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Malattie “genetiche” sono definite tutte quelle patologie la cui eziopatogenesi é riconducibile a modificazioni nella
sequenza del DNA genomico che sono responsabili di alterata, o assente, funzione genica.

Fin dalla scoperta della struttura del DNA, negli anni Cinquanta, risulto chiaro che la capacita di manipolare il codice
genetico avrebbe rappresentato un elemento di straordinario impatto nella ricerca scientifica ma soprattutto nella
medicina, risultando di fondamentale importanza non solo a livello conoscitivo per la scoperta e la comprensione delle
funzioni dei singoli geni e dell'impatto delle loro mutazioni sulle patologie umane, ma soprattutto a livello terapeu-
tico, per la possibilita di poter intervenire nella correzione dei diversi difetti genetici. Questa intuizione é diventata
realta partire dagli anni Settanta quando gli scienziati hanno imparato a “manipolare” il DNA mediante gli enzimi
di restrizione, segnando cosi la nascita dell'ingegneria genetica, che ha consentito di poter intervenire sul codice
genetico (prima di batteri e virus fino ad arrivare poi a quello umano) e in qualche modo modificarlo. Ovviamente, le
difficolta iniziali sono state notevoli e le modifiche genetiche ottenibili erano spesso grossolane, con effetti molto poco
controllabili e a volte imprevisti, e risultati spesso di difficile riproducibilita.

La terapia genica inizialmente utilizzata era una terapia di tipo esclusivamente “suppletivo”, consentiva cioe di correg-
gere un difetto genetico mediante la fornitura dall’esterno, ad un individuo affetto da una malattia genetica ed in cui
il difetto genico era conosciuto, di extra-copie geniche corrette e funzionanti (DNA terapeutico), che una volta veicolate
all'interno delle cellule di interesse erano in grado di supplire al malfunzionamento del prodotto genico difettoso o
alla sua completa assenza. Questo prevedeva la preparazione del “DNA terapeutico” mediante tecniche di ingegneria
genetica, utilizzando quali vettori virus precedentemente modificati in laboratorio e il cui genoma era opportuna-
mente manipolato in vitro per eliminare i geni virali codificanti proteine dannose per l'ospite, inserendo al loro posto
la sequenza nucleotidica del gene terapeutico, codificante per una proteina correttamente funzionante. I vettori, cosi
ingegnerizzati, erano poi trasdotti nelle cellule bersaglio (precedentemente prelevate dal paziente e coltivate in labo-
ratorio), dove risultano in grado di integrarsi stabilmente nel genoma ospite, consentendo cosi I'espressione dei geni
terapeutici una volta che le cellule recipienti erano trapiantate nuovamente nel paziente (approccio ex vivo, Fig. 1a) (1).
Laddove invece le cellule in cui correggere il difetto non erano facilmente accessibili per un espianto e successiva rein-
troduzione dopo correzione con DNA terapeutico, quest’ultimo poteva venire somministrato direttamente al paziente
invivo con diverse modalita (Fig. 1b) (2).

Negli ultimi trent’anni, gli approcci fin qui descritti sono stati variamente utilizzati per tentare di correggere diverse
malattie genetiche e circa 2000 studi clinici di terapia genica sono stati avviati in tutto il mondo. Solamente un picco-
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lissimo numero ¢ pero riuscito a raggiungere la fase I1I e al momento 'unico prodotto di terapia genica approvato nel
mondo occidentale e quello impiegato per la cura del deficit familiare di lipasi lipoproteica (la LPLD) (3). Gli scarsi ri-
sultati ottenuti erano sostanzialmente da imputarsi al fatto che I'utilizzo dei vettori virali presentava diverse e impor-
tanti problematiche soprattutto relative ai rischi per il paziente. Infatti, non solo I'inserimento di DNA estraneo nelle
cellule é in grado di indurre importanti reazioni a livello del sistema immunitario dell'ospite, ma poiché i vettori virali
si inseriscono nel genoma umano in modo parzialmente casuale, quando ci6 avviene, questo puo avere importanti
conseguenze sulla regolazione e I'espressione genica come per esempio l'inattivazione di geni essenziali per la vita
della cellula, oppure l'attivazione di proto-oncogeni o I'inattivazione di geni onco-soppressori e determinare in questo
modo l'insorgenza di neoplasie nel paziente. Sebbene questo fenomeno sia stato sempre pitt contenuto grazie all'uti-
lizzo di vettori caratterizzati via via nel tempo da un profilo di integrazione potenzialmente pit sicuro, o addirittura
dall'utilizzo di vettori non integranti, le problematiche sopra elencate hanno fatto si che nonostante un elevatissimo
potenziale di applicazione nei confronti di numerose malattie, I'impiego della terapia genica nella pratica clinica e
risultato utilizzabile solo in pochissime situazioni (4).

