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SINOSSI

Nel cervello dei mammiferi, il glucosio é la fonte principale di energia e la sua disponibilita e critica
in epoca neonatale e infantile [1,2]. Tuttavia, il glucosio possiede una sola via di accesso al cervello,
il trasportatore Glutl, presente nell’endotelio dei capillari cerebrali. Mutazioni mono- 0 bi-alleliche
nel gene codificante Glutl (SLC2A1) determinano una carenza parziale o totale di attivita di Glutl
(GLUT1DS) e causano uno spettro di patologie comprendenti crisi epilettiche intrattabili, disabilita
intellettiva, atassia e distonia [3]. Ad oggi, il trattamento standard per la GLUT1DS e la dieta
chetogenica, che é solitamente efficace sulle crisi epilettiche, ma ha un impatto limitato sulle altre
manifestazioni e mostra effetti collaterali significativi. In questo scenario, € urgente identificare
strategie diversificate per affrontare la complessita della patologia. 1l razionale della nostra proposta
e giustificato dalle seguenti evidenze:

- il rescue genetico di Glutl previene la manifestazione del fenotipo neurologico in topi GLUT1DS

[4];

- le cellule endoteliali sono cruciali per il trasporto di glucosio nella barriera emato-encefalica
(BEE) [3];

- ’applicazione clinica della terapia genica presenta ancora importanti limitazioni [6];
- il livello di deficit di trasporto del glucosio correla con la severita del fenotipo [7-9];

- aumenti anche modesti nel trasporto di glucosio attraverso la BEE sono attesi avere un beneficio
clinico significativo [8].

Il nostro obiettivo principale prevede di sviluppare nuovi strumenti molecolari per incrementare il
trasporto del glucosio attraverso la BEE mediante due strategie complementari:

(i) stimoleremo la traduzione di Glutl dall’allele sano utilizzando specifici RNA non-codificanti
SINEUP [10];

(i) indurremo la permeabilizzazione della BEE utilizzando specifici peptidi inibenti Claudin-5
(Cldn-5) nelle giunzioni serrate per aprire transitoriamente gli spazi tra le cellule endoteliali e
lasciare diffondere il glucosio nel cervello [11, 12]. Per saggiare queste molecole innovative
implementeremo un modello di BEE usando il sistema microfluidico Transwell [13], ricreando in
vitro il deficit di Glutl con cellule endoteliali cerebrali derivate da cellule pluripotenti indotte di
pazienti con GLUT1DS.

Questi approcci permetteranno di:

- testare I’efficacia di una potenziale strategia terapeutica di precisione che mira a correggere
I’eziologia della sindrome da deficit di GLUTZ,

- ottimizzare un modello di patologia in vitro derivato dalle cellule dei pazienti portatori di

diverse mutazioni del gene GLUT1, che permettera una valutazione funzionale
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personalizzata dell’efficacia di potenziali terapiec molecolari sul trasporto di glucosio
attraverso la barriera emato-encefalica.

PAROLE CHIAVE

epilessia; GLUT1; barriera ematoencefalica; SINEUP; terapia

RAZIONALE

GLUTI1DS é un disturbo monogenico complesso, che abbraccia uno spettro di condizioni sotteso da
una parziale o totale carenza di Glut-1, dovuta a una varieta di mutazioni nel gene SLC2A1. Lo
spettro clinico abbraccia una serie di disturbi neurologici, comprendendo la piu grave Sindrome di
De Vivo, autosomica recessiva, e le pit comuni forme autosomiche dominanti, caratterizzate da
crisi epilettiche refrattarie, disabilita intellettiva, atassia, distonia [3].

