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La terapia genica ex vivo con cellule staminali ematopoietiche (HSPC) e diventata recentemente un’opzione
terapuetica per diverse malattie genetiche rare. Allo stesso tempo lo sviluppo di approcci di terapia genica basati
sull’editing genetico, come CRISPR-Cas9, che hanno I'obiettivo di effettuare una correzione specifica del gene
minimizzando i rischi di mutagenesi inserzionale, stanno entrando in clinica e potranno diventare nel futuro a breve
termine un’opportunita terapeutica per i pazienti affetti da malattie genetiche rare. Nonostante cio, I'efficienza
dell’Homology-Directed Repair (HDR) basata sul gene editing rimane limitata nelle cellule staminali ematopoietiche
dotate di potere di ripopolamento a lungo termine a causa della bassa efficienza della ricombinazione omologa e
dell’induzione di risposta cellulare che altera le capacita proliferative delle cellule editate. Cio limita il numero delle
HSPC editate e capaci di ripopolamento a lungo termine disponibili per il trapianto e cio potrebbe essere responsabile

di ritardato o mancato attecchimento nei pazienti trattati.

Sulla base di queste premesse e con l'obiettivo di sfruttare appieno il potenziale terapuetico dell’editing genetico,
abbiamo sviluppato un approccio basato sulla co-coltura ex-vivo di cellule stromali mesenchimali (MSC) e HsPC

edittate con 'obiettivo di migliorare I'outcome del trapianto con HSPC sottoposte a gene editing con CRISPR-Cas9.

| risultati finora ottenuti dimostrano che le MSC sono in grado di favorire I'espansione ex-vivo delle HSPC
editate derivate dal sangue placentare e di attenuare la perdita del subset di HSPC capaci di ripopolare il ricevente;
cio si traduce in un miglioramento dell’outcome del trapianto. Dal punto di vista meccanicistico, i nostri risultati
dimostrano la capacita delle MSC di ridurre il blocco proliferativo associato all'induzione di ‘DNA damage response
(DDR)" che viene provocato dalle procedure di editing genetico. Di conseguenza questo effetto ha favorito la

proliferazione delle HSPC editate, mantenendone pero il sottotipo di HSPC caratterizzate da un fenotipo pil primitivo.
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Abstract dei risultati ottenuti:

Nell’ambito di questo progetto, I'obiettivo principale prevedere di generare il prodotto ideale per approcci
(pre)clinici di terapia adottiva personalizzata da utilizzarsi in contesti autoimmuni: linfociti T regolatori antigene-
specifici.

In quest’anno di esperimenti abbiamo utilizzato una linea di cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC) derivate da
cellule T, generata nel laboratorio della Dr. Henckaerts (King’s college, Londra). Essendo stata generata a partire da
linfociti T maturi, questa linea di iPSC consente di generare linfociti T omogenee che abbiano tutte lo stesso
specifico riarrangiamento. Le cellule T derivate da queste specifiche iPSC costituiscono il punto di partenza per la
generazione di linfociti T regolatori.

Abbiamo differenziato questa linea secondo i nostri protocolli per la generazione di cellule T a partire da cellule
pluripotenti embrionali. Nonostante la differenziazione in senso linfoide di queste cellule iPSC non risulti delle piu
efficienti, siamo stati in grado di ottenere linfociti T. In particolare, queste cellule sembrano mostrate lo stesso tipo
di riarrangiamento come previsto.

Una volta ottenuti, questi linfociti T con riarrangiamento antigene-specifico sono stati coltivati in condizioni che
permettono di differenziare in linfociti T primari in cellule T regolatorie in vitro. Purtroppo, nessuno dei protocolli
utilizzati ha permesso di indurre I’espressione dei marker tipici dei linfociti regolatori.

In esperimenti paralleli, abbiamo provato a sovra-esprimere FOXP1, il fattore trascrizione che regola I'identita delle
cellule T regolatorie e responsabile dello sviluppo di questo particolare lignaggio ematopoietico. Mentre i linfociti T
derivati dalle iPSC se esposte al vettore controllo non mostravano segni di sofferenza cellulare e continuavano a
proliferare, quelle trasdotte col vettore FOXP1, andavano incontro ad apoptosi. Dalla combinazione dei risultati di
questi esperimenti paralleli, abbiamo dedotto che il nostro protocollo di differenziamento € in grado di generare un
sottotipo di linfociti T refrattari all'induzione di un fenotipo regolatorio.

