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Perché & importante

Le tecniche di correzione del DNA che si sono sviluppate e raffinate negli anni recenti aprono a
prospettive di cure definitive per malattie genetiche come la fibrosi cistica (FC). Tra queste, la
tecnologia CRISPR-Cas? permette di correggere le mutazioni nel DNA con elevata efficienza e
precisione.

o 2N

Che cosa hanno usato i ricercatori

Sono state usate particolari tecnologie chiamate CRISPR-base editor, capaci di correggere le
mutazioni senza tagliare il DNA ma convertendo l'informazione genetica errata in quella cor-
retta. E stata usata anche una via alternativa di correzione, che sfrutta l'esistenza di mutazioni
neutralizzanti, capaci di correzioni secondarie in grado di neutralizzare l'effetto della mutazione
originale che causa la malattia. Le analisi sono state condotte sia su cellule epiteliali bronchia-
li umane sia su organoidi intestinali derivati da pazienti con CFTR mutata, con la mutazione
2789+5G>A e la F508del.
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Che cosa hanno fatto i ricercatori

E stata valutata I'efficienza del processo di correzione e la conseguente funzionalita del canale
CFTR con F508del dopo lintroduzione delle mutazioni neutralizzanti in modelli di cellule bron-
chiali.

Per la mutazione 2789+5G>A, |'efficienza di correzione con CRISPR-base editor e stata verificata
sia in organoidi che in cellule bronchiali derivate da pazienti, dove é stato valutato anche il ripri-
stino della funzionalita del canale CFTR.
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Che cosa hanno ottenuto

Si e visto che l'introduzione di mutazioni neutralizzanti nel gene che contiene la F508del portano
alla produzione di una proteina CFTR funzionante in modelli cellulari.

Luso della tecnologia base editor per correggere la mutazione 2789+5G»>A ha rivelato un ripristi-
no della funzionalita della proteina CFTR sia in cellule bronchiali primarie che in organoidi.
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Che cosa succedera ora

I risultati ottenuti dimostrano che CRISPR-base editor & una tecnica promettente per una futura
cura della FC, anche per le mutazioni piu difficili da correggere.

[l successo di queste strategie ora dipende dallo sviluppo di un efficace sistema di trasporto a li-
vello dei tessuti bersaglio, nello specifico dei polmoni delle persone con FC, al fine di raggiungere
i test in clinica.
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Nuove strategie di gene editing e mutazioni neutralizzanti per ripristinare
la funzione di CFTR con mutazioni F508del e 2789+5G-A

Questo progetto, estensione del precedente FFC#3/2019 e proposto dallo stesso gruppo di ricer-
ca, hal'obiettivo di utilizzare I'editing genetico per ripristinare la funzione del gene CFTR sfrut-
tando l'esistenza di mutazioni neutralizzanti (in grado di neutralizzare I'effetto della mutazione
originale che causa la malattia).

La mutazione di splicing 2789+5G>A, una delle 20 mutazioni piu frequenti tra le 360 identificate
come causa di fibrosi cistica, verra riparata sequendo la strategia utilizzata nel progetto prece-
dente (FFC#3/2019) e sfruttando le nuove tecnologie di base editing, in grado di modificare in
modo mirato il singolo nucleotide.

Le modifiche terapeutiche verranno inserite tramite tecnologie CRISPR-Cas in modelli cellu-
lari di fibrosi cistica (FC) ovvero in cellule epiteliali bronchiali e organoidi intestinali derivati da
persone con FC con mutazioni F508del o 2789+5G-A.

@ Risultati

La tecnologia CRISPR-base editor & in grado di correggere le mutazioni
F508del e 2789+5G>A del gene CFTR in modelli cellulari

Le tecniche di correzione del DNA che si sono sviluppate e raffinate negli anni recenti aprono a
prospettive di cure definitive per malattie genetiche come la fibrosi cistica (FC). Tra queste, la
tecnologia CRISPR-Cas9 permette di correggere le mutazioni nel DNA con elevata efficienza
e precisione.

Non tutte le mutazioni possono essere corrette con strategie standard di CRISPR-Cas?, ma
esistono vie alternative come il CRISPR-base editor che & in grado di correggere le mutazioni
senza tagliare il DNA, convertendo linformazione genetica errata in quella corretta. E anche
possibile sfruttare l'esistenza delle cosiddette mutazioni neutralizzanti, correzioni secondarie in
grado di neutralizzare l'effetto della mutazione originale che causa la malattia.

Nel progetto, la tecnologia CRISPR-base editor é stata usata per correggere la mutazione
2789+5G>A e la mutazione F508del in cellule epiteliali bronchiali umane e organoidi intestinali
derivati da persone con FC.

Le mutazioni neutralizzanti identificate precedentemente sono state inserite prima in modelli
cellulari, in cui é stata valutata l'efficienza del processo di correzione e la conseguente funzio-
nalita del canale CFTR con mutazione F508del. Successivamente é stata valutata l'efficienza
della correzione in cellule bronchiali primarie.

E stata sviluppata una strategia di correzione anche per la mutazione 2789+5G>A: dopo test
iniziali in linee cellulari, & stata verificata l'efficienza di correzione della mutazione sia in orga-
noidi che in cellule bronchiali derivati da pazienti. Negli stessi modelli & stato valutato anche il
ripristino della funzionalita del canale CFTR.
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Entrambe le strategie, sia usando le mutazioni neutralizzanti per correggere F508del che usan-
do i base editor per correggere la mutazione 2789+5G>A, hanno portato a un ripristino della
funzionalita di CFTR nei modelli cellulari, in cellule primarie e, nel secondo caso, anche in or-

ganoidi, rivelando che i CRISPR-base editor sono una tecnica promettente per una futura cura
della FC.
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Grazie a questo lavoro diricerca si & osservato che anche le mutazioni piv difficili da correggere
possono essere riparate con la tecnologia CRISPR-Cas?: il successo di queste strategie ora di-
pende dallo sviluppo di un efficace trasporto di questi sistemi a livello dei tessuti, in particolare
dei polmoni delle persone con FC, al fine di raggiungere i test in clinica.
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Functional restoration of a CFTR splicing mutation through RNA delivery of
CRISPR adenine base editor

Molecular therapy: the journal of the American Society of Gene Therapy. 2023
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Molecular Therapy

Uriginal Article

Functional restoration of a CFTR splicing
mutation through BNA delivery
of CRISPR adenine base editor
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