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On the cover / In copertina: Zebrafish larvae injected with fluorescent Pseudomonas aeruginosa / Larve di zebrafish in cui & stato
iniettato Pseudomonas aeruginosa marcato con fluorescenza

ngi type

Zebrafish larvae injected with Pseudomonas aeruginosa. Zebrafish (Danio rerio) is a small fish used as an animal model in studies
concerning cystic fibrosis (CF): its CFTR protein, the protein that is impaired in CF, has a structure that resembles the human one,
moreover it is possible to insert mutations on the CFTR gene. The image shows zebrafish larvae, in which CFTR has been inactivated
to mimic its impaired function in CF, infected with Pseudomonas aeruginosa. The bacterium was used both under normal conditions
(wild type) and with a reduction in the expression level of the DskA1 gene (ADksA1,2), with the aim of testing the role of this gene in
the survival of P, aeruginosa within macrophages of zebrafish. It was found that intrinsically high expression levels of DskA1 allow the
bacterium to exploit the defect present in CF and replicate more in macrophages (first image) compared to experimentally induced
lower levels of DskA1 (second and third images).

P aeruginosa was labelled with GFP (Green Fluorescent Protein) and images were taken with the differential interference contrast
microscopy.

Larve di zebrafish in cui & stato iniettato Pseudomonas aeruginosa. Zebrafish (Danio rerio) & un piccolo pesce usato come ani-
male modello in studi riguardanti la fibrosi cistica (FC): la sua proteina CFTR, la proteina che & mutata in FC, ha una struttura simile
a quella umana ed & inoltre possibile inserire mutazioni sul gene CFTR. L'immagine mostra delle larve di zebrafish, in cui CFTR &
stata inattivata per mimare la sua funzione compromessa in FC, infettate con Pseudomonas aeruginosa. |l batterio € stato usato sia
in condizioni normali (wild type) sia con una riduzione nel livello di espressione del gene DskA1 (ADksA1,2), con lo scopo di verificare
il ruolo di questo gene nella sopravvivenza di P. aeruginosa all'interno dei macrofagi di zebrafish. E emerso che i livelli di espressione
intrinsecamente elevati di DskA1 permettono al batterio di sfruttare il difetto presente in FC e replicarsi maggiormente nei macrofagi
(prima immagine) rispetto alla condizione in cui i livelli di DskA1 sono piu bassi (seconda e terza immagine).

P. aeruginosa & stato marcato con GFP (Green Fluorescent Protein) e le immagini sono state ottenute con microscopiaDIC (Differential
Interference Contrast, contrasto interferenziale differenziale).
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recupero della proteina - b, - Anna Borrelli?, Arianna Venturini?, Daniela
CFTR mutata CSASE T e Guidone?, Michele Genovese?, Luis J. V. Galietta?
'Department of Sciences and Chemical Biology and Pharmaceutical Technology (STEBICEF), University

of Palermo, Italy - > Telethon Institute of Genetics and Medicine (TIGEM), Pozzuoli (NA), Italy
(Molecules 3.0 for CF, ongoing)

Background The development of Kaftrio, a triple drug combination that includes two correctors (V.X-661, VX-
and rationale 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 Our previous studies identified the tricyclic compound PP028 as a lead candidate for the develop-
and objectives 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 Cycles of chemical synthesis and functional analysis are used to explore three different regions iden-
methods 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 CE In vivo pharmacokinetic studies on mice are ongoing in colla-

boration with the Facility of Translational Pharmacology (IIT).

Preliminary We have so far isolated 450 compounds divided in two families, PP and SH compounds, from which
results  several effective compounds were identified. Considering the favorable potency in vitro, compounds
PP028, PP209, SHI157A 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 Lo sviluppo del Kaftrio, una tripla combinazione che include due correttori (VX-661, VX-445) e
dello studio un potenziatore (VX-770), ha rappresentato un importante avanzamento nel trattamento delle
persone con fibrosi cistica (FC). Tuttavia I'identificazione di nuovi modulatori che possano essere
usati in nuovi trattamenti combinatori € ancora necessario per massimizzare il recupero della
proteina CFTR mutata. Il progetto Molecole 3.0 ha I’obiettivo di sviluppare nuovi correttori con

massima potenza ed efficacia

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



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’attivita.

