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Ci e pervenuto dal Presidente dell’Ordine dei Medici di Firenze, Dott. Antonio Panti,
il documento sulla sedazione nei pazienti terminali, approvato il 17.11.03 dal pro-
prio Consiglio, con lo scopo di chiarire la differenza fra ogni forma di eutanasia e la
sedazione, nonché I'obbligo deontologico dei medici di privilegiare sempre, alle-
viandone le sofferenze, la dignita della vita del paziente. Questo documento é stato
inviato a tutti gli Ordini italiani perché potrebbe, ad awviso del Consiglio dell’Ordine
dei Medici di Firenze, costituire la base di discussione per una presa di posizione da
parte della Commissione Deontologica Nazionale.

Ci sembra opportuno riportare per intero il testo del documento.

DOCUMENTO DELL'ORDINE DEI MEDICI CHIRURGHI
E ODONTOIATRI DI FIRENZE

La pratica della cosi detta sedazione nei pazienti terminali non & di univoca interpre-
tazione ed € uno dei temi oggetto di ricerca e di approfondimento sul piano clinico,
etico e deontologico. Una definizione la inquadra come “la somministrazione inten-
zionale di farmaci sedativi in dosi tali da ridurre il livello di coscienza di un paziente
in fase terminale di malattia, allo scopo di alleviare il dolore o altri sintomi non piu
controllabili con altri metodi” (Broeckaert B.: Palliative sedation defined, or why and
when terminal sedation is not euthanasia. 1st Congress RDPC, December 2002. J
Pain Sympton Management 20 (6), 558,2000). Nella letteratura la sedazione dei
pazienti terminali risulta praticata attorno al 25% dei casi su soggetti seguiti dai ser-
vizi di cure palliative nell’ultima settimana di vita; molti autori fanno ormai chiaro ri-
ferimento ad una situazione estrema, parlando di “sedation in the last days” (BMJ
What is a good death - 26.07.03).

Sul piano etico e deontologico, la sedazione nei pazienti terminali & sovente ricon-
dotta nell’ambito della cosi detta “dottrina del doppio effetto”, per la quale deve es-
sere ritenuto moralmente lecito trattare un paziente ricercando un effetto positivo (in
questo caso alleviare i sintomi refrattari), pur sapendo che il trattamento potrebbe
anticipare la fine della vita. Tale dottrina attribuisce determinante rilievo alle inten-
zioni che, in questa eventualita, sono orientate ad ottenere I’effetto positivo in qual-
che modo giustificando, ove esistente, il parallelo effetto negativo, in quanto di per
sé indesiderato.

Tale pratica é prevista dal Codice di Deontologia Medica che, all’art. 15, prescrive
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CODICE DEONTOLOGICO

Atrticolo 14 “Accanimento diagnostico terapeutico”

“Il medico deve astenersi dall’ostinazione in trattamenti da cui non si possa fondata-
mente ottenere un beneficio per la salute del malato e/o un miglioramento della
qualita della vita”.

Art. 15 “Trattamenti che incidono sulla integrita psico-fisica”

| trattamenti che comportino una diminuzione della resistenza psico-fisica del malato
possono essere attuati previo accertamento delle necessita terapeutiche, e solo al fine
di provocare un concreto beneficio clinico al malato o di alleviarne le sofferenze”.

Art. 36 “Eutanasia”
“Il medico, anche su richiesta del malato, non deve effettuare né favorire trattamenti
diretti a provocarne la morte”.

Art. 37 “Assistenza al malato inguaribile” - 1° comma

“In caso di malattie a prognosi sicuramente infausta o pervenute alla fase terminale
il medico deve limitare la sua opera all’assistenza morale e alla terapia atta a ri-
sparmiare inutili sofferenze, fornendo al malato i trattamenti appropriati a tutela, per
quanto possibile, della qualita della vita”.