La possibilita di superare le limitazioni dovute alle tecniche di manipolazione del DNA, che fino a quel momento con-
sentivano si di introdurre un DNA terapeutico ma non di correggere la sequenza di DNA difettosa direttamente nella
cellula, ma anche di eliminare gli effetti indesiderati prodotti dalla terapia genica suppletiva, ha spinto i ricercatori a
cercare soluzioni per raggiungere 'ambizioso traguardo di poter correggere i difetti genetici “editando” il codice gene-
tico direttamente insitu all'interno delle cellule di interesse. Una scoperta rivoluzionaria che ha cambiato la storia della
biologia e della medicina e che si é rivelata fondamentale in questo senso, é stata quella da parte di Mario Capecchi e
colleghi (che gli e poi valsa il premio Nobel per la medicina nel 2007) che una sequenza di DNA esogeno di interesse (ad
esempio quella di un gene coinvolto nel determinare una malattia), poteva essere introdotta all'interno di una cellula
per poi utilizzarla, sfruttando il meccanismo di ricombinazione omologa, per modificare o sostituire una sequenza
omologa naturalmente presente nel DNA di una cellula (5). L'utilizzo di questa strategia ha rappresentato la pietra
miliare nell'avvento del “gene targeting”, ed é stata utilizzata con enorme successo per targettare sia specifici geni, sia
altre sequenze genomiche di interesse, come promotori genici o regioni regolatorie, nelle celule staminali embrionali
dei topi che sono le cellule in cui il meccanismo di ricombinazione omologa avviene con maggior frequenza rispetto a
cellule somatiche in cui questo meccanismo e utilizzato molto raramente. Mediante questa tecnica é stato quindi pos-
sibile ottenere sia topi knock-out (cioé topi in cui uno specifico gene veniva inattivato o eliminato), fondamentali per la
comprensione della funzione di geni non ancora nota e topi knock-in (in cui veniva invece o introdotta una mutazione

382

(O]



vol. 28 - n. 4 - dicembre 2016

Figura 2

A riparazione mediante B riparazione mediante
giunzione delle estremita ricombinazione omologa
non omologhe

GEEE——
CGEEEEEED $zCGEEEE—
- Inserzione - Sostituzione

- Delezione

specifica in un gene di interesse o un gene difettoso veniva completamente sostituito con uno corretto), fondamentali
anch’essi per studi di caratterizzazione funzionale di geni di interesse, ma soprattutto per lo studio di patogenicita
relativamente a mutazioni responsabili di malattie genetiche (6).

Nonostante I'importante successo ottenuto con i topi, questa strategia di targeting presentava notevoli problemi ri-
guardo all’'efficienza della ricombinazione. Infatti sebbene questa avvenisse naturalmente nelle cellule, il suo tasso
era davvero estremamente basso e limitato ad una piccola percentuale di cellule e questa evidenza ha rappresentato fin
da subito un importante scoglio nell'utilizzo di questa tecnica nell’applicazione terapeutica.

La soluzione a questo problema e stata ottenuta grazie alle osservazioni e agli studi pioneristici condotti nell'ambito
della ricerca di base sui meccanismi cellulari di riparazione del DNA a partire dagli anni Ottanta. Si era infatti os-
servato che le cellule sono in grado di riparare danni al DNA (rotture della catena nucleotidica a singolo o a doppio
filamento) utilizzando fondamentalmente due meccanismi rappresentati da: i) la giunzione delle estremita non omo-
loghe (non homologous end joining) (7) e i) la ricombinazione omologa (8). Il primo meccanismo, che rappresenta il si-
stema di elezione di riparazione da parte delle cellule eucariotiche é attivo durante tutto il ciclo cellulare e fa si che una
lesione prodottasiin un determinato punto del genoma venga riparata dall'aggiunta casuale di nucleotidi che vengono
utilizzati per saldare la rottura precedentemente prodottasi. Questo meccanismo, pero, se da unlato é in grado diripa-
rare il danno fisico, laddove i nucleotidi (rimossi o aggiunti in maniera casuale per consentire la ricongiunzione delle
estremita libere di DNA) vengono inseriti nella sequenza codificante di un gene, possono causarne l'alterazione della
cornice di lettura dando luogo ad un prodotto proteico anomalo, o addirittura assente nel caso in cui la sostituzione
nucleotidica a seguito della riparazione abbia introdotto un codone di stop.

