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Perché & importante

Le mutazioni stop (o nonsenso) introducono un segnale di arresto prematuro nellRNA messag-
gero di CFTR, che ha come effetto la produzione di una proteina tronca e non funzionale. Per le
persone con fibrosi cistica (FC) che hanno mutazioni stop attualmente non ci sono opzioni tera-
peutiche approvate. A questo scopo ¢é utile investigare nuove tecniche di terapia genica, specifi-
camente tecniche di editing (correzione) sito-specifico di RNA, per correggere il segmento UGA
nellRNA messaggero di CFTR, che funziona da segnale di stop.

o

Che cosa hanno usato i ricercatori

Sono stati usati due metodi di editing di RNA (chiamati minixABE e RESTORE) con l'obietti-
vo di convertire la A (adenosina) del segmento UGA e ripristinare la lettura completa dellRNA
messaggero. | due metodi sono stati veicolati in cellule umane, in particolare in due tipi di linee
cellulari bronchiali: una con la mutazione W1282X e l'altra con G542X. Come trasportatori, sono
state usate particelle lipidiche o vettori virali (ossia virus opportunamente modificati in cui viene
inserita linformazione genetica).

«

Che cosa hanno fatto i ricercatori

Nelle cellule sottoposte a RNA editing, sono state usate tecniche microscopiche per verificare
la presenza della proteina CFTR e la sua localizzazione sulla membrana plasmatica. Inoltre, si &
testato il successo dei vettori virali nel trasportare le tecnologie di editing nelle cellule bronchiali
umane. Infine é stato svolto il sequenziamento genico per verificare l'avvenuta correzione dellRNA
con il sistema RESTORE.

Q

Che cosa hanno ottenuto

E stato confermato Iaumento dellRNA messaggero di CFTR con entrambi i metodi di RNA
editing (minixABE e RESTORE) e la presenza della proteina CFTR sulla membrana. Si ¢é visto
che i vettori virali migliorano il meccanismo di trasporto di tali tecnologie nelle cellule bronchiali
umane. Nel[RNA messaggero delle cellule é stata confermata la sostituzione della A del segnale
stop UGA con il segnale 'senso” UGG.

Q

Che cosa succedera ora

| risultati raggiunti aprono prospettive promettenti nella correzione dei segnali stop prematuri
presenti nell[RNA di CFTR costituendo un approccio innovativo, anche se ancora da valutare in
vivo. Rimangono aspetti da ottimizzare, in particolare il meccanismo di trasporto mirato verso
specifici organi.
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Sviluppo di una nuova tecnica di editing genetico per correggere mutazioni
stop sullRNA messaggero del gene CFTR

Il progetto, prendendo in considerazione le mutazioni di stop, piU rare della pit diffusa F508del,
ha l'obiettivo di sviluppare una nuova tecnica di editing genetico sito specifica. | ricercatori
propongono lo sviluppo e utilizzo dell'editing sito-specifico dellmRNA tramite la deaminazio-
ne dell'adenosina in inosina, ribonucleotide riconosciuto come guanosina dal ribosoma, che
consentirebbe di correggere codoni stop nellmRNA. Questa nuova tecnica di editing prevede
I'utilizzo del sistema REPAIRV2 e di oligonucleotidi antisenso (ASOs) specifici per la regione del-
I'mRNA dove é presente il codone di stop. | ricercatori propongono di valutare l'efficacia della
procedura su modelli cellulari con tecniche di biologia molecolare quali real time-PCR, western
blotting, immunofluorescenza e sequenziamento.

@ Risultati

Con tecniche di editin? dellRNA é stato possibile correggere in vitro il
segnale stop UGA di alcune mutazioni del gene CFTR

Le mutazioni stop (o nonsenso) introducono un segnale di stop prematuro nellRNA messag-
gero di CFTR, che ha come effetto la produzione di una proteina CFTR tronca e non funzio-
nale. Per le persone con fibrosi cistica (FC) che hanno mutazioni stop attualmente non ci sono
opzioni terapeutiche approvate. A questo scopo é utile investigare nuove tecniche di terapia
genica, specificamente tecniche di editing (correzione) sito-specifico di RNA, per correggere la
mutazione nonsenso UGA nell[RNA messaggero del gene CFTR.

Sono stati usati due metodi di RNA editing (minixABE e RESTORE) veicolati in cellule umane,
in particolare in due tipi di linee cellulari bronchiali, una con la mutazione W1282X e l'altra con
G542X. Come trasportatori, sono state usate particelle lipidiche o vettori virali (ossia virus op-
portunamente modificati in cui viene inserita l'informazione genetica).

Lo scopo era convertire la molecola adenosina del codone UGA nella molecola inosina, che
viene letta come guanosina e in questo modo converte il codone nonsenso UGA nel codone
senso UGG.

Per prima cosa & stato confermato 'aumento dell[RNA messaggero del gene CFTR con i due
sistemi di RNA editing, minixABE e RESTORE. Al microscopio si & osservata la presenza della
proteina CFTR nelle cellule sottoposte a RNA editing e la sua localizzazione sulla membrana
plasmatica. Inoltre, sono stati testati con successo i vettori virali per migliorare il meccanismo
di trasporto nelle cellule bronchiali umane. Infine é stato svolto il sequenziamento genico a se-
guito della correzione dellRNA con il sistema RESTORE, ed é stata confermata la presenza del
codone senso UGG nellRNA messaggero delle cellule.

Complessivamente, i risultati suggeriscono che le mutazioni stop UGA nellmRNA di CFTR pos-
sono essere corrette tramite RNA editing. Questi risultati aprono prospettive promettenti nella
correzione dei codoni stop prematuri presenti nellRNA costituendo un approccio innovativo,
anche se ancora da valutare in vivo.

Luso di inibitori della degradazione dell[RNA mutato incrementando IRNA da modificare puo
rivelarsi utile. Rimangono aspetti da ottimizzare, in particolare il meccanismo di trasporto mi-
rato verso specifici organi.
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