Biologia Molecolare 3.0



Cos’e lI'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, piu
nello specifico, di organismi modello



Cos’e I'ingegneria genetica?

Consiste nell’utilizzo di tecniche sperimentali per produrre molecole
di DNA che contengono nuovi geni o nuove combinazioni di geni

Perche?

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

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

N

Agricolo: ad es. cereali resistenti Biomedico: produzione di farmaci
agli erbicidi) ricombinanti (ad es. la produzione di
insulina attraverso batteri)







Ritratto del proprio DNA

DNA genomico estratto dalle cellule
della mucosa della bocca

Digestione del DNA

Corsa elettroforetica

Si ottiene una combinazione di bande
unica per ogni individuo









TERAPIA GENICA

* Introduzione di un transgene in
una cellula allo scopo di
correggere un errore innato o
per fornire una nuova funzione
cellulare o per neutralizzare un
prodotto espresso dalla cellula



Terapia genica somaticas
quali | migliori candidati?

® Malattie monogeniche, con ereditarieta recessiva o legata all'X

® Morbilita o mortalita significative: tumori e malattie
cardiovascolari

® Terapia attuale inadeguata o non
disponibile

® La sede cellulare del difetto genetico
deve essere facilmente accessibile



Malattie monogeniche candidate alla GT

Disease

Defect

Incidence

Target Cells

Severe combined
immunodeficiency (SCID)

A

Hemophilia o
N B

Familial
hypercholesterolemia

Cystic fibrosis

Hemoglobinopathies
thalassemias

Gaucher’s disease

oi] antitrypsin deficiency

inherited emphysema

Duchenne
muscular distrophy

Adenosine deaminase (ADA)

in 25% of SCID patients

Factor VII deficiency

Factor IX deficiency

Deficiency of low-density

lipoprotein (LDL) raeceptor

Faulty transport of salt in
lung epithelium

(Structural) defects in the
o or f globin gene

Defect in the enzyme
glucocerebrosidase

Lack of o] antitrypsin

Lack of dystrophin

Rare

1:10,000 males

1:30,000 males

1:1 million

1:3000 Caucasians

1:600 in certain
ethnic groups

1:450 in
Ashkenazi Jews

1:3500

1:3000 males

Bone-marrow cells or

T lymphocytes
Liver, muscle, fibroblasts

or bone marrow cells

Liver

Airways in the lungs

Bone marrow cells,
macrophages

Lung or liver cells

Muscle cells




Malattie ad alta mortalita’ candidate
alla GT

Some Acquired Diseases that are Candidates for Gene Therapy

Disease Defect Incidence Target Cells

Cancer Many causes, 1 million/year in USA Variety of cancer cell types,
including genetic and in liver, brain, pancreas,
environmental breast, kidney

Neurological diseases Parkinson’s, Alzheimers’s 1 million Parkinson’s Neurons, glial cells, Schwann
spinal-cord injury and 4 million Alzheimer’'s  cells

patients in the USA

Cardiovascular Restenosis, 13 million in USA Arteries, vascular
arteriosclerosis endothelia walls

Infectious diseases AIDS, hepatitis B Increasing numbers T cells, liver, macrophages

Rheumatoid arthritis Autoimmune inflammation Increasing numbers with

of joints aging population




Sviluppo di una nuova terapia

Ricerca pre-clinica  Sperimentazione clinica

~ A - (trial) - A ~




Trial clinici in GT

Una sperimentazione clinica (clinical trial) e’ caratterizzata da diverse fasi:

*Fase I (quanto farmaco puo 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 piu ampio di volontari e pazienti)

Fase III (Quando un farmaco e 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 piu grande popolazione di pazienti)



Terapia genica: come?

ex vIivo In situ In vivo

Le cellule bersaglio sono _ il transgene viene il transgene viene
prelevate dal paziente, rll.ascrqto .IocalmenFe nel somministrato per via

modificate geneticamente in sito di azione mediante sistemica e.v. nel

laboratorio e reintrodotte Iniezione 1.m. o corpo del paziente

intratumorale o per

nello stesso individuo
inalazione ecc...

-

v’ no problemi immunologici v'tumori localizzati; - cellule e tessuti poco
N _ _ patol. dell’apparato accessibili
efficienza delle metodiche di respiratorio; tessuto vscarsa efficienza di
trasduzione in vitro cutaneo ecc... trasduzione, barriere

v solo alcune malattie
(immunologiche, ematologiche,
metaboliche)



In vivo gene therapy Ex vivo gene therapy



Tecniche di trasferimento genico

Lipofezione Vettori virali
Liposomi Retrovirus

Lipidi cationici Adenoviruses
Complessi liposomi/proteine 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

DNA nudo da DNA).