Nuovi protocolli per la generazione di differenti tipi linfocitari di tipo T dovranno essere sviluppati per portare a
termine I'obiettivo del progetto.
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Abstract dei risultati ottenuti:

Beta-talassemia (Bthal) & una malattia genetica dovuta a mutazioni nel gene beta-globina, che porta una
ridotta o assente produzione di HbA, che interferisce con la maturazione delle cellule eritroidi e produzione
di globuli rossi. | pazienti sono affetti da grave anemia, epatosplenomegalia e anomalie scheletriche a
causa della rapida espansione del compartimento eritroide nel midollo osseo dovuta a eritropoiesi
inefficace. Recentemente, strategie di purificazione basate sull'espressione differenziale di molecole di
superficie CD49f e CD90 sono in grado di isolare cellule staminali ematopoietiche (CSE) con capacita
ripopolante a lungo termine (CD49f*) e a breve termine (CD49f). Inoltre, nuovi lavori hanno proposto che
i “lineages” eritroide (Ery) e megakaryocitico (Mk) derivino direttamente dalle CSE 49f*. Il midollo osseo
dei pazienti Bthal & caratterizzato da una condizione perturbata e da stress il cui impatto sull’ematopoiesi
& per lo pil sconosciuto. Col fine di poter delineare il modello gerarchico ematopoietico in talassemia,
abbiamo definito il processo di differenziamento nei diversi “lineages” maturativi sia in pazienti affetti da
questa patologia che in donatori sani. Inoltre, questo tipo di analisi & stata effettuata nei pazienti trattati
nel protocollo di terapia genica (TG) (#NCT02453477) e ci ha permesso di studiare la ricostituzione
ematopoietica delle cellule CD34* trasdotte trapiantate. Sono state osservate differenze nel
compartimento staminale con una maggiore percentuale di progenitori multipotenti (MPP) nei pazienti
talassemici rispetto ai donatori sani. Analizzando i progenitori ematopoietici con un nuovo schema di
“sorting” in grado di risolvere efficientemente il differenziamento My, Ery e Mk, abbiamo quantificato
nuovi progenitori My ed Ery e abbiamo trovato una riduzione delle popolazioni Ery nei campioni Bthal.
Inoltre, nei pazienti trattati con TG sono state osservate fluttuazioni nel contributo di CSE e MPP
all'ematopoiesi durante il follow-up. In futuro, analisi di RNAseq eseguita sulle popolazioni ematopoietiche
delineera i processi trascrizionali che governano I'ematopoiesi in talassemia.
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Abstract dei risultati ottenuti:

Il trasferimento genico epatico-specifico mediato da vettori lentivirale miR142 regolati (LV.ET.142T) & un mezzo
efficiente per fornire livelli terapeutici del transgene terapeutico (fattore 1X) in modelli animali di emofilia B (Brown
et al., 2007; Cantore et al., 2012; Cantore et al., 2015) e per promuovere/ripristinare la tolleranza specifica per
antigeni self in modelli di autoimmunita (Akbarpour et al., 2015). L'obiettivo di questo progetto & estendere
I'applicazione della piattaforma LV.ET.142T per controllare le risposte in vivo e indurre tolleranza attiva a un pitl
ampio spettro di transgeni terapeutici. Come modello sperimentale abbiamo utilizzato il modello murino di
mucopolisaccaridosi 1 (MPS-1, IDUAY C57BI6) che si & dimostrato resistente all'induzione di tolleranza indotta dal
trattamento con LV.ET.142T codificante per I'enzima alfa-L-iduronidasi (IDUA). Questo risultato negativo
probabilmente dipende dalla natura dell'enzima IDUA che in condizioni fisiologiche & espresso in modo ubiquitario,
e dall'accumulo di glicosaminoglicani (GAG) che possono indurre una generale attivazione immunitaria nei topi MPS-
I. Dopo la somministrazione di LV.IDUA, |'enzima secreto viene assorbito da cellule presentanti I'antigene (APC) e
presentato ai linfociti T in modo immunogenico (Brooks et al., 1999), annullando sostanzialmente |'effetto della
regolazione del miR142. Per migliorare l'induzione della tolleranza dopo il trasferimento del gene LV.ET.142T e
recuperare |'attivita IDUA nei topi MPS-1, abbiamo caratterizzato la risposta innata dopo terapia genica con LV-IDUA
in vivo nei topi MPS-1. | risultati hanno mostrato: i) un aumento significativo dei livelli di IL-1b e IL-18 a seguito della
somministrazione sistemica di LV; ii) che I'inibizione di NLPR3 in vivo previene I'induzione di IL-1b e IL-18, indicando
I'attivazione dell'inflammosoma dopo la somministrazione di LV; iii) il trattamento breve con glucocorticoidi favorisce
la modulazione della risposta anti-IDUA ottenuta con anti-CD3; iv) che il trattamento con IL-1RA normalizzai livelli
sierici di citochine pro-infiammatorie e migliora la regolazione mediata da anti-CD3 delle risposte anti-IDUA.