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 CFBE410- con espressione della proteina CFTR mutata e i composti pilt
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 Tra i 450 composti isolati delle due famiglie, PP e SH, sono stati identificati diversi composti effi-
preliminari  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 attivita 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 proprieta drug-like.

Tackling gene delivery Anna Cereseto (2 from the right)
in Iungs for the with her collaborators
treatment of cystic
fibrosis {=g) Anna Cereseto' Sheref S. Mansy?,
; ' Luis J. V. Galietta®, Serena Zacchigna®,
. . Sven Even Borgos®, Sjoerd Hak’
trasferimento genico . .
A ras et seef) Department for Cellular, Computational and
LT[t p / " Integrative Biology (CIBIO), University of Trento,
trattamen_to'de‘”a ’ ! | Italy - 2University of Alberta (Canada) - *Telethon
fibrosi cistica ' ’ ) Institute of Genetics and Medicine (TIGEM),
Pozzuoli (NA), Italy - ‘ICGEB, Trieste, Italy - 'SINTEF
| Trondheim, Norway - (GenDel-CF, ongoing)

Strategie di

Background Gene therapy has the potential to improve the prognosis for people with cystic fibrosis (CF) and
and rationale 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 The goal of the GenDel-CF consortium is to advance delivery technology in gene therapy for CF.
and objectives 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 We are using a flow-mixing technique, like the one used for clinically approved mRNA-based CO-
methods 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 td Tomato 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 We have successfully formulated 10-15 LNP formulations, 8 of which have been selected for further
results  study based on their physicochemical properties. Two formulations have shown successful transfection
in CFBE4I1o 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 La terapia genica ha il potenziale per migliorare la prognosi delle persone con fibrosi cistica (FC)
dello studio e potrebbe offrire una cura. Tuttavia, una sfida significativa ¢ 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 piit promettenti
verranno usate per la somministrazione del macchinario di editing del genoma per correggere le

mutazioni che causano la FC.
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Il nostro obiettivo principale ¢ 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 ¢ stata valutata la loro efficienza di trasfezione in vitro e in vivo.

E 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 'mRNA con GFP o luciferasi, usate come
reporter per valutare la trasfezione in vitro in linee cellulari epiteliali polmonari ed epiteli polmonari
differenziati, sia '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 qualita e il test Quantit Ribogreen per I'incapsulamento del’'mRNA.

Abbiamo generato 10-15 formulazioni di LNP, 8 delle quali sono state selezionate per ulteriori studi
in base alle loro proprieta 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 proprieta fisico-chimiche e sara testata in ulteriori
esperimenti in vitro e in vivo. Le formulazioni con proprieta sub-ottimali saranno ottimizzate modi-
ficando le condizioni di miscelazione a flusso.

I 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.

Maria Cristina Lucanto

Maria Cristina Lucanto’, Sonia Volpi?, Cesaere Braggion® and the working
group for the SPIKE study
'Regional Cystic Fibrosis Center, Messina, Italy - ?Cystic Fibrosis Center of Verona,

Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata, Verona, Italy - ’FFC Ricerca scientific
direction, Clinical Research Area

(Kaftrio in the real life, ongoing)

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 pw CF with normal or mild-moderate lung
disease over 2 years and pwCF of the first study over 4 years.

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.

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.

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 ppFEVI 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

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.
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FFC Ricerca ha finanziato due studi post marketing, osservazionali allo scopo di verificare I'effica-
cia e la sicurezza di ETI (Kaftrio) nella vita reale di persone con fibrosi cistica (FC), di eta 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 & concluso nel 2023. Il secondo studio (SPIKE) valutera persone con FC con
funzione polmonare normale o malattia polmonare lieve-moderata per 2 anni e persone con FC
del primo studio prolungando I’osservazione per 4 anni.

