita e Biotecnologie, Università 

degli Studi di Ferrara
• Dipartimento di Farmacia e Biotecnologie (FABIT), Università 

degli Studi di Bologna
• Dipartimento di Chimica, Scienze delle Vita e della Sostenibilità 

ambientale, Università degli Studi di Parma

FRIULI VENEZIA GIULIA
• Istituto di Cristallografia, CNR, Trieste
• International Center for Genetic Engineering and Biotechnology 

(ICGEB), Trieste

LAZIO
• Dipartimento di Scienze Biochimiche “A. Rossi Fanelli” , 

Università La Sapienza, Roma
• Dipartimento di Biologia e Biotecnologie “Charles Darwin” , 

Università La Sapienza, Roma
• Dipartimento Chimica e Tecnologie del Farmaco, Università La 

Sapienza, Roma
• Dipartimento di Medicina Sperimentale, Università La Sapienza, 

Roma
• Dipartimento di Biologia, Università di Roma “Tor Vergata”
• Dipartimento di Biologia, Università di Roma “Tor Vergata” , 

Laboratorio Immunologia e Patologia
• Dipartimento di Scienze e Tecnologie Chimiche, Università di 

Roma “Tor Vergata”
• Dipartimento di Scienze, Università Roma Tre, Roma
• Dipartimento di Oncologia e Medicina Molecolare, Istituto 

Superiore Sanità (ISS), Roma
• Dipartimento di Salute Pubblica e Malattie Infettive, Istituto 

Superiore di Sanità (ISS), Roma
• Ospedale pediatrico Bambino Gesù, Laboratorio Microbiologia 

Fibrosi Cistica, Roma
• Ospedale pediatrico Bambino Gesù, Unità Operativa Fibrosi 

Cistica, Roma

LIGURIA
• Centro Fibrosi Cistica, Istituto “G. Gaslini” , Genova
• UOC Genetica Clinica, Istituto “G. Gaslini” , Genova
• Dipartimento di Neuroscienze, Riabilitazione, Oftalmologia, 

Genetica e Scienze Materno-Infantili (DINOGMI)
• Dipartimento di Farmacia, Università degli Studi di Genova
• Dipartimento di Medicina Sperimentale, Università degli Studi di 

Genova
• Istituto Italiano di Tecnologia, Analytical Chemistry Facility, 

Genova
• IRCCS, Istituto Giannina Gaslini, Terapia Intensiva Neonatale e 

Pediatrica, Genova
• IRCCS Ospedale Policlinico San Martino, Genova

LOMBARDIA
• Centro Internazionale per lo Studio della Composizione Corporea 

(ICANS), Dipartimento di Scienze per gli alimenti, la nutrizione e 
l’ambiente, Università di Milano

• Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, Università degli Studi di 
Milano

• Dipartimento di Biologia e Biotecnologie “Lazzaro Spallanzani” , 
Università degli Studi di Pavia

• Lab. Microbiologia molecolare, Dipartimento di Biologia e 
Biotecnologia “Lazzaro Spallanzani” , Università degli Studi di 
Pavia

• Dipartimento di Biotecnologie mediche e Medicina translazionale 
(BioMeTra), Università degli Studi di Milano

• Dipartimento di Bioscienze, Università degli Studi di Milano
• Immunology, Transplantation and Infectious Diseases, Emerging 

Bacterial Pathogens Unit, IRCCS Ospedale San Raffaele, Milano
• Immunology, Transplantation and Infectious Diseases, Laboratory 

of Experimental Gastroenterology, IRCCS Ospedale San Raffaele, 
Milano

• Fondazione IRCCS Ca’ Granda - Ospedale Maggiore Policlinico, 
Laboratorio Microbiologia FC, Milano

• Istituto di Ricerca Genetica e Biomedica (IRGB), CNR, Milano
• Istituto Nazionale Genetica Molecolare (INGM), Milano
• IRCCS Istituto Auxologico Italiano, Milano
• Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Centro Politiche 

Regolatorie in Sanità, Milano
• Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Laboratorio 

Ricerca per il Coinvolgimento dei Cittadini in Sanità, Milano
• LIUC - Università Carlo Cattaneo, Varese

MARCHE
• Dipartimento di Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche, 

Università degli Studi di Urbino “Carlo Bo”
• Dipartimento Materno Infantile, Centro Regionale FC, Ospedali 

Riuniti, Ancona
• Centro di Epidemiologia, Biostatistica e Informatica Medica, 

Università Politecnica delle Marche, Ancona
• Dipartimento di Scienze della Vita e dell’Ambiente, Università 

Politecnica delle Marche, Ancona

PIEMONTE
• Dipartimento di Biotecnologie molecolari e Scienze per la Salute, 

Università degli Studi di Torino

PUGLIA
• Dipartimento di Scienze Mediche e Chirurgiche, Università degli 

Studi di Foggia

SARDEGNA
• Istituto di Ricerca Genetica e Biomedica (IRGB) CNR, 

(Monserrato, Cagliari)

SICILIA
• Unità di Gastroenterologia Pediatrica e Fibrosi Cistica, AOU 

Messina
• Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biologiche Chimiche e 

Farmaceutiche (STEBICEF), Università degli Studi di Palermo

Appendix 2 
Institutes and Laboratories involved in the projects presented at the 22nd FFC Ricerca Convention
Istituti e Laboratori attivi nei progetti presentati durante la XXII Convention di FFC Ricerca
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Appendix 3 
International Reviewers of FFC Ricerca Projects (2002-2024)

TOSCANA
• Dipartimento di Biotecnologia, Chimica e Farmacia, Università 

degli Studi di Siena
• Dipartimento di Ricerca Traslazionale e delle Nuove Tecnologie in 

Medicina e Chirurgia, Università di Pisa
• Dipartimento di Biologia, Università degli Studi di Pisa
• Dipartimento di Biotecnologie Mediche, Università di Siena

TRENTINO ALTO-ADIGE
• Dipartimento di Biologia Cellulare, Computazionale e Integrata 

(CIBio), Università degli Studi di Trento

UMBRIA
• Dipartimento di Medicina e Chirurgia, Università degli Studi di 

Perugia

VENETO
• Dipartimento di Medicina Molecolare, Università degli Studi di 

Padova
• Dipartimento di Farmacia e Scienze Farmacologiche, Università 

degli Studi di Padova
• Istituto di Neuroscienze, CNR, Padova
• Laboratorio Analisi, AOUI, Verona
• Dipartimento di Scienze Biomediche, Università degli Studi di 

Padova
• Dipartimento di Scienze del Farmaco, Università di Padova

• Dipartimento di Scienze Biomediche, Università di Padova
• Laboratorio di Patologia Molecolare, Azienda Ospedaliera 