Per modulare le risposte IDUA-specifiche in vivo, abbiamo considerato anche la possibilita di indurre tolleranza
mediante |a terapia cellulare basata cellule dendritiche tollerogeniche (tolDC). A tal fine, abbiamo messo a punto un
protocollo efficiente per il trasferimento genico mediante LV in cellule DC umane e murine. Abbiamo generato DC
trasdotte con IL-10 (DC'“*°) che secernono alti livelli di IL-10, promuovono le cellule Tr1, modulano le risposte delle
cellule T allogeniche in vivo e sono fenotipicamente e funzionalmente stabili.

Per modulare le risposte Ag-specifiche abbiamo sviluppato costrutti LV che codificano per peptidi MHC-ristretti fusi
alla catena invariante, che consentono la presentazione di antigene da parte di DC nel contesto di MHC di classe | e
di classe Il e utilizzando I'ovalbumina (OVA) come antigenemodello, abbiamo dimostrato che le cellule DCPVA/IL-10
promuovono la generazione di cellule Tr1 OVA-specifiche in modelli preclinici in vivo, e prevengono lo sviluppo di
diabete. Al fine di modulare le risposte IDUA-specifiche abbiamo identificato epitopi IDUA immuni dominanti capaci
di promuovere una risposta T specifica in topi MPS-1 immunizzato.

In conclusione, abbiamo identificato i mediatori responsabili della risposta innate indotta in vive mediante
somministrazione di LV epato-specifici, generato LV per differenziare cellule dendritiche tollerogeniche da poter
utilizzare come terapia cellulare per prevenire o modulare le risposte antigene-specifiche in vivo.
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Abstract dei risultati ottenuti:

Ad oggi, per essere efficace, il protocollo clinico di terapia genica su cellule staminali ematopotiche (CSE) richiede
I'uso in combinazione di esposizioni ripetute e alte dosi di vettore unite ad una potente stimolazione cellulare. Questi
due fattori impattano negativamente sull’efficienza della procedura poiché, da una parte, impongono il bisogno di
una grande quantita di vettore, mentre dall’altra la prolungata cultura ex vivo puo interferire con le delicate funzioni
biologiche delle CSE. Migliorare I'efficienza di trasduzione delle CSE da parte dei vettori lentivirali resta quindi un
obiettivo primario nel campo della terapia genica, poiché questo consentirebbe di abbassare i costi della procedura,
altrimenti insostenibili, e diminuire il possibile impatto della terapia sulla fisiologia della cellula.

Per raggiungere questo obiettivo, ci siamo basati sui nostri precedenti studi in cui abbiamo mostrato che composti
quali ciclosporina A (CsA) e Rapamicina sono in grado di aumentare notevolmente la trasduzione lentivirale. Il nostro
lavoro ha permesso di gettare le fondamenta per la caratterizzazione dei meccanismi molecolari alla base della
resistenza delle CSE alla trasduzione lentivirale, e ha dato inizio agli studi sull'impatto della trasduzione lentivirale e
piu in generale I'impatto che il riconoscimento degli acidi nucleici ha in diversi contesti patologici. In questo contesto,
abbiamo osservato che le CSE reagiscono in modo molto differente a diversi tipi di vettori di terapia genica. Inoltre,
siamo riusciti ad individuare la proteina antivirale IFITM3 come responsabile di un potente blocco all'ingresso dei
vettori lentivirali nelle CSE e scoperto che questo blocco pud essere superato in modo molto efficiente dalla
cyclosporina H.

Nel complesso, i nostri studi sulle interazioni tra CSE e vettori di terapia genica ci permetteranno di sviluppare
strategie di terapia genica piu efficaci e sicuri per il trattamento di numerose malattie.