La caratteristica distintiva della GLUT1DS ¢ I’ipoglicorrachia, definita come livello di glucosio nel
liquor cefalorachidiano (LCR) <40mg/dl e un rapporto di glucosio LCR/sangue <0.45 [14].
Evidenze sperimentali indicano una forte correlazione tra la severita clinica e il grado di
compromissione della captazione di glucosio dovuto alle diverse mutazioni [7, 9]. La tomografia a
emissione di positroni (PET) mostra una riduzione generalizzata della captazione di 18-
fluorodeossiglucosio (FDG), con un importante ipometabolismo glucidico nel talamo, nelle regioni
neocorticali e nel cervelletto [15]. Tuttavia, studi di neuroimaging riportano uno sviluppo totale del
cervello normale anche in pazienti GLUT1DS con microcefalia. | dati patologici piu significativi
derivano da studi in modelli murini di GLUTIDS e rivelano un arresto dell’angiogenesi cerebrale
che sottende alla ridotta micro-vascolarizzazione cerebrale, nel contesto di una funzione della BEE
preservata [4, 5]. Questi reperti sono in accordo con il ruolo critico di Glutl per le cellule
endoteliali cerebrali e, tra queste, per le cellule “tip”, che giocano un ruolo fondamentale
nell’espansione microvascolare [5].

L’attuale standard terapeutico per GLUTI1DS ¢ la dieta chetogena, una dieta ad alto contenuto di
grassi che mira ad aumentare il livello di corpi chetonici nel sangue come sostituti alternativi del
glucosio [16]. I chetoni attraversano la BEE utilizzando il trasportatore monocarbossilato 1 (MCT1)
e riforniscono il cervello come fonti di acetil-CoA. La precoce somministrazione della dieta
chetogena e di solito efficace sulle crisi epilettiche, ma possiede un impatto limitato sulle altre
manifestazioni cliniche [17], a causa di i) deficit di glucosio come molecola segnale nel cervello in
sviluppo; ii) carenza di intermedi glicolitici che derivano esclusivamente dal glucosio; iii) scarsa
compliance, specialmente negli adolescenti; iv) effetti collaterali clinicamente significativi come la
riduzione della massa ossea e ’aterosclerosi [18]. Un altro trattamento disponibile per la GLUT1DS
e il trieptonato, un trigliceride a media catena con acidi grassi a catena dispari, la cui efficacia é
pero limitata ai sintomi motori parossistici [19].



In questo scenario, un approccio terapeutico innovativo e altamente auspicabile per il trattamento
delle manifestazioni cliniche e la prevenzione della cascata patologica che porta a un disordine
irreversibile del neurosviluppo. Di conseguenza, per dirimere la complessita clinica e genetica,
devono essere identificate strategie multiple e complementari.

Negli ultimi anni é stata sviluppata una nuova tecnologia basata su RNA non-codificanti in grado di
aumentare la traduzione di una proteina bersaglio agendo sul suo mMRNA (SINEUP) [10] Il SINEUP
e un ncRNA antisenso con struttura modulare: un Binding Domain responsabile della sua specificita
verso un mRNA e un Effector Domain che up-regola la traduzione (Fig.1). Questo permette il
rapido re-indirizzamento verso virtualmente qualsiasi mMRNA bersaglio, progettando un Binding
Domain estremamente specifico per il gene target. Nelle forme piu comuni di GLUT1DS
autosomica dominante, i SINEUP disegnati specificamente per Glutl permettono di approfittare
della presenza dell’allele sano come potenziale reservoir di proteina Glutl funzionante ed ottenere
un aumento della traduzione (Obiettivo 1.1). Questo effetto si esplica senza interferenze con il
genoma, in quanto il SINEUP agisce a livello post-trascrizionale, legando uno specifico mRNA
prodotto dalla cellula in modo fisiologico.

Un approccio complementare indipendente dalla natura delle mutazioni genetiche e invece basato
componente chiave delle giunzioni serrate che sigillano gli spazi paracellulari della BEE (Obiettivo
1.2) [12, 13].