Non esistono dati a lungo termine su efficacia e sicurezza di ETT in persone con FC e malattia pol-
monare avanzata; I’obiettivo di questo studio ¢ 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 gravita della malattia.

18 Centri FCitaliani 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 qualita della vita.

Due sub-studi valuteranno: i) la relazione fra I’attivita 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.

Lo studio SPIKE ¢ 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; i) 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 & 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.

I dati raccolti mostrano risultati clinicamente rilevanti durante i due anni di trattamento. Le alte-
razioni registrate a carico degli enzimi epatici, la variabilita 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 ’osservazione a lungo termine nella vita reale per comprendere i rischi/
benefici di ETI in soggetti con malattia polmonare avanzata.

Alessandra Bragonzi (3" from the left) with her
collaborators

| Alice Rossi, Ida De Fino, Davide Gugliandolo,

Alessandra Bragonzi
1 Infections and Cystic Fibrosis Unit, IRCCS San Raffacle
- Scientific Institute, Milan, Italy

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.

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.
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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.

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

La Cystic Fibrosis animal Core Facility (CFaCore) ¢ 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 I'infezione e I'infiammazione facilitando lo sviluppo di nuovi farmaci.

Una consolidata esperienza nella ricerca, infrastrutture d’avanguardia e capacita 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 funzionalita polmonare.
Vengono stabiliti obiettivi chiari per ogni progetto, al fine di garantire un avanzamento rapido. La
nostra visione ¢ promuovere un autentico sforzo collaborativo per raggiungere risultati tangibili
a beneficio dei pazienti.

Valeria Capurro

Valeria Capurro!, Luis J. V. Galietta®

'"UOC Genetica Medica, IRCCS Istituto G. Gaslini, Genoa, Italy — *Telethon Institute
of Genetics and Medicine (TIGEM), Pozzuoli (NA), Italy

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.

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.

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).
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Il Servizio Colture Primarie ¢ 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. I1 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).

I1 Servizio ha lo scopo di fornire, ai ricercatori della rete FFC Ricerca e a quelli con grants correlati
a FC, il modello biologico pill rilevante delle vie aeree. Il modello puo essere impiegato per studi
correlati alla FC focalizzati su: i) la fisiologia dell’epitelio e le alterazioni causate da CFTR non
funzionante; ii) I’efficacia di terapie farmacologiche e genetiche finalizzate a correggere il difetto
di base della FC;iii) I'interazione tra batteri e cellule epiteliali e meccanismi associati alla risposta
inflammatoria.

11 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 varieta
di genotipi e un gran numero di soggetti non-FC. Su richiesta, & possibile I'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 compira sulle
HBEC: per verificarne la fattibilita tecnica. Inoltre il Servizio fornisce a tutti i suoi utilizzatori: i) un
protocollo per la corretta coltura delle cellule inviate; ii) la possibilita, per i ricercatori interessati, di
effettuare un periodo di formazione presso i laboratori del Servizio; iii) I’esperienza dei membri del
Servizio. Se richiesto, il Servizio puo 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 Buzzetti', Natalia Cirilli?, Valeria Raia’,
Donatello Salvatore?, Alessio Daniele’
'Fondazione per la Ricerca sulla Fibrosi Cistica, ETS, Verona,
Italy - *University Hospital of Marche, Cystic Fibrosis Centre,
Ancona, Italy - *Cystic Fibrosis Centre, Department of
Translational Medical Sciences (DISMET), University of
Napoli Federico II, Italy - *Cystic Fibrosis Centre Ospedale San
Carlo, Potenza, Italy - *OnLime, Milan, Italy

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.

To help specialists involved in CF care and clinical research to know the current best evidence about
clinical effectiveness of interventions in CE 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.

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’

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.

11 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), & una raccolta
di circa 1.400 articoli sull’efficacia clinica degli interventi in fibrosi cistica (FC). Il sito & gratuito,
completamente compatibile con dispositivi mobili, smartphone e tablet e disponibile sia per la
comunita 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.

