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ASCRONYMS  and ABBREVIATION 

ASL: airway surface liquid 

BALF: bronchoalveolar lavage fluid 

BALT: broncus associated lymphoid tissue 

CF: cystic fibrosis  

cftr: cystic fibrosis trasmembrane regulator gene 

COPD: chronic obstructive pulmonary disease  

ENaC: epithelial sodium channel 
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HNE: human neutrophil elastase 

HS: heparin sulphate 
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IPF: idiopathic pulmonary fibrosis 

LPS: lipopolysaccharide 

LTB4: leukotriene B4 

MMPs: metalloproteases 

MRSA: methicillin‐resistant Staphylococcus aureus 

NCFB: non‐cystic fibrosis bronchiectasis 

NF‐Kb: nuclear factor κB 

PAMPs: pathogen‐associated molecular patterns 

PGN: peptidoglycan 

PGP: proline‐glycine‐proline  

PCL: periciliary liquid layer 

RBM: reticular basement membrane 

TLRs: toll like receptors  

TGF‐β: transforming growth factor‐beta 

TNFα: tumor necrosis factor 

               FEV1: forced expiratory volume 1 

PS: polysaccharide 

FDA: Food and Drug Administrartion 
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A. Abstract 
 

Repeated cycles of infections, caused mainly by Pseudomonas aeruginosa, combined with a robust 

host immune response and tissue injury, determine the course and outcome of cystic fibrosis (CF) 

lung  disease.  The  initial  acute  infection  disease  is  kept  in  check  by  an  excessive  neutrophil‐

dominated inflammation, while as the disease progresses P. aeruginosa adapts to the airways and 

dramatically  modifies  its  phenotype  causing  permanent  chronic  infection.  The  persistent  P. 

aeruginosa infection escapes the innate immune responses and causes damage to the host. Airways 

remodelling  is characterized by mucus hypersecretion, degradation of  its structural components, 

caused  by  the  activity  of  matrix  metalloproteinases,  and  high  level  of  sulphated 

glycosaminoglycans  (GAG).  However,  whether,  how  and  at  to  what  extent  bacterial  adaptive 

variants and their persistence  influence the pathogenesis and disease development, and the role 

played by GAG in this context remain largely unknown.  

Using  in  vitro  and  murine  models  of  acute  and  chronic  lung  infection,  we  showed  that  P. 

aeruginosa CF‐adaptive variants shaped  the  innate  immune  response  favoring  their persistence. 

Next, we refined a murine model of chronic pneumonia extending P. aeruginosa  infection up to 

three months. In this model we observed that the P. aeruginosa persistence lead to CF hallmarks 

of  airway  structural  degeneration  and  fibrosis,  including  epithelial  hyperplasia,  goblet  cell 

metaplasia,  collagen  deposition,  elastin  degradation,  GAG  remodelling  and  several  additional 

markers of tissue damage. This murine model was further exploited to test the effect of a library 

of compounds that could compete with GAG present in the lung (GAG mimetics), with attenuated 

anticoagulant properties, on host response to P. aeruginosa  infection. GAG mimetics C3 and C23 

demonstrated  a  remarkable  efficacy  in  reducing  inflammation  and  tissue  damage.  These 

molecules contained also the bacterial load during P. aeruginosa chronic infection, probably acting 

on biofilm formation. Overall, the murine model of P. aeruginosa chronic infection, reproducing CF 

lung pathology, established in this work has been instrumental to identify novel molecular targets 

and to test newly tailored molecules inhibiting chronic inflammation and tissue damage processes 

in  pre‐clinical  studies.  In  addition,  the  results  obtained  with  GAG  mimetics  support  the 

developments of  these  compounds as novel  therapy  in CF and potentially  for  the  treatment of 

other chronic respiratory pathologies.  

 



State of the Art 

 
 2 

B. State of the Art 

B.1. Chronic lung diseases: epidemiology and pathogenesis  

Chronic lung disease is the term for a wide variety of persistent lung disorders. Airway diseases are 

some of the most common medical conditions in the world but their prevalence is underestimated 

according  to epidemiological surveys, which  further  increases  the complexity of managing  these 

diseases.  Despite  the  presentation  of  similar  symptoms  (dyspnea,  coughing,  wheezing  and 

expectoration) airway diseases have different underlying pathophysiological processes and must 

be distinguished  to  enable  the  administration of  appropriate  treatment  (Athanazio,  2012).  This 

section  aims  to  present  the main  features  of  the most  common  chronic  respiratory  illnesses: 

bronchiectasis,  chronic  obstructive  pulmonary  disease  (COPD),  asthma,  idiopathic  pulmonary 

fibrosis (IPF) and cystic fibrosis (CF) (Fig. 1). 

Bronchiectasis  is  a  respiratory  disease  characterized  by  irreversible  widening  of  thick‐walled‐

bronchi, periods of acute infective exacerbations (short periods, at least 48 h, of increased cough, 

dyspnea,  and  production  of  sputum  that  can  become  purulent),  inflammation,  and  purulent 

sputum‐expectoration  (Bilton,  2008).  Respiratory  infections  are  the  leading  causes  of 

bronchiectasis.  The main  bacterial pathogens  that  are  commonly  isolated  in  bronchiectasis  are 

Haemophilus  influenza,  Pseudomonas  aeruginosa,  Streptococcus  pneumoniae,  Haemophilus 

parainfluenzae,  Staphylococcus  aureus  and Moraxella  catarrhalis  (Feldman,  2011).  About  one‐

third  of  the  patients with  bronchiectasis  are  chronically  colonized with  P.  aeruginosa  and  are 

known  to  experience  an  accelerated decline  in  lung  function  and more  frequent exacerbations 

than  those  infected  with  other  microorganisms  (Chawla  et  al.,  2015).  However,  other  pro‐

inflammatory attacks can trigger or accelerate bronchiectasis disease, such as a toxin  inhalation, 

smoking or changes  in  immune responses  (O’Donnell, 2008). The prevalence and severity of the 

non‐cystic  fibrosis bronchiectasis  (NCFB)  intensifies with age and when  in association with other 

diseases  or  autoimmune  symptoms,  including  COPD  or  rheumatoid  arthritis  respectively,  the 

relative risk of death increases (Bergin et al., 2013). 

COPD is a major cause of chronic morbidity and mortality worldwide. COPD is a pulmonary disease 

characterized  by  airflow  limitation  that  is  not  fully  reversible  (Cukic  et  al.,  2012).  The  airflow 

limitation  is  often  ascribed  to  remodeling, which  consists  of  airway wall  thickening  by  fibrosis 

and/or emphysema, airway epithelial cell hyperplasia, squamous cell and goblet cells metaplasia, 

reticular  basement  membrane  (RBM)  thickening  and  angiogenesis  (Hirota  and Martin,  2014). 
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Despite the morphologic and clinical heterogeneity of COPD, one common feature is inflammation 

in the small airways (characterized mainly by infiltration of neutrophils, macrophages, CD8+ T‐cells 

and B‐cells), which intensifies with disease progression (Brightling et al., 2000). Approximately 90% 

of  COPD  cases  are  related  to  smoking,  whereas  other  less  common  risk  factors  include 

occupational exposure and biomass burning (Athanazio, 2012). The chronic and progressive course 

of COPD  is  frequently aggravated by exacerbations. H  influenzae, S.   pneumoniae, M. catarrhalis 

and  P.  aeruginosa  are  associated with  increased  bronchial  and  systemic  inflammation  and  the 

development of exacerbations (Sethi et al, 2008). Opportunistic bacteria (approximately 50%) and 

also virusis  (approximately 30%) can,  therefore, accelerate  the progression of COPD  through an 

increase  in  the  frequency  of  exacerbations  and  also  through  direct  injury  to  the  lung  tissue 

(Decramer et al., 2012). 

Asthma  is a common chronic  lung disease characterized by  intermittent airway obstruction and 

inflammation (in particular characterized by CD4+ T cells, eosinophils and mast cells)   that affects 

more than 300 million people worldwide  (Martinez and Vercelli, 2013). In severe cases, the sub‐

epithelial  basement  membrane  is  thickened,  smooth‐muscle  mass  is  increased  through 

hypertrophy and hyperplasia, the airways undergo fibrosis with increased deposition of connective 

tissue,  and  fibroblast  and myofibroblast  (cells with  contractile  properties)  proliferation  occurs 

(Wadsworth, 2013). In atopic individuals, the main risk factor for developing asthma is exposure to 

allergens. For  individuals with non‐atopic asthma, several risk factors have been found,  including 

smoking, advanced age, an unfavorable socio‐ economic condition and housing in an urban center 

(Court et al., 2002). Bacterial infections (S. pneumonia, S. pyogenes, S. aureus, M. catarrhalis and 

H. influenzae) may also contribute to airway wall remodeling through the activation of fibrosis by 

the release of growth factors such as transforming growth factor β (TGF‐β),  leading to fibroblast 

activation and release of extracellular matrix proteins (Rossol et al., 2011; Zhang 2012).  

IPF is a chronic, progressive, irreversible, and usually lethal lung disease of unknown cause. Injury 

to  the alveolar epithelium  followed by aberrant  repair  is a central pathogenic mechanism  in  IPF 

and  this  dysregulated  repair  is  characterized  by  ‘fibroblast  foci’,  aggregates  of  activated 

myofibroblasts   whose extent  correlates with poorer prognosis  (King  Jr et al., 2011).  IPF occurs 

primarily in older adults, many of whom have been smokers, and polymorphisms in genes related 

to epithelial  integrity and host defense predispose  to  the disease  (Noth   et al, 2013). Although 

viruses may play a part in the initiation and progression of disease and may also be responsible for 

a  proportion  of  acute  exacerbations  (Wootton  et  al.,  2011),  the  role  of  bacteria  in  the 
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Although CFTR mainly functions as a chloride channel, it has many other regulatory roles, including 

inhibition of  sodium  transport  through  the epithelial  sodium  channel  (ENaC),  regulation of ATP 

channels, regulation of  intracellular vesicle transport, acidification of  intracellular organelles, and 

inhibition of endogenous calcium‐activated chloride channels. Consequently, CFTR  regulates  the 

hydration of the airways’ surface fluid (O’Sullivan and Freedman, 2009; Sagel and Accurso, 2002).  

A  defect  of  CFTR  protein  impacts  on  airway  physiology  and mucociliary  clearance.  The  airway 

surface  liquid (ASL)  is the first  line of defense against  inhaled or aspirated pathogens providing a 

barrier between  the epithelium and  inspired air and  its  regulation  reflects  the balance between 

sodium  (Na+)  absorption  and  chloride  (Cl‐)  secretion  mediated  by  EnaC  and  CFTR  channels 

respectively. ASL consists of two layers above the epithelial surface – a periciliary liquid layer (PCL) 

with a height of the extended cilium (about 7 um) and a thin and hydrated mucus layer. The PCL 

volume  is tightly regulated to provide a  low viscosity solution for ciliary beat and to  lubricate gel 

forming mucins secreted from cell surface. Within the PCL the rate of epithelial O2 consumption is 

homogeneous. The mucus  layer  consists of high molecular weight mucins, produced by  surface 

goblet cells and submucosal gland epithelia, whose properties are altered by water content,  ion 

concentrations,  and  pH.  The  diversity  of  the  carbohydrate  side  chains within  the mucin  gel  is 

suited for binding a wide variety of particles for ultimate clearance from the airway (Gibson et al., 

2003).  In  CF,  the  airway  epithelium  absorbs  the  Na+  and  Cl‐  ions  and water  from  the  lumen, 

depletes the PCL and slow down or even stop the mucus transport (Fig. 3). 

