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La terapia genica ex vivo con cellule staminali ematopoietiche (HSPC) è 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 l’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’opportunità terapeutica per i pazienti affetti da malattie genetiche rare. Nonostante ciò, l’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 capacità proliferative delle cellule editate. Ciò limita il numero delle 

HSPC editate e capaci di ripopolamento a lungo termine disponibili per il trapianto e ciò 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 l’obiettivo di migliorare l’outcome del trapianto con HSPC sottoposte a gene editing con CRISPR-Cas9. 

 I risultati finora ottenuti dimostrano che le  MSC sono in grado di favorire l’espansione ex-vivo delle HSPC 

editate derivate dal sangue placentare e di attenuare la perdita del subset di HSPC capaci di ripopolare il ricevente; 

ciò si traduce in un miglioramento dell’outcome del trapianto. Dal punto di vista meccanicistico, i nostri risultati 

dimostrano la capacità 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 però il sottotipo di HSPC caratterizzate da un fenotipo più primitivo. 
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Abstract dei risultati ottenuti: 
Nell’ambito di questo progetto, l’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 più 
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 l’espressione dei marker tipici dei linfociti regolatori.  
In esperimenti paralleli, abbiamo provato a sovra-esprimere FOXP1, il fattore trascrizione che regola l’identità 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 è 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 l’obiettivo del progetto. 
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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 
l’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 quantità di vettore, mentre dall’altra la prolungata cultura ex vivo può interferire con le delicate funzioni 
biologiche delle CSE. Migliorare l’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 
più in generale l’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 può 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 più efficaci e sicuri per il trattamento di numerose malattie.   
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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 l’accumulo di danno al DNA con la conseguente crescita dei 
livelli di Interferone di Tipo I sono stati proposti come cause originarie della patogenesi della sindrome di Aicardi-
Goutières (SAG). SAG è un’encefalopatia infiammatoria che può 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 l’aspetto neurologico di questa sindrome.  
  
Su queste premesse, stiamo studiando l’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 l’insorgenza di una attivazione anormale di risposte antivirali, 
pro-infiammatorie e di danno al DNA in astrociti difettosi geni SAG, con effetti tossici su cellule neuronali sani. Le 
alterazioni così 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-Goutières. L’identificazione di nuovi potenziali target e di parametri 
funzionali che possano essere monitorati nei pazienti getterà le basi per lo sviluppo di strategie terapeutiche. 
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Abstract dei risultati ottenuti: 
 
L’Ipercolesterolemia Familiare (IF) è 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 l’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 l’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, l’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 l’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 
di inattivarne stabilmente il loro gene bersaglio senza indurre mutazioni nel DNA. Al fine di valutare in maniera rapida 
e sicura l’efficacia di RTA disegnati per riconoscere PCSK9, abbiamo inizialmente sviluppato delle linee cellulari umane 
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 l’espressione del loro gene bersaglio in una frazione 
significativa delle cellule trattate. 
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Annoni A, Bartolaccini S, Biffi M, Russo F, Di Tomaso T, Raimondi A, Lengler J, Holmes MC, Scheiflinger F, Lombardo 
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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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Abstract dei risultati ottenuti: 
 
In questo studio, abbiamo investigato le dinamiche cellulari e il profilo molecolare di cellule dell’immunità 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 modalità di isolamento e purificazione di monociti e neutrofili 
umani e abbiamo ottimizzato le procedure di analisi immuno-fenotipica (mediante citometria a flusso con un 
pannello a 27 colori) e molecolare tramite analisi di sequenziamento dell’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. I risultati, ancora preliminari, suggeriscono che la stimolazione con G-CSF e il trapianto di CSE 
abbiano un impatto marcato sull’eterogeneità e sul profilo di espressione genica di monociti e neutrofili. 
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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; 

Curina, A; Genua, M; Ghisletti, S; Simonatto, M; Sabo, A; Amati, B; Ostuni, R; Natoli, G. Nature Immunology, 2017 

