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PIANO DI ATTIVITÀ E PROGETTO DI RICERCA 

 

Titolo: Utilizzo di Tecnologie Avanzate di Modifica del Genoma per la Sovraespressione Costitutiva 

di Utrofina. 
 

Introduzione 

 

La distrofia muscolare di Duchenne (DMD) colpisce circa 1 ragazzo su 5.000 ed è una malattia 

monogenica letale. La DMD è causata da mutazioni nel gene DMD, che codifica per la distrofina. La 

distrofina è fondamentale per mantenere l’integrità delle membrane muscolari, fungendo da 

collegamento strutturale tra il complesso distroglicanico e il citoscheletro (1). Il gene DMD si trova 

sul cromosoma X ed è uno dei più grandi, composto da 79 esoni. Sono state identificate oltre 7.000 

mutazioni genomiche nei pazienti con DMD, la maggior parte delle quali sono grandi delezioni (di 1 

esone o più) che interrompono il quadro di lettura della distrofina, rappresentando il 69% di tutti i 

casi di DMD (2). I pazienti con DMD sviluppano una malattia muscolare progressiva, presentando 

difficoltà a deambulare già in giovane età e accusando insufficienza respiratoria e cardiaca entro i 

trent’anni. Numerosi approcci terapeutici hanno cercato di ripristinare la funzione del muscolo 

scheletrico e cardiaco nella DMD, con risultati però limitati. Le mutazioni da delezione interna nel 

gene DMD, che preservano i domini N- e C- terminali della proteina, causano la distrofia muscolare 

di Becker (BMD), una malattia muscolare relativamente lieve con differenti progressioni cliniche (3). 

Il nostro e altri gruppi di ricerca hanno utilizzato la tecnologia CRISPR-Cas per correggere 

varie mutazioni della DMD a livello genomico e per esprimere un’isoforma di distrofina funzionale, 

anche se troncata. Un approccio prevede l’uso di guide a RNA (sgRNA) per indirizzare la nucleasi 

Cas9 verso sequenze specifiche del DNA. Le nucleasi Cas9 generano una rottura a doppio filamento 

del DNA (DSB), che viene riparata tramite riparazione per omologia (HDR) nelle cellule in 

proliferazione o unione non omologa delle estremità (NHEJ), con creazione di inserzioni o delezioni 

(INDEL) nel sito della rottura (4). Un altro approccio si basa sul base editing del DNA, che consente 

di modificare specifiche sequenze nucleotidiche. Gli adenine base editors (ABEs) convertono le 

coppie di basi A•T in G•C, mentre i cytosine base editors (CBEs) convertono le coppie di basi C•G 

in T•C (5,6). Utilizzando una strategia di “single-swap editing” con ABE per interrompere i siti di 

splicing accettori o donatori che fiancheggiano un esone target, si induce il salto di tale esone nel 

trascritto finale dell’mRNA maturo (7). Recentemente, abbiamo applicato questa strategia di “single-

swap editing” per saltare 4 degli esoni più rilevanti dal punto di vista terapeutico, con benefici 

potenziali per circa il 30% dei pazienti con DMD (8). Tuttavia, questi approcci di salto degli esoni 

non sono applicabili alle mutazioni nei domini essenziali della distrofina (come il dominio N-

terminale). Pertanto, sia l’editing con nucleasi che con base editors per la DMD dovrebbero essere 

sviluppati in modo specifico per ciascuna mutazione, richiedendo strategie diverse per trattare tutte 

le 7.000 mutazioni uniche della DMD. 

