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Il cammino della genetica

• Definizione di fenotipi clinici, della loro variabilità e della storia 
naturale delle diverse condizioni

• Definizione dei difetti genetici di base responsabili delle diverse 
condizioni

• Definizione dei pathway biochimici che vengono alterati dalle 
diverse mutazioni geniche

• Definizione della fisiopatologia biologica sottostante le diverse 
condizione

• Individuazione di potenziali target terapeutici relativi alle diverse 
condizioni



Obiettivo gene therapy

Obiettivo della gene therapy è ottenere una espressione 
duratura di un “gene terapeutico” a un livello sufficiente per 
migliorare o curare i sintomi di una condizione con minimi 
effetti collaterali

Attualmente in sperimentazione circa 800 programmi di 
gene therapy per differenti condizioni



Strategie
- Introduzione di un vettore in una cellula staminale in modo che 

si integri nel DNA della stessa; il gene viene quindi trasmesso 
alle cellule figlie in modo stabile 

(es. terapia di immunodeficit, Talassemia ecc.) 

- Il gene è trasferito tramite un vettore virale a cellule a lunga 
sopravvivenza senza che si integri nel DNA delle stesse ma in 
modo che venga espresso dalle cellule producendo 
correttamente la proteina necessaria 

(es. terapia di alcune retinopatie)



Drug repositioning strategy



- Ogni principio attivo che ha dimostrato la sua sicurezza 
nell’uomo è probabile che possa avere molteplici applicazioni 
terapeutiche

- Principi attivi in uso per una determinata condizione o attivi su 
un determinato pathway possono avere un ruolo critico anche in 
altre condizioni pathway 

Drug repositioning strategy



Drug repositioning strategy

- Strategia efficiente per arrivare alla scoperta di nuove 
prospettive terapeutiche è definire nuove connessioni tra 
farmaci e malattie rare 

- Si tratta di identificare e sviluppare nuove indicazioni per 
specifici principi attivi abbandonati o usati per altre 
indicazioni
  



Sindrome di Cornelia de Lange (CdLS)

 CdLS è una malattia genetica rara multiorgano—>

 Sistema Nervoso Centrale (SNC)

 La prevalenza è stimata in 1:30.000-40.000 nati vivi.

 Questi pazienti sono caratterizzati da disabilità intellettiva e disturbi del comportamento. 

Modified by Avagliano et al, 2019



models

Horsfield et al., 2012

Ruolo canonico Ruolo non canonico

Feeney, 2010

 CdLS è una sindrome geneticamente eterogenea 

con variabilità nell'espressione fenotipica, causata 

da mutazioni de novo autosomiche dominanti o X-

linked.

NIPBL 70% (5p13.2)

HDAC8 5% (Xq13.1) 

SMC1A 5% (Xp11.22)

SMC3 2% (10q25.2) 

RAD21 <1% (8q24.11) 

BRD4 <1% (19p13.12)

ANKRD11 <1% (16q24.3)
modified from Krantz I., 2014

Le coesine



L'alterazione dello 
sviluppo del SNC è 

correlata a 
un’alterazione del 
pathway canonico 

di WNT.

Downregolazione 
del pathway di WNT 

→ malformazioni 
del SNC.

Avagliano et al, 2017

hdac8 loss-of-function zebrafish show Central Nervous 
System (CNS) malformations

 Bottai et al., 2018

↓WNT → ↓β-catenin → ↓CCND1 → Cell death

Il pathway



LCL – CdLS
Abbiamo esplorato possibili effetti benefici dell'attivazione chimica della 
via di Wnt in modelli di CdLS in vitro. Sono state utilizzate cellule 
linfoblastoidi (linee immortalizzate): 6 linee da pazienti CdLS con 
mutazioni in NIPBL (3), HDAC8 (1) o SMC1A (2) e 4 linee da donatori sani.

L’intuizione

Il Litio è 
attivatore di 
WNT!!



PCI 34051   

HDAC8

NIPBL 70% (5p13.2)
HDAC8 5% (Xq13.1) 

SMC1A 5% (Xp11.22)
SMC3 2% (10q25.2) 

RAD21 <1% (8q24.11) 
BRD4 <1% (19p13.12)

ANKRD11 <1% (16q24.3)

Sono state utilizzate hiPSC differenziate in 
precursori neurali (hNPC) trattate con un inibitore 
specifico per HDAC8 (PCI-34051). 
Le cellule sono state esposte al LiCl e, dopo il 
trattamento, le cellule hanno mostrato migliori 
capacità di differenziamento verso il lineage  
neuronale.

Cellule staminali pluripotenti



L'immunocolorazione per Tuj1, 
marcatore di neuroni, ha 
dimostrato che il trattamento 
con litio aumenta il tasso di 
differenziamento neuronale, 
alterato nel modello CdLS 
murino.