Prodotti della Ricerca (correlati al progetto):

Elenco pubblicazioni su riviste indicizzate

Lentiviral vectors escape innate sensing but trigger p53 in human hematopoietic stem and progenitor cells. Piras, F;
Riba, M; Petrillo, C; Lazarevic, D; Cuccovillo, I; Bartolaccini, S; Stupka, E; Gentner, B; Cittaro, D; Naldini, L; Kajaste-
Rudnitski, A. Embo Molecular Medicine, 2017

Cyclosporine H Overcomes Innate Immune Restrictions to Improve Lentiviral Transduction and Gene Editing In
Human Hematopoietic Stem Cells. Petrillo, C; Thorne, LG; Unali, G; Schiroli, G; Giordano, AMS; Piras, F; Cuccovillo, I;
Petit, SJ; Ahsan, F; Noursadeghi, M; Clare, S; Genovese, P; Gentner, B; Naldini, L; Towers, GJ; Kajaste-Rudnitski, A.
Cell Stem Cell, 2018




Assessing the Impact of Cyclosporin A on Lentiviral Transduction and Preservation of Human Hematopoietic Stem
Cells in Clinically Relevant Ex Vivo Gene Therapy Settings. Petrillo C1, Calabria A, Piras F1, Capotondo A, Spinozzi G,
Cuccovillo I, Benedicenti F, Naldini L, Montini E, Biffi A, Gentner B, Kajaste-Rudnitski A. Human Gene Therapy, 2019

Laboratory-Scale Lentiviral Vector Production and Purification for Enhanced Ex Vivo and In Vivo Genetic
Engineering. Soldi, M; Sergi, LS; Unali, G; Kerzel, T; Cuccovillo, |I; Capasso, P; Annoni, A; Biffi, M; Rancoita, PMV;
Cantore, A; Lombardo, A; Naldini, L; Squadrito, ML; Kajaste-Rudnitski, A. Molecular Therapy-methods & Clinical
Development, 2020

Antiviral immunity and nucleic acid sensing in haematopoietic stem cell gene engineering. Piras, F; Kajaste-
Rudnitski, A. Gene Therapy, 2021
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Titolo del progetto: TTAKDO316TT - The Aicardi-Goutieres Syndrome — From nucleic acid sensing to disease modeling

Abstract dei risultati ottenuti:

Tra i fattori eziologici dei processi autoinfiammatori e delle patologie autoimmuni sta recentemente emergendo la
deregolazione del sistema cellulare di riconoscimento degli acidi nucleici. In particolare, la maggiore espressione
trascrizionale degli elementi retrovirali endogeni (ERE) o I'accumulo di danno al DNA con la conseguente crescita dei
livelli di Interferone di Tipo | sono stati proposti come cause originarie della patogenesi della sindrome di Aicardi-
Goutieres (SAG). SAG e un’encefalopatia inflammatoria che puo essere causata da mutazioni su nove geni codificanti
per proteine coinvolte nel riconoscimento e nel metabolismo degli acidi nucleici. Ad oggi il meccanismo molecolare
alla base della patologia rimane ancora incerto a causa della mancanza di modelli animali e cellulari che siano in grado
di ricapitolare in vivo e in vitro I'aspetto neurologico di questa sindrome.

Su queste premesse, stiamo studiando I'effetto molecolare delle mutazioni in alcuni dei geni causativi della SAG
tramite approcci sperimentali che mimano i difetti genetici nel contesto di cellule staminali pluripotenti (iPSC). Questi
iPSC possono successivamente essere differenziati in varie popolazioni cellulari del sistema nervoso centrale, come
astrociti e neuroni. Finora, i nostri studi hanno rivelato I'insorgenza di una attivazione anormale di risposte antivirali,
pro-inflammatorie e di danno al DNA in astrociti difettosi geni SAG, con effetti tossici su cellule neuronali sani. Le
alterazioni cosi identificate e le loro conseguenze funzionali saranno validate in progenitori neurali derivati da iPSC
da pazienti SAG.

Nel complesso, questo progetto esplorativo vuole investigare, in tipi cellulari fisiologicamente rilevanti, le cause
molecolari alla base della sindrome di Aicardi-Goutiéres. L'identificazione di nuovi potenziali target e di parametri
funzionali che possano essere monitorati nei pazienti gettera le basi per lo sviluppo di strategie terapeutiche.

