
Cos’è l’ingegneria genetica?
Consiste nell’utilizzo di tecniche sperimentali per produrre 
molecole di DNA che contengono nuovi geni o nuove 
combinazioni di geni

Le tecniche dell’ingegneria genetica 
coinvolgono spesso l’isolamento, la 
manipolazione e la reintroduzione del 
DNA all’interno di cellule eterologhe o, più 
nello specifico, di organismi modello



Cos’è l’ingegneria genetica?
Consiste nell’utilizzo di tecniche sperimentali per produrre molecole 

di DNA che contengono nuovi geni o nuove combinazioni di geni

Perchè?
• Per la ricerca pura molto utili per comprendere a fondo 
la funzione di una determinata proteina

• Per la ricerca applicata, il fine ultimo è quello di conferire 
a determinati organismi caratteristiche importanti per 
svolgere determinati scopi.

Biomedico: produzione di farmaci 
ricombinanti (ad es. la produzione di 
insulina attraverso batteri)

Agricolo: ad es. cereali resistenti 
agli erbicidi)



TERAPIA GENICA
• Introduzione di un transgene in 

una cellula allo scopo di 
correggere un errore innato del 
metabolismo o per fornire una 
nuova funzione cellulare o per 
neutralizzare un prodotto 
espresso dalla cellula
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 Malattie monogeniche, con ereditarietà recessiva o legata all’X
 Morbilità o mortalità significative: tumori e malattie 
cardiovascolari
 Terapia attuale inadeguata o non 
disponibile
 La sede cellulare del difetto genetico 
deve essere facilmente accessibile

Terapia genica somatica: 
quali I migliori candidati?



Malattie monogeniche candidate all GT



Malattie ad alta mortalita’ candidate 
alla GT



Chi investe in terapia genica?
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Ricerca pre-clinica Sperimentazione clinica
(trial)

Sviluppo di una nuova terapia



Una sperimentazione clinica (clinical trial) e’ caratterizzata da diverse fasi:
•Fase I (quanto farmaco può essere somministrato senza causare effetti avversi gravi?)
•Fase II (valutare come funziona il farmaco, e continuare la valutazione sulla sicurezza di 
fase I, su un gruppo più ampio di volontari e pazienti)
•Fase III (Quando un farmaco è considerato efficace e sicuro, viene somministrato a un 
numero alto di pazienti)
•Fase IV (Detta anche sorveglianza Post-Marketing per trovare ogni evento avverso raro od 
a lungo tempo, su una più grande popolazione di pazienti)

Trial clinici in GT



ex vivo

Le cellule bersaglio sono  
prelevate dal paziente,  modificate 

geneticamente in
laboratorio e reintrodotte nello  

stesso individuo

in situ

il transgene viene  
rilasciato localmente nel  
sito di azione mediante  

iniezione i.m. o  
intratumorale o per  

inalazione ecc…

in vivo

il transgene viene  
somministrato per  
via sistemica e.v.  

nel corpo del  
paziente

ü no problemi immunologici

ü efficienza delle metodiche 
di  trasduzione in vitro

ü solo alcune malattie  
(immunologiche, ematologiche,

metaboliche)

ütumori localizzati;  
patol. dell’apparato  
respiratorio; tessuto

cutaneo ecc…

ü cellule e tessuti 
poco  accessibili

üscarsa efficienza di  
trasduzione, barriere

Terapia genica: come?
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In vivo gene therapy Ex vivo gene therapy 



Lipofezione
Liposomi
Lipidi cationici
Complessi liposomi/proteine

Vettori virali
Retrovirus

Adenoviruses
Virus adeno-
associati (AAV)
Lentiviruses
Herpesviruses

Metodi fisici
Microiniezione
Elettroporazione
DNA complessato a nanoparticelle
Gene gun (“spara” nella cellula 

particelle microscopiche 
d’oro o tungsteno ricoperte 
da DNA).DNA nudo

Tecniche di trasferimento genico



ü di facile produzione e in elevate quantità

ü esprimibile per un lungo periodo e regolabile
ü sicuro, cioé inerte dal punto di vista immunologico

ü selettivo per determinati tipi cellulari

ü capace di trasportare geni piccoli e grandi

ü capace di integrarsi in siti specifici del genoma

ü capace di infettare sia cellule in divisione che  
quiescenti

Vettore Virale ideale



Svantaggi
ü reazione immunitaria
ü tossicità
ü integrazione 

random/mutagenesi 
inserzionale*

Vantaggi
ü altamente efficienti nel 

trasferimento genico
ü espressione a lungo-termine

Vettori virali



Adeno-associated virus (AAV)

Taxonomy
Family: Parvovirus
Subfamily: Parvoviridae
Genus: Dependovirus
Type: AAV 1-12

Morphology
Particles are icosahedral, non-enveloped,
18-26 nm diameter, 50% protein (VP1-3) 50% DNA.
Resistant to inactivation by solvents, pH and heat.
Genome
Linear, non-segmented, ssDNA ~5 kb.
AAVs package equal amounts of (+) and (-) 
strands.

