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INTRODUZIONE

Il concebto di terapia genica nasce negli anni 70. frutto
dellavvento delle nuove tecniche del DNA ricombinante
che hanno permesso ai ricercatori di costruire pezzi di
DNA contenenti sequenze geniche desiderate (una sorta
di Lego della genetica). ma ¢ solo negli ulbimi anni che sta
diventando una realta per alcune malattie genebiche
6 rare.

La terapia genica ¢ una delle prime terapie avanzaie
¢ di precisione a essere state ideate e ha Tobiettivo di
combattere una patologia non trabtandong I sinfomi
ma mirando direttamente alle sue basi genebiche.
Il concetto base di questa strategia terapeutica ¢ di
fornirg allorganismo una copia sana del gene difetioso.
Il cosiddetto gene terapeubico’. o un altro gene che possa
compensarne il malfunzionamento nelle cellule colpite dalla
malabtia. [l rasferimento del gene negli organi  nel bessubl
¢ mediabo da vettori virali, ovvero virus modificati che
agiscono In questo contesto come veri e propri veicoll

Nonostante la semplicita ~concetbuale. [applicazione
concreba della terapia genica nel pazienti ¢ una vera e
propria sfida di salto agli ostacoll. alcuni de quali - come
vedremo nel caso della disbrofia muscolare di Duchenng -
imposti dalle esigenze specifiche della patologia



La distrofia muscolare di Duchenne (DMD) ¢ una patologia genebica rara che
colpisce Il bessuto muscolare. | pazienti affebbi da DMD mostrano una fragilita
di buti 1 muscoli che progredisce nel tempo portando alla perdita graduale
della loro funzione. Oltre alla perdita della funzionalita degli arti inferiori ¢
superiort, nel corso del tempo anche Il cuore ¢ Il diaframma vengono colpibi
portando a un deficit della funzionalita cardiaca ¢ respiratoria

Le cause genetiche della DMD sono stabe chiarite nel 1966 con lidentificazione
del gene della distrofina in cur si localizzano I difetti genetici (chiamati
becnicamente mutazioni) responsabili della comparsa della patologia

Questo gene fornisce le informazioni necessarie a produrre la distrofina. una
proteina fondamentale per [integrita e la funzionalita delle cellule muscolari
E lassenza di disbrofina la causa della degenerazione muscolare nel pazienti
con [a Duchenng.

Una terapia genica per [a Duchenne ha quindi come obiebbivo il brasferimento
di una versione funzionale del gene della distrofina in grado di ripristinare la
produzione della probeina in bubti | muscoll del paziente. Una vera e propria
Impresa. considerando le centinala di muscoli presenti nel nostro corpo,



La distrofia mﬁ%éolare di Duchenne

¢ una patologia genebica rara che
colpisce 1 muscoli

MUSCOLI

La ferapia genica si propong di trasferire
una versiong funzionale del gene della
distrofina in fubbi I muscoli del corpo.




LA DESTINAZIONE FINALE DEL NoSTRO GENE DELLA DISTROFINA
E' DUNQUE IL MUSCoLo, MA COME POTRA' FARE A RAGGIUNGERL0?

Cé bisogno di un veicolo che possa prendere a bordo™ i gene e dargli un
passaggio verso [interno del corpo. £ qui che entrano n gioco I virus che,
opportunamente modificatt. si rivelano vetbori adequabi per il trasporto del
geni

Esistono molbi £ipi di virus. ognuno dei quali ha preferenze per un tipo
cellulare specifico: ¢ quindi importante scegliere il vettore virale giusto
per veicolare il nostro gene a destinazione. Alcuni sobtotipi di una famiglia
di virus chiamabi adeno-associabi (AAV). ad esempio. hanno una spiccata
preferenza per il muscolo e sono. tra le altre cose. privi di effetbi patogent

Prima che il gene salga a bordo il virus AAV deve pero essere modificato.
| virus sono infabbi molto piccoli ¢ per poter ospitare un qualsiasi gene é
necessario. innanzibutto. fare spazio eliminando 1 gent virall. Questo. al tempo
sbesso. brasforma il virus In un innocuo veicolo. incapace di replicarst, privo
di abbivita indesiderate ¢ utile per lobietbivo.