Universitaria Integrata di Verona

PORTUGAL
• Biosystems and Integrative Sciences Institute (BioISI), University 

of Lisboa

UNITED KINGDOM
• Queen Mary University of London

SPAIN
• Research and Development Agency of Aragón (ARAID) 

Foundation, University of Zaragoza

HUNGARY
• Semmelweis University, Budapest

NORWAY
• Stiftelsen for INdustriell og TEknisk Forskning (SINTEF), 

Trondheim

CANADA
• McGill University Department of Physiology, Montreal
• University of Alberta, Edmonton

ASIA AND MIDDLE 
EAST
HONG KONG
• Dennis Lo Yuk Ming

INDIA
• Vasundhra Bandahri
• Vikas Gautam
• Amit Misra

ISRAEL
• Batsheva Kerem
• Orit Reish
• Hanoch Senderowitz
• Michael Wilschanski

IRAN
• Esmaeil Mortaz

JAPAN
• Hiroshi Kubo

TURCHIA
• Duygu Gözen

AUSTRALIA
• Scott Bell
• Andrew Burke
• Margaret Cooley
• Martin Delatycki
• Manohar Garg
• Allan Glanville
• Phil Hansbro
• Ameneh Khatami
• Anthony Kicic
• Tim Kidd
• John Massie
• John Mattick
• (Keith) Chee Ooi
• Sarath Ranganathan
• David Reid
• Louis Rendina

• Geraint Rogers
• Claudia Trappetti
• Tony Velkov
• Shafagh Waters
• Cynthia Withchurch 

CANADA
• Asmahan AbuArish
• Yossef Av-Gay
• Diana Averill-Bates
• Christine Bear 
• Emmanuelle Brochiero
• Lori Burrows
• André Cantin 
• Tom Clandinin
• Elizabeth Cowley
• Peter Durie
• Paul Eckford 
• Tanja Gonska
• Hartmut Grasemann
• Bob Hancock
• John W. Hanrahan
• Yeger Herman
• Waliul Khan
• Susan Koval
• Sheila Innis
• Roger Levesque 
• Paul Linsdell
• Gergerly Lukacs
• Tong-jun Lin
• George A Mackie
• François Malouin
• Liu Mingyao
• Robert Newton
• Michael Parkins
• Grace Parraga
• Paul Pencharz
• Martin Post
• Danuta Radzioch
• Felix Ratjen

• Johanna Rommens
• Daniela Rotin
• Andrew Sandford
• Molly Schmid
• Aaron Shawn
• Christopher Sibley
• Pamela Sokol
• David Speert
• Anne Stephenson
• Michael G Surette
• Mark J. Turner
• Miguel Valvano
• Valerie Waters
• Michael Wheeler
• Herman Yeger 
• Jason C. Young
• Julian Zielensky

NEW ZEALAND
• Shyamal Das

EUROPE
AUSTRIA
• Thomas Eiwegger
• Peter Jacksch
• Robert Knobler

BELGIUM
• Karim Amighi 
• Gilles Brackman
• Marianne Carlon
• Jean Jacques Cassiman
• Tom Coenye
• Pierre Cornelis
• Paul Cos
• Aurélie Crabbé
• Harry Cuppens 
• Christiane De Boeck
• Sophie Gohy
• Ingeborg Liebaers

• Savvas Savvides
• Peter Vandamme
• Brieuc Van Nieuwenhuyse
• François Vermeulen 

CZECH REPUBLIC
• Pavel Drevinek 
• Jan Krejsek

DENMARK
• Thomas Bjarnsholt
• Oana Ciofu
• Clare Hawkins
• Niels Høiby
• Christian Koch
• Marie Johannesson
• Jette Elisabeth Kristiansen
• Søren Molin
• Peter E. Nielsen

FRANCE
• Emmanuel Andres
• Frederic Becq
• Frank Brouillard
• Mireille Claustres
• Christelle Coraux
• Celine Cougoule
• Laurent Debarbieux
• Laurence Delhaes
• Isabelle Durieu
• Alexander Edelman
• Brigitte Fauroux
• Claude Ferec
• Chantal Gauthier
• Jean-Marc Ghigo
• Florent Ginhoux
• Emanuelle Girodon 
• Vincent Goffin 
• Aurélie Goyenvalle
• Genevieve Hery Arnaud
• Alexandre Hinzpeter
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• Jacky Jaquot
• Eric Kipnis
• Laurent Kremer
• Jean Paul Latgé
• Frederic Laurent
• Rozenn Le Berre
• Fabien Lecaille
• Patricia Lemarchand
• Christine Linard
• Olivier Mignen
• Anne Munck
• Patrizia Paterlini-Brèchot
• Jean-Marc Rolain
• Marie Catherine Romey
• Juliet Royet
• Magali Taulan-Cadars
• Vinciane Saint-Criq
• Isabelle Sermet
• Virginie Scotet
• Olivier Tabary
• Lhousseine Touqui
• Pascal Trouvè
• Valerie Urbach
• Clarisse Vandebrouck
• Guillaume Van Niel 

GERMANY
• Robert Bals
• Wolfgang H. Binder
• Michael De Vrese
• Jahn Dieter
• Gerd Döring
• Stephan Fischer
• Christoph Freiberg 
• Matthias Griese
• Erick Gulbins
• Dominik Hartl
• Andreas Hector
• Jürgen Heesemann
• Barbara Kahl
• Winfried Kern
• Wolfgang Kuebler
• Karl Kunzelmann
• Peter Imming
• Nico Lachmann 
• Jochen G. Mainz
• Frank-Michael Müller
• Mareike Müller
• Ruth Olmer
• Markus Pietsch
• Hermann Schillers
• Ursula Seidler
• Markus Sperandio
• Stefan Stamm
• Megan Stanifer 
• Gratiana Steinkamp
• Olaf Sommerburg
• Burkhard Tuemmler
• Martin Ulrich
• Gerhild van Echten-Deckert
• Weber Wolf-Michael
• Christiane Wolz

GREECE
• George Makrydimas

IRELAND
• Judith Coppinger
• Colum Dunne
• Elena Fernandez Fernandez
• Emer Fitzpatrick 
• Catherine Greene
• Patrick T. Harrison
• Brian Harvey
• Siobhán McClean
• Gerry McElvaney
• Irene Oglesby
• Cian O’Leary
• Emer P. Reeves

ITALY
• Marco Agostini
• Guido Antonelli
• Tiziano Bandiera
• Giovanna Batoni
• Flavia Bazzoni
• Alessandra Bragonzi
• Carlo Castellani
• Paola Catastini
• Antonio De Flora 
• Lucia De Franceschi
• Fabrizio De Ponti
• Marco D’Andrea
• Luis Juan Vicente Galietta
• Silvio Garattini
• Alessandro Grottesi
• Marco Lucarelli
• Silvia Mandillo
• Giancarlo Mansueto
• Giuseppe Magazzù
• Sara Montagnese
• Oscar Moran
• Nicoletta Pedemonte
• Marco Trabucchi
• Paolo Vezzoni