                     

Figure 3. Effect of CFTR dysfunction on the airway surface  liquid (ASL). (a) In healthy airway epithelia, CFTR  is  intact and plays a 

vital role in regulating hydration of the ASL that consists of the periciliary layer (PCL) and the mucus layer. (b) Due to defective CFTR 

in CF, Cl‐ secretion is impaired and Na+ absorption through ENaC is upregulated resulting in dehydration of the ASL with thick mucus 

accumulating and causing the PCL to collapse (Reeves et al., 2012). 
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Increased CF epithelial O2 consumption, associated with accelerated CF  ion  transport, generates 

steep hypoxic gradients  in the thickened mucus  layer with zones ranging from aerobic (generally 

located at  the  top) and microaerobic and/or even  completely anaerobic  (located  in  the deeper 

layers)  (Worlitzsch  et  al.,  2002;  Hassett  et  al.,  2002;  Boucher,  2004). Moreover,  an  impaired 

bicarbonate  (HCO3
‐)  secretion  leads  to  a  decrease  of  ASL  pH.  Of  note, mucins  become more 

viscous at acidic pH, thus probably contributing to the thick hypoxic mucus plaque formation that 

characterizes CF airways. The hypoxic gradient  in  the  thickened mucus  layer creates a  favorable 

environment for the opportunistic pathogen P. aeruginosa that is considered the key pathogen in 

CF.  P.  aeruginosa,  deposited  on  the  mucus  surfaces,  penetrates  actively  (e.g.,  by  inhalation, 

flagellum‐  or  pili‐dependent motility)  and/or  passively  (due  to mucus  turbulence)  into  hypoxic 

zones of  the mucus masses  (Gibson et  al., 2003).  Subsequent  chronic  airway  infections with P. 

aeruginosa,  are  usually  preceded  by  a  period  of  recurrent,  intermittent    of  the  airway.  In  this 

phase  the  infection can be effectively combated with aggressive antibiotic  therapy, and  this can 

substantially delay  the onset of chronic  infection  (Folkesson et al., 2012). For unknown reasons, 

this intermittent colonization phase, which can last for years, sooner or later turns into a chronic 

infection  (Burns et al., 2001; Doring et al., 2006)  that  is  characterized by  the adaptation of  the 

bacterium to hypoxic niches with increased alginate production and macro‐colonies creation (Fig. 

4).  These  macro‐colonies  are  often  embedded  within  a  self‐produced  matrix  of  extracellular 

polymeric  substance  (known  as  biofilm  mode  of  growth),  becoming  resistant  to  secondary 

defenses  including  neutrophils  and  antibiotic  treatment.  These  pathogenic  events  favor  the 

persistence  of  P.  aeruginosa,  setting  the  stage  for  the  establishment  of  chronic  infection  and 

increased lung obstruction and destruction (Gibosn et al., 2003; Folkesson et al., 2012). 
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expiratory volume 1 (FEV1) when compared to those without P. aeruginosa (Emerson et al., 2002). 

The source of P. aeruginosa isolates in patients with CF has not been clearly established. There is a 

wide  distribution  of  P.  aeruginosa  genotypes  that  have  been  demonstrated  in  young  children 

(Burns  et  al.,  2001),  suggesting  acquisition  from  environmental  reservoirs,  and  sometimes  do 

patients  with  CF  appear  to  share  genotypes  (Armstrong  et  al.,  2002;  Speert  et  al.,  2002). 

Colonization can occur both in paranasal sinuses and in the lungs. Comparison of genotypes from 

upper and lower airway sources, collected simultaneously from patients, could indicate the same 

genotype.  After  waves  of  antibiotic  treatment,  it  was  demonstrated  that  the  lung  can  be 

recolonized by the same P. aeruginosa genotype, which has survived the  immune and antibiotics 

attack in the paranasal sinuses (Folkessons et al., 2012). 

Many other opportunistic organisms not commonly recovered from healthy individuals have been 

associated with  evolution  of  the  airway  disease  in  CF  individuals  over  the  last  decade.  It was 

recently demonstrated  that Achromobacter xylosoxidans  is a clinically  important pathogen  in CF 

patients  causing  inflammation  and  clinical  deterioration  similar  to  the  changes  found  in  CF 

patients  infected with P. aeruginosa  (Hansen et al., 2010). The prognosis dramatically becomes 

worst  after  the  acquisition of Burkholderia  cepacia  complex  that  causes  a  sepsis‐like  syndrome 

characterized by high  fever, bacteremia and  rapid progression  to  severe necrotizing pneumonia 

leading  to  death.  Recent  studies  on  fungal  colonization/infection  of  the  CF  airway  show  the 

presence of Aspergillus fumigatus in up 50% of subjects and its association with a lower FEV1 and 

an increased exacerbations requiring hospitalization (Amin et al., 2010). 

More  recently,  non‐culture  based  methods  have  contributed  to  our  understanding  of  the 

polymicrobial nature of CF airway  infections. Many organisms not previously recovered from the 

CF airway have been  reported  from patient  samples using polymerase chain  reaction  (PCR) and 

deep  sequencing  (Bittar  et  al.,  2010;  Salipante  et  al.,  2013)  including  viridans  streptococcus,  

Prevotella  spp., Veillonella  spp.  and other  anaerobic organisms. While  Streptococcus milleri has 

been reported to be a clinically relevant pathogen in CF because of its association with pulmonary 

exacerbations (Sibley et al., 2010), studies by Zemanick and others have reported that anaerobes 

identified  from  sputum  by  sequencing  are  associated  with  less  inflammation  and  higher  lung 

function than P. aeruginosa (Sibley et al., 2010; Zemanick et al., 2013). 
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Figure 5. Prevalence of respiratory microorganisms in patients with CF as a function of age. The prevalence of multi‐drug resistant 

P. aeruginosa (MDR‐PA) and methicillin‐resistant S. aureus (MRSA) are also included in the graph (Cystic Fibrosis Foundation Patient 

Registry 2013). 

 

 

B.2.4 Adaptation of P. aeruginosa to CF airways 

Several studies have followed the progression of Pseudomonas infections in patients with CF over 

the  course of many  years. The  capacity of P. aeruginosa  to  cause  infections  in CF patients and 

other hosts can be traced back to its considerable adaptability to specific environment conditions, 

such  as  micro‐anaerobic  condition  of  CF  airways,  and  the  production  of  numerous  virulence 

factors (Lee et al., 2006) (Fig. 6).  

                                 

Figure 6. Virulence factors produced by P. aeruginosa. Flagella and type 4 pili are the main adhesins, capable of binding to host 

epithelial gangliosides, asialoGM1 and asialoGM2. Along with  lipopolysaccharide  (LPS),  these surface appendages are also highly 

inflammatory. Once contact with host epithelia has occurred, the T3SS can be activated, which is able to inject cytotoxins directly 

into the host cell. Several virulence factors are secreted by P. aeruginosa and have varying effects on the host. Several proteases 

are  produced, which  can  degrade  host  complement  factors, mucins,  and  disrupt  tight  junctions  between  epithelial  leading  to 

dissemination  of  the  bacteria.  Lipases  and  phospholipases  can  target  lipids  in  the  surfactant  as well  as  host  cell membranes. 

Pyocyanin, a blue‐green pigment, can interfere with host cell electron transport pathways and redox cycling. Pyoverdine captures 

Fe3
+ to allow for a competitive edge in an environment in which free iron is scarce (Gellatly SL and Hancock RE, 2013). 
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P.  aeruginosa  possesses  a  6,3 Mb  genome  encoding  5,570  predicted  ORFs  and  521  putative 

regulatory  genes  suggesting  that  its  adaptability  is  linked  to  a  highly  complex  gene  regulation 

(Stover et al., 2000). The accessory genome,  that can be horizontally  transferred among strains, 

represents the flexible gene pool (e.g. bacteriophages, plasmids, insertion elements, transposons, 

conjugative  transposons,  integrons  and  genomic  islands)  that  frequently  undergoes  acquisition 

and  loss of genetic  information. Therefore  the  flexible gene pool plays an  important  role  in  the 

adaptive evolution of bacteria (Klockgether et al., 2007; Wiehlmann et al., 2007). 

CF  lung disease  follows a characteristic patter. Chronic CF airway  infection with P. aeruginosa  is 

usually preceded by a period of recurrent,  intermittent colonization of the airway.  In this phase, 

which  can  lasts  from  birth  until  the  patients  acquires  a  chronic  infection,  the  infection  can  be 

effectively combatted with aggressive antibiotic therapy, and this can substantially delay the onset 

of subsequent chronic  infection (Hoiby et al., 2005). The patient  is often re‐infected at later time 

points with other P. aeruginosa strains of different genotypes, but in approximately 25% of cases 

re‐colonization occurs with the same genotypes (Doring et al., 2006; Gibson et al., 2003; Munck et 

al., 2001). Given the plasticity of P. aeruginosa and the prolonged infections characteristic of CF, it 

is not surprising that this pathogen undergoes significant adaptation within the CF lung. Although 

initial infection may be facilitated by the large genome of P. aeruginosa and its superior ability to 

sense  and  respond  to  a  broad  variety  of  environmental  conditions  (Stover  et  al.,  2000),  later 

adaptation results at  least  in part from the selection of clonal  lineages containing spontaneously 

arising mutations. Mutations result in the generation of a diverse array of P. aeruginosa lineages, 

many  of which  exhibit  altered  phenotypes  (Smith  et  al.,  2006).  Then,  conditions within  the CF 

airways  favor  the growth and selection of strains with phenotypic  traits  that confer an adaptive 

advantage. Such selection is relatively common in CF but apparently differs in its nature from one 

portion of the respiratory tract to another, resulting in heterogeneous populations of bacteria that 

are closely related but possess unique sets of mutated genes  (Hogardt et al., 2004; Nguyen and 

Singh, 2006; Smith et al., 2006). 

Single, motile P. aeruginosa  cells expressing high amounts of  toxins are  characteristic  for acute 

and generalized types of infections. Whereas, various morphotypes, that are not normally present 

in environmental P. aeruginosa  strains, have been described  in  strains  isolated  from chronically 

infected CF patients, including strains that are mucoid, smooth, rough, dwarf, colorless or present 

as small colony variants  (SCV)  (Lory et al., 2009; Starkey et al., 2009). Studies  in  the agar beads 

murine model by using the P. aeruginosa isolates from patients with CF demonstrated that the risk 
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of chronic  infection  is  increased by the absence of pili and  flagella  (Bragonzi et al., 2009). These 

studies provide  an explanation  for  the  clinical observation  that P. aeruginosa  isolates obtained 

from  CF  hosts  often  exhibit  a  non‐motile  phenotype  (Luzar  et  al.,  1985;  Rau  et  al.,  2010)  and 

explain how this phenotype can confer a survival advantage for bacteria during chronic infection. 

A  consistent  finding  in  CF  airways  is  the  presence  of  mucoid  P.  aeruginosa  strains  that 

overproduce  the  exopolysaccharide  alginate,  a  negatively  charged  polymer  of  b‐1‐4‐linked  D‐

mannuronate, and its C5 epimer, L‐guluronate (Deretic et al., 1995; Boucher et al., 1997). Alginate 

expression  is  upregulated  by  microaerobic  environmental  conditions  that  are  present  in  the 

viscous mucus of CF patients (Worlitzsch et al., 2002). Alginate expression  is considered to be an 

important  factor  for  the  persistence  of  P.  aeruginosa  in  the  airways  of  CF  patients  as  alginate 

protects  the  pathogen  not  only  against  innate  immune  functions  but  also  against 

opsonophagocytosis  involving  specific  antibodies,  produced  by  the  adaptive  immune  system. 

Other phenotypic changes of P. aeruginosa strains occurring during the course of chronic CF lung 

infection  include decreased exotoxin A expression  (Suh et  al., 1999),  lipolysaccharide  (LPS)  and 

peptidoglycan  (PGN) modifications  (Hancock  et  al.,  1983;  Cigana  et  al.,  2009)  and  altered  lipid 

moieties (Sabra et al., 2003). Furthermore, increased auxotrophy (Thomas et al., 2000), defects in 

type II (Woods et al., 1986) and III secretion (Jain et al., 2004; Lee et al., 2005; Hogardt et al., 2007; 

Rau  et  al.,  2010),  reduced  production  of  proteases  and  phospholipase  C,  loss  of  pyoverdine, 

pyocins and elastase expression (Hogardt et al., 2007), altered metabolic activities (Silo‐Suh et al., 

2005) and antibiotic resistance (Smith et al., 2006; Hogardt et al., 2007) have been described in P. 

aeruginosa strains  from CF patients. Thus, chronic exposure to the CF environment selects  for a 

variety of adapted phenotypes in P. aeruginosa strains (Fig. 7). 

 

                            

Figure 7. Evolution of   P. aeruginosa acute and chronic  lung  infection  in CF disease. The factors needed for acute  infections are 

generally well understood, whereas those needed for chronic infection are not. Bacterial functions needed for acute infection are 

usually selected against in chronic CF infections (Nguyen and Singh, 2006). 
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So far, also whole‐genome analysis  indicates that P. aeruginosa adapts genetically to CF airways, 

suggesting  that  most  phenotypic  varieties  of  chronic  P.  aeruginosa  isolates  are  genetically 

determined by mutation and selection. When a P. aeruginosa isolate was compared with its clonal 

variants,  isolated 90 months  later  from a  single CF patient,  revealing 68 mutations,  the analysis 

suggested  a  reduced  virulence  of  the  latter  strains with  regard  to  their  ability  to  induce  acute 

infections,  based  on  mutations  in  many  virulence  genes  including  type  III  secretion,  quorum 

sensing and motility (Smith et al., 2006).  