Per testare questi strumenti molecolari innovativi é richiesto un modello sperimentale flessibile di
BEE. A questo scopo, ottimizzeremo il Transwell system, una piattaforma sperimentale gia
operativa che mima la BEE in vitro, per creare un modello specifico di carenza di Glutl (Obiettivo
2.1) [13]. Il Transwell € un supporto permeabile a due camere, in cui le cellule endoteliali vengono
fatte crescere sulla superficie superiore, che rappresenta il compartimento vascolare della BEE; il
passaggio di sostanze attraverso la barriera cellulare pud essere cosi dosato nel compartimento
inferiore, che rappresenta il compartimento cerebrale (Fig.2).

L’efficacia degli strumenti molecolari pit promettenti dell’Obiettivo 1 verra valutata dal punto di
vista funzionale nel Transwell system con deficit di Glutl (Obiettivo 2.2).

OBIETTIVI

Il nostro obiettivo principale prevede di sviluppare nuovi strumenti molecolari per incrementare il
trasporto del glucosio attraverso la BEE mediante due strategie complementari: (i) stimoleremo la
traduzione di Glutl dall’allele sano utilizzando RNA non-codificanti SINEUP [10]; (ii) indurremo
la permeabilizzazione della BEE utilizzando specifici peptidi inibenti Claudin-5 (Cldn-5) nelle
giunzioni serrate per aprire transitoriamente gli spazi tra le cellule endoteliali e lasciare diffondere il
glucosio nel cervello [11, 12]. Per saggiare queste molecole innovative implementeremo un modello
di BEE con il sistema microfluidico Transwell [13], ricreando in vitro il deficit di Glutl con cellule
endoteliali cerebrali derivate da cellule pluripotenti indotte di pazienti.
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Obiettivi specifici:

OBIETTIVO SPECIFICO 1. DISEGNO DI NUOVI STRUMENTI MOLECOLARI PER
AUMENTARE IL TRASPORTO DI GLUCOSIO AL CERVELLO

Lo scopo é di incrementare I'espressione endogena di Glutl a livello traduzionale usando RNA non
codificanti e di indurre il trasporto paracellulare di glucosio attraverso la BEE permeabilizzando le
giunzioni serrate da Claudin-5.

1.1 Stimolazione della traduzione di Glutl attraverso i SINEUPs. Valuteremo I’impatto dei
SINEUPs sull’espressione di Glutl ¢ sul trasporto del glucosio nella linea endoteliale cerebrale
umana (hBMEC/D3).

1.2 Apertura degli spazi paracellulari della BEE attraverso peptidi inibenti Claudin-5. Useremo un
modeling per omologia e simulazioni di dinamica molecolare per generare nuovi peptidi che
aumentano la permeabilita paracellulare inibendo Cldn-5. La capacita dei peptidi di legare Cldn-5
verra caratterizzata in cellule Hek293.

OBIETTIVO SPECIFICO 2. SVILUPPO DI UN MODELLO INVITRO DI BEE PER TESTARE |
NUOVI APPROCCI MOLECOLARI

L'efficacia di queste strategie sara valutata in un modello in vitro della BEE con deficit di Glutl. A
questo scopo, ottimizzeremo un modello di BEE con cellule endoteliali umane derivate da pazienti
con GLUTADS ed effettueremo test funzionali.

2.1 Implementazione di modelli in vitro di BEE utilizzando cellule endoteliali cerebrali umane con
deficit di Glutl. Le cellule endoteliali cerebrali derivate dalle cellule staminali pluripotenti indotte
(iPSCs) di pazienti con GLUT1DS verranno utilizzate per implementare il modello microfluidico di
BEE Transwell. Lo studio funzionale sulla BEE verra condotto attraverso la resistenza elettrica
trans-endoteliale (TEER) e la permeabilita paracellulare con marcatori fluorescenti.