13



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 Per gli interventi non farmacologici sono stati inclusi anche studi controllati osservazionali; per

eservizi 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 possibilita 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.

T Orphan mutations and new therapeutic
approaches

T IPTEER 7
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A lipid-based therapeutic
approaCh to rescue CFTR S : ; ¥ pics: Dorina Dobi (on the left) and Anna Tamanini
with orphan mutations and ' .. 't S Rudnly (on the right)
implications in bacterial j 5
infections in cystic fibrosis

| Left to right: Laura Mauri, Dorina Dobi, Massimo
Aureli, Rosaria Bassi, Nicoletta Loberto. In the smaller 7

Anna Tamanini', Nicoletta Loberto?, Laura
, : Mauri?, Rosaria Bassi%, Dorina Dobi?, Christian
Strategie terapeutiche ® » 3 D Boni®, Diletta Onorato®, Federica Quiri®,
basate sui lipidi per il - : H ' N % Nicoletta Pedemonte®, Valeria Tomati®, Giulio
recupero di CFTR con 3 s B ] - a== Cabrini®, Valentino Bezzerri’, Debora Olioso’,
mutazioni orfane di terapia : Alessandro Rimessi’, Massimo Aureli’
e per contrastare le infezioni P
batteriche in fibrosi cistica )
'Section of Clinical Biochemistry, Department of Engineering for Innovation Medicine, University of Verona, Italy
“Department of Medical Biotechnology and Translational Medicine, University of Milan, Italy - *Cystic Fibrosis
Center of Verona, Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata, Verona, Italy - *Section of Clinical Biotechnology,
Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata, Verona, Italy - "'UOC Genetica Medica, IRCCS Istituto G. Gaslini,

Genoa, Italy - °Center on Innovative Therapies for Cystic Fibrosis, Department of Life Sciences and Biotechnology,
University of Ferrara, Italy - "Department of Medical Sciences, University of Ferrara, Italy (FFC#1/2022, ongoing)

Background  Several people with cystic fibrosis (CF) carrying orphan mutations are still without therapeutic op-
and rationale 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 CE the plasma
membrane (PM) stability of the mutated CFTR rescued by modulators is strongly affected by P.
aeruginosa infection. Considering the immunomodulatory activity of GMI, this lipid could also

potentially ameliorate the immune response in CF lungs.

Hypothesis  The aim of this project is to investigate whether exogenous administration of GMI and cholesterol can
and objectives 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 Theinvolvement of GM1 and cholesterol as adjuvants of Kaftrio was studied in airway CF cells with
methods 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 We verified that: i) the expression of different variants of CFTR influences the membrane compo-
results  sition of bronchial epithelial cells, ii) the administration of either GM1I, its structural analogues,
or LD L-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.
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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
GML1 stabilizza e migliora Iattivita di F508del-CFTR recuperata da Kaftrio. In FC, la stabilita in
membrana plasmatica (MP) di CFTR mutata ¢ fortemente influenzata dall’infezione da Pseudo-
monas aeruginosa (Pa) anche a seguito del trattamento con i modulatori. Inoltre, considerando
Pattivita immunomodulatoria di GM1, questo lipide potrebbe migliorare anche la risposta immu-
nitaria delle persone con FC.

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

L’implicazione di GM1 e del colesterolo come coadiuvanti di Kaftrio ¢ stata valutata in cellule delle
vie aeree con diverse varianti di CFTR, in termini di effetto sulla sua stabilita del canale anche in
presenza di infezione con Pa. L’effetto di questi lipidi sull’interazione ospite-patogeno ¢ stato studia-
to in termini di internalizzazione di Pa nelle cellule delle vie aeree. L'effetto immunomodulatorio di
GML1 ¢ stato valutato in modelli animali di FC sottoposti a infezione acuta e cronica da Pa.

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

I risultati di questo studio contribuiscono a definire il ruolo fondamentale del microambiente lipidi-
co di CFTR nella stabilita 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
Pefficacia dei trattamenti nelle persone con FC e per migliorarne lo stato inflammatorio.