Thus the long‐term persistence of P. aeruginosa in CF lung, known as adaptive radiation, has been 

interpreted as an in vivo selection process, resulting in less virulent variants that consequently do 

less harm to their host than the original colonizing strain (Smith et al., 2006). 

	

B.3 Host‐pathogen interplay in CF lung disease pathogenesis 

B.3.1 Innate immunity  

Respiratory failure resulting from chronic infection and inflammation of the airways still represent 

the primary  cause of death  for most  individuals with CF  (Gibson et al., 2003). Respiratory  tract 

infection contributes to a dysregulated host immune response in CF, impacting on both innate and 

adaptive  immunity  and  perpetuating  inflammation  (Fig.  8),  finally  leading  to  progressive 

pulmonary damage with bronchiectasis and emphysema (Pillarisetti et al., 2011). Innate immunity 

operating  in the  lung pairs physical barriers to  infection with the ability of resident cells to sense 

and  respond  to  infection  inducing  the mucosal  recruitment of effector  cells  that  facilitate  rapid 

clearance  (Yonker  et  al.,  2015).  Since  mucous  barrier  and  mucociliary  clearance  act  as  an 

important integral part of the innate pulmonary defense system, the mucociliary dysfunction due 

to  airway  surface  dehydration  constitutes  a  disease‐causing mechanism  that  links  the  basic  CF 

defect to impaired airway defense and CF lung disease (Hartl et al., 2012). 

In  healthy  airways,  epithelial  cells,  macrophages,  and  dendritic  cells  recognize  pathogen‐

associated  molecular  patterns  (PAMPs)  that  evade  mucociliary  clearance.  Pattern  recognition 

receptors  (PRRs),  including  toll  like  receptors  (TLRs)  and  intracellular nod  like  receptors  (NLRs), 

recognize PAMPs, such as cell wall lipoproteins (typically recognized by TLR2), LPS (recognized by 

TLR4 although some LPS species can be  recognized by TLR2), and  flagellin  (recognized by TLR5), 

facilitating pathogen identification. NLR Nod1 exhibits specificity for Gram‐negative bacterial PGN, 

while  NLR  Nod2  binds muramyl  dipeptide  (MDP) motif  that  is  common  to  Gram‐positive  and 
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Gram‐negative  bacteria  (Akira  et  al.,  2006;  Cigana  et  al.,  2011).  These  interactions  result  in 

immune  signaling  through  the  adapter  proteins myeloid  differentiation  factor  88  (MyD88)  or 

apoptosis‐associated speck‐like protein containing a caspase recruitment domain (ASC), triggering 

cascades  resulting  in activation of  transcription  factors,  including  the nuclear  factor  κB  (NF‐κB), 

and ultimately  in the production of pro‐inflammatory mediators, such as tumor necrosis factor α 

(TNFα),  interleukin  (IL)‐8,  and  IL‐1β  (Skerrett  et  al.,  2007).  In  CF, many  aspects  of  this  process 

appear  to  be  dysregulated.  For  example, CF  bronchial  epithelial  cell  lines  display  aberrant  PRR 

signaling and constitutively elevated NF‐κB activity. Sputum and brochoalveolar lavage fluid (BALF)  

from CF patients reveal increased level of pro‐inflammatory cytokines, such as TNF‐α, IL‐6 and IL‐

1β, and decreased levels of anti‐inflammatory cytokines, such as IL‐10 (Yonker et al., 2015).  

As a consequence of epithelial dysfunction and pathogen sensing, a pro‐inflammatory cascade  is 

initiated  in CF airways leading to the recruitment of neutrophils from the bone‐marrow niche via 

the  circulation  into  the  airways. Tissue‐released  chemokines, mainly  released by epithelial  cells 

and macrophages, attract neutrophils via chemokine gradients to the site of inflammation, putting 

chemokines and their G‐protein coupled receptors  in the spotlight of targeted anti‐inflammatory 

strategies (Owen, 2001; Charo et al., 2006). The best studied chemokine in CF lung disease is IL‐8. 

Many groups have reported elevated levels of this chemokine in the BALF and sputum of both CF 

adults and children (Sagel, 2003; Hartl et al., 2007). This chemokine exhibits pleotropic effects on 

neutrophils,  acting  as  a  potent  chemoattractant  and  inducing  degranulation  and  superoxide 

production  (Winkler, 2003). Furthermore adult mice  that overexpress  the  sodium channel ENaC 

showed a  sustained neutrophilic airway  inflammation and  the neutrophil‐attracting  chemokines 

macrophage  inflammatory  protein‐2  (MIP‐2)  and  KC  (functionally  similar  to  the  human  IL‐8 

chemokine) were significantly increased in BALF  and lung homogenates (Mall et al., 2004). Beyond 

this canonical pathways of preformed cytokines/chemokines regulating inflammatory response in 

CF,  evidence  suggests  significant  non‐canonical  pathways  responsible  of  neutrophil  influx.  A 

recently  identified  collagen  breakdown  product,  proline‐glycine‐proline  (PGP),  has  been 

established as a neutrophil chemoattractant, producing  superoxide, and  inducing  the  release of 

proteases  from neutrophils  (Weathington  et  al.,  2006). Additional  intercellular  signaling  among 

neutrophils  occurs  via  leukotriene  B4  (LTB4),  an  arachidonic  acid metabolite  generated  by  5‐

lipoxygenase  that  serves  as  a  potent  neutrophil  chemoattractant  capable  of  amplifying 

recruitment  (Lammermann et al., 2013; Pazos et al., 2015). CF patients display abnormalities  in 
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levels of PGP peptides (Gaggar et al., 2008) and LTB4 (Bodini et al., 2005), although the effect of 

these alterations are not fully appreciated.  

 

B3.1.2 Neutrophils 

Upon entering the airspace of the CF  lung, neutrophils seek to eradicate the  inciting  infection. In 

general,  the  pathophysiological  role  of  airway  neutrophils  in CF  and  other  chronic  neutrophilic 

lung diseases is two‐faced: on the one hand they are required for antibacterial and antifungal host 

defense, on the other hand they can cause significant parenchymal lung tissue damage when they 

accumulate over  longer time periods and  liberate their toxic granule contents, mainly serine and 

metalloproteases  (MMPs)  (e.g.  neutrophil  elastase  and  MMP‐9)  as  well  as  oxidants,  in  an 

uncontrolled fashion (Mantovani et al., 2011). Animal models and in vivo human studies have also 

demonstrated an important role for the neutrophil in mediating lung damage in CF, but have not 

established whether this is a primary or secondary phenomenon (McKeon et al., 2010).  

In  the  airway microenvironment  of  chronic  P.  aeruginosa  infections,  infiltrated  neutrophils  are 

faced with quorum  sensing‐induced bacterial biofilms  (Donlan et  al., 2002)  and  this  interaction 

substantially modulates the phagocyte's behavior. Biofilms are organized by microorganisms and 

contain a matrix extracellular DNA, proteins and polysaccharides. Biofilms factors, such as 3OC12‐

HSL N‐(3oxododecanoyl)‐L‐homoserine  lactone (Zimmermann et al., 2006), and extracellular DNA 

from microorganisms induce neutrophil migration and further activate neutrophils (Trevani et al., 

2003).  Recruited  neutrophils  associated with  biofilm  are  less  effective  at  eradicating  bacteria: 

indeed,  biofilm‐entrapped  neutrophils  have  decreased mobility,  decreased  enzyme  production 

and  ineffective oxidative burst  (Jesatis et al., 2003). An  important part of  the  immune  response 

includes  the  ability  of  neutrophils  to  form  antimicrobial  neutrophils  extracellular  traps  (NETs). 

NETs are made up of neutrophil DNA, histones, and proteolytic enzymes, actively released by the 

neutrophil as a means to ensnare nearby microbes including those that are predominant in the CF 

airspace,  such  as  P.  aeruginosa,  H.  influenzae  and  S.  aureus,  as  well  as  fungal  pathogen  A. 

fumigatus and Candida albicans  (Brinkmann et al., 2004). However,  in CF, NETs are detrimental 

and  contribute  to  thick  tenacious  airway  secretions  that  lead  to  progressive  lung  disease, 

entangling, rather than clearing airway  infection. Thus,  in CF, NETs  formation most  likely  fails to 

destroy  the  plethora  of  pathogens  encountered  in  the  airspace  and  may  only  contribute  to 

neutrophil‐mediated damage of  lung tissue. Furthermore, the formation of NETs  likely reinforces 
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microbial biofilms in CF, facilitating microbial persistence and contributing to the dysregulation of 

the innate immune system (Langereis et al., 2013).  

Therefore,  despite  the  pronounced  recruitment  of  neutrophils  into  the  CF  airway,  these 

phagocytes are  ineffective  in clearing the  inciting  infection and ultimately serve to the detriment 

of the lung by contributing to biofilm formation and host tissue destruction. 

 

B3.1.3 Macrophages 

Macrophages,  together with  the  epithelium,  are  part  of  the  lung's  innate  cellular  surveillance 

system. They efficiently phagocytize bacteria, dead cells and debris. In addition, their activation by 

external  triggers  (viruses,  bacteria,  bacterial  products,  etc.)  leads  to  a  cascade  of  events  that 

contribute to the migration of neutrophils into the alveolar space and, eventually, to the activation 

of dendritic cells and T cells, initiating the adaptive arm of immune response. In CF, macrophages 

likely  play  a  significant  yet  underappreciated  role,  via  aberrant  scavenger  signaling  cascades, 

resulting  in  chronic  inflammation  yet  ineffective  clearance  of  infection.  In  addition,  CFTR 

mutations result in impaired bacterial killing in murine and human macrophages with dysregulated 

cytokine production (Hartl et al., 2012; Del Porto et al., 2011) including high concentrations of pro‐

inflammatory  cytokines  released  by  macrophages,  such  as  IL‐1α,  IL‐6,  granulocyte‐colony 

stimulating factor (G‐CSF), and IL‐8. Elevated production of these cytokines was also confirmed in 

bone marrow and alveolar macrophages from cftr‐deficient mice after in vitro stimulation with LPS 

from P. aeruginosa. There  is also evidence that virulence factors released from P. aeruginosa, as 

pyocyanin,  compromise macrophage  efferocytosis  of  apoptotic  neutrophils  indicating  that  the 

microbial environment  could  further  suppress phagocytic  functions  (Bianchi et al., 2008). These 

data suggest that CFTR directly contributes to microbicidal dysfunction of macrophages. 
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B.3.2 Adaptive immunity 

While neutrophils are  the dominant cell population  in  the broncho‐alveolar compartment of CF 

patients, recent studies indicate that T lymphocytes accumulate within the subepithelial bronchial 

tissue,  while  the  bronchial  space  is  almost  devoid  of  T  cells,  supporting  the  notion  that  the 

pulmonary immune system is compartmentalized and the role of T cells has probably been under‐

appreciated  in CF  lung  disease  due  to  their  paucity  in  sputum  or BALF  (Tschernig  et  al.,  1997; 

Schuster  et  al.,  2000).  T  cell  function  is  also  affected  by  defects  in CFTR,  although  the  specific 

mechanisms involved in this effect have not been defined. Historically, the predilection to mount a 

Th2  response  appeared  to  be  central  to  the  CF  T‐cell  phenotype.  A  Th2‐dominated  immune 

response  in CF patients with chronic P. aeruginosa  lung  infection as compared with CF patients 

without chronic  infection was observed, whereas Th1  responses were accompanied by a better 

pulmonary outcome  (Hartl et al., 2006; Moser et al., 2000). Although  there  is growing evidence 

that a Th1‐dominated immune response might improve the prognosis of CF patients with chronic 