NORWAY
• Kristina Xiao Liang

POLONIA
• Marta Rachel

PORTUGAL
• Margarida Amaral
• Luka Alexander Clarke
• Carlos Farinha
• Jorge Leitão
• Miqueias Lopes-Pacheco
• Raquel Sabino

SPAIN
• Raquel Barrio
• Jaume Bertranpetit
• Ana Bustamante-Aragones
• Rafael Cantón
• Xavier Estivill
• Gertrudis Horna
• Maria Milagro Montero
• Pedro Mondejar-Lopez
• Guillermo Mtz. de Tejada de 

Garaizábal
• Francisco Sanchez Madrid
• Jaime Esteban Moreno
• Roberto Quesada Pato

SWEDEN
• Gunnar C. Hansson
• Georgia Mitropoulou
• LisaI Påhlman
• Ute Romling
• Birgitta Strandvik
• Craig Wheelock
• Peter Zygmunt

SWITZERLAND
• Marc Chanson 
• Leo Eberl
• Lukas Ebner 
• Dieter Haas
• Hans Peter Fisher
• Adin Ross-Gillespie
• Georgia Mitropoulou
• Bernard Rossier
• Peter Sander

THE NETHERLANDS
• Jeffrey Beekman
• Piet Cools
• Touw Daan
• Hugo De Jonge
• Peter Klijn
• Harry Heijerman 

• Lidewji Henneman 
• Harry Heijerman
• Erik Hulzebos
• Peter JFM Merkus
• Charlotte Robroeks
• Bob Scholte
• Harm Tiddens
• Bernt Van Der Blink
• Kors van der Ent 

U.K. 
• Charlotte Addy
• Lucy Allen
• Matthew Avison
• Deborah Baines
• Maria G. Belvisi
• Charlotte Billington
• James Birchall
• Marina Botto
• Steve Brocchini
• Malcolm Brodlie
• Alan Brown
• Andrew Bush 
• Philip Calder
• Steven Conway
• Alan R. Cowley
• Ruxandra Dafinca
• Jane Davies
• Louise Donnelly
• Robert Dormer 
• Alistair Duff 
• Stuart Elborn
• Madeleine Ennis
• Glenda Esmond
• Thomas Evans
• Alain Filloux
• Andres Floto
• Paul Foster
• Jo Fothergill
• Peter Gahan
• Erol Gaillard
• Claire Glasscoe 
• John Govan 
• Michael Gray 
• Robert Gray
• Andrew Greening
• Uta Griesenbach
• Katjia Hill
• Alexander Horsley 
• Eshwar Mahenthiralingam
• Anil Mehta
• Maurice Hallett
• Andrew Jones 
• Aras Kadioglu
• Daniel Neill
• Julian Parkhill
• Mauro Perretti
• Tyrone Pitt
• Daniela Riccardi 
• Geraint Rogers
• Giovanni Satta
• Martin Savage
• Bettina C. Schock
• David Sheppard
• Nicholas Simmonds
• David Smith
• Liz Sockett
• Kevin Southern
• Giulia Spoletini 
• Maurice Super
• Hui-leng Tan
• Tunney Michael
• Sabeel Valappil
• Ludovic Vallier
• Paola Vergani
• Rebecca Weiser
• John Widdicombe
• Craig Winstanley

HUNGARY
• Mónika Homa

MEXICO
• Paul Sujay 

SOUTH AMERICA
ARGENTINA
• Tomás A. Santa Coloma

BRAZIL
• Margaret Cristina da Silva 

Boguszewski
• André Kipnis
• Veralice Meireles Sales de Bruin
• Luiz F Onuchic
• Mauro M. Teixeira

CHILE
• Carlos Alejandro Flores Pinilla

COSTA RICA
• Arturo Solis

VENEZUELA
• Juan Bautista De Sanctis

U.S.A.
ALABAMA
• Bakhrom K. Berdiev
• David Bedwell
• John Paul Clancy
• Jennifer Guimbellot
• Kim Keeling
• Stefanie Krick
• Sadis Matalon
• Camilla Margaroli
• Lisa Schwiebert
• Robert Wang

CALIFORNIA
• Myriam Amsallem
• William Balch
• Annelise Barron
• Carroll Cross
• Beate Illek
• Ryan Hunter
• Ronald Kopito
• Klaus Ley
• Terry Machen 
• Richard Moss
• Malla M. Reddy
• Matthew Porteus
• Evan Powers
• Paul Quinton
• Minnie Sarwal
• David A. Stevens
• Charles M. Strom
• Alan Verkman
• Jeffrey Wine 

COLORADO
• Frank Accurso
• Charles L. Daley 
• Brian Day
• Brian Doctor
• Jonathan Harris
• Stacey Martiniano
• Jerry A. Nick
• Scott Sagel
• Herbert Schweizer
• Jeff Wagener
• Marty Zamora

CONNECTICUT
• Nadia Ameen
• Emanuela Bruscia
• Marie E. Egan
• Peter Glazer
• Diane Krause 
• Joseph L. Kuti
• Curt Scharfe
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• Mario Strazzabosco
• Li Tianbo

FLORIDA
• Alexander Cole 
• Alexandra Quittner

GEORGIA
• Nael A McCarty
• Scott Grosse
• Rabindra M. Tirouvanziam

ILLINOIS
• John Christman
• Ann Harris
• Anver Kuliev
• Ajay Rana
• Susanna McColley
• Le Shen
• Ashvani Singh
• Lee Shulman
• Jerrold Turner 

INDIANA
• Crislyn D’Souza-Schorey
• Roman Dziarski
• Won Kyoo Cho
• Irina Petrache

IOWA
• Xiaopeng Li
• Dwight C. Look
• Jonathan Paul M Mochel
• David Meyerholz
• Patrick Sinn
• Ziying Yan 
• Joseph Zabner

KANSAS
• John Gatti

KENTUCKY
• Stefan Stamm
• Jay Zwischenberger
• Joseph Zwischenberger

LOUISIANA
• Jay K. Kolls
• Guoshun Wang 

MAINE
• Robert Owens

MARYLAND
• Biswas Roopa
• Gary Cutting
• Robert K. Ernst
• William Guggino
• Andy Kilianski 
• Samuel Lai
• Gary Mansfield
• Martin Mense
• Christian Merlo
• Peter Mogayzel
• Amanda Oglesby-Sherrouse
• Kenneth N. Olivier
• Jonathan Orens 

• Chris Penland
• Harvey Pollard
• Keith J. Slifer
• Neeraj Sharma
• Neeraj Vij
• Jerry Wright
• Pamela Zeitlin 