2.2 Studio dell’efficacia delle nuove strategie terapeutiche nel recuperare il deficit di Glutl in
modelli in vitro di BEE. Il SINEUP piu efficace verra trasdotto attraverso un AAV endotelio-
specifico [20] nelle cellule endoteliali cerebrali generate dai pazienti e dai controlli a partire da
IPSCs. L’attivita verra valutata in termini di incremento dell’espressione di Glutl, di captazione di
glucosio e di passaggio di glucosio attraverso la BEE. | peptidi Claudin-5 verranno aggiunti in
concentrazioni progressive per valutare gli effetti sulle proteine delle giunzioni e la permeabilita
paracellulare.




PIANO SPERIMENTALE

OBIETTIVO SPECIFICO 1. DISEGNO DI NUOVI STRUMENTI MOLECOLARI PER
AUMENTARE IL TRASPORTO DI GLUCOSIO AL CERVELLO

1.1 Stimolazione della traduzione di Gutl attraverso i SINEUPs.

Per prima cosa trasfetteremo i SINEUP-GLUT1 nella linea cellulare endoteliale umana hBMEC/D3
per quantificare I'incremento di espressione della proteina Glutl endogena con il Western Blot, e
selezionare il costrutto piu performante. Il livello di mMRNA Glutl endogeno verra monitorato con
gRT-PCR. Quindi, valuteremo l'impatto funzionale della somministrazione dei SINEUP sulla
captazione di glucosio con un Glucose Uptake-Glo Assay.

Dal momento che i SINEUPs agiscono a livello traduzionale, il rischio di effetti off-target e

ritenuto basso. In ogni caso, investigheremo eventuali off-target attraverso due approcci: un‘analisi
bioinformatica delle sequenze Binding Domain dei SINEUP-GLUT1 per individuare eventuali siti
di legame aspecifici, e un approccio proteomico e trascrittomico su proteine ed RNA totali,
rispettivamente (vedi Metodi).

1.2 Apertura degli spazi paracellulari della BEE attraverso peptidi inibenti Claudin-5.

Utilizzeremo modeling strutturale per omologia, unitamente a simulazioni di docking e dinamica
molecolare ("Molecular Dynamics" o MD) per disegnare una famiglia di nuovi oligopeptidi capaci
di aumentare la permeabilita della BEE. Genereremo nuovi peptidi derivati dalla minima regione di
binding dell'enterotossina del Clostridium perfringens [21, 22]. Dopo [I’identificazione delle
sequenze dalla superficie di legame con Claudin-5, i peptidi verranno ottimizzati mediante
mutagenesi per aumentarne l'affinita utilizzando simulazioni MD e calcoli dell’energia libera
utilizzando il codice NAMD e campo di forze all-atom (CHARMM) [23, 24] basato sul nostro
modello omologo di Claudin-5. Le sequenze ottenute verranno sintetizzate e marcate con il
fluoroforo rodamina. Utilizzeremo anche varianti D-amminoacidiche delle sequenze ottimizzate per
evitare la proteolisi dei peptidi esogeni in vivo. Le proprieta di legame dei peptidi alla Claudina-5
verranno caratterizzate nelle cellule Hek293 con espressione costitutiva di Claudin-5 attraverso live
imaging e saggi ELISA.

OBIETTIVO SPECIFICO 2. SVILUPPO DI UN MODELLO INVITRO DI BEE PER TESTARE |
NUOVI APPROCCI MOLECOLARI

2.1 Implementazione di modelli in vitro della BEE utilizzando cellule endoteliali cerebrali umane
con deficit di Glutl.

L’obiettivo primario ¢ implementare il sistema Transwell con cellule hBMECs derivate dalle cellule
iIPSCs dei pazienti con GLUT1DS (hiBMECSs). Due linee cellulari iPSCs per ciascun paziente (n=2)
e controllo (n=2) ottenute come da [25], saranno differenziate in hiBMECs e piastrate su Transwell
in hECSR1/acido retinoico [26]. La valutazione funzionale della BEE sara effettuata con TEER e
permeabilita paracellulare al destrano fluorescente. In caso di differenziamento incompleto delle
hiBMEC:s e ridotta funzionalita della BEE (TEER basso), genereremo delle cellule hBMEC/D3 con
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deficit di Glutl utilizzando uno specifico CRISPR/Cas9-mediated NHEJ Crispr/Ca9 genome
editing con pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) come in [27].