P. aeruginosa lung infection, the host would presumably benefit also of a Th17 response. Recently, 

the  potential  key  role  of  Th17  signaling  in  the  host  response  to  this  extracellular  pathogen  is 

increasingly  emerging.  Higher  levels  of  IL‐17  and  IL‐23  cytokines  were  described  in  patients 

chronically  infected with P. aeruginosa as compared to those who were not chronically  infected 

with P. aeruginosa (Decraene et al., 2010). Furthermore,  increased  levels of  IL‐17  in BALF during 

exacerbations were found associated with positive Pseudomonas species sputum cultures (Chan et 

al., 2013). In addition, a crucial role has been proposed for IL‐17 producing cells in inflammation in 

the lung of patients with CF promoting inflammation‐related destruction of lung tissue, supporting 

neutrophil recruitment, and defined IL‐17A to be a marker preceding infection with P. aeruginosa 

(Tiringer et al., 2013). How different Th cell subtypes respond to different and emerging pathogens 

is still unknown. Novel insight in new T‐cell subsets (Th17‐Th2, Th17‐Th1) and the capacity of Th17 

cells  to  produce  Th2‐type  cytokines  strengthen  the  complexity  and  plasticity  of  the  adaptive 

immune  system  (Tiringer  et  al.,  2013). Moreover,  the  presence  of  a  complex microbiota  and 

multiple pathogens, which vary among CF patients, combined with a lack of comprehensive clinical 

studies  on  adaptive  immune  responses,  aligns  to  complicate  characterization  of  the  adaptive 

immune response in CF. 
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Figure 8.  Innate and adaptive  immune  response  to  infections  in CF.  Infection by several different pathogens  triggers perpetual 

bouts of neutrophil recruitment and breach of the airway epithelium.  In the airspace, neutrophils encounter persistent microbial 

biofilms  and  release  neutrophil  extracellular  traps  (NETs)  that  are  ineffective  and  ultimately  repurposed  for  the  benefit  of  the 

microbial  biofilms.  Following  continuous  cycles  of  acute  infection  or  once  chronic  infection  is  established,  T  lymphocytes  are 

recruited and polarized to Th1, Th2 and/or Th17 cells. IL‐17A and related cytokines as well as interferon γ (IFN‐γ) play an important 

role in the excessive recruitment of neutrophils. The effector phase of allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA), associated 

to Aspergillus  fumigatus  infections,  is determined by Th2‐mediated allergic  responses,  including eosinophilia, mucus production, 

and airway hyperresponsiveness. The relevance of other emerging pathogens in CF lung disease progression still remains to be fully 

elucidated. N, neutrophils; Mϕ, macrophages; D, dendritic cells; B, B cells (Yonker et al, 2015). 

 

 

B.4 CF airway remodeling 

Most patients with CF die  from  respiratory  failure with extensive  airway destruction. Repeated 

cycles of  infection  and  inflammation  are  traditionally been  thought  as  the  cause of  tissue  lung 

damage. Pulmonary disease in CF is characterized by extensive structural airway changes including 

bronchiectasis, bronchiectatic pus‐filled cystis, mucoid  impaction, atelectasis  (collapse or closure 

of  a  lung  resulting  in  reduced  or  absent  gas  exchange),  RBM  thickening,  fibrosis  and  vascular 

changes. These structural changes  in the airway wall are referred to as remodeling which,  in this 

context has been defined as an alteration in size, mass or number of tissue structural components 

inappropriate  to  the  maintenance  of  normal  function  (Hirota  and  Marin,  2014).  All  of  these 

pathologic changes  involve extensive alterations of  lung extracellular matrix  (ECM),  that plays a 

key role in tissue architecture and homeostasis (Atkinson and Senior, 2003). The ECM is a complex 

network  within  the  airway  wall  consisting  of  fibrous  (collagen  and  elastin)  and  adhesive 
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(fibronectin  and  laminin)  proteins  embedded  in  a  hydrated  polysaccharide  gel  containing GAG 

which provide rigidity to the airway wall (Bousquest J et al., 2000). GAG are long linear structures 

composed of heterogeneous polysaccharides (PS) and are formed by long disaccharide units with 

varying degrees of linkage, acetylation and sulphation. GAG act by binding selectively to a variety 

of  proteins  and  pathogens  and  are  crucially  relevant  to  many  disease  processes,  such  as 

inflammation (Lever and Page, 2002; Young, 2008; Rek et al., 2009), cancer (Yip et al., 2006) and 

infectious diseases (Rostand and Esko, 1997; Wadstrom and Ljungh, 1999). Heparin and heparan 

sulphate  (HS) are GAG  consisting of 1–4  linked uronic acid and glucosamine and encompassing 

varying  degrees  of  sulphation,  and  they  are  involved  in many  of  these  activities  (Gandhi  and 

Macera,  2010).  In  particular  it was  described  that HS  chains  play  key  roles  at  different  stages 

during the entry of leukocytes into sites of inflammation: they facilitate L‐selectin‐dependent cell 

rolling, promote chemokine transport across the endothelium, and assist chemokine presentation 

to leukocytes, which results in integrin activation (Wang et al., 2005; Borsing, 2004).  

Recent  studies  suggest  that  GAG  remodeling may  be  an  important mechanism  leading  to  CF 

airways tissue damage and destruction. Increased concentration and sulphation of GAG have been 

found  in  BALF    from  children with  CF,  and  secretion  of  GAG,  such  as  HS  (Solic  et  al.,  2005), 

chondroitin  sulphate  (CS)  (Khatri et  al.,  2003),  and hyaluronic  acid  (HA)  (Wyatt et  al.,  2002),  is 

markedly  increased  in bronchial cells and CF tissues (Fig 9). Furthermore,  it has been shown that 

binding to GAG renders IL‐8 impervious to proteolysis, thus increasing the half‐life and activity of 

the  chemokine  at  the  site of  inflammation  and  sustaining neutrophil  recruitment  in CF  airways 

(Solic et al, 2005). GAG could also bind and stabilize other cytokine like monocyte chemoattractant 

protein  1  (MCP‐1),  RANTES  and  MIP‐1β,  thus  amplifying  chronic  neutrophil  recruitment  and 

inflammation (Lau et al., 2004). 

                             

Figure 9. Structural formulas of GAGs up‐regulated in CF. Structures represent the repeating units of CS B (A), HA (B), and HS (C) 

(Reeves et al, 2011). 
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pharmaceutical  agent  developed  for  the  treatment  of  P.  aeruginosa  pulmonary  infections  in 

patients with  CF.  In  comparison  to  aztreonam  and  aminoglycosides,  levofloxacin  has  the most 

rapid rate of killing among P. aeruginosa isolates and is more potent against P. aeruginosa biofilms 

(King  et  al.,  2010).  Azithromycin  is  a  macrolide  antibiotic  that  has  been  shown  to  reduce 

pulmonary exacerbations and improve CF lung function (Saiman et al., 2003). Despite its unknown 

mechanism of action, azithromycin appears  to be of benefit  to patients with CF.  Indeed,  the CF 

Foundation recommends the chronic administration of azithromycin to CF patients aged 6 years 

and older who are  infected with P. aeruginosa, and  that  it  should be  considered also  for  those 

patients who are not infected with P. aeruginosa (Cantin et al., 2015). 

In addition to new types of antibiotics of differing classes, there have also been developments  in 

the way  these drugs are  formulated and delivered. A currently available example  is  tobramycin 

inhalation  powder  (TIP)  that has  the  advantages  of  being  able  to  be  delivered  very  quickly  (in 

approximately  5  min)  using  a  “podhaler™”  inhalation  device  and  having  good  lung  delivery 

(Parkins et al., 2011). The inhaled dry powder version of the antibiotioc vancomycin (AeroVancTM) 

was also develop for treatment of MRSA airway infection. 

Another  novel  method  of  delivery  is  the  packaging  of  antibiotics  within  liposomes  for 

aerosolization and an example of  this  is  inhaled  liposomal amikacin  (aminoglycoside antibiotic). 

Because  the  liposome  is  very  small  and  has  a  neutral  charge  (shielding  the  positively  charged 

amikacin from the negatively charged CF sputum), the drug is able to effectively penetrate into CF 

sputum and bacterial biofilms (Meers et al., 2008). Once at the site of infection, liposomes release 

the  active  drug,  amikacin,  upon  exposure  to  rhamnolipids,  a  by‐product  of  the  P.  aeruginosa 

bacteria itself.  

Antimicrobial resistance might be further prevented by using non‐antibiotic treatments and there 

are diverse group of novel agents which act by increasing the organism’s antibiotic susceptibility; 

by reducing virulence; or by rendering the organism more susceptible to the host immune system 

(Hurly  et  al.,  2010).  These  agents  includes  for  example  gallium metal  that  has  already  been 

approved by the FDA  for  intravenous use  in people. Gallium can substitute  itself  in many of the 

iron (Fe+) dependent pathways essential in the growth and functioning of many bacteria such as P. 

aeruginosa (Kaneko et al., 2007). In such a way, gallium can inhibit the growth of bacteria such as 

P. aeruginosa. 
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B.5.3 Anti-tissue damage drugs 

Other  interesting  therapeutic  goals  in  CF  management  are  targeting  the  imbalance  of 

protease/antiprotease and also tissue remodeling observed in CF lung, to prevent tissue damage. 

These  treatments are not  listed  in  the CF  foundation pipeline,  so  intensive  research have  to be 

done to develop these approaches.  

The CF  lung environment  is associated with a disproportionate  inflammatory  response and one 

aspect of  this  complex  inflammatory environment  is  the high protease burden. HNE  is a  serine 

protease  that  is  found  in  high  abundance  in  CF  BALF  (Birrer  et  al.,  1994)  and  is  capable  of 

degrading major components of connective tissue, including elastin (Kelly et al., 2008). It has been 

suggested that HNE is the most important protease in the inflammatory lung and is placed at the 

apex  of  the  protease  hierarchy  (Geraghty  et  al.,  2007).  Anti‐proteases  have  been  under 

investigation  in CF  since  the early 1990s. Aerosolized plasma‐purified Alpha 1 anti‐trypsin  (AAT) 

has been shown to significantly decrease key  inflammatory mediators  (IL‐8, TNF‐α, LTB4, and  IL‐

1β),  elastase  activity,  and  incidence  of  Pseudomonas  infection  (Griese  et  al.,  2007).  Human 

recombinant AAT (rAAT)  is currently under  investigation  in patients with CF (Griese et al., 2007). 

Taggart and colleagues have proposed secretory leucoprotease inhibitor (SLPI) as a multifunctional 

therapeutic  for  chronic  inflammatory  lung  disease  characterized  by  a  high  protease  burden 

(Taggart  et  al.,  2002; Greene  et  al.,  2004).  Their  studies  showed  how  SLPI  acts  not  only  as  an 

antiprotease  but  also  as  an  anti‐inflammatory  by  directly  inhibiting  TLR  signalling  and  NF‐kB 

activation in macrophages (Taggart et al., 2005).  

In addition, a large number of in vitro (Baici et al., 1993; Fryer et al., 1997) and in vivo (Fryer et al., 

1997; Tian et al.,1995) studies have been performed looking at the antiprotease effects of heparin. 

The  theory behind using heparin  to bind  and  inactivate HNE  is not dissimilar  to what happens 

naturally in vivo. By way of explanation, exposure of HS proteoglycans to HNE causes release of HS 

chains and fragments of HS proteoglycans (Buczeck‐Thomas et al., 1999), which  in turn bind and 

limit HNE activity (Spencer et al., 2006). However, under chronic inflammatory conditions and high 

HNE burden, this natural feedback loop is destroyed, tilting the balance in favor of HNE‐mediated 

tissue  destruction. Walsh  et  colleagues  demonstrated  that  heparin  and  HS  have  the  ability  to 

inhibit  lung  elastin  breakdown  by  HNE  of,  thus  suggesting  a  role  of  these  GAG  in  protecting 

structural  proteins  (Walsh  et  al.,  1991).  This  inhibition  of HNE  activity  by  heparin was  initially 

deemed  to  be  influenced  by  charge  interactions,  where  correlations  were  observed  between 

charge density and N‐sulphate groups on  the heparin molecules and HNE activity  (Volpi, 1996). 
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However, more recent studies suggest  that heparin binds  to HNE by a competitive  tight binding 

mechanism corresponding to length of saccharides, with 12–14 being required for HNE inhibition 

(Spencer  et  al.,  2006).  In  addition,  semi‐synthetic  or  GAG  derivatives  have  also  demonstrated 

antiprotease  activity  against  HNE  (Becke  et  al.,  2003)  and  cathepsin  G  (Sissi  et  al.,  2006). 