MASSACHUSSETTS
• Martin Joyce-Brady
• Terence Flotte
• Steven Freedman
• Anna Georgiopoulos
• Bryan Hurley
• Allan Jacobson
• Robert Kolter
• John Ladias
• Bruce Levy
• Stephen Lory
• Hongmei Mou
• Gerald Pier 
• Melissa Putman
• Stefan Ryter
• Jared Silverman
• Gregory Sawicki
• Charles Serhan 
• Susan Slaugenhaupt

MICHIGAN
• Lindsay Caverly
• Daniel Klionsky
• John J. LiPuma
• Mary O’Riodan
• Robert A. Quinn
• Kathleen Stringer
• Christopher Waters

MINNESOTA
• Robert C. Huebert
• Mark Kurth
• Antoinette Moran

MISSOURI
• Carolyn Cannon
• Tzyh-Chang Hwang
• Thalachallour Mohanakumar
• Stuart Sweet 

NEBRASKA
• Bradley Britigan
• Channabasavaiah Gurumurthy
• Thalachallour Mohanakumar
• Yaping Tu

NEW HAMPSHIRE
• Dean Madden
• George A. O’Toole
• Bruce A. Stanton

NEW YORK
• Isabel Aznarez
• Nazzareno Ballatori
• Jue Chen
• Ville Friman
• David Goldfarb

• Cole Haynes
• John Lueck
• Lin L. Mantell
• Meghan R Pinezich
• Alice Prince 
• Lisa Saiman 
• Patricia Sime
• Stefan Worgall
• Tilla S. Worgall

NORTH CAROLINA
• Adler Kenneth B.
• Robert Aris
• Michael Boyle
• Douglas Cyr
• Charles Esther
• Martina Gentzsch
• Andrew Ghio
• Anthony Hickey
• Mehmet Kesimer
• Michael Knowles
• Alessandra Livraghi-Butico
• Marianne Muhlebach
• Carla Ribeiro
• John Riordan
• Gabriel Sherif
• Robert Tarran

OHIO
• Amal Amer
• Melvin Berger
• Tracey L. Bonfield
• Robert A. Bonomo 
• Maria Britto
• James Chmiel
• Estelle Cormet-Boyaka
• Mitchell Drumm
• Dana S. Hardin
• Ann Harris
• Daniel Hassett
• Scott Herness
• Craig Hodges
• Lloyd Horrocks
• Valerie Hudson 
• Christopher Karp
• Thomas J. Kelley
• Michael Konstan
• Benjamin Kopp
• Matthew Long
• Sanjay Rajagopalan
• Adriano Tonelli
• Donald VanDevanter
• Haitao Wen
• Daniel Wozniak

OREGON
• David C. Dawson
• Bruce L. Geller
• Xuehong Liu

PENNSYLVANIA
• Jennifer Bomberger
• Robert Bucki

• Rebekah Marie Dedrick
• Raymond Frizzell 
• Andrea Kelly
• David Orenstein
• Paul J. Planet
• Ibrahim Tarik Ozbolat
• Keven Mara Robinson
• Ronald Rubenstein
• Douglas Wilson

SOUTH CAROLINA
• Patrick Flume

TENNESSEE
• John Christman
• Michael Laposata
• Vasiliy V. Polosukhin

TEXAS
• Carolyn Cannon
• Brian R Davis
• Tawanda Gumbo
• Raksha Jain
• Sunhee Lee
• Sergey Shevkoplyas
• Philip Thomas 

UTAH
• My N. Helms
• Valerie Hudson
• Guy Zimmerman

VERMONT
• Daniel J. Weiss
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• Joanna Goldberg
• Apparao Kummarapurugu
• Dennis E. Ohman
• Bruce Rubin
• Brian Wattenberg
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PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2024-2026. 
GENDEL-CF. STRATEGIE DI TRASFERIMENTO GENICO 
NEI POLMONI PER IL TRATTAMENTO DELLA FIBROSI 
CISTICA
Responsabile: Anna Cereseto (Dipartimento CIBIO dell’Univer-
sità di Trento)
Finanziamento: 1.870.207 €
Adottato da: Lascito Anna Cantelli (€ 490.000); Delegazione FFC 
Ricerca di Imola e Romagna (€ 100.000); Gruppo di sostegno FFC 
Ricerca “Insieme per Giulia Sofia” (€ 20.000); Delegazione FFC 
Ricerca di Alberobello (€ 30.000), Delegazione FFC Ricerca di 
Torino (€ 30.000), Delegazione FFC Ricerca di Verbania e V.C.O.  
(€ 10.000), Doniamoci - Fundraising Dinner (€ 42.000), Delegazio-
ne FFC Ricerca di Reggello Firenze (€ 30.000), Associazione Fi-
brosi Cistica Alto Adige ODV (€ 35.000), Delegazione FFC Ricer-
ca di Vicenza (€ 50.000), Loifur Srl (€ 14.000), Lega Italiana Fibrosi 
Cistica Emilia - Onlus (€ 20.000), Project Hope - Rosa Pastena  
(€ 12.000), Delegazione FFC Ricerca Val d’Alpone (€ 60.000), Mi-
nervaHub per la ricerca (€ 10.000), Parker (€ 27.650), Delegazione 
FFC Ricerca di Palermo e Trapani (€ 50.000), Delegazione FFC Ri-
cerca di Bolzano (€ 20.000), Imprese unite per la ricerca (€ 30.000),  
Delegazione FFC Ricerca di Vercelli (€ 30.000), Delegazione FFC 
Ricerca di Imola e Romagna (€ 100.000), Delegazione FFC Ricer-
ca della Valpolicella (€ 45.000), Antonio Guadagnin & Figlio srl 
(€ 10.000), Delegazione FFC Ricerca di Verbania (€ 14.000), De-
legazione FFC Ricerca di Napoli con il Gruppo di Sostegno FFC 
Ricerca di Vitulazio (€ 50.000), Associazione Trentina “Dedicato 
a Efrem Gottoli” (€ 60.000), Delegazione FFC Ricerca di Messina 
(€ 15.000)
Adottabile per € 466.207

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2024. 1 SU 30 E 
NON LO SAI. FASE 3 
UNA CAMPAGNA DI INFORMAZIONE E SENSIBILIZZA-
ZIONE SUL TEST DEL PORTATORE SANO DI FIBROSI 
CISTICA
Responsabile: Valeria Merighi (Comunicazione e Pubbliche Rela-
zioni FFC Ricerca), Carlo Castellani (Centro Fibrosi Cistica, Istitu-
to Giannina Gaslini, Genova)
Adottato da: Roberto 50 (€ 8.000); Armitoteatro (€ 10.000); Dele-
gazione FFC Ricerca di Cecina e Rosignano (€ 30.000); Delegazio-
ne FFC Ricerca di Crotone “Vita in te ci credo” (€ 10.000).
Adottabile per € 192.000.