Prodotti della Ricerca (correlati al progetto):

Elenco pubblicazioni su riviste indicizzate

D-mannose suppresses macrophage IL-1 beta production. Torretta, S; Scagliola, A; Ricci, L; Mainini, F; Di Marco, S;
Cuccovillo, I; Kajaste-Rudnitski, A; Sumpton, D; Ryan, KM; Cardaci, S. Nature Communications, 2020
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Titolo del progetto: TTALFO516TT - Development of a liver-based epigenetic silencing strategy to treat familiar
hypercholesterolemia

Abstract dei risultati ottenuti:

L'lpercolesterolemia Familiare (IF) € una malattia genetica ereditaria causata da mutazioni in geni coinvolti nel
metabolismo del colesterolo. Tra i geni responsabili dell’IF, quello che codifica per la proteina PCSK9 ha recentemente
attirato particolare attenzione. Infatti, PCSK9 regola I’assorbimento del colesterolo da parte delle cellule del fegato,
e mutazioni che ne aumentano la funzione determinano un accumulo di colesterolo nel sangue dei pazienti,
accelerando i processi di aterosclerosi e incrementando I'insorgenza di malattie cardiovascolari, quali infarto o ictus.
Al contrario, soggetti che presentano mutazioni in PCSK9 che ne inattivano la funzione mostrano una diminuzione
dei livelli circolanti di colesterolo e, di conseguenza, una riduzione nell’insorgenza di malattie cardiovascolari. In base
a quest’ultima scoperta, sono stati sviluppati numerosi farmaci in grado di inattivare PCSK9, attualmente in
sperimentazione clinica. Nonostante i dati promettenti, questi farmaci devono essere somministrati frequentemente
e per tutta la vita dei pazienti, comportando una bassa aderenza al trattamento. Al contrario, I'inattivazione genica
di PCSK9 tramite metodiche di gene editing permetterebbe di trattare la malattia con un singolo trattamento, ma il
rischio di causare mutazioni nel DNA delle cellule ne limita I'applicazione. Lo scopo del progetto era di sviluppare un
nuovo approccio di terapia genica per IF basato sull’'uso di Repressori Trascrizionali Artificiali (RTA), proteine in grado
diinattivarne stabilmente il loro gene bersaglio senza indurre mutazioni nel DNA. Al fine di valutare in maniera rapida
e sicura I'efficacia di RTA disegnati per riconoscere PCSK9, abbiamo inizialmente sviluppato delle linee cellulariumane
a murine che esprimessero una proteina fluorescente a partire dal gene PCSK9. Abbiamo quindi costruito degli RTA
basati sul sistema CRISPR-Cas9, e disegnato delle guide a RNA che veicolassero questi RTA sul gene PCSK9. Studi
preliminari hanno mostrato che gli RTA erano in grado di ridurre I'espressione del loro gene bersaglio in una frazione
significativa delle cellule trattate.

Prodotti della Ricerca (correlati al progetto):
Elenco pubblicazioni su riviste indicizzate

Inheritable Silencing of Endogenous Genes by Hit-and-Run Targeted Epigenetic Editing. Amabile A, Migliara
A, Capasso P, Biffi M, Cittaro D, Naldini L, Lombardo A. Cell, 2016.

Genome editing for scalable production of alloantigen-free lentiviral vectors for in vivo gene therapy. Milani M,
Annoni A, Bartolaccini S, Biffi M, Russo F, Di Tomaso T, Raimondi A, Lengler J, Holmes MC, Scheiflinger F, Lombardo
A, Cantore A, Naldini L. EMBO Mol Med. 2017




Laboratory-Scale Lentiviral Vector Production and Purification for Enhanced Ex Vivo and In Vivo Genetic
Engineering. Soldi, M; Sergi, LS; Unali, G; Kerzel, T; Cuccovillo, I; Capasso, P; Annoni, A; Biffi, M; Rancoita, PMV;
Cantore, A; Lombardo, A; Naldini, L; Squadrito, ML; Kajaste-Rudnitski, A. Molecular Therapy-methods & Clinical
Development, 2020
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Titolo del progetto: TTLNEQ416TT - Advanced genetic engineering of hematopoiesis

Abstract dei risultati ottenuti:

La modificazione genica sito-specifica delle cellule staminali ematopoietiche umane rappresenta una importante
promessa sul piano terapeutico per il trattamento di numerose malattie genetiche del sangue o da accumulo (Naldini,
EMBO Mol Med 2019). Cellule staminali ematopoietiche prelevate dai pazienti vengono sottoposte ad un processo
di ingegnerizzazione genetica in coltura, mediante bisturi molecolari opportunamente programmati {quali
CRISPR/Cas9) per correggere specificatamente il difetto genetico all’origine della malattia. Successivamente, le
cellule staminali cosi ingegnerizzate e corrette vengono re-infuse nuovamente nel paziente, rigenerando un sistema
ematopoietico funzionante. Al fine di garantire un adeguato attecchimento delle cellule ingegnerizzate e fare spazio
nel midollo osseo, opportuni trattamenti farmacologici devono essere somministrati al paziente prima dell’infusione.