AAV

Ad

Xie et al. 2002





Parvovirus Recettore
AAV1 Acido sialico (legami α2-3-N e α2-6-N)

AAV2 Proteoglicani contenenti eparan-solfati 
(HSPG)
Corecettori: integrina αvβ5, FGFR1, 
HGF-R

AAV3 Proteoglicani contenenti eparan-solfati 
(HSPG)

AAV4 Acido sialico (legami α2-3-O)

AAV5 Acido sialico (legami α2-3-O e α2-3-N)
Recettore del PDGF (PDGFR)

AAV6 Acido sialico (legami α2-3-N e α2-6-N)

AAV7 Non noto
AAV8 Recettore della laminina (LamR)
AAV9 Non noto (LamR?)
Parvovirus B19 Antigene P dei globuli rossi
CPV (parvovirus canino) Recettore della trasferrina

Acido sialico (acido N-glicolil-
neuraminico, NeuGC)

FPV (parvovirus della 
panleucopenia felina)

Recettore della trasferrina

Recettori 
di alcuni 
Parvovirus
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Optimal AAV serotypes for in vivo gene transfer 
to various tissues

AAV efficiently transduces permissive tissues and 
promotes persistent transgene expression



Four Gene Therapy Strategies



The eye is a site of immune-priviledge

Most cells in the post-natal eye are 
terminally differentiated and prone to 
degenerative processes

Its compartmentalized anatomy (blood-
retina barrier) enables local vector 
delivery in small volume with low 
likelihood of systemic dissemination 

The eye is readily accessible for in vivo 
assessment by optical imaging and 
electrophysiological techniques 

The results of the first clinical trials for 
ocular cancer and angiogenic disease 
have now been reported. One trial of gene 
replacement therapy for inherited retinal 
degeneration commenced recently and 
further such trials are expected to begin 
imminently

There are many animal models available

Peculiarities of the eye as a 
target for gene therapy



Into the anterior 
chamber - for corneal 
disease

Intravitreal - anti-
apoptotic or 
neurotrophic genes 
to protect RGC death  
in glaucoma

Sub-retinal (between photoreceptors and RPE) - for 
inherited retinal disorders, retinoblastoma and retinal 
neovascularization



Leber Congenital Amaurosis

Vision loss in IR patients is due to the 
dysfunction/degeneration of retinal 
photoreceptor cells (PRs; rods and cones) 
and/or the retinal pigment epithelium (RPE) 

Mutations in more than a dozen genes can cause LCA and RPE65-LCA is thought 
to represent about 6% of all LCA cases
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Leber Congenital Amaurosis due to RPE65 Mutations
Restoration of RPE65 in RPE cells is predicted to result in production of 11-cis-retinal 
and in reactivation of PR function
Excellent and consistent preclinical results obtained in small and large animal 
models
RPE65-/- dogs bear a homozygous 
4bp deletion resulting in a 
frameshift and a premature stop 
codon



No systemic toxicity, only modest local inflammation
No photoreceptor abnormalities after AAV delivery

3 patients in each study
The procedure appear safe and might be beneficial - longer follow-up needed
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Il bimbo trattato è arrivato da noi a quattro mesi di vita con malattia già in stadio
avanzato e grave compromissione di deglutizione e respiro. Dopo il trattamento, il
decorso della malattia è stato bloccato e il bimbo anche se avrà bisogno di una
carrozzina elettronica e dovrà essere sottoposto a ventilazione notturna, non è più in 
pericolo di vita.
Come spiegano i membri dell’equipe del servizio malattie rare del Burlo, la terapia
genica in questione è relativamente semplice, poiché si tratta dell’infusione per via 
endovenosa di un vettore virale adeno-associato (denominato AAV9) che trasporta il
gene mancante SMN1 nel sistema nervoso centrale. 
Si tratta, inoltre, di una terapia innovativa e ancora altamente costosa (oltre un milione
di euro). 