Vettore Virale ideale

v di facile produzione e in elevate quantita

v esprimibile per un lungo periodo e regolabile
v’ sicuro, cio€ inerte dal punto di vista immunologico

v’ selettivo per determinati tipi cellulari
v’ capace di trasportare geni piccoli e grandi
v’ capace di integrarsi in siti specifici del genoma

v’ capace di infettare sia cellule in divisione che
uiescenti




Vettori virall

Vantagqi

v' altamente efficienti nel
trasferimento genico

v' espressione a lungo-
termine

Svantaggi

v reazione immunitaria

v tossicita

v' integrazione
random/mutagenesi
inserzionale*



Lentiviral Transduction



AAV Transduction



Adeno-associated virus (AAV)

AAV —__

Taxonomy

Family: Parvovirus
Subfamily: Parvoviridae
Genus: Dependovirus

Type: AAV 1-12
Ad —

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.

Xie et al. 2002









Recettori
di alcuni
Parvovirus

Parvovirus Recettore

AAV1 Acido sialico (legami a2-3-N e a2-6-N)

AAV2 Proteoglicani contenenti eparan-solfati
(HSPG)
Corecettori: integrina avf5, FGFR1,
HGF-R

AAV3 Proteoglicani contenenti eparan-solfati
(HSPG)

AAV4 Acido sialico (legami a2-3-0)

AAV5 Acido sialico (legami a2-3-O e a2-3-N)
Recettore del PDGF (PDGFR)

AAV6 Acido sialico (legami a2-3-N e a2-6-N)

AAV7 Non noto

AAVS8 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




Biodistribution of AAV serotypes 1-9 in mice



Criteria for the choice of the AAV serotype to use

as a gene transfer vector

* Which cell/tissue types are being targeted
* The safety profile associated with the delivered gene

* The choice of systemic versus local delivery
* The use of tissue-specific or constitutively active promoters

* Which animal species is the final target




AAV efficiently transduces permissive tissues and
promotes persistent transgene expression



Four Gene Therapy Strategies



Current status of the clinical phase

Gene Therapy Approaches

Mendell, Mol Ther 2021



Gene therapy AAV products that have obtained the
approval by FDA in USA and by Ema in Europe

Marketing Authorization Holder |Disease Viral Vector
LPLD
UniQure
GLYBERA Q Lipoprotein lipase AAV1
Alipogene tiparvovec Netherlands Deficiency
LUXTURNA Spark Eupharma RPE6S mutation-associated AAV2
Voretigene neparvovec blmdness
ZOLGESMA Novartis SMA spinal muscular atrophy AAV9
Onasemnogene abeparvovec
. Severe deficiency of aromatic
UPSTAZA UG The.rapeut‘lcs' L-amino acid decarboxylase AAV2
Eladocagene exuparvovec International Limited (AADC)
Haemophilia B
. AL L CSL Behring LLC. (congenital Factor IX AAV5
tranacogene dezaparvovec deficiency)
. . Haemophilia A
ROCTAVIAN BioMarin . (congenital Factor VIII AAV5
Valoctocogene roxaparvovec Internatlonal lelted' deficiency)




Peculiarities of the eye as a
target for gene therapy

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



Intravitreal - anti-
apoptotic or
neurotrophic genes

Into the anterior to protect RGC death
chamber - for corneal in glaucoma
disease

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



AAV is the only vector to efficiently
transduce both RPE and photoreceptors

AAV?2 subretinal

AAVS subretinal
AAV?2 intravitreal



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



Ciclo della fototrasduzione

|

\

RPE65: retinolo cis/trans isomerasi









e 30 patients treated in four independent trials
e The procedure was safe

e All trials showed significant improvements of both
retinal and visual function

e Significant mobility improvement in navigation tasks

e The functional gain has been durable for as long as 3
years



ZOLGENSMA

7 dicembre 2020









Il bimbo trattato e arrivato da noi a quattro mesi di vita con malattia gia in stadio
avanzato e grave compromissione di deglutizione e respiro. Dopo il trattamento, il
decorso della malattia e stato bloccato e il bimbo anche se avra bisogno di una
carrozzina elettronica e dovra essere sottoposto a ventilazione notturna, non e piu in
pericolo di vita.

Come spiegano i membri dell’equipe del servizio malattie rare del Burlo, |a terapia
genica in questione e 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).









It will cost USS$3.5 million for each dose, making it the most costly medication in the
world. At first look, the price appears exorbitant, but a new examination of the drug's
cost-effectiveness reveals that the life-span cost of continuous infusion of FIX for each
individual with mild to chronic hemophilia B is between USS21 and $23 million















Geni:

-EPO

-IGF1
-Inibitori della
Miostatina



Terapia genica: limiti e prospettive

Limiti attuali Prospettive future

bassa efficienza di
rilascio genico

sviluppo di nuovi vettori

bassa specificita di

bersaglio sviluppo di strategie

cellulo-specifiche

espressione transiente e
non-fisiologica

approcci di gene-targeting

reazione immunitaria

contro i vettori sviluppo di vettori non-

Immunogenici

J 4 4l