Moreover, a role for GAG in stabilising interaction of SLPI with HNE has been reported (Ying et al., 

1997), augmenting SLPI antiprotease activity in vivo (Fath et al., 1998) . These studies promote the 

idea that antiprotease therapies are likely to have significant benefit for CF. 

There are no  studies  reporting efficacy of  therapies  for CF airway  remodeling but  the effect of 

current therapeutic molecules used in IPF and COPD to control airway remodeling could may also 

be extended to CF field. Pirfenidone (5‐methyl‐1‐phenyl‐2‐[1H]‐pyridone), a novel compound with 

combined  anti‐inflammatory,  antioxidant,  and  antifibrotic  effects  in  experimental  models  of 

pulmonary fibrosis could have a therapeutic potential  for CF  (King Jr et al., 2011). This molecule 

showed encouraging results  in phase  II clinical study  in patients with advanced  IPF  (Taniguchi et 

el., 2010; Noble et el., 2011).   

Tiotropium, a long‐acting muscarinic receptor antagonist, inhibited the increase of airway smooth 

muscle  (ASM) mass and goblet cell metaplasia  in allergen challenged guinea pigs  (Gosens et al., 

2005) and mice (Kang et al., 2012). In animal COPD models, tiotropium has been shown to inhibit 

goblet  cell metaplasia,  mucin  production,  and  vascular  remodeling  but  to  have  no  effect  on 

airspace  enlargement  (Pera  et  al.,  2011).  Although  bronchoconstriction  per  se  may  release 

growth‐promoting  molecules  from  airway  epithelium,  it  is  not  clear  whether  the  effects  of 

tiotropium  are mediated  by  affecting  airway mechanics  or  through  predominantly  biochemical 

processes.  The  effect  of  tiotropium  on  airway  remodeling  has  not  been  evaluated  in  human 

subjects. 

With the discovery of small molecules that can restore the function of CFTR (Ikpa et al., 2014), it is 

hoped  that  one  day  individuals with  CF will  no  longer  be  afflicted with  these  difficult  to  treat 

pulmonary  infections caused by opportunistic, multidrug resistant pathogens. However, until the 

underlying  defect  can  be  corrected  in  all  CF  patients,  treatments  that  decrease  infection, 

pulmonary hyper‐inflammation and airways structural damage are vital to the quality of  life and 

survival  of  individuals  with  CF  (Waters  and  Smith,  2015).
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C. Aim of the Project 
 

Pulmonary disease is the main cause of morbidity and mortality in CF patients. During the course 

of  chronic  colonization  P.  aeruginosa  adapts  to  the  airways  and  dramatically  modifies  its 

phenotype  avoiding  the  host  immune  recognition.  In  this  context  structural  changes  of  the 

airways,  including accumulation and degradation of ECM components and GAG remodelling, are 

associated to the progression of CF lung disease.  However it is still not clear whether and how P. 

aeruginosa CF‐adapted  isoletes, persisting  in CF  airways,  affect  the host  immune  response  and 

favor  airway  damage  and  the  remodeling  processes. Moreover, whether GAG  remodeling may 

contribute  to  lung  pathology  and may  be  considered  a  potential  therapeutic  target,  remains 

unclear. The main objectives of this PhD work were: 

 

 To track the host immunopathological response to P. aeruginosa variants in vitro and in 

murine models of  infection.  Sequential  clonal P. aeruginosa  isolates  recovered  from CF 

patients were  tested  in human CF bronchial epithelial cells  IB3‐1 and  in macrophage‐like 

cells  THP‐1  to  evaluate  inflammatory  response  and  tissue  damage markers. Mice were 

intratracheally infected with P. aeruginosa isolates as planktonic bacteria for short term to 

reproduce the acute  infection; whereas, to establish P. aeruginosa chronic  lung  infection, 

mice were intratracheally infected with bacteria embedded in agar beads for long term up 

to  three months. Bacterial  load, histopathology and markers of  inflammation and  tissue 

damage were evaluated in murine lungs. 

 

 To  determine  the  pathophysiological  relevance  of  GAG  and  test  the  efficacy  of 

competitors  (GAG  mimetics)  in  reducing  inflammation,  tissue  damage  and  infection 

burden  in  murine  models  of  P.  aeruginosa  infection.  Different  GAG  species  were 

identified  by  HPLC‐MS  in  lung  pellet  and  supernatants  of  wt  and  CF  mice  chronically 

infected  with  P.  aeruginosa  CF‐adapted  isolate.  Furthermore,  GAG  mimetics  were 

synthetized and their activities tested subcutaneously  in mice during P. aeruginosa acute 

and  chronic  lung  infection.  Bacterial  count,  lung  inflammation  and  markers  of  tissue 

damage were evaluated. Finally,  these compounds were  tested  in vitro  to evaluate  their 

antibacterial potential. 
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histopathological  lesions during the course of chronic  infection.  Immunofluorescent staining and 

Haematoxylin  and  Eosin  (H&E) showed  that  on  day  2  P.  aeruginosa was  confined  to  bronchial 

lumens  in  the  agar  beads,  while  after  long  term‐infection  AA43  and  AA44  were  localized  as 

macrocolonies  in  the beads deposited  in  the bronchial  lumen and  in biofilm‐like structures  (Fig. 

15C). In the initial phases of the infection, CF‐adapted variants AA43 and AA44 involved less innate 

immune cells recruitment, including neutrophils and macrophages (Fig. 16A and B), than early AA2 

isolate. Furthermore cytokines/chemokines profile analysis showed that AA43 and AA44  induced 

lower  levels  of MIP‐2,  KC, MIP‐1α,  IL‐6, MCP‐1  and  TNFα  in  comparison  to  AA2  during  acute 

infection and at the onset of chronic infection. At the later stage of chronic infection, induced by 

CF‐adapted  variants,  these  cytokines/chemokines  decreased  further,  although  not  to  the  basal 

level, while IL‐17A and IFN‐γ concentration remained sustained up to 28 days (Fig. 17A‐H). Taking 

into consideration that IL‐17A and IFN‐γ are key‐signature cytokines of T helper cells polarization, 

these  results  highlight  the  potential  involvement  of  adaptive  immunity  during  P.  aeruginosa 

chronic infection, confirmed by the high recruitment of T and B cells as indicated by the adaptive 

immune  cells  infiltration  score  on  lung  histopathological  analysis  (Fig.  16C).  Furthermore  the 

adaptive  immune response was characterized by the formation of bronchus associated  lymphoid 

tissue (BALT)‐like structures (Fig. 16A and D) promoted by the persistence of CF‐adapted variants. 

Overall  these data suggest  that P. aeruginosa CF‐adapted variants with  their ability  to persist  in 

bronchial  lumen,  determine  a  weakening  of  the  innate  immune  recognition  and  lead  to  the 

adaptive immune response during the course of airway diseases. 
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Figure 17.  Lung  inflammatory  response after acute and  chronic P. aeruginosa  lung  infection  in C57BL6/NCrl mice. Mice were 

infected with 5x106 CFU/lung of planktonic bacteria  for  the acute  infection or 1  to 2x106 CFU/lung of strains embedded  in agar 

beads for the chronic infection and analyzed during a time course post‐infection (12 hours and 1 day of acute infection and 2, 14 

and 28 days of chronic lung infection). Cytokines and chemokines, including MIP‐2 (A), KC (B), MIP‐1α (C), IL‐6 (D), MCP‐1 (E), TNF‐α 

(F),  IL‐17A  (G),  IFN‐γ  (H) were measured by Bioplex  in  lung homogenates. The data are pooled  from at  least  two  independent 

experiments  (n=3‐6). Values  represent  the mean ± SEM. Statistical  significance by ANOVA and Mann Whitney  test  is  indicated: 

*P<0.05, **P<0.01. 
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D.1.2 Differential cell host response to P. aeruginosa phenotypic variants 

Next, we performed in vitro analysis to exclude the confounding variables (e.g. different bacterial 

load) during the course of the infection that cannot be controlled in mouse models. Thus, using a 

RNA macroarray, we  performed  a  global  transcriptional  analysis  of  human  IB3‐1  CF  bronchial 

epithelial cells, widely  investigated  in CF  inflammation,  infected with early AA2 and CF‐adapted 

variants AA43 and AA44. We  identified a total of 20 genes whose expression changed more than 

2‐fold  in cells  infected with AA43 and AA44    in comparison  to cells  infected with AA2, but with 

equal bacterial  load. Only  five genes were up‐regulated after  infection with  the AA43 and AA44 

CF‐adapted  variants  in  respect  to AA2  infection, while  the majority  (15 out of  20) were down‐

regulated, including several chemokines and cytokines and their receptors (TNF‐, Gro‐ and γ, IP‐

10,  IL‐8, FPR2, CCR6, CCR7, CCR9), and adhesion molecules  involved  in the process of  leukocytes 

extravasation and  recruitment  (VCAM‐1 and  ICAM‐1).  In addition, although AA2  isolate  induced 

higher  expression  of  elastase  2,  liable  for  collagen‐IV  and  elastin  proteolysis,  AA43  and  AA44 

induced  much  higher  expression  of  the  matrix  metalloprotease  9  (MMP‐9),  suggesting  a 

contribution of P. aeruginosa CF‐adapted variants  in matrix degradation  (Fig. 18A). Validation of 

RNA macroarray results was performed by real time PCR and/or ELISA  for selected targets  (IL‐8, 

TNF‐α,  IP‐10,  VCAM‐1,  ICAM‐1,  Gro‐)  in  IB3‐1  and  their  isogenic wt  cells,  namely  C38, while 

MMP‐9  target was validated    in macrophagic‐like cells THP‐1. The validation confirmed  the RNA 

macroarray  results  (Fig.  18B‐H)  indicating  that  CF‐adapted  variants  AA43  and  AA44  induced  a 

significant  waekening  of  the  host  response  and  contributed  in  matrix  degradation.  Next  we 

extended our  investigation with other P. aeruginosa early and CF‐adapted  isolates: KK1 and KK2, 

isolated at the onset of chronic colonization, and KK71 and KK72,  isolated after a period of 12.6 

years and before patient's death. Results showed that CF‐adapted variants KK71 and KK72 induced 

a lower expression of IL‐8, TNF‐, Gro‐β, VCAM‐1, ICAM‐1 and IP‐10 in comparison to early isolate 

KK1  and  KK2  (Figure  18B‐H).  In  addition,  confirming  the  results  obtained  with  the  AA  clonal 

lineage,  infection with KK71 and KK72 stimulated  lower IL‐8 proteic  levels  in comparison to early 

strain KK1 and KK2 (Fig. 18C).   

Overall, these results unravel that different P. aeruginosa CF‐adapted variants are able to rewrite 

the host response in host cells in vitro and in particular attenuate the expression of a set of genes 

involved in inflammation, confirming our results obtained in in vivo models. 
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Figure 18.  Expression/release of markers of  inflammation and  tissue damage  in  cell  lines after  infection with P. aeruginosa. 

Bronchial  epithelial  CF  cells,  IB3‐1, were  infected  for  4  hours with  P.  aeruginosa  AA2‐AA43‐AA44  isolates,  RNA  extracted  and 

retrotranscribed, and macroarray conducted. A) Genes expression is expressed after normalization on expression induced by AA2. 

Validation of gene expression was performed by real time PCR in IB3‐1 (B, D‐H) and isogenic non‐CF cells C38 (B, D) after infection 

with AA2, AA43, AA44, KK1, KK2, KK71 and KK72. C) Validation of  IL‐8 protein  release  in culture medium of  IB‐3 and C38 and  I) 

MMP‐9 protein  release  in supernatants of THP‐1 cells was performed by ELISA. Values represent  the mean ± SEM. The data are 

pooled from at least three independent experiments. Statistical significance by ANOVA is indicated: * p<0.05, ** p<0.01. 
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D.1.3 P. aeruginosa persistence promotes airway tissue damage in mice that mirrors human CF 

pathology 

Next, we investigated the impact of P. aeruginosa CF‐adapted variants on murine lungs in terms of 

tissue  remodelling  and  damage. Mice  retaining  infection with  AA43  and  AA44  for  one‐month 

showed  typical  features  of  human  CF  airways  pathology:  intraluminal  and  peribronchial 

inflammation, epithelial hyperplasia and structure degeneration, goblet cells metaplasia, collagen 

deposition  and  elastin  degradation  (Fig.  19A‐C).  Then  biochemical  markers  of  tissue  damage 

typical of human CF lung disease were investigated in BALF and in lung homogenate. The analysis 

showed an increase of MMP‐9 activity and protein (Fig. 20A‐C), TGF‐β release and sulphated GAG 

(sGAG)  (Fig. 20D‐F) during  long‐term  infection with CF‐adapted variants AA43 and AA44. So  the 

above  described  mouse  model  of  long‐term  airway  chronic  infection  established  with  P. 

aeruginosa CF‐adapted variants  is able  to  reproduce  several  traits of human CF  lung pathology. 