Ad oggi I'efficienza del processo di correzione genica sito-specifica in cellule staminali ematopoietiche &
particolarmente limitata. Abbiamo osservato che questo tipo di cellule é particolarmente sensibile alla manipolazione
genica e attiva una risposta alla modificazione del DNA che ha un impatto sulla capacita di queste cellule di attecchire
dopo trapianto (Schiroli, Conti et al, Cell Stem Cell 2019). In collaborazione con un altro gruppo, abbiamo osservato,
inoltre, che la presenza in coltura di una particolare molecola (CsH) & in grado di aumentare |'efficienza di
modificazione del genoma quando si utilizza una piattaforma alternativa per il trasferimento genico, ossia i vettori
lentivirali (Petrillo et al, Cell Stem Cell 2018), i quali sono gia utilizzati con successo in clinica. Questi passi avanti ci
consentiranno di ottenere una terapia sempre pil sicura ed efficace che possa essere applicata al trattamento di un
elevato numero di malattie genetiche ereditarie del sangue.

Prodotti della Ricerca (correlati al progetto):
Elenco pubblicazioni su riviste indicizzate

Genome editing for scalable production of alloantigen-free lentiviral vectors for in vivo gene therapy. Milani M,
Annoni A, Bartolaccini S, Biffi M, Russo F, Di Tomaso T, Raimondi A, Lengler J, Holmes MC, Scheiflinger F, Lombardo
A, Cantore A, Naldini L. EMBO Mol Med. 2017.

Cyclosporine H Overcomes Innate Immune Restrictions to Improve Lentiviral Transduction and Gene Editing In
Human Hematopoietic Stem Cells. Petrillo C, Thorne LG, Unali G, Schiroli G, Giordano AMS, Piras F, Cuccovillo |,
Petit SJ, Ahsan F, Noursadeghi M, Clare S, Genovese P, Gentner B, Naldini L, Towers GJ, Kajaste-Rudnitski A. Cell
Stem Cell. 2018

In Vivo Selection for Gene-Corrected HSPCs Advances Gene Therapy for a Rare Stem Cell Disease. Gentner B, Naldini
L. Cell Stem Cell. 2019

Genetic engineering of hematopoiesis: current stage of clinical translation and future perspectives. Naldini L. EMBO
Mol Med. 2019




Precise Gene Editing Preserves Hematopoietic Stem Cell Function following Transient p53-Mediated DNA Damage
Response. Schiroli G, Conti A, Ferrari S, Della Volpe L, lacob A, Albano L, Beretta S, Calabria A, Vavassori V, Gasparini
P, Salataj E, Ndiaye-Lobry D, Brombin C, Chaumeil J, Montini E, Merelli |, Genovese P, Naldini L, Di Micco R. Cell
Stem Cell. 2019

Efficient gene editing of human long-term hematopaietic stem cells validated by clonal tracking. Ferrari S, Jacob A,
Beretta S, Unali G, Albanao L, Vavassori V, Cittaro D, Lazarevic D, Brombin C, Cugnata F, Kajaste-Rudnitski A, Merelli |,
Genovese P, Naldini L. Ferrari S, et al. Nat Biotechnol. 2020

WFH State-of-the-art paper 2020: In vivo lentiviral vector gene therapy for haemophilia. Cantore, A; Naldini, L.
Haemophilia. 2021

Modeling, optimization, and comparable efficacy of T cell and hematopoietic stem cell gene editing for treating
hyper-lgM syndrome. Vavassori, V; Mercuri, E; Marcovecchio, GE; Castiello, MC; Schiroli, G; Albano, L; Margulies, C;
Buguicchio, F; Fontana, E; Beretta, S; Merelli, I; Cappelleri, A; Rancoita, PMV; Lougaris, V; Plebani, A; Kanariou, M;
Lankester, A; Ferrua, F; Scanziani, E; Cotta-Ramusino, C; Villa, A; Naldini, L; Genovese, P. EMBO Mol Med. 2021
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Titolo del progetto: TTPGEO316TT - Gene correction of CD40LG gene in T cells and HSPC for the treatment of X-linked
hyper-lgM immunodeficiency

Abstract dei risultati ottenuti:

HIGM1 & causata da mutazioni del gene CD40L, |a cui assenza nelle cellule T CD4+ compromette la loro capacita di
attivare le cellule B e di indurre il cambio di classe delle immunoglobuline. Poiché approcci di terapia genica basati
sull’espressione costitutiva non regolata di CD40LG, hanno causato linfoproliferazione/linfomi in modelli murini,
abbiamo mirato a correggere il gene CD40LG preservandone la regolazione fisiologica. Il trapianto di cellule T CD4+
autologhe corrette potrebbe fornire un beneficio terapeutico immediato ai pazienti.