NIPBL 70% (5p13.2)
HDAC8 5% (Xq13.1) 

SMC1A 5% (Xp11.22)
SMC3 2% (10q25.2) 

RAD21 <1% (8q24.11) 
BRD4 <1% (19p13.12)

ANKRD11 <1% (16q24.3)

Modello murino

Miyawaki et al.2013



***
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β
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Dopo la 

supplementazion
e con 100 mM di 

LiCl, i mutanti 
Nipped-B407 

mostrano, nella 
prole, un 

significativo 
recupero dello 
sviluppo della 

morfologia MB 
(valore p = 

0,0036).

Drosophila melanogaster

Grazioli, Parodi, Mariani et al. 2021



Activation of defect

I nostri dati confermano la alterazione del pathway canonico di WNT in CdLS.
Attivatori di WNT come il litio sono in grado di recuperare il fenotipo avverso.

Studio CLoSER 

         

Dopo l’attivazione del pathway canonico di Wnt 

recupero del fenotipo avverso nei diversi modelli di CdLS

Avagliano et al, 2017

Waiting for...



Acondroplasia Prevalenza 1:25.000

Gene FGFR3



• Il recettore FGFR3 fa parte della via di 
segnalazione che down-regola la crescita 
ossea

• Il recettore NPR-B (a cui si lega il CNP) fa 
parte della via di segnalazione che blocca 
la via di FGFR3, e up-regola 
la crescita ossea

• Le due vie recettoriali interagiscono nei 
condrociti normali per regolare la normale 
crescita ossea

Adattato da Hoover-Fong et al [poster] 2016

CONDROCITI CON 
MUTAZIONE

NUCLEO

FGFR3 interagisce con il peptide natriuretico di tipo C (CNP)  regolando la 
crescita ossea attraverso un interscambio di informazioni



• FGFR3 è un recettore 
transmembrana nella via di 
segnalazione del fattore di 
crescita dei fibroblasti1 

• via di FGFR3= regolatore 
negativo dell’attività della placca 
di crescita e della crescita lineare 
dell’osso1 

• Nell’acondroplasia è 
iperattivato, rimane 
“acceso” 

• Mutazione “guadagno di 
funzione”

FGFR3 difettoso  rallentamento della crescita ossea nell’acondroplasia→





Il trattamento ha 
portato ad un 
significativo 
ripristino della 
crescita ossea in 
modelli murini 
di acondroplasia 
e ha accelerato la 
crescita delle 
ossa lunghe nelle 
scimmie normali



Trattamento con vosoritide 15,0 μg/kg o placebo per 52 settimane 
tramite iniezione SC giornaliera 

Pazienti >5aa <18aa

Incremento della velocità media annua di 1,57 cm

Non evidenze di modifica della sproporzione arti/tronco

 



14 novembre 2021

13 settembre 2022



Medicinale sottoposto a monitoraggio addizionale.
Voxzogo è indicato per il trattamento dell’acondroplasia in pazienti di età pari e superiore ai 2 anni ma rimborsato 
dai 5 anni in pazienti le cui epifisi non siano chiuse. 

La diagnosi di acondroplasia deve essere confermata mediante opportuna analisi genetica.

La dose abituale è di 15 μg/kg di peso corporeo da somministrare sottocute entro 3h dalla ricostituzione

Il trattamento con questo medicinale deve essere interrotto dopo la conferma dell’assenza di ulteriore potenziale 
di crescita, indicata da una velocità di crescita < 1,5 cm/anno e dalla chiusura delle epifisi.

I pazienti devono essere monitorati e valutati regolarmente ogni 3-6 mesi per verificare il peso corporeo, la 
crescita e lo sviluppo fisico. La dose deve essere aggiustata in base al peso corporeo del paziente.

EFFETTI COLLATERALI OSSERVATI
Le reazioni avverse più comuni di vosoritide sono state reazioni in sede di iniezione (85%), vomito (27%) e 
pressione arteriosa ridotta (13%)



TransCon CNP  è un  C-type natriuretic peptide (CNP-38) 
coniugato con un trasportatore costruito 
per fornire un livello adeguato di CNP a seguito di 
somministrazione SC settimanale (Concluso trial fase I) 



Infigratinib è un inibitore selettivo della tirosin chinasi di 
FGFR1-3 che agisce inibendone la fosforilazione 
ripristinando la sua normale attività ed è a 
somministrazione orale



Riduzione dell’iperattivazione di FGFR3 mutato 
impedendo il legame tra  il fattore di crescita (FGF) 
ed il recettore stesso



La terapia genica in FC (con vettori virali e 
non) non ha raggiunto gli effetti attesi di 
correzione del difetto molecolare.Pertanto, la 
ricerca si è orientata a comprendere i 
meccanismi patogenetici alla base del difetto 
genetico e attraverso studi di modelli cellulari 
e animali ha identificato possibili terapie con 
farmaci a elevata affinità con la struttura della 
proteina, in grado di recuperare la funzione di 
canale della proteina mutata.