. 6.qui che entrano In gioco I Virus

Per raqgiungere | muscoli
Il gene ha bisogno i un
passaqgio..

¢ hanno le carabteristiche giuste
) per essere usati come vebtori
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| geni virali vengono
eliminati: i virus diventa
un veicolo innocuo. ossia
un vebbore. adatto a
brasferire il gene nel
muscoll.




Il vettore virale ¢ pronto ¢ sembrerebbe fatta se solo non fosse per un piccolo
particolare. COME E' POSSIBILE CONCILIARE IE ENORMI DIMENSIONI DEL
GENE DELLA DISTROFINA CON IL RISTRETTO SPAZI0 DISPONIBILE
NEL VIRUS?

Il gene della distrofina ¢ infabti il gene it grande presente nel nostro genoma e
servirebbe un virus AAV molto piu capiente per poterlo contenere tutto. Data
la capienza limitaba i questi virus, [unica possibilita per risolvere il problema
¢ ridurre le dimensioni del gene senza comprometterne, pero. la funzione.

Missione impossibile? In realta no. perché esistono in natura forme insolitamente

piccole ma funzionali della distrofina che sono presenti in alcuni pazienti con

distrofia muscolare di Becker (BMD) sorprendentemente poco sinbomatict

Questo ha dato lo spunto ai ricercatori per creare delle forme ridotte del gene

che fossero le pitt piccole forme possibil, in grado comunque di conservarne la
funzione. Nascono cost le mini- ¢ micro-distrofinel

.f : J/ Queste varianti del gene sono state obfenute. quindi
‘ -..‘..'Q rimuovendo le zone meno importanti per la funzione della
distrofina e mantenendo quelle indispensabili. Ma
. abbenzione: anche se 1l nostro ‘mini/microgene
"¢ stato obtimizato, non possiamo ancora sapere
In quale misura sara In grado di svolgere la sua
funzione.. solo il tempo e le sperimentazion: cliniche
abbualmente In corso potranno fornire Una risposta
esaustiva a questa domanda




Il vettore virale ¢ pronto..

Occorre ridurre le dimension del gens.

.Ma il gene & TROPPO GRANDE!

30n0 state scoperte forme piccole ma
funzionali di disbrofina in alcuni pazienti
con [a BMD..

. Da qui nasce [1dea delle mini- ¢ micro-
disbrofine: varianti del

gene obbimizzate

da utilizzare nella

berapia genica




Il gene della distrofina ¢ finalmente a bordo ¢ pronto a partire:
DA DOVE INIZIA I[. Sue VIAGGIo?

La strada migliore per raggiungere ogni muscolo ¢ la rete del vasi del
circolo sanquigno: Il viaggio del virus con Il gene della mini/microdistrofina
Inizia con uninieziong intravenosa che catapulta vettors e gene nel traffico
cellulare del flusso di sangue. La comparsa del vettore virale. pero. non passa
Inosservata dallorganismo: si tratba. a conti fabbl di un inruso. che viene
rapidamente riconosciuto come estrango dallesercito cellulare del sistema
Immunitario del ricevente. Alcune cellule si abbivano prontamente per cercare
di eliminarlo. mentre altre si organizzano per schedarne lidentita. creando
anticorpi specifici pronbi a bloceare un evenbuale successivo abbacco.

Questo meccanismo di autodifesa. cost ublle per la nostra sopravvivenza. puo
rappresentare un grande ostacolo e rischio per la berapia genica mediata da
vebbors virall. Per chi ha gia sviluppabo gli anbicorpi per uno specifico virus. il
brabbamento di terapia genica con Un vebbore originato da quel virus scabenerebbe
una risposta immunitaria che ne provocherebbe la rimozione immediata. ponendo
anche possibill rischi per la salube del ricevente.