2.2 Studio dell’efficacia delle nuove strategie terapeutiche nel recuperare il deficit di Glutl in
modelli in vitro di BEE.

| piu efficienti SINEUP e peptidi inibenti Claudin-5 saranno testati in vitro nel modello Transwell
di BEE con cellule hiBMEC umane derivate dai pazienti. Il SINEUP-GLUT1 e il controllo negativo
SINEUP-ABD verranno trasdotti con un AAV endotelio-specifico [20] nelle cellule hiBMEC/D3
derivate da pazienti e controlli. La loro attivita verra valutata in termini di incremento
dell’espressione di Glutl mediante immunocitochimica, passaggio del glucosio attraverso il
Transwell e captazione del glucosio all'interno delle cellule endoteliali utilizzando live imaging e
"fluorescence resonance energy transfer” (FRET) con un reporter specifico per il glucosio
(FL1112Pglu-700uDelta6) [28]. | peptidi inibenti I'assemblaggio di Claudin-5 saranno aggiunti a
concentrazione crescente al modello di BEE per valutare 1’effetto sulla distribuzione delle proteine
delle giunzioni serrate e sulla permeabilita paracellulare analizzando il TEER, la diffusione del
destrano fluorescente e il trasporto di glucosio attraverso la barriera.

Rispetto ai due obiettivi specifici descritti, abbiamo gia ottenuto i seguenti risultati preliminari:

Obiettivo Specifico 1:

1.1 Al fine di aumentare la produzione di Glutl dall'allele wt, abbiamo disegnato e clonato in
plasmidi tre SINEUPs specifici per 'mRNA di Glutl umano, caratterizzati da Binding Domains di
lunghezza diversa: lungo (-40/+32), medio (-40/+0) e corto (14/+4), intorno allATG che
rappresenta lo 0. Come controllo negativo abbiamo utilizzato il SINEUP privo di Binding Domain
(SINEUP-ABD). Abbiamo individuato una linea cellulare umana U251MG in cui eseguire le
trasfezioni con i costrutti SINEUP e abbiamo appurato il funzionamento dei SINEUP con un
controllo positivo eGFP-SINEUP, ottenendo un aumento di GFP di 2.2 volte a 24 ore (Fig. 3A)
rispetto alle cellule trattate con plasmide contenente solo eGFP.

Abbiamo quindi eseguito delle trasfezioni pilota nella linea U251MG wit, ottenendo un incremento
della produzione di Glutl di 1.2-1.5 volte rispetto al controllo negativo SINEUP-ABD (Fig.3B) a 24
ore post-trasfezione.

1.2 Per incrementare la permeabilita al glucosio della BEE, avevamo gia generato un modello
strutturale del complesso formato da Claudin-15 (omologo di Claudin-5) a livello delle giunzioni
serrate (Fig. 4), ricapitolando le note proprieta selettive [21]. Abbiamo ora generato il modello
Claudin-5 e lo abbiamo utilizzato per disegnare una serie di peptidi docked che andranno testati nei
nostri modelli cellulari.

Obiettivo Specifico 2:

2.1 Abbiamo messo a punto un modello in vitro di BEE. Le cellule endoteliali sono state fatte
crescere sulla superficie superiore di un supporto permeabile del Transwell system (Fig.2), con o
senza terreno di coltura condizionato con astrociti [13].

Per modellare il deficit di Glutl, useremo cellule endoteliali cerebrali derivate dalle iPSCs dei
pazienti. Abbiamo gia generato e caratterizzato le linee iPSCs (Fig. 4) dai fibroblasti di due pazienti
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con GLUT1DS con mutazione missense e troncante e dei relativi controlli sani (Tab. 1). Il modello
IPSCs ricapitola le caratteristiche del deficit di Glutl nei due pazienti, con proteina dimezzata nel
paziente 1 e la produzione di una proteina Glutl difettiva nel paziente 2 (Fig. 5).