Prevalenza 1:8.000-1:10.000



Correttori 
favoriscono 
maturazione 
proteina CFTR, 
indicati per 
F508del e altre 
mutazioni con 
caratteristiche 
simili.  
Potenziatori 
promuovono 
cambio 
conformazional
e di CFTR,  
stimolano 
apertura del 
poro favorendo 
trasporto di ioni; 
indicati per 
mutazioni di 
classe 3 (difetto 
di gating).









Classificazione SMA



Manifestazioni SMA tipo 1
(Incidenza:1/7000-10000)

• ipotonia
• ridotta motricità spontanea
• ipostenia prossimale > distale
• arti inferiori > superiori
• ritardo / regressione motoria
• atrofia muscolare
• areflessia
• fascicolazioni linguali
• tremore fine distale

• complicanze respiratorie
• problematiche nutrizionali
• problematiche 

ortopediche

La proteina funzionale del motoneurone di sopravvivenza 
(SMN) è fondamentale per la sopravvivenza e il 
funzionamento dei neuroni coinvolti nella contrazione 
muscolare



Storia naturale SMA tipo 1



SMN1  proteina → full lenght

SMN2 → 10% proteina full lenght
90% proteina tronca per splicing scorretto

SMN2 può essere deleto in omozigosi in una piccola pencentuale 
(circa il 5%) di individui sani

In circa il 10% dei casi di SMA tipo I e l’1,5% di SMA tipo II si è osservata 
una neomutazione di un allele che nel genitore è normale.

Nelle SMA di tipo II e III la mancanza di SMN1 viene colmata 
rispettivamente da una o due copie del gene SMN2 che si duplicano in 
regione telomerica.
“Gene conversion” è la spiegazione delle forme più lievi di SMA. 



Opzioni terapeutiche attuali per SMA I
=> Nusinersen (Spinraza) (approvazione AIFA in settembre 2017)
Oligonucleotide antisenso, via intratecale (3 vv nel I anno poi 3vv/anno)

 ↑ proteina SMN, a partire dal gene SMN2
=> Onasemnogene abebarvovec (Zolgensma) (approvazione AIFA in marzo 
2021)
gene replacement therapy (trattamento ev, unica somministrazione)

 ↑ proteina SMN tramite trasduzione gene SMN1
=> Risdiplam (approvazione AIFA in febbraio 2022)
piccola molecola, via orale (sciroppo gusto fragola), domiciliare

 ↑ proteina SMN, a partire dal gene SMN2 





• Nusinersen (Spinraza®) è un oligonucleotide 
antisenso (ASO) sintetico che si lega a uno specifico 
RNA bersaglio per indurre il gene SMN2 a produrre il 
“fattore di sopravvivenza dei motoneuroni” 
funzionante, a lunghezza completa. Questo sostituisce 
la proteina non prodotta da SMN1, alleviando così i 
sintomi della SMA.

• Il farmaco è iniettato per via intratecale mediante 
puntura lombare in modo che si diffonda direttamente 
nel liquor e raggiunga i motoneuroni degenerati.

Nusinersen 
 (sett 2017)







Onasemnogene abeparvovec è un vettore virale adeno-
associato ricombinante, non- replicante che usa un 
capside AAV9 (AAV di sierotipo 9) per veicolare un 
transgene SMN umano stabile, pienamente funzionante. 

Il capside attraversa la barriera ematoencefalica e 
trasduce i motoneuroni. 

Il virus AAV9 non è noto per causare malattie nell’uomo. 

Il transgene viene introdotto nelle cellule bersaglio come 
molecola a doppio filamento, autocomplementare. 

L’espressione del transgene è indotta da un promotore 
costitutivo (ibrido β-actina di pollo potenziata da 
citomegalovirus), che determina l’espressione continua e 
sostenuta delle proteine SMN.

Zolgensma
(2021)



Onasemnogene abeparvovec (previously known as AVXS-101)9 is a gene therapy 
designed to deliver a fully functional copy of human SMN1 gene

Patients received a one-time intravenous infusion of onasemnogene abeparvovec  
(1·1×1014 vector genomes per kg) for 30–60 min.





Risdiplam
(2022)

Piccola molecola che interviene 
sullo splicing del gene SMN2, il 
quale, in condizioni normali, 
permette la sintesi di una piccola 
quantità della proteina SMN. 

Il farmaco è progettato per 
incrementare e sostenere la 
produzione di SMN ed è indicato 
per il trattamento della SMA.



Risdiplam ha aumentato i livelli mediani di proteina SMN di 
due volte, rispetto al basale, dopo 4 settimane di 
trattamento in tutti i gruppi di pazienti, indipendentemente 
dalla terapia precedente. 
I livelli di proteina SMN ottenuti dopo 4 settimane di 
trattamento si sono mantenuti per oltre due anni.







Problemi aperti dalle terapie innovative

• Timing ottimale di inizio => spinta verso screening di massa per 
anticipare i tempi della diagnosi

• Costi => sostenibilità delle terapie su grandi numeri

• Risultati effettivi => tra le attese alte dei pazienti/famiglie e i reali risultati 
dei trattamenti innovativi



Prospettive



Grazie per l’attenzione
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