Per questo motivo. non solo uno specifico trattamento di
berapia genica puo essere somministrabo una sola volta nella
vita. ma bubbi coloro che in precedenza sono enbrati
W [;9 In contatto con lo stesso bipo di virus AAV non
7 possono ricevere Il trattamento. Questa eventualita
puo riguardare tra il 20 ¢ 1l 907% della popolazione. anche

a seconda dello specifico vettore virale impiegato.




... alcune cellule del sistema immunitario
cercano di eliminarl.

Il viaggio Inizia: vettore e gene vengono
Immessi nel flusso sanguigno ma il loro
Ingresso non passa inosservato..

4

. alfre creano anticorpi per bloccarne un futuro atbacco
Per questo il trattamento puo essere somministrato una volta sola.




Superando varie peripezie nel loro viaggio. vettore ¢ gene arrivano nelle cellule
muscolari e qui i separano. Mentre il nostro vebtore virale viene demolito. I
gene rimane intabto e libero di sistemarsi accanto al DNA cellulare dove puo
finalmente Iniziare a dare 1l via alla sua missione: esprimere [a micro/mint disbrofina

ATTENZIONE PER0: QUANTI VETTORI AVRANN0 SUPERATO IE
DIFFICOLTA' INCONTRATE NEL PERCORSO E QUANTE CELLULE

MUSCOLARI AVRANNO EFFETTIVAMENTE RAGGIUNTO?

Per obbimizzare le probabilita di successo ¢ necessario riuscire a raggiunger
quante pit cellule muscolari possibili. Per questo mobivo, 1 trabtamento
prevede la somminisbrazione di quantita molto elevate di vettors virali che
siano sufficientemente alte da essere il piu efficact possibile mantenendone al
bempo stesso 1 ivelli di sicurezza

La questione delle quantita necessaria di virus introduce unalbra grossa sfida nel
percorso della berapia genica per la Duchenne.

Al momento. infabbi, Ie tecnologie disponibili permebbono di soddisfare Ia produzione
delle quantita di virus necessarie a condurre gli sbudi clinict su pochi pazienti. ma
per produrre quantita adequabe a un potenziale impiego esteso sono necessari
ulberior investimenti. risorse ¢ tempo a cur s sta iniziando a far fronte.




superando varie peripezie nel loro
viaggio..

Il gene si sistema accanto al DNA
cellulare dove puo iniziare la sua
missiong

(i sono ancora tante domande senza
risposta

Quanti vettori?

Quante cellule?

dard efficace
nel tempo?




Cé infine unultima domanda a cul nuovamente solo if tempo potra fornire una
risposta: QUANTO A LUNGO DURERA' LEFFETTO DELLA TERAPIA?

Poiche 1l mini/microgene trasferito non si inserisce nel DNA cellulare. quando
Il muscolo cresce 0 viene rigenerabo per riparare un danno. non cé nessuna
possibilita di aumentare anche la quantita di mini/microdisbrofina originariamente
brasferita. Nel tempo dunque. I muscolo nel suo insieme ne disporra In
quantita proporzionalmente minore. Cio implicherebbe che una terapia genica
somministrata in giovane eta. sebbeng vantaggiosa perche mirata a probegger
I muscoli in una fase in cui I danni non sono ancora troppo sever.

potrebbe esaurire con la crescita Il suo potenziale berapeutico. Daltra parte
la cellula muscolare che ¢ stata raggiunta dal mini/microgene dovrebbe essere
resistente al danno e quindi non necessitarg la sosbituiziong con una nuova cellula
In ultima analisi solo il tempo potra fornirg una risposta esaustiva a questa
domanda




GUARDANDO AVANTI

La terapia genica. per quanto sequita con forte interesse da parte della
comunita di pazienti. ¢ ancora in fase di sperimentazione e non bubbe le
domande hanno gia delle risposte.

La collaborazione e la sinergia tra comunita scientifica e associazioni i
pazienti continua ad andare avanti nella ricerca di tutte le soluzioni possibill
affinché. come stato negli ulbimissimi anni per altre patologie rare, anche la
berapia genica per la DMD possa diventare una realta
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