Furthermore,  taking  into  consideration our previous  results  in  chronic  infection model  and  cell 

culture and the emerging relevance of MMPs to  impaired  lung function  in CF patients (Gaggar et 

al., 2006) we evaluated whether MMP‐9 could play a key role  in tissue damage  induction during 

chronic lung infection. For this purpose we infected Mmp9‐/‐ and their congenic wt mice with CF‐

adapted  isolate AA43 embedded  in agar beads for 28 days. No difference  in bacterial  load, total 

cells recruitment, sGAG and TGF‐β was observed while lower collagen levels in Mmp9‐/‐ mice than 

in congenic wt mice were found (Fig. 21A‐E). These results suggest a role of MMP‐9 in the process 

of collagen deposition during P. aeruginosa chronic persistence. 
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Figure  19.  Lung  histology  and  histopathological  score  of  tissue  damage  in murine  lung  after  infection with  P.  aeruginosa. 

C57Bl/6NCrlBR mice were  infected with  1  to  2x106  CFU/lung  of  isolates  embedded  in  agar  beads  and  analyzed  28  days  post‐

infection. Sections of airways from transplanted CF patients and from C57Bl/6NCrlBR  infected with CF‐adapted isolates AA43 and 

AA44 and sterile beads were stained with H&E, Masson’s trichrome staining (MTS) for collagen, Van Gielson elastic (VEG) for elastic 

fibers and Alcian blue periodic acid‐Schiff (AB/PAS) for mucopolysaccarides, according to the standard procedures (A). Scale bars: 

12.5 µm for H&E, 25 µm for MTS, VEG and AB‐PAS. Scorings of bronchial epithelial degeneration, collagen deposition and elastin 

degradation (B) were performed on slices stained with H&E, MTS and VEG, respectively. Goblet cells numbers were evaluated on 

slices stained with AB‐PAS (C). The data are pooled from at least two independent experiments (n=2‐6). Values represent the mean 

± SEM. Statistical significance by ANOVA is indicated: *p<0.05. 
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D.2 Characterization of GAG species  in the  lung of mice after  long‐term chronic  infection with       

P. aeruginosa CF‐adapted isolate 

Our previous  results  (shown above) highlighted an  increase  in  sGAG  levels  in  the  lungs of mice 

chronically infected with P. aeruginosa for 28 days. Based on these data we investigated the levels 

of  specific GAG  disaccharides  in  this mouse model. Murine  lungs were  perfused,  to  avoid  the 

detection  of  circulating  GAG  present  in  the  blood,  and  then  recovered.  Then,  pellets  and 

supernatants  of  lung  homogenates were  analysed  separately  to  distinguish  released GAG  from 

those present as structural components of  the ECM. After 28 days of chronic  infection with CF‐

adapted  isolate  AA43,  disaccharides  analysis  showed  an  increase  in  heparin/heparan  sulphate 

(HEP/HS)  products  in  infected  C57Bl/6NcrlBR  (wt) mice  compared  to  uninfected  controls  (Fig. 

22A). In particular, in the pellet we observed the prevalence of the monosulphated disaccharides 

Δ2,1,0 (1 sulphates and 0 acetyl) and Δ2,1,1 (1 sulphate and 1 acetyl) over the other three species 

detected. No  significant  differences were  found  between  the  supernatants  of  the  control  and 

infected  mice  suggesting  that  P.  aeruginosa  long‐term  chronic  infection  modulates  levels  of 

specific structural GAG present in ECM.  

In  addition,  to  evaluate  whether  CFTR  background  may  contribute  to  GAG  remodelling,  we 

infected Cftrtm1UncTgN(FABPCFTR) (CF) mice with P. aeruginosa isolate AA43 for 28 days (Fig. 22B). 

Analysis of  lung  samples  revealed  that  the HEP/HS were  the most prevalent products detected 

also  in  infected  and  non‐infected  CF mice.  Notably,  we  observed more  digestion  products  in 

supernatants of CF mice compared to wt mice. In addition, the most represented disaccharide  in 

CF mice was Δ2,2,1 (2 sulphates and 1 acetyl), absent  in wt mice. Overall these results  indicated 

significant diversity between wt and CF mice: in particular, CF mice showed structural HEP/HS with 

an overall degree of sulphation higher  than wt mice as well as a higher  release of HEP/HS,  that 

could potentially represent mediators of the excessive inflammation observed in CF. 
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Figure 22. Disaccharide products of the digestion of HEP/HS from lungs of C57Bl/6NcrlBR (wt) mice and Cftrtm1UncTgN(FABPCFTR) 

(CF) mice after P. aeruginosa chronic lung infection. Lung homogenates of wt and CF mice infected with CF‐adapted isolate AA43 

or treated with sterile agar beads for 28 days were separated into pellets and supernatants to distinguish released GAG from those 

present as structural components of the ECM. GAG were isolated and then digested with specific enzymes to identify GAG species: 

first they were digested with chondroitinase ABC that cuts chondroitin sulphate (CS) and dermatan sulphate (DS) chains, then with 

a heparinase cocktail (I,II,III) that cuts heparan sulphate (HS) and heparin (HEP). Recovered digestion products were lyophilized and 

dissolved  for   high performance  liquid  chromatography‐mass  spectrometry  (HPLC‐MS) analysis. Even  if HPLC‐MS analysis  is not 

quantitative, comparison among samples was possible under identical conditions and by comparing the integrals of LC‐MS peaks of 

disaccharides to the sum of the relative integrals. A, B) The two graphs showed the percentage of each disaccharide species relative 

to the disaccharide moiety in pellet and SN of lungs from wt and CF mice infected or not‐infected. 100% is considered the sum of 

integrals of pellet of lungs from Wt and  CF mice infected with AA43. The unsaturated bond of the terminal uronic acid is indicated 

by  Δ,  and  the  number  of monomers,  the  number  of  sulfates  and  the  number  of  acetyls  are  reported.  Two‐way  ANOVA with 

Bonferroni’s post‐test was used to statistically analyze results. Data represent  the mean + SEM of  three samples per type which 

have been processed independently. 
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D.3.2 In vitro modulation of HNE activity and inflammation by GAG mimetics  

First, we investigated the ability of GAG mimetics to inhibit the in vitro activity of HNE (Fig. 24A), a 

serine protease highly abundant in CF BALF and able to degrade major components of connective 

tissues, including elastin (Reeves., 2011). Results showed that C3 inhibited HNE activity of 50‐60% 

of inhibition, comparably to HEP, the reference molecule. C23 was also efficacious in reducing HNE 

activity,  although  at  a  lower  extent  (25‐30%).  Then,  we  evaluated  their  anti‐inflammatory 

potential analysing TNF‐ release  in the supernatants of macrophagic‐like cells THP‐1. Cells were 

infected with P. aeruginosa early isolate AA2 and treated with three different concentration of C3 

and C23. Results showed a statistically significant reduction of TNF‐ release by 10 ug/ml of C23 

(Fig.  24B)  ,  while  the  lower  concentration  of  C3  (Fig.  24C)  had  a  similar  effect  but  without 

statistical significance. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24. Modulation of human neutrophilic elastase (HNE) activity and inflammation in vitro by GAG mimetics C3 and C23. (A) 

To evaluate the ability of GAG mimetics to inhibit HNE activity, three different concentrations (60, 120 and 240 nM corresponding 

to 1:1, 2:1 and 4:1 molar  ratio,  respectively) of C3 and C23 were  tested. The  inhibition was evaluated with a colorimetric assay 

measuring  the release of p‐nitroaniline  from a  low molecular weight chromogenic substrate  following  the cleavage by HNE. The 

graph showed the percentage of inhibition of the elastase calculated from the regression curve of the initial speed of the reaction. 

TNF‐α protein  levels were measured by ELISA  in the culture medium of macrophage‐like THP‐1 cells  infected  for 4 hours with P. 

aeruginosa AA2 strain (MOI 1:1) and treated with three different concentration (0.1, 1, 10 ug/ml) of C23 (B) and C3 (C) two hours 

before and  two hours after  the  infection. Results are expressed as mean ± SEM of  three  independent experiments  in  triplicate. 

Statistical significance by ANOVA and Mann Whitney test is indicated: * p<0.05. 
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D.3.3 Modulation  of  inflammation  and  tissue  damage  by GAG mimetics  in mouse models  of       

P. aeruginosa infection 

First, GAG mimetics C3 and C23 were tested  in mice  infected with P. aeruginosa AA2  isolate  in a 

murine model  of  P.  aeruginosa  acute  infection.  C23  significantly  reduced  the  number  of  total 

leukocytes (Fig. 25A), including neutrophils (Fig. 25B), in BALF in comparison to Ctrl infected mice 

treated with saline, while C3 had no effect. When  the cytokines/chemokines profile, normalized 

on the bacterial burden, was evaluated, C23 reduced  levels of MIP‐1β,  IL‐6, G‐CSF,  IFN‐, MCP‐1, 

and  RANTES  (Fig.  25C‐H),  indicating  its  anti‐inflammatory  activity.  C3  showed  similar  effects. 

Noteworthy,  C3  significantly  increased  the  bacterial  load, while  C23  did  not  affect  it  (Fig.  25I) 

despite  its  inhibitory activity on  leukocytes  infiltration,  confirming  its beneficial effect during P. 

aeruginosa acute infection. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25: Inflammation modulation by C3 and C23 after P. aeruginosa acute  lung  infection. C57Bl/6NCrlBR mice were  infected 

with 1x106 CFU/lung of early AA2  isolate  (planktonic bacteria) and  treated subcutaneously with C3 and C23  (30 mg/Kg) 2 hours 

before and 2 hours after the infection. Mice were sacrificed 6 hours after bacterial challenge. A) Total cell and and (B) neutrophils 

recruitment was analyzed in BALF. Cytokines/chemokines levels, including MIP‐1β (C), IL‐6 (D), G‐CSF (E), IFN‐γ (F), MCP‐1 (G) and 

RANTES  (H), measured by Bioplex were normalized on  total CFU  in  the  lung homogenates.  (I) Total CFU were evaluated  in  total 

lungs. Values  represent  the mean  ±  SEM.  Statistical  significance  by ANOVA  and Mann Whitney  test  is  indicated:  *  p<0.05,  ** 

p<0.01. 
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Next, we exploited the effects of GAG mimetics during P. aeruginosa long‐term persistence up to 28 days. 

In this pilot experiment, the daily subcutaneous treatment was started after one week from the infection, 

when chronic infection is stably set‐up, to mimic the treatment in a patient already chronically colonized by 

Pseudomonas  aeruginosa.  After  28  days  of  chronic  infection,  both  C3  and  C23  had  a  similar  anti‐

inflammatory activity: they decreased  leukocytes  infiltration  in BALF,  including neutrophils, and the  levels 

of MIP‐1α,  IL‐1β and KC    in  lung homogenates  in  comparison  to Ctrl mice  treated with  saline, although 

differences did not  reach  statistical  significance  (Fig. 26A and B, C‐E). Both  compounds  reduced MMP‐9 

active protein  (Fig. 26F).  In addition, C3 was able  to significantly decrease elastin degradation  (Fig. 26G). 

Overall,  these  results  indicate  that  GAG mimetics  can modulate  lung  immunopathology  induced  by  P. 

aeruginosa  chronic  infection,  reducing  inflammation  and  tissue  damage.  Notably,  despite  their  anti‐

inflammatory  activity,  C3  and  C23 were  able  to  contain  the  bacterial  load,  although without  statistical 

significance (Fig. 14H), suggesting that these compounds could have anti‐bacterial activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26:  Inflammation, bacterial burden and tissue damage following treatment with C3 and C23 during P. aeruginosa  long‐

term chronic  lung  infection. C57Bl/6NCrlBR mice were  infected with 1‐2x106 CFU/lung of CF‐adapted  isolate AA43 embedded  in 

agar‐beads and treated subcutaneously daily starting from a week after infection with C3 and C23 (30 mg/Kg) and saline (Ctrl mice) 

and  sacrificed  28  days  after  bacterial  challenge.  A)  Total  cell  and  (B)  neutrophils  recruitment  were  analyzed  in  BALF. 