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2021-2023.  
MOLECOLE 3.0 PER LA FIBROSI CISTICA. FASE 3.  
NUOVI MODULATORI FARMACOLOGICI PER IL RECUPE-
RO DELLA PROTEINA CFTR MUTATA
Responsabile: Paola Barraja (STEBICEF - Laboratorio di sinte-
si degli eterocicli, Università di Palermo); Luis J. V. Galietta  (Te-
lethon Institute of Genetics and Medicine - TIGEM, Pozzuoli, NA)
Finanziamento: € 187.200.
Adottato totalmente da: Rotary Club di Verona e Provincia  
(€ 28.000); Delegazione FFC Ricerca di Bologna (€ 114.700); Dele-
gazione FFC Ricerca Fibrosirun Monza Brianza (€ 40.000).

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2023-2025. MO-
LECOLE 3.0 PER LA FIBROSI CISTICA. FASE 4. 
NUOVI MODULATORI FARMACOLOGICI PER IL RECUPE-
RO DELLA PROTEINA CFTR MUTATA
Responsabili: Paola Barraja (STEBICEF - Laboratorio di sintesi 
degli eterocicli, Università di Palermo); Luis Galietta (Istituto Te-
lethon di Genetica e Medicina – TIGEM, Pozzuoli, Napoli)
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Palermo e Trapani  
(€ 50.000); Delegazione di Palermo (€ 50.000); Rotary Distretto 
2060 (€ 28.000)
Adottabile per € 62.050. 

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2023-2024. 
ESPERTI INSIEME. MIGLIORARE L’INTEGRAZIONE  
E LA CONDIVISIONE DEGLI OBIETTIVI FRA LA COMUNITÀ 
FC E IL MONDO DELLA SCIENZA E DELLA RICERCA
Responsabile: Michele Gangemi (Fondazione Ricerca Fibrosi Cistica)
Finanziamento: 45.000 €. 
Adottato totalmente da: UniCredit (€ 20.000); Delegazione FFC Ri-
cerca di Campiglione Fenile (€ 10.000); Latteria Montello S.p.A. (€ 
15.000)

PROGETTO STRATEGICO FFC RICERCA 2023-2025. 
KAFTRIO NELLA VITA REALE. EFFICACIA E SICUREZZA  
DI KAFTRIO NELLA VITA REALE: STUDIO ITALIANO  
OSSERVAZIONALE E MULTICENTRICO
Responsabile: Cesare Braggion (Direzione Scientifica, Area Ricerca 
Clinica FFC Ricerca)
Ricercatore principale: Maria Cristina Lucanto (Centro Regionale 
di Riferimento per la Fibrosi Cistica di Messina) 
Finanziamento: € 328.000. 
Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca Miriam 
Colombo – Ospedaletti (€ 50.000); Delegazione FFC Ricerca di 
Genova (€ 50.000); Delegazione FFC Ricerca di Brindisi Torre (€ 
30.000); Delegazione FFC Ricerca di Milano (€ 100.000); Delega-
zione FFC Ricerca di Napoli (€ 52.000); Delegazione FFC Ricerca 
Cosenza Sud (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca della Valpolicella 
(€ 30.000); Delegazione FFC Ricerca di Roma Pomezia (€ 8.000)

 ͧ FFC#16/2021 - Valutazione delle proprietà antibatteriche del 
Kaftrio

Responsabile: Cristina Cigana (Unità Infezioni e Fibrosi Cistica, di-
visione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Istituto San 
Raffaele Milano)
Finanziamento: 104.000 €. Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di 
Roma Vaticano (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Napoli (€ 
10.000); Delegazione FFC Ricerca di Moncalvo (€ 35.000); Delega-
zione FFC Ricerca di Vittoria Ragusa Siracusa (€ 19.500); Delega-
zione FFC Ricerca di Catania Mascalucia (€ 19.500).

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

Responsabile: Giulia Maule (Dip. di Biologia Cellulare, Computa-
zionale e Integrata CIBIO, Università di Trento)
Finanziamento: 149.00 €.
Adottto totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Val d’Alpone (€ 
80.000); Together for Life (€ 69.000)

 ͧ FFC#1/2022 - Strategie terapeutiche basate sui lipidi per il recupe-
ro di CFTR con mutazioni orfane di terapia e per contrastare le 
infezioni batteriche in fibrosi cistica

Responsabile: Massimo Aureli (Università di Milano, Dip. Biotecno-
logie Mediche e Medicina Traslazionale)
Finanziamento: 130.000 €.
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Crevalcore (€ 
60.000); Delegazione FFC Ricerca di Milano (€ 70.000)

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

Responsabile: Fabio Bertozzi (Istituto Italiano di Tecnologia IIT Genova)
Finanziamento: 63.000 €.
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Bolzano (€ 
20.000); Delegazione FFC Ricerca di Acqui Terme (€ 23.000); Grup-
po di sostegno FFC Ricerca “Insieme per Giulia Sofia” (€ 10.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Vercelli (€ 10.000).

 ͧ FFC#3/2022 - Ripristino dell’attività di CFTR con mutazioni rare 
attraverso un peptide derivato dall’enzima PI3Kγ 

Responsabile: Emilio Hirsch (Dip. di Biotecnologia Molecolare e 
Scienze della Salute, Università di Torino)
Finanziamento: 128.000 €

Appendix 4 
FFC Ricerca Projects (2022-2024) adopted by Supporters
Progetti FFC Ricerca (2022–2024) adottati da Sostenitori FFC Ricerca 
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Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Messina (€ 
18.000); Delegazione FFC Ricerca di Cerea “Il sorriso di Jenny” (€ 
10.000); Delegazione FFC Ricerca di Catania Paternò (€ 30.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Chivasso (€ 15.000); “Un fiore per Vale-
ria” Assemini Cagliari (€ 12.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca 
di Seregno (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca di Olbia (€ 21.000); 
Delegazione FFC ricerca di Manciano Grosseto e famiglia Catalano 
(€ 12.000).

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

Responsabile: Maria Luisa Mangoni (Dip. Scienze Biochimiche, 
Università La Sapienza, Roma)
Finanziamento: 130.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Roma (€ 
65.000); Delegazione FFC Ricerca della Franciacorta e Val Camo-
nica (€ 65.000)

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

Responsabile: Laurent Robert Chiarelli (Laboratorio di Microbiolo-
gia molecolare, Dip. Biologia e Biotecnologia “Lazzaro Spallanzani” , 
Università di Pavia)
Finanziamento: 130.000 €
Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca Miriam 
Colombo – Ospedaletti (€ 8.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca 
di Grado – Gorizia (€ 10.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di 
Benevento (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Monterotondo 
Roma (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Trieste (€ 10.000); De-
legazione FFC Ricerca di Sassari Castelsardo (€ 58.000); Delegazio-
ne FFC Ricerca di Vigevano (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di 
Moncalvo (€ 12.000); Delegazione FFC Ricerca di Lecce (€ 8.000).