La ricombinazione omologa invece, che é attiva principalmente durante la fase S e G2 del ciclo cellulare, si avvale della
sequenza omologa di DNA presente su un cromatidio fratello, il quale viene utilizzato come “stampo” per correggere in
modo preciso il DNA danneggiato, rimpiazzandone esattamente i nucleotidi persi nella rottura. Questo meccanismo
diriparazione, sebbene estremamente preciso & perd impiegato dalle cellule molto piti raramente di quello che utilizza
la giunzione delle estremita non omologhe.

Losservazione che rotture a doppio filamento del DNA fossero in grado di stimolare localmente la ricombinazione
omologa ha suggerito agli scienziati che potevano utilizzare in maniera strumentale questo processo in modo tale che
provocando rotture in punti precisi del DNA la cellula inducesse 'attivazione del suo apparato di riparazione ad agire
su quello specifico danno, introducendo cosi una modificazione sito-specifica desiderata (9) (Fig. 2). In questo caso, si
sarebbero potute ottenere “cellule” knock-out o knock-in (in base alla modificazione indotta) per specifici geni di inte-
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resse. Questa intuizione ha segnato la nascita del “genome editing”. La svolta cruciale nel concreto utilizzo di genome
editing si é avuta grazie alla possibilita di realizzazione in laboratorio delle cosiddette “nuclesi artificiali”, proteine
chimeriche ingegnerizzate ottenute dalla fusione di due porzioni proteiche distinte, una in grado di riconoscere e le-
garsi ad una precisa sequenza nucleotidica sul DNA di interesse e I'altra capace di tagliare il DNA a doppio filamento,
inducendo cosi la cellula stessa a mettere in moto i suoi normali meccanismi riparativi, consentendo in questo modo
il preciso editing desiderato (10).

Le nucleasi artificiali, che a partire dagli anni Novanta hanno letteralmente trasformato la possibilita dell’editing
da sogno a realta, sono ad oggi rappresentate da tre classi diverse di proteine chimeriche i) le “Zinc Finger” (ZNFs), le
TALENs e le meganucleasi, che differiscono tra loro nella parte deputata al riconoscimento del DNA e caratterizzate da
una sequenza di domini proteici in grado di riconoscere sequenza di uno o tre nucleotidi nelle ZNFs e nelle TALENs e
fino a un massimo di 40 nelle meganucleasi (11).

La capacita di assemblaggio dei diversi domini di legame al DNA ha permesso ai ricercatori, in modo via via piu effi-
ciente e sempre meno costoso, di poter quindi utilizzare in maniera molto versatile le nucleasi artificiali che, consen-
tendo sempre pitt sempre di scegliere le specifiche sequenze da traghettare, hanno permesso di utilizzare il genome
editing su un numero molto elevato di sequenze e di geni. Dopo i primi incoraggianti risultati ottenuti in vitro, le
nucleasi artificiali sono state utilizzate anche in vivo, in diversi modelli animali e cellulari nei quali si sono rivelate
estremamente efficienti nella riparazione del difetto genetico (12).

Sebbene I'avvento delle nucleasi artificiali abbia rappresentato un vero punto di svolta sia nell’'ambito dell'ingegneria
genomica che della terapia genica, consentendo di approcciare la correzione mediante editing in diverse malattie, la
vera rivoluzione nel campo del genome editing si e avuta con la scoperta del sistema CRISPR-Casg nei batteri. Lacroni-
mo sta per “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”, cioe sequenze geniche regolarmente ripetute
alle quali sono associati i geni Cas (Crispr associated), i quali codificano nucleasi in grado di tagliare il DNA. Questo
sistema, che rappresenta il sistema di difesa dei batteri nei confronti dei virus, scoperto nel 1987 (13), € molto semplice e
consta di pochissimi elementi: fondamentalmente la proteina Casg, una nucleasi capace di tagliare il DNA, ed un RNA
“guida” capace di riconoscere ed appaiarsi al DNA che nel batterio dirige 'enzima Casg sulla specifica sequenza virale
che viene cosi riconosciuta e tagliata. Il risultato finale é la rottura del genoma virale e la sua completa inattivazione
(14). A differenza delle nucleasi artificiali, nel sistema CRISPR-Casg la specificita dell'appaiamento al DNA non é me-
diata da una componente proteica bensi da un RNA guida di circa 20 nucleotidi (sgRNA). Questo elemento si & rivelato
determinante per l'incredibile successo biotecnologico scaturito dall'utilizzo di CRISPR/Cas9. Si deve alle ricercatrici
Jennifer Doudna ed Emanuelle Charpentier la rivoluzionaria intuizione che ingegnerizzando il sistema CRISPR-Casg e
sostituendo I'RNA guida batterico con una sequenza specifica di interesse, il sistema potesse essere cosi utilizzato per
editare efficientemente un qualsiasi genoma (15).