CAR-T cell therapy
Engineering Patients’ Immune Cells to 
Treat Their Cancers

Chimeric antigen receptors 
(CARs)
Adoptive cell transfer is like 
“giving patients a living drug,”

Immunotherapy—therapies
that harness the power of a
patient’s immune system to
combat their disease,

https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045729&version=Patient&language=English


Overview of CAR T-cell therapy in the clinic. 

Marcela V. Maus, and Carl H. June Clin Cancer Res 
2016;22:1875-1884

Cellule modificate.
Le Car-T si ottengono in laboratorio a partire da linfociti T del paziente, estratti con un prelievo e 
modificati geneticamente. La modifica, attuata tramite un vettore virale, inserisce in questi linfociti il 
gene del recettore Car (Chimeric Antigen Receptor), una proteina in grado di riconoscere specifiche
strutture presenti sulla superficie del tumore. Le cellule modificate, ottenute in questo modo, vengono
quindi fatte moltiplicare in vitro e reinfuse nel paziente, pronte ad attaccare e a eliminare il tumore

https://www.focus.it/scienza/salute/cellule-contro-i-tumori-cosa-sono-le-car-t


Amily Whitehead ha scritto la storia della medicina.
Nel 2012 aveva sette anni, da due lottava contro una leucemia linfoblastica acuta contro cui
nulla sembrava funzionare. Arrivò al Children's Hospital di Philadelphia il giorno dopo
l'approvazione all'uso delle cellule Car-T in uno studio clinico umano: è stata la prima
paziente a riceverle e il 10 maggio scorso ha festeggiato dieci anni liberi dal cancro.

• Le terapie con Car-T hanno registrato il 30-40%di remissioni complete nei casi più
complessi. 

• Sono terapie iperpersonalizzate, perché il principio attivo si costruisce di volta in volta 
con le cellule del malato. 

• Dal punto di vista dell'approvazione, sono gestite come i farmaci: nel 2019 la prima Car-
T ha ricevuto il via libera in Italia e oggi le terapie rimborsate dal Servizio sanitario
nazionale sono tre, per specifiche tipologie di leucemia linfoblastica acuta e linfoma e 
per pazienti in cui i trattamenti standard, come chemioterapia o trapianto, abbiano
fallito.

• I centri autorizzati a somministrarle sono una trentina e devono garantire precisi
requisiti

• La terapia con Car-T non è una strada per tutti: i linfociti T del paziente, per esempio, 
potrebbero essere poco efficienti o in numero non adeguato. 

• Inoltre fra la raccolta delle cellule T e la loro reinfusione passano tre, quattro settimane: 
per alcuni la progressione della malattia può essere così rapida da non consentire una
simile attesa. 

https://www.focus.it/scienza/salute/car-t-approvata-terapia-tumori-sangue-leucemia


These scans show a 62-year-old man 
with non-Hodgkin lymphoma, at left 
in December 2015, and three 
months after treatment with Kite 
Pharma's experimental gene 
therapy at MD Anderson Cancer 
Center in Houston. The treatment, 
called CAR-T cell therapy, turns a 
patient's own blood cells into 
specialized cancer killers. It worked 
in a study, with more than one third 
of very sick lymphoma patients 
showing no sign of disease six 
months after a single treatment, its 
maker said Tuesday, Feb. 28, 2017. 
The scans are from a presentation by 
Drs. Fred Locke and Sattva Neelapu, 
provided by the American Society 
for Blood and Marrow 
Transplantation and Kite. 
(ASBMT/Kite Pharma via AP)



Le CAR-T autorizzate. 
Le  terapie CAR-T  rappresentano la  prima  forma  di  terapia genica approvata per  
il  trattamento della leucemia linfoblastica B e di alcune forme aggressive di linfoma
non-Hodgkin. Finora l'EMA (European Medicines Agency) ha autorizzato due terapie
con le cellule CAR-T (axicabtagene ciloleucel e tisagenlecleucel) che in entrambi i casi
riconoscono l'antigene CD19, presente in diversi tumori del sangue.

•Kymriah (tisagenlecleucel), autorizzato il 22 agosto 2018
•Yescarta (axicabtagene ciloleucel), autorizzato il 23 agosto 2018, 

indicate per il trattamento di:
• pazienti pediatrici e  giovani adulti fino a  25  anni  di  età affetti  da  leucemia

linfoblastica acuta a  cellule  B  che non  abbiano mai risposto alla chemioterapia,  o  che
siano in  recidiva dopo  trapianto di  cellule  staminali emopoietiche allogeniche o  dopo  
almeno 2  linee di  chemioterapia (Kymriah); 

• pazienti con  linfoma diffuso a  grandi cellule  B  o DLBCL  (Kymriah  e Yescarta)  /linfoma
primitivo del mediastino a cellule B o PMBCL (Yescarta) già sottoposti ad almeno 2 linee di 
terapia sistemica.