Per validare questa strategia, abbiamo infuso cellule T CD4+ funzionali in topi HIGM1 precondizionati o meno con
regimi linfodepletanti, raggiungendao I'attecchimento stabile a lungo termine delle cellule T ed il recupero parziale
della risposta 1gG specifica per I'antigene dopo vaccinazione. Abbiamo quindi ottimizzato un protocollo basato su
CRISPR/Cas9 per inserire un cDNA correttivo nel primo introne di CD40LG. Con questa strategia, & possibile
correggere la maggior parte delle mutazioni che causano HIGM1 con un unico set di reagenti specifici, rendendo
I'espressione di CD40L condizionale all'integrazione sito-specifica del cDNA correttivo. Abbiamo corretto il 40% delle
cellule Tumane preservando le cellule della memoria. Il 60% dell’espressione di CD40L e la sua regolazione fisiologica
sono state ripristinate su cellule T CD4 + corrette, che hanno tuttavia dimostrato di avere una normale funzionalita
di supporto alle cellule B.

Abbiamo poi applicato la stessa strategia di correzione genica alle HSPC umane, ottenendo una correzione policlonale
del 15-30% dopo trapianto in topi NSG. Infine, per valutare quale soglia di modificazione genica di cellule staminali
fosse necessaria per ricostituire la funzione immunitaria nel modello murino HIGM1, abbiamo eseguito trapianti
competitivi di dosi crescenti di HSPCs murine WT insieme a HSPCs murine difettive: una soglia del 10-25% di cellule
staminali corrette & sufficiente per recuperare parzialmente la risposta immunitaria, in modo paragonabile alle cellule
T.

Prodotti della Ricerca (correlati al progetto):
Elenco pubblicazioni su riviste indicizzate

Preclinical modeling highlights the therapeutic potential of hematopoietic stem cell gene editing for correction of
SCID-X1. Schiroli, G; Ferrari, S; Conway, A; Jacob, A; Capo, V; Albano, L; Plati, T; Castiello, MC; Sanvito, F; Gennery,
AR; Bovolenta, C; Palchaudhuri, R; Scadden, DT; Holmes, MC; Villa, A; Sitia, G; Lombardo, A; Genovese, P; Naldini, L.
Science Translational Medicine, 2017

Combined liver and hematopoietic stem cell transplantation in patients with X-linked hyper-lgM syndrome. Bucciol,
Giorgia; Nicholas, Sarah K.; Calvo, Pier Luigi; Cant, Andrew; Edgar, J. David M.; Espanol, Teresa; Ferrua, Francesca;
Galicchio, Miguel; Gennery, Andrew R.; Hadzic, Nedim; Hanson, I. Celine; Kusminsky, Gustavo; Lange, Andrzej;
Lanternier, Fanny; Mahlaoui, Nizar; Moshous, Despina; Nademi, Zohreh; Neven, Benedicte; Oleastro, Matias; Porta,




Fulvio; Quarello, Paola; Silva, Marcelo; Slatter, Mary A.; Soncini, Elena; Stefanowicz, Marek; Tandoi, Francesco;
Teisseyre, Mikolaj; Torgerson, Troy R.; Veys, Paul; Weinacht, Katja G.; Wolska-Kusnierz, Beata; Pirenne, Jacgques; de
la Morena, M. Teresa; Meyts, Isabelle. J Allergy Clin Immunol, 2019

Modeling, optimization, and comparable efficacy of T cell and hematopoietic stem cell gene editing for treating
hyper-lgM syndrome. Vavassori, V; Mercuri, E; Marcovecchio, GE; Castiello, MC; Schiroli, G; Albano, L; Margulies, C;
Buguicchio, F; Fontana, E; Beretta, S; Merelli, I; Cappelleri, A; Rancoita, PMV; Lougaris, V; Plebani, A; Kanariou, M;
Lankester, A; Ferrua, F; Scanziani, E; Cotta-Ramusino, C; Villa, A; Naldini, L; Genovese, P. EMBO MOL MED, 2021

