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INTRODUZIONE

Strategie di soppressione per le mutazioni nonsenso

Le mutazioni nonsenso sono
la causa del 10 — 15% delle
malattie genetiche
ereditabili

i sup tRNA sono tRNA con
anticodoni modificati tali da
poter riconoscere PTC e
inserire  un amminoacido
specifico
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tRNA SOPPRESSORI INGEGNERIZZATI

Amino Acid Codons
Trp Tryptophan
Tyr Tyrosine

Cys Cysteine
Glu Glutamic acid
Lys Lysine

GIn  Glutamine
Ser Serine

Leu Leucine

Arg Arginine

Gly Glycine

Phe Phenylalanine
Asp Aspartic acid
His Histidine

Asn Asparagine
Met Methionine
Ala Alanine

Pro Proline

Thr  Threonine
Val Valine :
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STP Stopcodon TAA TAG TGA
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e Codoni che possono essere convertiti in codoni

* Funzione dei tRNA soppressori
di stop cambiando un nucleotide
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ANALISI

ACCURATEZZA NELLA TRADUZIONE

Risultati allo spettrometro di massa
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e Shift di — 57Da di HDH restaurata da Gly-ACE-tRNA
rispetto alla proteina WT;
Shift di + 72Da di HDH restaurata da Trp-ACE-tRNA
rispetto alla proteina WT;

e ACE-tRNA utilizzati per |la soppressione di HDH .
mutata a livello dell’asparagina 94
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* Analisi western blot della proteina CFTR restaurata:
proteina CFTR completamente glicosilata (banda C, 160
kDa) e CFTR “core glycosilated” (banda B, 131kDa)
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ASPETTI
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pis Mitochondrial stress %r
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Ruolo inibitorio dei tRNA nella via mitocondriale dell’apoptosi
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Lettura dei normali codoni di stop NTC

Ribosome footprint in 3'UTR
G418 i GIn-UAA Glu-UAG
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Le PABP sono in grado di legare sia la coda di poly(A) del’RNA Shop;cotion o sEnsorpt
messaggero che il fattore di rilascio eRF3, stimolando direttamente * Rappresentazione grafica dell’analisi ribosome footprinting in

la terminazione della traduzione 3’UTR: in ACEtRNAGINn-UAA e Arg-UGA si osserva un aumento della
densita della regione 3’UTR
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CONCLUSIONI

POTENZIALITA

‘ ‘ ULTERIORI STUDI

Fedelta nella
traduzione

Soppressione in vitro
e in vivo

Limitata lettura dei
NTC

Valutare efficienza dei
sup-tRNA in base al
tipo di cellula e
tessuto

Ottimizzare il metodo
di trasporto

Valutare effetti a
lungo termine
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RIASSUNTO

Le mutazioni nonsenso sono la causa del 10 — 15% delle malattie genetiche ereditabili, come la fibrosi cistica, la distrofia
muscolare di Duchenne etc. Trovare una terapia genica porterebbe ad un grande progresso nel campo biomedico. Una delle
possibili strategie nel sopprimere le mutazioni nonsenso € l'utilizzo dei sup tRNA: sono tRNA con anticodoni modificati tali da

poter riconoscere codoni di stop e inserire un amminoacido specifico in questo punto, inibendo la terminazione prematura.

Questa molecola ingegnerizzata e stata analizzata sotto vari aspetti per: () identificare i sup tRNA che hanno un’attivita di
soppressione soddisfacente; (Il) verificare I'inserimento corretto degli AA a livello dei PTC; (lll) esaminare la lettura dei naturali

codoni di stop; (IV) testare la soppressione del gene CFTR mutato.

Nonostante i buoni risultati ottenuti da queste analisi, molti aspetti devono essere studiati per rendere questa tecnologia una
terapia funzionale e sicura, come capire gli effetti tossici legati ad un’over-espressione dei tRNA, valutare il tasso di soppressione

in base al tipo di cellula e tessuto e progettare una via di somministrazione ottimale.