CAR-T: efficacia e sicurezza del trattamento
Rispetto alle terapie “convenzionali”, le CAR-T permettono di ottenere remissioni complete 
anche in fasi di malattia molto avanzate. Inoltre, a un anno dall’infusione di CAR-T,  la 
maggior parte dei pazienti che ha ottenuto una remissione è ancora viva e libera da malattia.

https://www.issalute.it/index.php/la-salute-dalla-a-alla-z-menu/a/antigeni


Costi eccessivi.
Per un trattamento con Car-T si possono spendere anche 300.000 euro (se la terapia ha 
successo e la malattia è eradicata, si risparmia l'uso di altri farmaci che, per i tumori per cui 
sono approvate le Car-T, sono anch'essi molto costosi)

Produrre le Car-T "in casa”
oggi i linfociti T vanno congelati e spediti altrove, spesso negli Stati Uniti, per essere
modificati in laboratori certificati. 
Si stanno studiando vie alternative che prevedano l'uso di linfociti T freschi, trattati sul posto. 

Al Bambino Gesù lo si sta facendo presso l'Officina farmaceutica dell'ospedale e nella
sperimentazione clinica di fase I/II in corso sono stati già coinvolti undici bimbi. «Evitare il 
congelamento dei linfociti è un fattore positivo, inoltre la procedura è più rapida e per alcuni
pazienti il tempo può essere un fattore decisivo. 

Le strutture sanitarie abilitate alla somministrazione delle terapie avanzate sono 111, 
distribuite in tutte le regioni, ma quelle attive sono il 60% (65). Per quanto riguarda i tempi 
medi di accesso, a livello nazionale si parla di circa 300 giorni, con un divario tra le regioni
del Centro-Nord (281) e quelle del Sud (333). 







Diversi aspetti dell’immunità del tumore devono essere considerati per lo sviluppo di un
trattamento immunoterapico:
• l’incapacità di prevedere l’efficacia del trattamento e la risposta del paziente;
• lo sviluppo della resistenza alle immunoterapie tumorali.

Fattori su cui agire per potenziare l’efficacia dei farmaci immunoterapici :
o la rimozione di segnali immunosoppressivi da parte delle cellule tumorali,
o l’induzione della morte delle cellule immunogeniche nei tumori,
o l’aumento dell’attività delle cellule che presentano l’antigene (APC);
o l’aumento delle funzioni effettrici delle cellule T.



Quelle usate nello studio sono CAR T
di terza generazione: le cellule
ingegnerizzate contenevano una
sorta di "interruttore di sicurezza",
un gene suicida che blocca l'azione
dei linfociti T in caso di effetti avversi
gravi dell'immunoterapia. Siccome
un comune è possibile effetto
collaterale delle terapie a base di
CAR-T è la sindrome da rilascio di
citochine (febbre, ipotensione,
ipossia) questo escamotage
permette di eliminare rapidamente
le CAR T infuse nel giro di qualche
ora.



Neuroblastoma: che cos’è?
Il neuroblastoma è un tumore del sistema nervoso simpatico che ha origine dai neuroblasti, e può insorgere in diversi distretti corporei tra
cui il più frequente è il surrene.

Si tratta del più comune tumore solido extra cranico nei bambini, responsabile dell'11% del totale delle morti per cancro in età pediatrica, 
e colpisce soprattutto i bambini di età inferiore ai 5 anni. 
Quasi la metà dei pazienti presenta una malattia ad alto rischio già al momento della diagnosi e la sopravvivenza a cinque anni dalla
diagnosi è del 40-50%.

I risultati.
• Lo studio ha valutato sia sicurezza e tollerabilità delle CAR T in vari dosaggi (fase 1), sia

l'efficacia nella cura dei tumori e la permanenza delle cellule nell'organismo (fase 2). 
• La terapia si è dimostrata sicura ed efficace. 
• Il 63% dei pazienti (17 bambini e ragazzi) ha mostrato una risposta alla terapia e tra questi

9 sono andati in remissione completa. 
• Cresce inoltre la probabilità di sopravvivenza fino a 3 anni (60% dei casi) e di sopravvivere

senza evidenza di malattia (36%). 
• Le CAR T persistono nell'organismo sino a 2-3 anni dall'infusione sostenendo l'efficacia

della terapia.