METODI

METODI PRINCIPALI:

- | SINEUP-GLUTL1 sono stati disegnati dopo analisi bioinformatica del 5UTR di SLC2A1
utilizzando FANTOM Browser e sono stati sintetizzati da Cell Guidance Systems.

- Le trasfezioni nelle varie linee cellulari sono effettuate con Lipofectamine2000 secondo il
protocollo e le cellule sono raccolte a 24, 48 e 72 ore post-trasfezione. Per ottenere la significativita
statistica, saranno eseguite n>4 trasfezioni indipendenti.

- L'aumento della traduzione di proteina Glutl per effetto dei SINEUP ¢é valutato attraverso Western
Blot su lisato cellulare e quantificato con analisi densitometrica utilizzando UVITech Software. La
proteina Gapdh e utilizzata come controllo di carica. | dati densitometrici per Glutl sono
normalizzati sul relativo dato Gapdh, e rapportati al controllo negativo.

- I livelli di mRNA target nei gruppi di trattamento sono valutati tramite gRT-PCR utilizzando la
mix Sso Fast EvaGreen Supermix (Bio-Rad) con lo strumento CFX96 Real time PCR System (Bio-
Rad) e I'espressione genica relativa verra misurata con il metodo del DCt.

- Differenziamento delle cellule iPSCs derivate dai fibroblasti dei pazienti e controlli sani in cellule
endoteliali cerebrali hiBMEC. Le iPSCs sono state caratterizzate per i marcatori di pluripotenza
attraverso immunofluorescenza e gRT-PCR. Il potenziale di plutipotenza e stato valutato anche
testando la capacita dei corpi embrioidi di differenziare in vitro nei foglietti embrionali endoderma
(AFP), mesoderma (SMA), ectoderma (Tujl) (Fig. 4). Le iPSCs sono mantenute in coltura su
Vitronectina come da [25], differenziate in terreno di coltura non condizionato e piastrate su
Transwell in terreno hECSR1 con acido retinoico come da [26]. La valutazione del
differenziamento si basa sull’espressione di marcatori endoteliali, Glutl, proteine delle giunzioni
serrate e trasportatori di efflusso con RT-gPCR e microscopia confocale.

- Valutazione degli off-target sul proteoma. Le cellule trattate con SINEUP-GLUT1 vs SINEUP-
ABD sono solubilizzate e processate mediante il kit FASP Protein Digestion Kit (Expedeon Inc).
L'analisi e effettuata mediante cromatografia liquida spettrometria di massa (LC-MS/MS) come da
[29]. Gli esperimenti saranno condotti in triplicato per ciascuna linea e trattamento. | dati grezzi
sono processati mediante il software MaxQuant software UniProt Release 2014 _09. Le analisi della
componente principale e del clustering gerarchico delle diverse repliche dei campioni si avvalgono
del software Perseus per evidenziare le differenze significative tra i diversi gruppi sperimentali.

- Valutazione degli off-target sul trascrittoma. RNA sequencing (RNA-seq) su RNA totale dei
diversi gruppi di trattamento come da [30].

- CRISPR/Cas9-mediated NHEJ sara eseguito utilizzando pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) come
da [27].

- Il software Rosetta é utilizzato nel modeling per omologia [31] e il docking proteico [32] per
formare il complesso. Le simulazioni di Molecular Dynamics sono eseguite con il codice NAMD
con il campo di forza con risoluzione atomica (CHARMM) [23, 24]
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- Lattivita di Glutl sara valutata con imaging in tempo reale (FLI112Pglu-700uDelta6 glucose-
FRET probe [28]).

STATISTICA:
La significativita statistica & stabilita come p<0.05. Test parametrici or non-parametrici saranno
utilizzati in base alla distribuzione normale dei dati.