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

Responsabile: Federico Giannoni (ISS, Dip. Malattie Infettive)
Finaziamento: 70.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Napoli 

 ͧ FFC#7/2022 - Identificazione dei tipi di Mycobacterium abscessus 
presenti in Italia e dei biomarcatori dell’ospite per caratterizzare 
l’infezione da micobatteri in fibrosi cistica

Responsabile: Nicola Ivan Lorè (Unità Patogeni Batterici Emergen-
ti, Istituto Scientifico San Raffaele, Milano)
Finanziamento: 128.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Morbegno (€ 
25.000); Kymos Srl SB (€ 9.000); Antonio Guadagnin & Figlio Srl (€ 
8.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Martinsicuro Teramo (€ 
22.000); LIFC Toscana Onlus (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca 
di Cecina e Rosignano (€ 54.000)

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

Responsabile: Mauro Piacentini (Dip. Biologia, Università Roma 
Tor Vergata)
Finanziamento: 68.500 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Imola e Ro-
magna 

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

Responsabile: Luis J. V. Galietta (Telethon Institute of Genetics and 
Medicine - TIGEM, Pozzuoli, NA)
Finanziamento: 130.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Vittoria, Ra-
gusa e Siracusa (€ 65.000); Delegazione FFC Ricerca di Catania Ma-
scalucia (€ 65.000).

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

Responsabile: Ilaria Lampronti (Dip. di Scienze della vita e biotec-
nologie, Università degli Studi di Ferrara)
Finanziamento: 117.750 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Treviso Mon-
tebelluna (€ 30.000); Delegazione FFC Ricerca di Pesaro con De-
legazione FFC Ricerca di Rivarolo Canavese e Delegazione FFC 
Ricerca di Parma Fidenza (€ 87.750)

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

Responsabile: Domenico Mattoscio (Dip. Scienze Mediche, Orali e 
Biotecnologiche, Univ. Chieti-Pescara)
Finanziamento: 130.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Cuneo Alba 

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

Responsabile: Anna Silvia Pistocchi (Dip. di Biotecnologie Mediche 
e Medicina Traslazionale Biometra, Università degli Studi di Milano)
Finanziamento: 59.400 €
Adottato totalmente da: Associazione Trentina Fibrosi Cistica ODV 
“In ricordo del Professor Gianni Mastella” 

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

Responsabile: Maurizio Fraziano (Dip. di Biologia, Università di 
Roma “Tor Vergata”)
Finanziamento: 130.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Ascoli Piceno 
(€ 25.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Saviano (€ 16.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Padova (€ 20.000); Delegazione FFC 
Ricerca di Latina (€ 25.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Ge-
nova “Mamme per la ricerca” (€ 22.000); Delegazione FFC Ricerca 
di Milano (€ 22.000).

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

Responsabile: Riccardo Percudani (Università di Parma, Dip. Chimi-
ca, Scienze delle Vita e della Sostenibilità ambientale)
Finanziamento: 96.400 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Valle Scrivia 
Alessandria (€ 14.000); Intesa Sanpaolo (€ 17.500); Donazione in me-
moria (€ 30.000); Delegazione FFC Ricerca Altomilanese – Legnano 
(€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Lecco Valsassina (€ 26.900).

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

Responsabile: Teresa Zelante (Dip. di Medicina e Chirurgia, Univer-
sità degli Studi di Perugia)
Finanziamento: 130.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Verbania e 
V.C.O. (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca di Fermo (€ 12.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Fabriano Ancona (€ 12.000); Delega-
zione FFC Ricerca della Valpolicella (€ 36.000); Delegazione FFC 
Ricerca di Tradate Gallarate (€ 60.000).

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

Responsabile: Roberto Plebani (Dip. di Scienze Mediche, Orali e 
Biotecnologiche, Università G. d’Annunzio di Chieti-Pescara)
Finanziamento: 159.162 €
Adottato totalmente da: Together for life

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

Responsabile: Marco Cafora (Dip. Biotecnologie mediche e Medici-
na translazionale, Università degli Studi di Milano)
Finanziamento: 105.000 €
Adottato da: Donatori regolari FFC Ricerca (€ 70.000), Delegazione 
FFC Ricerca di Novara (€ 8.000), Delegazione FFC Ricerca di Bel-
luno (€ 27.000).

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

Responsabile: Andrea Armirotti (Istituto Italiano di Tecnologia - IIT 
Genova)
Finanziamento: 73.500 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Acqui Terme (€ 
53.500); Gruppo di Sostegno FFC Ricerca Palo del Colle (€ 20.000) 
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 ͧ FFC#2/2023 - Esplorare i percorsi cellulari della proteina CFTR 
mutata per potenziarne il recupero

Responsabile: Carlos M. Farinha (BioISI - Biosystems and Integrati-
ve Sciences Institute, University of Lisboa, Portugal)
Finanziamento: 136.465 €
Adottato totalmente da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Vimer-
cate - in ricordo di Gloria (€ 94.000); Armito Teatro - Delegazione 
FFC Ricerca di Genova “Mamme per la ricerca” (€ 12.000); Delega-
zione FFC Ricerca di Nichelino e Moncalieri (€ 30.465)

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

Responsabile: Renata Bocciardi (Dip. di neuroscienze, riabilitazione, 
oftalmologia, genetica e scienze materno-infantili - DINOGMI, Uni-
versità degli Studi di Genova)
Finanziamento: 135.500 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Genova 
“Mamme per la ricerca” (€ 60.000); Delegazione FFC Ricerca di 
Tradate Gallarate (€ 76.500)

 ͧ FFC#4/2023 - Strategia del cavallo di Troia per migliorare il trat-
tamento delle infezioni polmonari da Pseudomonas aeruginosa

Responsabile: Andrea Battistoni (Dip. di Biologia, Università di 
Roma “Tor Vergata”)
Finanziamento: 73.500 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Boschi Sant’An-
na Minerbe “Alla fine esce sempre il sole” (€ 35.000); Associazione 
Trentina Fibrosi Cistica Odv - In ricordo di Luciano Rossi (€ 20.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Sondrio Valchiavenna (€ 18.500)

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

Responsabile: Alessandra Bragonzi (Unità Infezioni e Fibrosi cisti-
ca, Divisione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Istituto 
Scientifico San Raffaele, Milano)
Finanziamento: 136.500 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Palermo e Tra-
pani - #8maggioèpersempre2023 in memoria di Costanza (8.000€)

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

Responsabile: Silvia Buroni (Dip. Biologia e Biotecnologie “Lazzaro 
Spallanzani” , Università di Pavia)
Finanziamento: 210.000 €
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Campiglione Fenile  
(€ 40.000); Delegazione FFC Ricerca Valle Scrivia Alessandria  
(€ 16.000); Delegazione FFC Ricerca di Vigevano (€ 30.000), Dele-
gazione FFC Ricerca di Boschi Sant’Anna Minerbe “Alla fine esce 
sempre il sole” (€ 40.000), Delegazione FFC Ricerca di Lecco Val-
sassina (€ 59.000), Delegazione FFC Ricerca di Padova (€ 25.000).

