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Progetti innovativi per le malattie rare

Un nuovo modello murino per la deficienza di CDKL5: un passo verso la terapia personalizzata
mediante Gene Editing.
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Abstract

Mutazioni nel gene CDKL5 sono alla base di un grave disordine del neurosviluppo (CDD,0MIM#300203) che
colpisce prevalentemente le femmine e per il quale al momento non sono disponibili terapie. | modelli
murini che presentano specifiche mutazioni identificate nei pazienti (topi KI) sono fondamentali per lo
studio e lo sviluppo di terapie innovative per CDD cosi come per altri disordini del neurosviluppo.
L’approccio di gene editing per mezzo del sistema CRISPR/Cas9 consente di modificare il DNA inserendo o
correggendo una specifica mutazione. In questo contesto il nostro scopo & quello di generare un nuovo
modello murino Kl per CDKL5 e dimostrare che e possibile utilizzare il gene editing per correggere la
specifica mutazione. Usando il sistema CRISPR/cas9 & stato generato un modello murino knock-in che
presenta una regione umanizzata di 40 bp che circonda la mutazione di nostro interesse identificata in una
paziente: c.1090G>T (p.Glu364*). La caratterizzazione del modello ha dimostrato anomalie motorie e
comportamentali compatibili con CDD. Il profilo del trascrittoma cerebrale ha inoltre rivelato una ridotta
espressione di GABRAS5, suggerendo una compromissione dei circuiti del GABA, il principale
neurotrasmettitore inibitorio nel cervello dei mammiferi, in linea con la ridotta espressione di GAD1
identificata nei neuroni derivati dalla paziente. In parallelo, abbiamo messo a punto il sistema di correzione
tramite gene editing utilizzando I'approccio gia descritto (1, 2). Abbiamo inoltre generato iPSCs (cellule
staminali pluripotenti indotte) partendo da fibroblasti della paziente e ottenuto una linea cellulare
isogenica. Abbiamo ottenuto la correzione della mutazione sia nei fibroblasti che nelle iPSCs derivanti dalla
paziente. | neuroni ottenuti dalle iPSC mutate hanno confermato I'assenza della proteina CDKL5 che viene
rispristinata dopo la correzione mediante il sistema CRISPR/Cas9. A ulteriore conferma del ripristino della
condizione WT si osserva inoltre una normalizzazione nell’espressione di GAD1, I'enzima chiave della
biosintesi del GABA, che risulta ridotta nei neuroni mutati.



In conclusione, abbiamo generato un nuovo modello murino Kl per CdkI5 disponibile per la comunita
scientifica. Lavorando in vitro su cellule derivate dalla paziente, abbiamo ottenuto la correzione sia genetica
che biologica della mutazione utilizzando CRISPR/Cas9. Sono in corso esperimenti per la correzione in vivo.
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