Tutti i metodi descritti rispettano e intendono rispettare la regola delle 3R della sostenibilita
ambientale nella ricerca scientifica.

RISULTATI ATTESI E RILEVANZA CLINICA

Il potenziale traslazionale del progetto proposto € molto alto. La GLUT1DS é un disordine del
neurosviluppo che manca di una terapia effettiva. Abbiamo disegnato due distinti approcci
innovativi che mirano ad incrementare il trasporto di glucosio attraverso la BEE: i) stimolazione
della traduzione di Glutl attraverso RNA non-codificanti sintetici, i SINEUPs, per aumentare
I’attivita dell’allele residuo wild-type e superare 1’aploinsufficienza, e ii) permeabilizzazione
strutturale transitoria delle giunzioni serrate della BEE con peptidi Claudina-5 non conformazionali.
Questi approcci possono potenzialmente essere associati per ristabilire un apporto fisiologico di
glucosio al cervello.

Nell’arco temporale di questo progetto pilota, ci aspettiamo di raggiungere i seguenti risultati:

- sviluppare strategie complementari per aumentare 1’ingresso di glucosio nel cervello;

- generare un modello in vitro di deficit di GLUTL con cellule derivate dai pazienti;

- valutare I’efficacia terapeutica di nuove molecole che recuperano il deficit di GLUTL1 in
vitro.

| suddetti risultati a breve termine si presentano come fasi preliminari di un progetto piu ampio:

- 1l modello Transwell deficitario di Glutl pud essere ulteriormente implementato in un
modello di BEE piu complesso, che meglio mima la BEE in vivo (es. aggiungendo astrociti
umani [32]);

- 1 modelli Transwell base o deficitario di Glutl possono essere immediatamente utilizzati
come piattaforma di screening per strategie terapeutiche emergenti. Attualmente stiamo
portando avanti un High Throughput Screening (HTS) di piccole molecole per promuovere
la trascrizione di SLC2A1, utilizzando un saggio luciferasico cellulare [33].

- Stiamo sviluppando un topo Slc2al KO che ricapitola il fenotipo GLUT1DS [34, 35].
L’approccio risultato piu efficace dagli esperimenti in vitro verra testato in vivo nel topo
omozigote ed eterozigote.

Questi studi preliminari possono aprire la strada verso una terapia di precisione mirata a correggere
I’eziologia della GLUT1DS, con un potenziale impatto enorme sull’outcome cognitivo e la qualita
di vita dei pazienti affetti.

PIANO TEMPORALE:
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PIANO ECONOMICO

COSTO QUOTA QUOTA  CO- | ENTE CO-
TOTALE RICHIESTA A | FINANZIATA | FINANZIATORE
FONDAZIONE
LICE

Personale di 47574 * 20.000 27.574 Universita  degli

ricerca Studi di Genova,;
IRCCS Istituto "G.
Gaslini™

Attrezzature 0 0 0 -

Materiali di 26.800 ** 16.800 10.000 Universita  degli

consumo Studi di Genova;
IRCCS Istituto "G.
Gaslini™

Servizi 0 0 0 -

informatici

Partecipazionia |0 0 0 -

congressi e

collaborazioni

Costi di 0 0 0 -

pubblicazione

Overhead 8% 3200 3200 0 '

Tot euro 77.574 40.000 37.574

*Assegno di ricerca | fascia della durata di 2 anni per un giovane ricercatore che si occupera di

sviluppare il progetto

** Materiali per colture cellulari e differenziamenti da iPSCs; supporti Transwell; reagenti e
consumabili per test quantitativi e funzionali.
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Fig. 1 La struttura modulare del SINEUP. Il Binding Domain conferisce la
specificita di sequenza per I'mRNA bersaglio; I'Effector Domain attiva la sintesi
proteica.

Preliminary Results Figures
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Fig. 2 Modello Transwell della Barriera Emato-Encefalica (BEE).