Cytokines/chemokines levels , including MIP‐1α (C), IL‐1β (D) and KC (E),  measured by Bioplex were detected in lung homogenates. 

F  Elastin  levels  were  evaluated  by  a  colorimetric  dye‐binding  assay  and  results  were  indicated  as  the  ratio  between  elastin 

measured  in  the  lung homogenates and  total protein quantified  in  the same samples. G) Levels of  the MMP‐9 active  form were 

measured  by  ELISA  in  the  BALF.  (H)  Total  CFU  were  evaluated  in  total  lungs.  Values  represent  the mean  ±  SEM.  Statistical 

significance by Mann Whitney test is indicated with the p value. 
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Taking  into  consideration  the  reduction  of  P.  aeruginosa  bacterial  load  described  above,  we 

evaluated if GAG mimetics could also have an antibacterial effect. As we did not find any minimal 

inhibitory concentration  (MICs90) after  treatment with up  to 512 ug/ml of C23 and C3  (data not 

shown), we  investigated whether GAG mimetics  could  affect  biofilm  formation  by  CF‐adapted 

isolate AA43 in vitro. Results revealed that C3 induced a statistically significant reduction of biofilm 

formation at lower concentrations, while C23 was effective at the higher concentration (10 ug/ml) 

(Fig. 27A  and B).  These  results  confirm  that GAG mimetics  can have  anti‐bacterial effects,  and 

suggest that their administration may impact on P. aeruginosa chronic colonization. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 27: Effect of C3 and C23 on P. aeruginosa biofilm formation.AA43 was grown for 24 hours  in plates at 37°C either  in the 

absence or presence of three different concentrations (0.1, 1 and 10 ug/ml) of C3 (A) and C23 (B). Biofilm biomass was quantified 

by staining with crystal violet and absorbance measurements at OD600. Absorbance of planktonic bacteria  in the culture medium 

was measured at OD600. Results are expressed as the ratio between biofilm absorbance and planktonic bacteria absorbance. The 

data are pooled from three independent assays, Values represent the mean ± SEM. Statistical significance by Mann Whitney test is 

indicated: * p<0.05, and ***p<0.001. 
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E. Conclusions and Future Prospects 
 

CF patients are susceptible to chronic lung infections, the predominant cause of the morbidity and 

mortality associated with the disease. The most common pathogen in this respect is P. aeruginosa, 

a highly versatile bacterium capable of causing a wide range of mostly opportunistic infections, as 

well as colonising a variety of environmental niches (Lyczak et al., 2000). The ecological flexibility 

of  P.  aeruginosa  can  be  attributed  to  its  large  genome  (typically  >6  Mb),  which  contains  a 

particularly high proportion of regulatory genes, as well as a large number of genes involved in the 

catabolism, transport, and efflux of organic compounds (Stover et al., 2000; Silby et al., 2011). The 

CF  lung  is  a  heterogeneous,  hostile,  and  stressful  environment  for  invading  bacteria,  and  P. 

aeruginosa  populations  must  overcome  these  challenges  to  persist  and  survive.  Postulated 

stressors  in  the CF  lung  include osmotic  stress  (Brocker et al., 2012) due  to  the viscous mucus, 

oxidative (Hector et al., 2014) and nitrosative (Wood et al., 2007) stresses due to host responses, 

sublethal concentrations of antibiotics (Andersson and Hughes, 2014), and the presence of other 

microorganisms (Fodor et al., 2012; Lopes et al., 2014). It has been recognized for many years that 

P. aeruginosa undergoes evolutionary  changes  in  response  to  these  selective  forces during  the 

chronic  infection  process  (Winstanley  et  al.,  2016).  In  this  study we  used  sequential  clonal  P. 

aeruginosa isolates recovered from a CF patient. The early isolate AA2 was recovered at the onset 

of  chronic  infection while  the CF‐adapted  variants AA43  and AA44 were  isolated  after  years of 

chronic  colonization.  These  P.  aeruginosa  clonal  isolates  were  phenotypically  typified  and 

genetically  characterized  for  genome  rearrangements, mutations,  and  variations  in  pathogenic 

islands.  In particular, AA43 and AA44 were,  respectively, mucoid and non‐mucoid  variants with 

adaptive  phenotypes,  including  absence  of  swimming motility,  twitching motility  and  protease 

secretion,  while  the  early  AA2  was  equipped  by  a  wide  series  of  virulence  factors  including 

swimming motility, twitching motility and protease secretion (Bragonzi et al., 2009; Cigana et al. 

2009, Loré et al., 2012).  

Previous  studies  investigated  the  virulence  of  these  isolates  in  non‐mammalian  (C.  elegans, G. 

mellonella and D. melanogaster) and  in mammalian hosts (C57bl/6NCrl and Balb/cAnNCrl  inbred 

mouse strains) (Lorè et al., 2012) during acute infection that is a short‐term infection, carried out 

by  a  planktonic  bacterial  community.  The  acute  infection  could  be  eradicated  by  the  immune 

system of the host or lead to mortality (Furukawa, 2006). In that work we observed that the early 

isolate  AA2  was  lethal  while  CF‐adapted  variants  AA43  and  AA44  were  attenuated  in  acute 
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virulence.  These  results  indicated  host  tolerance  against  P.  aeruginosa  CF  adapted  variants,  as 

suggested  by  the  high  bacterial  load  sustained  by  the  host.  To  mimic  the  progressive 

bronchopulmonary chronic infection typical of CF patients, in this work we challenged C57bl/6NCrl 

mice with AA2 and CF‐adapted variants AA43 and AA44 embedded  in agar beads (Facchini et al., 

2014) and we reported, for the first time, the response to long‐term P. aeruginosa lung infection 

(until 90 days) (Cigana et al., 2016). Bacteria embedded in the immobilizing agents appear to grow 

in the microaerobic/anaerobic conditions  in form of microcolonies, similarly to the growth  in the 

mucus of patients with CF (Bragonzi, 2010). In a chronic infection, bacterial proliferation is limited 

to a specific host tissue (e.g.,  in the CF  lung or  in association with medical devices), and bacteria 

can  persist  in  the  host  for  extended  periods  of  time,  adopting  a  slow‐growing  sessile  lifestyle 

(biofilm).  In the biofilm mode of growth bacteria are more resistant to the host  immune system 

and prolonged antibiotic therapies, and they produce limited amount of virulence factors despite 

high cell density (Furukawa, 2006; Bondì et al., 2014). In the agar‐beads model we noted that the 

early isolate AA2 was not able to establish long‐term chronic infection while it induced mortality in 

mice. Conversely, CF‐adapted variants AA43 and AA44,  irrespective of mucoid phenotype, were 

able  to  persist  in  the  bronchial  lumen  of mice  as macrocolonies  with  a  stable  bacterial  load 

(103/104 CFU) until 90 days.  

When  the  immune  response  was  analyzed,  the  histopathological  analysis  revealed  that  the 

bronchi and the parenchyma of mice infected with AA43 and AA44 were infiltrated by lower levels 

of  innate  immune cells  (neutrophils and macrophages) after 28 and 90 days of chronic  infection 

when compared to 2 days of chronic  infection. Furthermore during the course of  infection, AA43 

and  AA44  induced  lower  levels  of  inflammatory mediators,  including MIP‐2,  KC, MIP‐1  α,  IL‐6, 

MCP‐1 and TNF‐α compared with concentration induced by AA2 during acute infection and at the 

onset  of  chronic  infection  (2  days).  In  addition  our  results  highlighted  the  evidence  that  the 

persistence  of  CF‐adapted  variants  AA43  and  AA44  involved  a  shift  from  innate  to  adaptive 

immune  response  as  confirmed  by  the  high  levels  of  IL‐17A  and  IFN‐γ,  indicating  lymphocytes 

polarization, and the formation of BALT‐like structures.  

These data observed  in mice were  also  supported by  in  vitro  stimulation of  IB3‐1 CF bronchial 

epithelial cells with AA2, AA43 and AA44 and by the validation of targets selected  from a global 

transcriptional  analysis  performed  by  RNA macroarray.  In  particular,  CF‐adapted  variants AA43 

and AA44 induced a significantly lower stimulation of IL‐8, TNF‐α, IP‐10, VCAM‐1, ICAM‐1 and Gro‐

β transcription than early AA2 isolate. A weaker stimulation of these inflammatory targets by CF‐
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adapted  variants was  also  confirmed when we  extended  the  analysis  to  another P. aeruginosa 

clonal lineage from CF patient (KK). In this case, P. aeruginosa CF‐adapted variants KK71 and KK72, 

isolated  after  many  years  of  chronic  infection,  were  less  pro‐inflammatory  than  early  clonal 

isolates KK1 and KK2,  isolated at the onset of  infection. These  in vivo and  in vitro results suggest 

that the adaptation of P. aeruginosa to the CF lung niches negatively selects virulence factors able 

to  stimulate  host  immune  detection  thus  increasing  immunoevasion  and/or  tolerance,  and 

switches the host response to other pathways (e.g. adaptive immunity) (Cigana et al., 2009; Cigana 

at al., 2011, Medzhitov R et al., 2012). Furthermore, one factor of major interest was that the host 

response to P. aeruginosa adapted variants did not appear to be dependent only on a particular 

bacterial phenotype or clonal variant. Different P. aeruginosa patho‐adaptive variants (e.g. mucoid 

and non‐mucoid) or belonging to different patients, showed a similar capacity to weaken the host 

immune response (Cigana et al., 2016). 

Interestingly,  the histopathological analysis  revealed  that  the persistence of CF‐adapted variants 

AA43 and AA44  in  the  lung of mice  reproduced  several  features  typical of CF airway pathology 

after  one  month  of  infection  (e.g.  epithelial  hyperplasia,  goblet  cells  metaplasia,  collagen 

deposition  and  elastin  degradation).  These  pulmonary  alterations  together  with  others  (e.g. 

bronchiectasis,  mucoid  impaction  and  atelectasis)  are  clustered  as  airway  remodeling.  These 

processes may already be present in children with CF and, in more than 90% of patients with CF, 

ultimately lead to death for respiratory failure (Regamey et al., 2011). Airway remodeling in CF is 

traditionally  thought  to  be  solely  the  consequence  of  repeated  cycles  of  inflammation  and 

infection and therapeutic approaches to preserve airway function may be required (Hillard et al., 

2007). Furthermore  in mice CF‐adapted variants AA43 and AA44  induced an  increase of MMP‐9 

activity and protein after one month of chronic infection. In addition, RNA macroarray analysis in 

vitro  demonstrated  that AA43  and AA44  adapted  variants were more  prone  to  induce MMP‐9 

protein release  from macrophagic‐like cells than the early  isolate AA2.  In the context of CF  lung 

disease, MMP‐9 was found to be the predominant active MMP  isoform  in CF patients and  it was 

linked  to  impaired  lung  function  (Gaggar  et  al.,  2007; Ratjen  et  al.,  2002). Our  investigation  in 

Mmp9‐/‐ ko mice confirmed a key role of MMP‐9 in tissue remodeling during P. aeruginosa chronic 

lung infection. In particular results observed in Mmp9‐/‐ ko mice, demonstrated its involvement in 

the process of collagen deposition. Indeed, it has been shown that the degradation of airway wall 

observed  in  the CF  lung  is  associated with  an  increase  of MMP‐9  activity  and  probably with  a 

concomitant  decrease  of  its  natural  inhibitor,  TIMP‐1  (Jackson  et  al.,  2010).  It  was  also 
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demonstrated that the increased activation of MMP‐9 in CF lung disease cleaves latent TGF‐β (Yu 

and Stamenkovic, 2000), a potent pro‐fibrotic cytokine, that we found at high concentration in the 

lungs of mice  chronically  infected with CF‐adapted variants AA43 and AA44. TGF‐β activation  is 

markedly up‐regulated  in CF and contributes to the progression of CF  lung disease by mediating 

pulmonary  fibrosis  (Harris  et  al.,  2013). Notably,  the  long‐term  chronic  infection  established  in 

mice with AA43 and AA44 adapted variants induced also higher concentration of sGAG. Based on 

the  higher  levels  of  GAG  in  CF  human  bronchial  cells  and  tissues,  GAG  remodeling  has  been 

associated  to  CF  airways  inflammation  and  tissue  damage  (Revees  et  al.,  2011).  These  recent 

discoveries and the paucity of studies in the CF field prompted us to analyze GAG species present 

in the lung during chronic infection in agar beads mouse model. We observed that the persistence 

of  the  CF‐adapted  variant  AA43  in  the  lung  pellet  of wt mice  induced  the  prevalence  of  the 

monosulphated  disaccharides  over  the  other HEP/HS  products  detected.  In  the  lung, GAG  are 

distributed  in  the  ECM,  encompassing  the  interstitial  space  lying  between  the  capillary 

endothelium and the alveolar epithelium (Suki et al., 2005),  in the subepithelial tissue, bronchial 

walls and airways secretion. The lower level of GAG detected in lung supernatant than in the pellet 

of mice  suggests  that  the  long‐term  chronic  infection  increased  the  presence  of  GAG  in  the 

structural  lung  component  probably  altering  their  physiologic  structural  roles  (e.g.  antigen 

recognition or interaction of GAG with inflammatory molecules). Then we extended the analysis of 