Emilio Hirsch (in the middle) and his
research group

Alessandra Murabito!, Marco Mergiotti,
Valeria Capurro?, Alessia Loffreda’,
Andrea Raimondi?, Carlo Tacchetti?,

- Nicoletta Pedemonte?, Alessandra

: e e : Ghigo'“, Emilio Hirsch'*

"Department of Molecular Biotechnology and Health Sciences, University of Turin, Italy - 2UOC Genetica Medica,

IRCCS Istituto G. Gaslini, Genoa, Italy - *Experimental Imaging Center, San Raffacle Scientific Institute, Milan,
Ttaly - “Kither Biotech Srl, Turin, Italy (FFC#3/2022, concluded)

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

We hypothesize that the PI3Ky mimetic peptide (PI3Ky 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 PI3Ky MP improves ETI efficacy and to further explore the underlying mechanisms.

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-CFBE410-).

In primary F508del/G542X HBE cells, treatment with ETI and PI3Ky 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 PI3Ky MP and ETI signifi-
cantly enhanced the amount of corrected CFTR at the PM compared to ETI alone.

Furthermore, we also demonstrated that PI3Ky 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 PKDI1 blocked the increase of F508del-CFTR at the membrane induced by PI3Ky MP and
ETI, confirming the role of PKDI1 in CFTR stabilization.

With this project, we identified PI3Ky MP as a new effective approach to stabilize pharmacological-
ly corrected F508del-CFTR at the PM and to increase the therapeutic effect of ETIL
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Kaftrio (ETI) ¢ attualmente lo standard di cura per persone con fibrosi cistica (pFC) con mutazio-
ne F508del ed ¢ 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 I’attivita
del F508del-CFTR al 50% dei livelli del wild type. Questo ripristino parziale evidenzia la necessi-
ta di trovare nuove molecole per ripristinare completamente la funzione CFTR.

Nello studio ipotizziamo che il peptide mimetico della PI3Ky (PI3Ky MP) possa aumentare I’ef-
ficacia della terapia ETI elevando il cAMP. E stato dimostrato infatti che un aumento nel livello
di cAMP migliori I'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, PI3Ky MP migliora I’efficacia di ETI e a esplorare ulteriormente i meccanismi sottostanti.

Lattivita CFTR ¢ 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.

In cellule primarie con genotipo F508del/G542X, il trattamento con ETI e PI3Ky MP ha aumenta-
to lattivita totale di CFTR del 25% rispetto a ETI da solo, suggerendo un aumento della densita
del canale alla membrana. Questo ¢ stato confermato da esperimenti che hanno rivelato come il
PI3Ky MP combinato con ETI aumenti la quantita di CFTR corretto alla membrana plasmatica
rispetto a ETI da solo.

Inoltre, abbiamo anche dimostrato che PI3Ky MP raddoppi la stabilita 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, cosi come nel riciclaggio e nell’endocitosi delle proteine di membrana. L’inibizione
di PKD ha bloccato 'aumento di F508del-CFTR in membrana indotto da PI3Ky MP ed ETI,
confermando il ruolo di PKD1 nella stabilizzazione di CFTR.

Questo progetto evidenzia il potenziale del PI3Ky MP come strategia terapeutica per stabilizzare
F508del-CFTR alla membrana plasmatica, migliorando cosi ’efficacia della terapia ETI e aprendo
nuove prospettive future.
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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 CE Promising delivery methods consist of engineered extracellular vesicles, biocompatible
particles with tunable tissue tropisms.

In this study we aim at developing genome editing vesicles, G E-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.

We incorporated into G E-vesicles the adenine base editor ABESe-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.

Several sgRNAs targeting different CFTR exons were tested in HEK293T and CFBE41o- cell lines,
reaching up to 60% of base conversion proving G E-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 G E-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.

The development of this new delivery system will lead to an advancement in the treatment of people
with CE since the delivery in the lung tissue is still one of the main obstacles in the search for a cure.
The developed G E-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.













































































































































































































