Nel 2013 vi fu la prima evidenza sperimentale che il CRISPR-Casg fosse efficiente nell’editing di cellule umane (16) e suc-
cessivamente, grazie alla estrema facilita di sintesi e di utilizzo, 'applicazione di questo sistema é letteralmente esplo-
sanegliultimi tre anniin tuttiicampi della scienza e della biotecnologia (17). Laspetto pill importante e rivoluzionario
del sistema CRISPR-Casg sta nel fatto che la componente enzimatica del sistema (la Casg), a differenza delle nucleasi
artificiali, non necessita di essere reingegnerizzata ogni qual volta si cambi il target genomico, e 'RNA guida che serve
alla Casg per riconoscere la sequenza bersaglio da tagliare viene fornito insieme a quest’ultima in uno stesso vettore
nel quale si puo eventualmente inserire anche una sequenza omologa da rimpiazzare con una difettosa. La semplicita
di disegno e di utilizzo ed il costo, davvero irrisorio se paragonato a quello richiesto per la sintesi di nucleasi artificiali,
hanno fatto si che il CRISPR-Casg diventasse un sistema alla portata di qualunque laboratorio. Il sistema negli ultimi
anni e stato molto perfezionato e attualmente consente addirittura di editare nello stesso momento pitt sequenze di-
verse in uno stesso genoma (18). Come era facile intuire, il sistema CRISPR-Casg, ribattezzato “forbice molecolare” per
la sua incredibile precisione di taglio e di editing, ha veramente aperto nuove frontiere e scenari davvero impensabili
fino a qualche fa non solo sul versante della bioingegneria ma soprattutto su quello della medicina, ridando nuova
linfa alla ricerca sul versante della terapia genica, tanto da essere nominato “breakthrough of the year” nel 2015 (19-20).
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Il sistema é stato via via sempre pit raffinato cercando di attenuare, se non eliminare completamente, alcuni limiti
intrinseci dovuti per esempio alla possibilita di tagli al DNA in punti non previsti e assolutamente non desiderati
del genoma oltre alla sequenza bersaglio prescelta (eventi “off target”) (21). Gia a partire dal 2013 gli scienziati hanno
iniziato ad utilizzare il sistema CRISPR-Casg per modificare una vastissima gamma di piante ed animali ottenendo
cosi specie resistenti alle malattie e/o ai cambiamenti ambientali e/o climatici, dimostrando 'incredibile potenza di
questo sistema nella modificazione di praticamente qualunque tipo di genoma.

Il sistema CRISPR-Cas9, grazie alla sua semplicita di utilizzo, é stato poi immediatamente impiegato sia in vitro che
in vivo, principalmente utilizzando modelli animali ma anche nell'uomo, per il tentativo di correzione genica in una
serie di malattie monogeniche (tra cui: la cataratta, la distrofia muscolare di Duchenne, il deficit di A1-antitripsian,
la B-talassemia, la fibrosi cistica, I'emofilia, 'iperammoniemia, la sordita, la distrofia muscolare dei cingoli, alcune
malattie mieloproliferative, 'immunodeficienza combinata grave e la tirosinemia e non ultima la grave obesita) (22).
Gliincoraggiantirisultati ottenuti da queste sperimentazioni, supportano il fortissimo potenziale terapeutico di que-
sto sistema non solo nelle malattie genetiche ereditarie ma anche in quelle in cui i difetti genetici vengono acquisiti
nel corso della vita, come per esempio le malattie infettive o il cancro. Negli ultimi due anni infatti l'utilizzo di CRISP-
Casg, combinato all'utilizzo di cellule staminali, si é rivelato fondamentale nella messa a punto di una possibile tera-
pia genica da utilizzarsi per curare diversi tipi di neoplasia e gravi malattie infettive come I'HIV come dimostrato dagli
importanti risultati recentemente pubblicati (23).

Un’altra possibilita che é stata recentissimamente esplorata mediante l'utilizzo del sistema CRISPR-Casg, suscitando
enorme clamore nella comunita scientifica per le importantissime implicazioni bioetiche ad essa correlate, é quella
di poter correggere i difetti genetici direttamente nelle cellule germinali umane (ovuli e spermatozoi) o direttamente
sugli embrioni.