Un approccio terapeutico promettente per la DMD è la sovraespressione dell’utrofina, un 

paralogo autosomico della distrofina. L’utrofina potrebbe compensare funzionalmente la mancanza 

di distrofina, grazie alla sua elevata somiglianza strutturale e funzionale (9). Il gene dell’utrofina 

(UTRN) si trova sul cromosoma 6q24 umano e presenta una struttura introne-esone simile a quella 

del gene della distrofina. Tuttavia, utrofina e distrofina differiscono nella loro espressione spaziale e 

temporale. L’utrofina è espressa ubiquitariamente nei tessuti embrionali, mentre nei muscoli adulti è 

principalmente confinata alla giunzione neuromuscolare. La distrofina, invece, è espressa nei muscoli 

scheletrici, cardiaci e lisci nell’adulto (10).  
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Evidenze che utrofina possa compensare la mancanza di distrofina sono state ottenute in topi 

transgenici mdx che non esprimono distrofina e come meccanismo compensatorio sovraesprimono 

utrofina (11). È importante notare che un modesto aumento dell’espressione di utrofina (1,5 volte) è 

benefico, e che la sovraespressione ubiquitaria di utrofina nel topo mdx non è tossica (12). Questo 

rende la sovraespressione di utrofina una strategia terapeutica interessante per la DMD, teoricamente 

applicabile a tutti i pazienti, indipendentemente dalla mutazione. Studi sui pazienti con DMD hanno 

mostrato che l’espressione di utrofina ha effetti positivi sulla gravità della malattia, ritardandone la 

progressione. Diverse molecole tras-attivatrici del promotore di utrofina sono in fase di sviluppo 

preclinico e clinico, ma tutti questi trattamenti richiedono una somministrazione continua e la loro 

efficienza rimane bassa. 

L’espressione di utrofina è repressa post-trascrizionalmente da diversi microRNA (miRNA), 

che sono piccole molecole non codificanti (~22 nt) che si legano a siti complementari nella regione 

non codificante al 3’ degli mRNA (3’ UTR) (13). L’obiettivo generale di questo progetto è l’utilizzo 

della tecnologia del base editing per distruggere con precisione i siti di legame dei miRNA nella 3’ 

UTR di utrofina, promuovendone la sovraespressione costitutiva. 

 

 

Piano esecutivo e di formazione 

 

Per rispondere agli obiettivi del progetto, l’assegnista si occuperà di determinare le strategie ottimali 

di base editing per eliminare i siti di legame dei miRNA nella 3’ UTR del gene UTRN. Dimostrerà 

quindi la sovraespressione di utrofina in miotubi e cardiomiociti derivati da cellule staminali 

pluripotenti indotte umane (hiPSCs) con diverse mutazioni identificate nei pazienti DMD. Inoltre, 

dimostrerà in vivo che la distruzione mediata da base editing dei siti di legame dei miRNA nella 3’ 

UTR di Utrn porta a un miglioramento funzionale nei muscoli scheletrici e cardiaci. 

A tal fine, l’assegnista utilizzerà: 1. tecnologie molecolari avanzate che prevedono l’uso dei 

base editors per modificare il genoma e saggi di luciferasi per dimostrare l’efficacia della strategia; 

2. modelli cellulari avanzati che prevedono l’utilizzo di cellule hiPSCs e il loro differenziamento in 

cardiomiociti e fibre muscolari; 3. modelli in vivo per testare sistemi innovativi di delivery, come i 

vettori virali miotropici. 

L’assegnista avrà l’opportunità di collaborare con importanti gruppi di ricerca nazionali e 

internazionali, tra cui il gruppo della Prof.ssa Milena Bellin dell’Università di Padova (per il 

differenziamento di hiPSCs in cardiomiociti maturi) e il gruppo del Prof. Eric Olson dell’UT 

Southwestern Medical Center (Dallas, USA, per l’utilizzo di modelli murini umanizzati con 

mutazioni che causano DMD). L’attività, la crescita professionale e la produttività dell’assegnista 

saranno monitorate attraverso incontri periodici con il gruppo di ricerca, in cui l’assegnista presenterà 

i dati ottenuti, discutendo le difficoltà incontrate, le modalità sperimentali adottate per superarle e i 

progressi compiuti. 
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