BAR-Seq clonal tracking of gene-edited cells. Ferrari, S; Beretta, S; Jacob, A; Cittaro, D; Albano, L; Merelli, I; Naldini,
L; Genovese, P. Nat Protoc. 2021
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Titolo del progetto: TTROF0416TT - Genomic mechanisms of human myelopoiesis: implications for bone marrow
reconstitution after gene therapy

Abstract dei risultati ottenuti:

In questo studio, abbiamo investigato le dinamiche cellulari e il profilo molecolare di cellule del'immunita innata —
monociti e neutrofili — isolate dal sangue periferico (PB) e midollare (BM) di donatori sani e pazienti sottoposti ai
seguenti trattamenti: a) stimolazione con G-CSF, un fattore di crescita e differenziamento dei neutrofili impiegato
per mobilizzare cellule staminali ematopoietiche (CSE) a scopo di trapianto; b) pazienti con patologie del sangue
soggetti a chemioterapia mieloablativa preparatoria e successivamente a trapianto di CSE allogeniche, analizzati
due settimane, un mese o sei mesi dopo il trapianto di CSE.

Nel corso dell’anno 2018, abbiamo messo a punto le modalita di isolamento e purificazione di monociti e neutrofili
umani e abbiamo ottimizzato le procedure di analisiimmuno-fenotipica (mediante citometria a flusso con un
pannello a 27 colori) e molecolare tramite analisi di sequenziamento del’RNA (RNA-Seq). Contemporaneamente,
abbiamo dato inizio al reclutamento dei primi pazienti nel contesto del protocollo clinico MIELO-GEN approvato
presso Ospedale San Raffaele. Allo stato attuale, abbiamo completato analisi immunofenotipiche e di RNA-Seq su
dieci pazienti. | risultati, ancora preliminari, suggeriscono che la stimolazione con G-CSF e il trapianto di CSE
abbiano un impatto marcato sull’eterogeneita e sul profilo di espressione genica di monociti e neutrofili.




Prodotti della Ricerca (correlati al progetto):
Elenco pubblicazioni su riviste indicizzate

Interferon gene therapy reprograms the leukemia microenvironment inducing protective immunity to multiple
tumor antigens. Escobar G, Barbarossa L, Barbiera G, Norelli M, Genua M, Ranghetti A, Plati T, Camisa B, Brombin C,
Cittaro D, Annoni A, Bondanza A, Ostuni R, Gentner B, Naldini L.Escobar G, et al. Nat Commun. 2018

Opposing macrophage polarization programs show extensive epigenomic and transcriptional cross-talk. Piccolo, V;
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Ministero della Salute — Direzione Generale della Ricerca e dell’Innovazione in Sanita

Rendiconto 5 per mille ANNO 2018
Contributo percepito € 748.955,61  in data 17-06-2020

Ente della Ricerca Sanitaria Denominazione Ente: Fondazione Telethon
Codice fiscale: 04879781005

Sede legale: Via Varese 16b — 00185 Roma

Indirizzo di posta elettronica dell'ente: direzione.generale@telethon.legalmail.it
Dati del rappresentante legale delegato: Omero Toso — Vice presidente

Titolo del progetto:
TTALF0516TT - Development of a liver-based epigenetic silencing strategy to treat familiar
hypercholesterolemia

Data di inizio progetto: 01/01/2019 Data di fine progetto: 31/12/2021

Fondi S per mille assegnati al progetto: € 6879,45 Di cui:
Quota sostenuta entro I’anno di rendicontazione:
€ 6879,45

Quota accantonata, da sostenere, per progetti pluriennali
(durata massima tre anni):
€0

Quota accantonata, da
Quota sostenuta entro I’anno | Sostenere, per progetti

di rendicontazione pluriennali (durata massima
tre anni)

VOCI DI SPESA

Personale di ricerca (borsista, a contratto e di ruolo in quota
parte) €0

Apparecchiature (ammortamento, canone di
locazione/leasing)

Materiale d’uso destinato alla ricerca (per laboratori di
ricerca, acquisto farmaci ecc.) € 6558,15

Spese di organizzazione (manifestazioni e convegni, viaggi
e missioni ecc.) €0

Elaborazione dati




Spese amministrative €321,29
Altro ()

TOTALE € 6879,45 € 0,00
Data 28/02/2022

I1 Responsabile del Progetto
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