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MERRF:
Epilessia	mioclonica	con	
fibre	rosse	raggrinzite



A	livello	
sistemico

Koenig	et	al,	2008



Tuppen et	al,	2010

A	livello	del	tessuto	muscolare

MergeControllo



Wikipedia	

A	livello	genetico



A	livello	molecolare

tRNA(Lys7731)



Trattamento	– Gene	Therapy

Agresti	et	al.,	2018

COME?



Obiettivi	e	
strategie



Obiettivi Strategie

Sviluppare	un	approccio	
per	abbassare	la	
percentuale	di	
eteroplasmia

Ottimizzare	un	sistema	di	
targeting e	delivery	in	

miotubi

CRISPR-mitoCAs9

Nanoparticelle di	PLGA	
rivestite	di	anticorpi	specifici	
per	marker	di	superficie	dei	

miotubi



Il	nostro	modello:	mito-mouse	tRNA (Lys7731)

• Genotipo
• mutazione	mtDNA	G7731A
• percentuale	di	eteroplasmia:	

76-84%

mito-mouse	tRNA(Lys7731)

MODELLO	DI	STUDIO	IN	VITRO
Miotubi da	biopsia	di
mito-mouse	tRNA(Lys7731)

MODELLO	DI	STUDIO	IN	VIVO
mito-mouse	tRNA(Lys7731)



Piano	Sperimentale

1.	In	vitro:	Modello	
sperimentale	àMiotubi di	
mito-mouse	tRNA (Lys7731) 2.	Ottimizzazione	

approccio	sperimentale	
in	vitro

3.	In	vivo:	Modello	
sperimentale	àMito-mouse	

tRNA(Lys7731) 4.	Restaurazione	del	
fenotipo	sano	nel	modello		

murino



Degradation of	mitochondria with	mutated mtDNA

Meccanismo	di	azione	del	complesso	Cas9-sgRNA	nei	mitocondri

Double-strand break

Adattata	da	Addgene.org



IRES MTS HA Cas9

UCUCUAACUUUAAUUUAAAAGGU

MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAKIHSL	YPYDVPDYA	

RNA	Circolare	e	sgRNA

sgRNA with	mitochondrial import	signal hairpins

Adattata	da	Wesselhoeft et	al.,	2018 Adattata	da	Tonin et	al.,	2014



Delivery	nei	miotubi

PLGA

+ =
Anticorpo	contro	

marker	di	superficie	
dei	miotubi

Nanoparticella di	PLGA	
specifica	per	i	miotubi

PLGA PEI MSN Lipo2000 GoldNPLiang et	al.,	2011



Risultati



Mioblasti Miotubi (DM)

gg	7-9Dissezione Digestione Risospensione Crescita	dei	mioblasti 3-5	gg

coating di	Matrigel coating di	collagene

coating di	Matrigel coating di	Matrigel

1°,2°,3°,4° round…

Shanini et	al.,	Stem Cell	Research 2018	

ü Efficienza di 
isolamento mioblasti
à90% 

ü Purezza dei miotubi
con un round di      
pre-plating à98%

Miotubi WT
MYH1

In	vitro	system Isolamento	dei	miotubi murini	ΔG7731A



In	vitro	system Determinazione	della	patogenicità	dei	miotubi ΔG7731A

miotubi miotubi
WT													ΔG7731A

COX	citochemistry

miotubi miotubi
WT																																						ΔG7731A

Adattato da Shimizu et al., PNAS, 2018. Adattato da Shimizu et al., Biochemical and Biophysical Research 
Communications, 2015.

iPSC iPSC G8328A



Contenuto	di	ATPPiruvato/malato

In	vitro	system

iPSC WT iPSC G8328A

Consumo	di	O2 Attività	dei	complessi	respiratori

WT							ΔG7731A

iPSC WT
iPSC G8328A

WT										G8328AWT								ΔG7731A

WT 
ΔG7731A
iPSC WT
iPSC G8328A

WT 
ΔG7731A
iPSC WT
iPSC G8328A

Determinazione	della	patogenicità	dei	miotubi ΔG7731A

Adattato da Shimizu et al., Biochemical and Biophysical 
Research Communications, 2015.



mCas9	+	sgRNA

In	vitro	system

IRES MTS HA Cas9

MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAKIHSL YPYDVPDYA 

Incubazione	dei	miotubi murini	con	NP	e	mitoCas9

Miotubi da	mito-mouse	tRNAlys

PLGA	nanocarrier +

Adattato da Guglielmi et al., Internation Journal of Pharmaceutics, 2018.
Gammage et al., Nature Medicine, 2018.