(A) Sinistra: schema del sistema Transwell e sezione di cellule endoteliali (scala, 5 pm);
Destra: microscopia elettronica a scansione e trasmissione delle giunzioni serrate di uno
strato di cellule hBMEC/D3.

(B) Espressione delle giunzioni serrate e aderenti(scala, 20 pm);

(C) Resistenza elettrica trans-endoteliale (TEER) di uno strato di endotelio nel sistema
Transwell in funzione del tempo in coltura.
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Fig. 3 Struttura deiSINEUPs ed attivita sulle proteine GFP e GLUTL1 nella linea
cellulare umana U251MG.

(A) Attivita dei SINEUPs sui livelli di GFP in cellule U251MG. Immagine
rappresentativa di un Western blot di proteine totali 24 ore post-trasfezione e relativa
analisi densitometrica. Come controllo positivo, un costrutto esprimente GFP é stato
trasfettato in U251MG in assenza (eGFPpdual) o in presenza (eGFP-SINEUP) di
SINEUP specifico per ’ImRNA di GFP. In presenza di GFP-SINEUP, la proteina GFP
ha un incremento di 2.2 volte dopo 24 ore. | risultati sono mostrati come mediat SEM
di n=2 esperimenti.

(B) Attivita dei SINEUPs sui livelli di Glutl in cellule U251MG. Immagine
rappresentativa di un Western blot di proteine totali 24 ore post-trasfezione e relativa
analisi densitometrica. Le U251MG sono state trasfettate con 3 SINEUP-GLUT1 di
diversa lunghezza, e SINEUP-ABD (controllo negativo). | campioni trattati con
SINEUPs hanno un incremento medio di 1.2 — 1.5 volte della proteina Glutl dopo 24
ore post trafezione. | risultati sono mostrati come media + SEM di n=2 esperimenti.
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Fig. 4 Modeling computazionale delle claudine e dei peptidi inibitori.

(A) Visione laterale del nostro modello di complesso Claudin-15 nelle giunzioni
serrate, con protomeri rappresentati come nastri di diversi colori e le membrane
delle cellule adiacenti in grigio e arancione.

(B) Confronto tra Claudin-15 (cyano) ed il modello per omologia di Claudin-5
(rosso).

(C) Struttura cristallina del complesso Claudin-4/cCPE (PDB ID: 5b2g); la
claudina & rappresentata in rosso, mentre il cCPE in azzurro; la linea tratteggiata
indica I'interfaccia tra la membrana cellulare endoteliale e lo spazio paracellulare.
(D) Modello per omologia di Claudin-5 (rosso) con tre peptidi estratti dal cCPE
(blu, bianco e verde) e legati al dominio extracellulare della proteina.
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Fig. 5 Generazione di IPSCs da fibroblasti con CytoTune™-IPS 2.0
Reprogramming Kit.

(A,B) Espressione dei marcatori di pluripotenza Ssea4, Oct4, Sox2 e Tra-1-60 delle
colonie iPSCs.

(C) Il profilo di espressione genica mostra un’incremento di espressione dei geni della
pluripotenza nei cloni iPSCs rispetto alle cellule di partenza.

(D-F) L'espressione di marcatori dei foglietti embrionali (endoderma, AFP; mesoderma,
alphaSMA,; ectoderma, Tuj1/BllI-tubulin) mostra il potenziale delle iPSCs a differenziare
nei 3 foglietti embrionali.
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Figura 5. Livelli di proteina Glutl nelle cellule iPSCs derivate da due pazienti e
un controllo.

(A) Immagine rappresentativa di un Western blot di proteine totali da IPCSs derivate
dal paziente 1 (severo), paziente 2 (lieve) e un controllo sano (vedi Tab. 1).

(B) Analisi densitometrica del Western blot: marcata riduzione di espressione di Glutl
nel paziente 1 (mutazione frameshift/troncante) rispetto al paziente 2 (mutazione
missense) e al controllo sano.