Un gruppo di ricercatori cinesi ha infatti messo alla prova nel 2015 l'efficienza di CRISPR-Casg nel genome editing in
embrioni umani al fine di modificare il gene della beta-talassemia, una gravissima malattia genetica del sangue po-
tenzialmente fatale. Lo studio, che ha letteralmente diviso la comunita scientifica, ha dimostrato che l'editing negli
embrioni e effettivamente possibile ma ha anche evidenziato che la percentuale di correzione € stata molto modesta
con importantissimi effetti “off target” che hanno invece introdotto mutazioni non desiderate in altri punti del geno-
ma (24) .

Recentissimamente il sistema CRISPR-Casg € stato impiegato con successo anche per lo studio in vitro delle varianti
di suscettibilita identificate dagli studi di associazione genome-wide in diverse patologie complesse come per esempio
il diabete di tipo 2, le malattie metaboliche, 'Alzheimer ed il Parkinson, promettendo importanti risultati sul fronte
diuna migliore comprensione della loro fisiopatologia ma soprattutto per la messa a punto a breve termine di una loro
reale e fattibile “terapia personalizzata” (25-28).

Nonostante gli importanti e straordinari progressi fin qui ottenuti e gli impensabili scenari che l'utilizzo di nuove
tecnologie ha spalancato, perché la terapia genica diventi una realta praticabile in clinica bisogna ancora affrontare e
risolvere numerosi problemi.

Il primo riguarda la specificita dell’'editing, cioé la capacita di effettuare la modifica nel DNA solo laddove é necessario
e non in altri punti del genoma con conseguenze anche devastanti per la salute del paziente. Questo é un limite che,
sebbene sia stato sempre piu attenuato nel corso del tempo, rimane comunque ancora presente non del tutto superato
in moltissime applicazioni. Il secondo riguarda il trasporto del DNA terapeutico e dell’apparato deputato a mettere in
atto la modifica all'interno delle cellule da correggere. I metodi impiegati per il trasporto e I'inserimento nella cellu-
la in vivo o ex vivo, specialmente quelli basati sull'utilizzo di vettori virali infatti, sebbene negli ultimi anni questi
ultimi siano stati resi sempre piu sicuri, non sono ancora privi di rischi rispetto al loro potenziale immunogenico o
cancerogeno e alla loro espressione costitutiva e difficilmente controllabile a livello temporale. Un terzo fondamenta-
le elemento di criticita riguarda la tipologia e la modalita di trattamento delle cellule da editare e la percentuale di
efficienza dell’editing nelle cellule trattate, sia in vivo che ex vivo. Infatti la non completa conoscenza della biologia
cellulare, specialmente quella relativa alle cellule staminali, di giovane introduzione nel campo della terapia genica,
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rappresenta ancora un importante fattore limitante nella possibilita reale di utilizzo di tale metodologia rispetto alla
non predicibilita ai pazienti degli effetti indesiderati ma soprattutto degli eventi avversi. Inoltre nell'approccio in vivo
I'impossibilita di correggere tutte le cellule difettose ma solo una parte rappresenta ancora una grossa limitazione
all'utilizzo di questa strategia terapeutica.

Poiché la realizzazione di una terapia genica prevede I'intervento di un collaudato team muldisciplinare con diverse
competenze (e attualmente solo pochissimi gruppi al mondo sono in grado di fornire tale supporto) la possibilita che
tale approccio terapeutico possa in un breve futuro diventare utilizzabile da un importante numero di pazienti rappre-
senta certamente una sfida riguardo lo sforzo organizzativo importante che dovra essere sostenuto da parte dei sistemi
sanitari nazionali. In ultimo, oltre agli aspetti tecnici e culturali vi & da considerare l'aspetto etico, forse il pitt impor-
tante quando di tratta della salute e dal quale non si puo assolutamente prescindere. Cio soprattutto perché le modifi-
cazioni del codice genetico possono essere fissate nel genoma di un individuo (specificatamente quelle che riguardano
l'embrione) e potenzialmente trasmesse alla progenie, che e I'aspetto etico. Nella possibilita reale e concreta di utilizzo
dei sistemi di editing che in questo momento abbiamo nelle mani e che certamente a breve diventera sempre pit utiliz-
zato nella cura di moltissime malattie, soprattutto di quelle non rare e di considerevole impatto sociale, non ci si potra
evidentemente esimere da un’attenta e consapevole valutazione nel bilanciamento tra possibili vantaggi e potenziali
rischi (anche e soprattutto a lungo termine) per la specie umana.
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