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

Responsabile: Barbara Citterio (Dip. Scienze Biomolecolari e Bio-
tecnologiche, Università di Urbino)
Finanziamento: 126.000 €
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Ferrara (€ 10.000); De-
legazione FFC Ricerca di Belluno (€ 12.000); Adare Pharma Solu-
tions (€ 12.000), Delegazione FFC Ricerca di Cecina e Rosignano (€ 
24.000); Amici della ricerca (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di 
Prato (€ 28.000); Delegazione FFC Ricerca di Pavia (€ 20.000).

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

Responsabile: Eugenio Notomista (Dip. Biologia Strutturale e Fun-
zionale, Università Federico II, Napoli)
Finanziamento: 136.500 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Napoli (€ 
32.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Vitulazio (€ 8.000); As-
sociazione Trentina Fibrosi Cistica Odv - In ricordo di Maria Gardu-
mi e Alba Leveghi (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Vittoria 
Ragusa e Siracusa (€ 76.500)

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

Responsabile: Maria Rosalia Pasca (Dip. di Biologia e Biotecnologie 
Lazzaro Spallanzani, Università degli Studi di Pavia)
Finanziamento: 136.500 €
Adottato totalmente da: Donazione Carolina Sabatini (€ 35.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Siniscola Nuoro (€ 50.000); Gruppo di 
sostegno FFC Ricerca di Casale Monferrato (€ 8.000); Delegazione 
FFC Ricerca della Valdadige (€ 18.000); Delegazione FFC Ricerca 
di Crevalcore (€ 25.500).

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

Responsabile: Giordano Rampioni (Dip. di Scienze, Università 
Roma Tre, Roma)
Finanziamento: 66.150 €
Adottato totalmente da: Associazione Trentina Fibrosi Cistica Odv - 
In ricordo di Otello Pegoretti (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di 
Morbegno (€ 36.000); Delegazione FFC Ricerca di Ferrara (€ 10.150)

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

Responsabile: Loris Rizzello (Istituto Nazionale Genetica Moleco-
lare - INGM, Milano)
Finanziamento: 73.500 €
Adottato da: Associazione Trentina Fibrosi Cistica Odv - In ricordo 
di Silvio Pellegrini (€ 20.000)
Adottabile per 53.500 €

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

Responsabile: Edoardo Scarpa (Dip. di Scienze Farmaceutiche, Uni-
versità degli Studi di Milano)
Finanziamento: 136.500 €
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Firenze (€ 15.000);  
Delegazione FFC Ricerca di Ascoli Piceno (€ 30.000)  
Adottabile per 91.500 €

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

Responsabile: Marco Sette (Dip. di Scienze e Tecnologie Chimiche, 
Università di Roma “Tor Vergata”)
Finanziamento: 210.000 €
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca del Lago di Garda

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

Responsabile: Moira Paroni (Dip. di Bioscienze, Università degli 
Studi di Milano)
Finanziamento: 210.000 €
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Codogno e Piacenza  
(€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca di Vercelli (€ 30.000); Dele-
gazione FFC Ricerca della Franciacorta e Val Camonica (€ 50.000); 
Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Ghedi (€ 40.000); Gruppo di 
sostegno FFC Ricerca “Il Sogno di Aiden” (€ 40.000); Amici della 
Ritty (€ 40.000)

 ͧ FFC#15/2023 - Melanocortine per controllare l’infiammazione 
nella fibrosi cistica

Responsabile: Mario Romano (Dip. di Scienze Mediche, Orali e Bio-
tecnologiche, Università G. d’Annunzio di Chieti-Pescara)
Finanziamento: 136.500 €
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Treviso Montebelluna 
(€ 30.000); Delegazione FFC Ricerca di Pesaro - Delegazione FFC 
Ricerca di Parma Fidenza - Delegazione FFC Ricerca di Torino Ri-
varolo Canavese (€ 80.000); Delegazione FFC Ricerca di Pescara - 
Gruppo di sostegno FFC Ricerca della Valle Peligna e della Marsica 
(€ 10.000); LIFC Abruzzo (€ 16.5000)

 ͧ FFC#16/2023 - Affrontare la resistenza alla terapia fagica di bat-
teri Pseudomonas aeruginosa isolati da persone con fibrosi cistica

Responsabile: Federica Briani (Dip. di Bioscienze, Università degli 
Studi di Milano)
Finanziamento: 113.085 €
Adottato da: Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Saviano (€ 30.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Sondrio Valchiavenna (€ 40.000); Dele-
gazione FFC Ricerca di Milano (€ 43.085).
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 ͧ FFC#1/2024 - Ottimizzazione di nuovi potenziatori attivi su muta-
zioni (ultra)rare di CFTR che non rispondono alle terapie farma-
cologiche disponibili 

Responsabile: Giovanni Marzaro (Dip. di Scienze del farmaco, Uni-
versità di Padova)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Acqui Terme 
(€ 100.000); Delegazione FFC Ricerca di Vicenza (€ 36.500). 

 ͧ FFC#2/2024 - Studio sulla sicurezza di Kaftrio in gravidanza e in 
giovane età

Responsabile: Andrea Armirotti (Analytical Chemistry Facility, Isti-
tuto italiano di tecnologia, Genova)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Miriam Colombo 
Ospedaletti – Imperia (€ 15.000); Delegazione FFC Ricerca di Geno-
va “Mamme per la ricerca” (€ 100.000); Delegazione FFC Ricerca di 
Rovigo (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Milano (€ 40.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Catania Paternò (€ 33.425).

 ͧ FFC#3/2024 - Promuovere il corretto ripiegamento della proteina 
CFTR mutata per potenziare l’azione dei correttori

Responsabile: Mauro Salvi (Dipartimento di Scienze Biomediche, 
Università degli Studi di Padova)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Fibrosirun Mon-
za Brianza (€ 63.525).

 ͧ FFC#4/2024 - Un approccio di terapia personalizzata con antin-
fiammatori e antiossidanti per aumentare l’efficacia dei modula-
tori di CFTR

Responsabile: Onofrio Laselva (Dipartimento di Medicina Clinica e 
Sperimentale, Università degli Studi di Foggia)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca Valle Scrivia 
Alessandria (€ 16.000); Delegazione FFC Ricerca di Roma Pomezia 
(€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Vicenza (€ 45.500); Delega-
zione FFC Ricerca di Alberobello con volontari di Noci (€ 30.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Latina (€ 25.000).