PLGA	NP
DAPI
ACTINA

24	ore 72	ore

Miotubi da	mito-mouse	tRNAlys

PLGA	NP	+	circRNA mitoCas9	+	sgRNA

50	um

In	vitro	system Incubazione	dei	miotubi murini	con	NP	e	mitoCas9

Guglielmi et al., Internation Journal of Pharmaceutics, 2018. Areum J.	et	al.,	BioMed Research International,2015.



G7731A ΔG7731A	mCas9G7731A ΔG7731A	
mCas9

COX	citochemistry

In	vitro	system Rescue	del	fenotipo	dei	miotubi ΔG7731A	

0

0.2

0.4

0.6

0.8

WT G7731A G7731	
mCAS9

nm
ol
	H
2O

2/
m
in
/m

g	
pr
ot
ei
n

Piruvato/malato

0

0.1

0.2

0.3

0.4

WT G7731A G7731	
mCAS9

m
ol
	A
TP
/m

g	
pr
ot
ei
n

Contenuto	di	ATP

Adattato da Shimizu et al., PNAS, 2018. Adattato da Shimizu et al., Biochemical and Biophysical Research 
Communications, 2015.
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Adattato da Shimizu et al., Biochemical and Biophysical Research Communications, 2015.



4	MESI:	Iniezione	IV	

8	MESI:	Follow-up	e	raccolta	dati

5	MESI:	Sequenziamento	e	valutazione	
dell’	heteroplasmic shift

In	vivo	system Esperimenti	in	vivo:	mito-mouse	tRNA(Lys7731)
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Adattato	da	Gammage et	al.,	2018

• Analisi	dati	di	pirosequenziamento
da	biopsie	muscolari	(M)	per	
valutare	lo	shift	della	%	
eteroplasmia

In	vivo	system Risultati	predittivi:	heteroplasmic shift (a	5	mesi	dalla	nascita)	



Risultati	predittivi:	follow-up	8	mesi	(dalla	nascita)

PLGA	+ Vehicle

• Lunghezza	corporea	e	grip	strength test	(sopra)
• Saggio	biochimico	dell’attività	relativa	degli	
enzimi	della	catena	respiratoria	(dx)

Dati	adattati	a	scopo	illustrativo	da	Shimizu	et	al,	2014	

In	vivo	system



Risultati	predittivi:	follow-up	8	mesi	(dalla	nascita)

PLGA	+ Vehicle

PLGA	+ Vehicle

• Analisi	morfologica	ed	istopatologica	di	
muscolo	scheletrico

Gomori trichrome

PLGA	+ Vehicle

Dati	adattati	a	scopo	illustrativo	da	Shimizu	et	al,	2015,		Inoue et	al,	2000	

COX	staining (brown)

In	vivo	system



Pitfalls and	solutions

• L’iniezione	IV	non	è	
efficiente	per	il	delivery	
in	muscolo	scheletrico

• Iniezione	intramuscolare	
oppure	miglioramento	
dell’efficienza	dell’iniezione	IV	
di	nanoparticles (Burke	et	al	
2011)	

• Il	circRNA e	sgRNA
potrebbero	degradarsi

• Utilizzo	di	un	plasmide	
episomale e	di	una	guida	a	
DNA	(necessità	di	trascrizione)

• La	somministrazione	
della	terapia	potrebbe	
essere	troppo	tardiva

• Anticipare	la	somministrazione	
ad	un	periodo	antecedente	
all’insorgenza	dei	sintomi



Costi	e	tempistiche



• Molecular biology laboratory instruments:	€	5.000	

• Stabulation cost	(each mouse):	€	1.000	(x	year)	,	approx.	20	mice

• Cell	culture	(each year):	€	2000

• Antibody:	€	400

• QIAGEN	Multiplex	PCR	Kit	(100):	€	284,00

• MEGAscript™	T7	Transcription Kit	(25	reactions):	€	320

• Poly(Lactide-co-Glycolide)	(PLGA)	Copolymers:	€	500

• DNA	isolation (1	kit,	50	preps)	Thermo Fisher:	€	100

• NEW	bioluminescence	based	ATP	determination	kit	PRO,	10	ml: €	
150	

• Analisi	cellulari	di	parametri	metabolici:	€	50	

• Analisi	citochimiche/biochimiche:	€	500- €1000

• Mitocondrial DNA library pyrosequencing: €	500	

• Histochemistry:	€	500

• Grip	strength	test:	€ 80	(esperimento in	triplice replicato)

Totale:	75044	€
(al	netto	dei	salari	dei	ricercatori)

Generazione	RNA	e	Nanoparticelle
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