GAG  profile  in  CF mice  during  chronic  infection.  In  this  contest  we  observed more  digestion 

products  in  supernatants  of  CF  mice  than  wt  mice  and  the  most  represented  disaccharide, 

characterized by 2 sulphates and 1 acetyl, was absent in wt mice. These results indicate that CFTR 

background  could  influence  the  levels  of  released  GAG  and  those  present  in  the  structural 

component.  In  addition,  the  higher  sulphation  may  be  probably  correlated  to  the  excessive 

inflammation observed  in CF. Indeed,  it has been demonstrated that the  increased expression of 

GAG  and  subsequent  binding  to  IL‐8, MCP‐1,  RANTES  and MIP‐1β    increased  the  half‐life  and 

activity  of  these  cytokines    and  this  process  has  been  linked  to  the  sustained  inflammatory 

response and continued recruitment of neutrophils in CF bronchial tissue (Solic et al., 2005; Lau et 

al.,  2004).  However  the  role  and  the  contribution  of  GAG  in  the  host  response  and  in  the 

progression  of  tissue  damage  during  P.  aeruginosa  infections  in  CF  patients  remains  to  be 

investigate and clarified. 

Overall  these  results  showed  the  evidence  that  the mouse model  of  P.  aeruginosa  long‐term 

chronic infection proposed in this work mirrors human CF pathology, so it is useful to further study 
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CF lung disease pathogenesis and progression. The development of animal models that are able to 

reproduce features of CF lung disease is an open debate. It is well known that CF mice do not fully 

recapitulate  the  natural  progression  of  CF  lung  disease  seen  in  human  patients  (Fisher  et  al., 

2011).  The  presence  in  mice  of  a  significant  calcium  activated  chloride  secretory  pathway 

alternative to CFTR protein and the lack of spontaneous lung infection with familiar CF organisms 

has dampened the enthusiasm of many investigators for this model (Clarke et al., 1994; Egan ME, 

2009).  In  this  context,  the  use  of  the  agar  beads model  is  essential  for  creating  chronic  lung 

infection  in  mice.  Models  of  chronic  infections  have  been  described  but,  until  now,  no 

experimental studies have managed to achieve the progressive advanced‐stage of lung pathology 

induced  by  chronic  bacterial  colonization  that  strictly mimics  human CF  infection  (e.g.,  chronic 

Pseudomonal  endobrochitis).  The  purpose  of  embedding  P.  aeruginosa within  the  beads  is  to 

retain the bacteria physically  in the airways: the growth of the bacteria  is slow within the beads 

which  is comparable to that  in biofilm  in the CF  lung.  Inoculating mice with P. aeruginosa‐laden 

agar beads better  resembles  the chronic  lung  infection of CF demonstrating both bronchial and 

parenchymal  changes  microscopically  (e.g.  squamous  metaplasia  and  matrix  remodeling.) 

Furthermore proliferation of BALT‐like  structures occurred  in  the peribronchial area adjacent  to 

bead‐containing airways, and consisted almost entirely of  lymphocytes. This  immunopathology  is 

notably  similar  to  the  clinical  description  of  human  CF  lung  disease,  mirroring  chronic 

Pseudomonal endobronchitis of the CF population.  

Despite  distinct  pathophysiological mechanisms  underlying  other  respiratory  diseases,  such  as 

bronchiectasis,  advanced  COPD,  asthma  and  IPF,  these  pathologies  share  several  common 

features with CF (e.g  inflammation, P. aeruginosa persistence, anti‐protease/protease  imbalance, 

airway  remodeling  and  fibrosis).  Taking  this  into  account,  the  chronic  infection model  in mice 

could be extended to reproduce other human respiratory pathologies, to study the course of the 

diseases and to develop therapeutic strategies. 

 

Based on these considerations and the emerging relevance of GAG in CF pathogenesis (Reeves et 

al., 2011), also confirmed by our studies during long‐term chronic infection in mice (Cigana et al., 

2016), in the second part of this work we decided to test competitors of GAG present in the lung 

(GAG mimetics)  to clarify  the  role of GAG  in  the host  response and  in  the progression of  tissue 

damage during P. aeruginosa  infection  in the mouse model. GAG mimetics belong to the class of 

heparins  and  low‐molecular‐weight  heparins  (LMWH), widely  used  as  anticoagulants  for more 
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than  50  years  (Hostettler  et  al.,  2007).  However,  heparin  and  LMWH  are  not  just  mere 

anticoagulants, rather complex sulfated GAG with several biological functions (Lever et al., 2002). 

The  chemical  modification  of  heparin  and  its  derivatives,  especially  de‐O‐and  de‐N‐sulfation, 

usually results in a net reduction of the overall charge density and also tends to reduce structural 

complexity,  and  attenuate  undesired  anticoagulant  activities.  Exogenously  non‐anticoagulant 

administered heparin and LMWH have been shown to exert beneficial effects in cancer (Yip et al., 

2006; Lazo‐Langner et al., 2007; Casu et al., 2008) and inflammation (Lever and Page, 2002; Young, 

2008; Rek et al., 2009). The anti‐tumor and anti‐inflammatory properties of heparin and related 

species are  thought  to be  largely associated with  the  influence on pathological  functions of HS 

chains of HS proteoglycan (HSPGs), an “ubiquitous” component of cell surfaces and ECM (Casu B et 

al.,  2010).  In  fact, GAG‐based  drugs  can  conceivably  be  designed  to  interfere with HS–protein 

interactions  to  compete with  functions  of HS  chains  (Lindahl,  2007;  Lindahl  and  Li,  2009). Our 

hypothesis was  that  the compounds  tested  in  this work could act as competitor of endogenous 

GAG  replacing  the  pathologic  effect  of GAG  remodeling  (high  level  of GAG  concentration  and 

sulphation)  that we previously observed during  long‐term  chronic P. aeruginosa  infection  in wt 

and  ko mice.  In  this  study  the N‐acetylated C23  and  the  glycol‐splitted C3 GAG mimetics were 

synthetized and previously characterized for their ability to interact with other proteins leading to 

anti‐inflammatory  effects  (Guimond,  Turbull  and  Yates,  2006).  N‐acetylation  and  glycol‐split 

modifications  of  compounds  facilitated  the  interaction  with  other  protein  and  reduced  the 

anticoagulant activity, demonstrating that these modifications can be useful to reduce undesired 

side  effects  without  altering  the  substitution  pattern  of  heparin  (Casu  et  al.,  2004).  Firstly, 

compounds  were  screened  for  their  ability  to  inhibit  neutrophils  elastase  and  modulate 

inflammation  in  in vitro  tests. We observed  that C23  inhibited  the HNE of 25/30% while  the C3 

inhibition  level reached 50/60% as the reference molecule heparin. We could speculate that this 

attenuation of  elastase  activity,  rather  than  its  complete  inhibition,  is desirable  to  contain  and 

confine bacterial  infection  in vivo.   Nevertheless, C23 also matched this  inhibition of HNE with a 

significantly ability to diminish concentration of TNF‐α,  involved  in  inflammatory response. These 

results  indicated  that  these compounds could be promising  in  reducing  inflammation and  tissue 

damage during acute and chronic P. aeruginosa infection in mice. 

When we administered these molecules in a murine model of acute lung infection we found that 

C23  was  able  to  reduce  neutrophil  numbers  and  the  concentration  of  a  panel  of 

chemokines/cytokines  in  P.  aeruginosa‐infected  animals  in  comparison  to  untreated mice  (Ctrl 
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mice). This result suggested the positive  impact of this GAG mimetic treatment on  inflammatory 

response.  Interestingly,  the  reduction of neutrophils  recruitments could be ascribed not only  to 

the  reduced  amount  of  chemokines,  but  also  to  the  ability  of GAG mimetics  to  inhibit  the  L‐

selectin‐dependent cell rolling of leukocytes, mediated by HS, during leukocytes extravasation on 

the site of infection (Koenig et al., 1998;  Hostettler et al., 2007). Interestingly, a similar reduction 

of  inflammation observed with C3 was associated with a significant bacterial proliferation  in the 

lungs in comparison to Ctrl mice. This result is in line with previous reports indicating that a strong 

anti‐inflammatory treatment can deplete neutrophil numbers to such an extent that the infecting 

microorganisms could replicate  in  the  lung and contribute to  the symptoms of acute pulmonary 

exacerbations (Doring et al., 2014). For this reason, caution should be taken when administering 

anti‐inflammatory compounds. Then we extended the analysis of C23 and C3 effect in the chronic 

infection model by challenging mice with CF‐adapted variants AA43 for one month. As previously 

described,  this model  represents  a  precious  tool  and  has  been  used  for  pre‐clinical  testing  of 

candidate anti‐bacterial and anti‐inflammatory molecules (Paroni et al., 2013; Doring et al., 2014; 

Cigana  et  al.,  2016).  The  treatment  of mice was  started  a week  after  infection, when  chronic 

infection was stably established. We decided to use this protocol to allow the establishment of the 

infection  in  the  lung with  a  stable  bacterial  load  (104/105  CFU), mimicking  the  treatment  in  a 

patient  already  chronically  colonized  by  P.  aeruginosa.  We  observed  that  both  compounds 

attenuated  the  number  of  total  leukocytes,  including  neutrophils  and  the  concentration  of 

inflammatory mediators including IL‐1β, KC and MIP‐1α compared with Ctrl mice. Furthermore we 

observed that C3 was able to preserve significantly elastin degradation  in the  lung, probably due 

not only to the inhibition of HNE by this GAG mimetic previously described in vitro, but also to the 

low concentration of MMP‐9 (Jackson et al., 2010). In this experiment, the bacterial load, that was 

a critical aspect during acute infection, was reduced by both C23 and C3, likely due to the in vitro 

anti‐biofilm activity of both compounds. This effect of C23 and C3 could be probably ascribed to 

their potential ability  to  create electrostatic  interaction with basic amino acid or  interfere with 

polysaccharides  useful  for  the  initial  step  of  biofilm matrix  formation.  This  hypothesis merits 

further  investigation  in the future. We also tested other glycol‐split GAG mimetics, that differ for 

their molecular weight and percentage of N‐acetyl substitution  in D‐glucosamine (GlcA) residues, 

in the mouse models of P. aeruginosa acute and chronic infection. These compounds did not show 

any inhibitory effect on markers of inflammation and/or tissue damage (data not shown). Overall, 
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these  results  further confirm  the effectiveness of C3 and C23  in containing  inflammation,  tissue 

damage and the infection severity. 

Future studies will  further  investigate the efficacy of these compounds taking  into consideration 

both  different  routes  of  administration,  including  those  more  used  in  CF  patients  (e.g. 

nebulization),  and  pharmacokinetic/pharmacodynamics  studies  to  improve  the  schedule  of 

treatments.  In  addition,  the  compounds  identified  offer  a  starting  point  for  future  drug 

development, opening‐up the possibility of the synthesis of GAG mimetics or analogues with lower 

molecular  weight,  capable  of  acting  on  multiple  targets  simultaneously,  while  minimizing 

unwanted side‐effects. However, a deeper knowledge of their mechanisms of action is needed to 

optimize the drug candidates and to ensure that they hit the selected targets. Overall these results 

highlight  the  concept  that  the  evaluation  of  potential  therapies  in murine models  of  chronic 

infection provides the greatest opportunity to optimally translate results obtained to the clinical 

care  of  patients.  The  encouraging  results  obtained  so  far with  GAG mimetics  support  further 

development in translational application. 
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