Co-option of Neutrophil Fates by Tissue Environments. Ballesteros, I; Rubio-Ponce, A; Genua, M; Lusito, E; Kwok, I; 

Fernandez-Calvo, G; Khoyratty, TE; van Grinsven, E; Gonzalez-Hernandez, S; Nicolas-Avila, JA; Vicanolo, T; 

Maccataio, A; Benguria, A; Li, JL; Adrover, JM; Aroca-Crevillen, A; Quintana, JA; Martin-Salamanca, S; Mayo, F; 

Ascher, S; Barbiera, G; Soehnlein, O; Gunzer, M; Ginhoux, F; Sanchez-Cabo, F; Nistal-Villan, E; Schulz, C; Dopazo, A; 

Reinhardt, C; Udalova, IA; Ng, LG; Ostuni, R; Hidalgo, A. Cell, 2020 

Tumor-Derived Prostaglandin E2 Promotes p50 NF-kappa B-Dependent Differentiation of Monocytic MDSCs. Porta, 

C; Consonni, FM; Morlacchi, S; Sangaletti, S; Bleve, A; Totaro, MG; Larghi, P; Rimoldi, M; Tripodo, C; Strauss, L; 

Banfi, S; Storto, M; Pressiani, T; Rimassa, L; Tartari, S; Ippolito, A; Doni, A; Solda, G; Duga, S; Piccolo, V; Ostuni, R; 

Natoli, G; Bronte, V; Balzac, F; Turco, E; Hirsch, E; Colombo, MP; Sica, A. Cancer Research, 2020 

A PGE(2)-MEF2A axis enables context-dependent control of inflammatory gene expression. 
Cilenti, F; Barbiera, G; Caronni, N; Iodice, D; Montaldo, E; Barresi, S; Lusito, E; Cuzzola, V; Vittoria, FM; 
Mezzanzanica, L; Miotto, P; Di Lucia, P; Lazarevic, D; Cirillo, DM; Iannacone, M; Genua, M; Ostuni, R. Immunity, 
2021 
 
Induction of OCT2 contributes to regulate the gene expression program in human neutrophils activated via TLR8. 
Tamassia, N; Bianchetto-Aguilera, F; Gasperini, S; Polletti, S; Gardiman, E; Ostuni, R; Natoli, G; Cassatella, MA. Cell 
Reports, 2021 
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Ministero della Salute ± Direzione Generale della Ricerca e GHOO¶,QQRYD]LRQH�LQ�6DQLWj 
  
  
Rendiconto 5 per mille ANNO 2018 
&RQWULEXWR�SHUFHSLWR�¼�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 

)RQGL���SHU�PLOOH�DVVHJQDWL�DO�SURJHWWR��¼��6879,45 Di cui:  
4XRWD�VRVWHQXWD�HQWUR�O¶DQQR�GL�UHQGLFRQWD]LRQH� 
¼�6879,45 
  

Quota accantonata, da sostenere, per progetti pluriennali 
(durata massima tre anni): 
¼�0 

  

VOCI DI SPESA  4XRWD�VRVWHQXWD�HQWUR�O¶DQQR�
di rendicontazione  

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

Personale di ricerca (borsista, a contratto e di ruolo in quota 
parte)  ¼�0   

Apparecchiature (ammortamento, canone di 
locazione/leasing)      

0DWHULDOH� G¶XVR� GHVWLQDWR� DOOD� ULFHUFD� �SHU� ODERUDWRUL� GL�
ricerca, acquisto farmaci ecc.)  ¼�6558,15   

Spese di organizzazione (manifestazioni e convegni, viaggi 
e missioni ecc.)  ¼�0   

Elaborazione dati     



Spese amministrative   ¼�321,29   

Altro ()     

      

TOTALE  ¼��6879,45 ¼�0,00  

  
  
Data 28/02/2022   
  
Il Responsabile del Progetto       Il Legale Rappresentante delegato   
  
Lombardo 
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