 ͧ FFC#5/2024 - Sviluppo di terapie non tradizionali contro Pseudo-
monas aeruginosa agendo su piccoli RNA batterici

Responsabile: Giovanni Bertoni (Dipartimento di Bioscienze, Uni-
versità degli Studi di Milano)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca della Franciacor-
ta e Val Camonica (€ 73.290).

 ͧ FFC#6/2024 - Avanzamenti della terapia fagica per il trattamento 
di infezioni batteriche polmonari da Mycobacterium abscessus in 
persone con fibrosi cistica

Responsabile: Mariagrazia Di Luca (Dipartimento di Biologia, Uni-
versità degli Studi di Pisa)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Napoli con 
Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Vitulazio (€ 30.000); Delegazio-
ne FFC Ricerca di Saviano (€ 30.000); Iniziativa #CorrerePerUnRe-
spiro promossa dalla Delegazione FFC Ricerca di Milano (€ 75.450).

 ͧ FFC#7/2024 - Interrompere la comunicazione tra batteri, o quorum 
sensing, per contrastare le infezioni di Pseudomonas aeruginosa

Responsabile: Sandra Gemma (Dipartimento di Biotecnologie, Chi-
mica e Farmacia, Università degli Studi di Siena)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Manciano 
Grosseto (€ 12.000); Delegazione FFC Ricerca di Verona (€ 20.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Moncalvo Asti (€ 35.000); Delegazione 
FFC Ricerca di Crevalcore (€ 28.450); Delegazione FFC Ricerca di 
Fermo (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca di Milano - Milano Ma-
rathon (€ 30.000).

 ͧ FFC#8/2024 - Una terapia combinata contro le co-infezioni da 
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus in fibrosi cistica

Responsabile: Annalisa Guaragna (Dipartimento Scienze Chimiche, 
Università Federico II, Napoli)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Tradate Gal-
larate (€ 100.000); Delegazione FFC Ricerca “Un fiore per Valeria” 
Assemini – Cagliari (€ 12.000); Delegazione FFC Ricerca di Monte-
rotondo Roma (€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Benevento 
(€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Cosenza Sud (€ 8.000); Grup-
po di sostegno FFC Ricerca di Seregno (€ 16.000); Delegazione FFC 
Ricerca di Altamura (€ 8.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di 
Isili – Cagliari (€ 23.300).

 ͧ FFC#9/2024 - Il contributo di Kaftrio alle terapie contro i micobat-
teri non tubercolari in fibrosi cistica

Responsabile: Santiago Ramón García (ARAID Foundation, Dipar-
timento di microbiologia, Università di Zaragoza, Spagna)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca “Il sogno di Ai-
den” (€ 50.000); Amici della ricerca (€ 16.000); Delegazione FFC 
Ricerca di Vittoria Ragusa (€ 35.250); Delegazione FFC Ricerca di 
Catania Mascalucia (€ 35.250).

 ͧ FFC#10/2024 - Approcci chimico-farmaceutici per identificare 
nuovi agenti anti-Mycobacterium abscessus

Responsabile: Stefano Sabatini (Dipartimento di Scienze Farmaceu-
tiche, Università degli Studi di Perugia)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Alba Cuneo 
(€ 89.250).

 ͧ FFC#11/2024 - GY971 come agente anti-infiammatorio 2.0
Responsabile: Ilaria Lampronti (Dipartimento di Scienze della vita e 
biotecnologie, Università degli Studi di Ferrara)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Treviso Mon-
tebelluna “Bottega delle donne” (€ 40.000); Delegazione FFC Ri-
cerca di Ferrara (€ 10.000); Delegazione FFC Ricerca di Torino  
(€ 20.000); Delegazione FFC Ricerca di Massafra (€ 66.500).

 ͧ FFC#12/2024 - Agire sul sistema immunitario per spegnere l’in-
fiammazione delle vie aeree in fibrosi cistica

Responsabile: Domenico Mattoscio (Dipartimento di Scienze Medi-
che, Orali e Biotecnologiche, Università degli Studi “G. d’Annunzio” 
Chieti - Pescara).
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Como Dongo (€ 80.000); 
Delegazione FFC Ricerca di Codogno e Piacenza (€ 20.000); Grup-
po di sostegno FFC Ricerca di Martinsicuro Teramo (€ 12.000); De-
legazione FFC Ricerca di Novara (€ 8.000); Delegazione FFC Ri-
cerca di Pavia (€ 8.000); Delegazione FFC Ricerca di Ascoli Piceno  
(€ 20.000).
Adottabile per 62.000 €.

 ͧ FFC#13/2024 - Comprendere il ruolo dei modulatori di CFTR sul-
la risoluzione dell’infiammazione e delle infezioni nelle persone 
con fibrosi cistica

Responsabile: Antonio Recchiuti (Università degli Studi “G. d’An-
nunzio” Chieti - Pescara, Dip. Scienze Mediche, Orali e Biotecnolo-
giche)
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Cerea “Il sorriso di Jenny” 
(€ 8.000); Gruppo di sostegno FFC Ricerca di Grado – Gorizia  
(€ 8.000).
Adottabile per € 104.500.

 ͧ FFC#14/2024 - Conseguenze a lungo termine della carenza di se-
crezione di insulina ed effetti dei modulatori di CFTR

Responsabile: Alberto Battezzati (Dipartimento di Scienze per gli 
Alimenti, la Nutrizione e l’Ambiente, Università degli Studi di Mi-
lano)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Palo del Colle 
(€ 42.000).

 ͧ FFC#15/2024 - Analisi dell’evoluzione dei fattori di virulenza e del-
la resistenza antimicrobica di Pseudomonas aeruginosa in persone 
con fibrosi cistica

Responsabile: Martina Rossitto (IRCCS Ospedale Pediatrico Bam-
bino Gesù, Roma)
Adottato da: Delegazione FFC Ricerca di Belluno (€ 90.000); Dele-
gazione FFC Ricerca di Roma (€ 30.000); Delegazione FFC Ricerca 
di Sondrio Valchiavenna (€ 30.000).
Adottabile per € 60.000

 ͧ GMSG#1/2024 - Studio di bersagli terapeutici alternativi per ripri-
stinare la clearance mucociliare delle vie aeree FC

Responsabile: Michele Genovese (TIGEM, Pozzuoli, Napoli)
Adottato totalmente da: Delegazione FFC Ricerca di Siniscola Nuoro 
(€ 50.000); Delegazione FFC Ricerca di Lodi (€ 16.000); Delegazione 
FFC Ricerca di Bologna (€ 123.000).

 ͧ GMRF#1/2024 - La superficie delle vie aeree come campo di bat-
taglia contro i batteri

Responsabile: Daniela Guidone (TIGEM, Pozzuoli, Napoli)
Adottato totalmente da: La Mano Tesa Onlus (€ 52.500)






