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Perché & importante

La tecnica di editing (correzione) genomico basata sul sistema CRISPR-Cas9 permette di cor-
reggere le mutazioni nel DNA con elevata efficienza e precisione. Cio ha aperto nuove prospet-
tive nella ricerca di una cura per le malattie genetiche come la fibrosi cistica (FC). Purtroppo ci
sono mutazioni a carico di CFTR che non possono essere corrette: tra queste la F508del.

Che cosa hanno usato i ricercatori

Per ripristinare il corretto funzionamento del gene CFTR con mutazione F508del e stata esplora-
ta una via alternativa di correzione basata sullintroduzione di piccole mutazioni definite 'neu-
tralizzanti’, perché capaci di neutralizzare l'effetto della mutazione originaria e dare effetti meno
severi della malattia. Per identificare queste nuove mutazioni ¢ stata sfruttata una particolare
versione della tecnica CRISPR-Cas9 chiamata CRISPR-base editor.

Che cosa hanno fatto i ricercatori

Sono state identificate le mutazioni neutralizzanti migliori, in grado di ripristinare l'attivita della
proteina CFTR. Tali mutazioni sono state riprodotte e testate in modelli cellulari di fibrosi cistica
con mutazione F508del (cellule epiteliali delle vie aeree e organoidi intestinali derivati da pa-
zienti).

Q

Che cosa hanno ottenuto

Si e visto che nei sistemi cellulari con la mutazione F508del usati, la proteina CFTR si localiz-
zava sulla superficie della cellula. Cio dimostra che pur essendo ancora presente la mutazione
originaria F508del, l'introduzione delle nuove mutazioni produce una proteina CFTR capace di
funzionare correttamente.

Q

Che cosa succedera ora

Dopo i primi test della tecnica CRISPR-base editor, il gruppo di ricerca prosegue gli studi su nuo-
ve mutazioni neutralizzanti grazie al finanziamento FFC#2/2021.
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Ripristinare il corretto funzionamento di CFTR-F508del mediante editin
genetico (tecnica CRISPR-Cas9 modificata), introducendo nel gene CFT

ifettoso opportune mutazioni puntiformi, con funzioni neutralizzanti sulla
mutazione causante malattia.

Lo sviluppo di nuove tecnologie per la terapia genica ha aperto nuove prospettive nella ricer-
ca di una cura per le malattie genetiche come la fibrosi cistica (FC). In particolare, la tecnica
basata sulla nucleasi CRISPR-Cas? offre la possibilita di correggere il DNA genomico (editing
genomico) con elevata efficienza e precisione. In questo progetto i ricercatori si propongono di
ripristinare il corretto funzionamento del gene CFTR con mutazione F508del, la piu frequente in
fibrosi cistica, introducendo nella sua sequenza piccole mutazioni che dovrebbero neutralizzare
I'effetto della mutazione originale causante malattia.

Peridentificare queste nuove mutazioni verra sfruttato un circuito molecolare, chiamato EvolvR,
basato su una particolare versione della tecnica CRISPR-Cas? chiamata CRISPR-base editor,
che consentira di inserire in modo mirato nuove mutazioni nella sequenza del gene CFTR. Tali
mutazioni verranno selezionate in modo da promuovere il corretto trasporto in membrana del-
la proteina CFTR e quindi agire da mutazioni neutralizzanti. Un avanzato screening funzionale
rivelera le mutazioni neutralizzanti migliori, cioé quelle in grado di ripristinare I'attivita della
proteina. Queste mutazioni saranno riprodotte in modelli cellulari di fibrosi cistica con muta-
zione F508del (cellule epiteliali delle vie aeree e organoidi intestinali derivati da pazienti). La
prospettiva é che il gene cosi manipolato, pur conservando la mutazione originaria F508del,
produca, per effetto delle nuove mutazioni, una proteina CFTR capace di funzionare corretta-
mente.

@ Risultati

Difetti della proteina CFTR mutata possono essere corretti con lI'inserimento
di mutazioni neutralizzanti per mezzo dell'editing genomico. Nuove opzioni
terapeutiche grazie al sistema "CRISPR-base editor".

Lediting genomico permette di correggere le mutazioni genetiche, incluse quelle che colpi-
scono il gene CFTR e causano la fibrosi cistica. Tuttavia non tutte le mutazioni possono es-
sere corrette, tra esse la mutazione F508del caratterizzata dalla delezione di tre nucleotidi. Al
fine di aggirare i limiti imposti dalla tecnologia CRISPR attualmente a disposizione, abbiamo
esplorato una via alternativa di correzione basata sull'uso di mutazioni secondarie puntiformi
(cioe di singolo nucleotide) definite "neutralizzanti’. Queste mutazioni neutralizzano I'effetto
della mutazione originaria dando effetti meno severi della malattia. Allinterno del progetto,
i ricercatori hanno studiato |'effetto delle mutazioni neutralizzanti e hanno verificato che, nei
sistemi cellulari con la mutazione F508del usati, la proteina CFTR si localizzava sulla superficie
della cellula. Una volta verificata la validita e l'efficacia delle mutazioni neutralizzanti il gruppo
di ricerca ha messo a punto particolari strategie di editing genomico basate su CRISPR-Cas al
fine di introdurre le mutazioni neutralizzanti in posizioni specifiche del gene CFTR con F508del.
Questa tecnologia CRISPR-Cas di seconda generazione si chiama "base editor e prevede la
modifica di singoli nucleotidi (o basi) senza creare tagli. Il base editing é stato testato dal
gruppo di ricerca che ora prosegue gli studi grazie al finanziamento FFC#2/2021in cui verranno
esplorate nuove mutazioni neutralizzanti, compatibili con il base editing.
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10. Conclusions and Future Directions

We have presented here emerging technologies and derived strategies as a path forward from
conventional gene therapy based on delivery of therapeutic nucleic acids toward gene correction of
CFTR mutations. Genome editing is at the forefront not just by offering novel therapeutic solutions
but also for the development of experimental models, cellular and animal, essential in translational
medicine. Although there is much to be done in particular in terms of tools for in-vivo delivery of nucleic
acids and genome editing molecules, hurdles and limitations seem well-defined and manageable.
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