A breve inizierà una sperimentazione in cui lo stesso tipo di cellule CAR T dirette contro la 
molecola target GD2 verrà utilizzato in pazienti pediatrici e giovani adulti affetti da vari tipi di 
tumore cerebrale.





Geni:

-EPO
-IGF1
-Inibitori della 
Miostatina





Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats



Tecnologie di “gene editing»
Zinc finger-TALEN-Crispr-Cas9



Genome editing tools are sequence-specific nucleases

van der Oost. Science (2013) 339:768.

Genome editing tools have two features:

1) Recognize specific DNA sequences (i.e. 
specific genes or non-coding elements)

2) Cut DNA (“nuclease”), then a scar is left 
behind



CRISPER/CAS9: il primo sistema preciso di  “gene editing”



CRISPR/CAS9: il primo sistema preciso di  “gene editing”
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats



CRISPR è implicata nel riconoscimento delle
sequenze da tagliare. Questo riconoscimento è
assolutamente specifico e avviene grazie a 
un’apposita molecola di RNA, detta “RNA guida” (la 
cui sequenza è complementare a quella del sito che
si vuole tagliare sul DNA), che può essere facilmente
modificata in laboratorio. Come dice il nome stesso, 
l’RNA guida “orienta” Cas9, l’altra componente del 
complesso, indicandole dove effettuare il taglio. Cas
(seguita da un numero, di solito 9) è una nucleasi, 
ossia un enzima che taglia il DNA, ed è infatti
responsabile del taglio della molecola bersaglio. Una 
volta associata a Cas9, l’RNA guida agisce come una
specie di “ancora”, fermando Cas9 sulla sequenza di 
DNA scelta. Cas9, il cui nome sta per CRISPR-
associated*, introduce una rottura della doppia 
elica nel sito prescelto, e può essere programmata
per effettuare specifiche modifiche al genoma di una
cellula. Una volta tagliato, il DNA può essere
aggiustato dai naturali meccanismi di riparazione
della cellula; in alternativa, attraverso opportuni
accorgimenti, è possibile eliminare sequenze di DNA 
dannose dal genoma bersaglio oppure sostituire
delle sequenze, andando ad esempio a correggere
delle mutazioni causa di malattie
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IN PRATICA???? 
Come possiamo creare le guide  e vedere 

se funzionano??

•Si disegnano le guide 
(prediction bioinformatica)
•Si ordinano gli oligos
•Si clonano in un plasmide 
con il promotore adeguato e 
sequenze spacer
•Si trasfettano/trasducono 
insieme a Cas9 nelle cellule 
bersaglio
•Si guarda se la proteina di 
interesse è rimossa/ riparata 
in caso di templato 
substrato











Long et al. apply genome editing to “correct” the 
disease-causing mutation in mice genetically destined 
to develop the disease. This germline editing strategy 
kept muscles from degenerating, even in mice harboring 
only a small percentage of corrected cells. Although not 
feasible for humans, this proof of concept sets the stage 
for applying genome editing to specific cell types 
involved in the disease.



The X-linked genetic bleeding disorder 
caused by deficiency of coagulator 
factor IX, hemophilia B, is a disease 
ideally suited for gene therapy with 
genome editing technology. 

These studies suggest 
that CRISPR/Cas-mediated in situ genom
e editing could be a feasible therapeutic 
strategy for human hereditary diseases, 
although an efficient and clinically 
relevant delivery system is required for 
further clinical studies.

Cell 2015

Curare l’emofilia?



A far scattare il cortocircuito tra ricerca scientifica ed etica è stato il passo compiuto da un gruppo di 
ricercatori cinesi che nell'aprile del 2015 ha annunciato di aver preso un'ottantina di embrioni umani
(ancorché difettosi e destinati comunque a distruggersi) e di averli sottoposti al taglia e incolla per 
correggere il gene responsabile della talassemia. 
L'esperimento, ripetuto un anno dopo per rendere gli embrioni resistenti all'Hiv, ha violato la 
moratoria che qualche mese prima gli stessi ricercatori pionieri della tecnica si erano autoimposti.



Where in the world 
could the first 

CRISPR baby be 
born?

A look at the legal 
landscape suggests 

where human genome 
editing might be used in 

research or 
reproduction