EUROPEAN ASSOCIATION OF PALLIATIVE CARE

Dal documento della Ethic Task Force del febbraio 2003

In terminal sedation, the intention is to relieve intollerabile suffering, the procedure is
to use a sedating drug for sympton control, and the sucessful outcome is the allevia-
tion of distress. In euthanasia, the intention is to kill the patient, the procedure is ad-
minister a lethal drug and the sucessful outcome is immediate death.

Firenze, 17.11.2003
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SONDAGGIO DI INFORMATICA

La nostra redazione ha deciso di continuare il sondaggio sull’'uso dell’informatica,
proposto sull’ultimo bollettino, perché abbiamo ricevuto solo un centinaio di rispo-
ste. | motivi possono essere solo due: 0 non avete letto attentamente il nostro co-
municato o sono veramente pochi coloro che possiedono un PC o fanno uso della
posta elettronica.

Dal momento che siamo veramente convinti che I'informatica sia I'unico mezzo ra-
pido, immediato, piu economico e piu efficace per contattarvi e farvi pervenire
quasi in tempo reale le nostre comunicazioni, chiediamo a chi non I'avesse ancora
fatto di compilare e inviarci al piu presto la scheda riportata sul retro.

Invece hanno avuto una buona adesione i due corsi di informatica (che inizieran-
no il 29 gennaio c.a.) che possono contare su un centinaio di iscrizioni; & decisa-
mente un buon inizio.

Infine ricordiamo gli indirizzi a cui inviare i dati del sondaggio:
e Fax 031572 466

e E-mail: info@ordinemedici.como.it

= Sito: www.ordinemedici.como.it

Collaborate con noi e grazie per la Vostra attenzione
La Redazione
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SONDAGGIO SULL'USO DELL'INFORMATICA

Cognome

Nome

Nato il a.

Indirizzo

Citta Tel. N. cellulare

MMG Ospedaliero Altro

Fai uso di PC O sl O NO
Se si:

1) e-mail (da segnalare in modo leggibile)

2) usi internet a s O NO

3) sei in possesso di programma di gestione cartella clinica O sl O NO

4) suggerimenti

II/1a sottoscritto/a dichiara di essere informato/a su tutti gli elementi di cui alla legge 675/96 e
di consentire il trattamento dei dati personali

Firma
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Dal 14.01.2004 prendera il via presso I’Ospedale “Valduce” I'Ambulatorio per la
Cefalea Mestruale. Esso sara mirato alla diagnosi e alla cura della cefalea corre-
lata al ciclo mestruale, e sara gestito in associazione contemporanea di un gineco-
logo e di un neurologo. L'obiettivo € gquello di identificare alla base del sintomo ce-
falea un disordine correlato alle due branche specialistiche e mettere in opera dei
provvedimenti terapeutici associati.

L'ambulatorio sara svolto inizialmente il 2° e 4° mercoledi del mese, dalle ore 14
alle ore 16.
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GIORNATA DI FORMAZIONE

XI INCONTRO DI STRABOLOGIA
CEREBRAL VISUAL IMPAIRMENT:
VALUTAZIONE INTERDISCIPLINARE

Istituto Scientifico “E. Medea” - Ass. “La Nostra Famiglia”
Bosisio Parini (Lc) - 6 marzo 2004

Organizzazione e coordinamento:
Settore Convegni
IRCCS E. Medea - Associazione La Nostra Famiglia
Via Don Luigi Monza, 20 - 23842 Bosisio Parini (Lc) - Tel. 031.877.379
Segreteria: tel. e fax 031.877.384
e-mail: slosi@bp.inf.it - www.emedea.it

Sede dell’incontro:
Auditorium IRCCS E. Medea - Associazione La Nostra Famiglia
Via Don Luigi Monza, 20 - 23842 Bosisio Parini (Lc)
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In questo numero del nostro Bollettino ci € sembrato opportuno e soprattutto utile ri-
proporre una parte degli atti del Convegno organizzato dal nostro Ordine il
25.10.03 dal titolo: “Il Genoma: dalla ricerca alla clinica”.
Per chi lo desiderasse sono ancora disponibili presso la nostra sede gli atti completi
del Convegno.

La Redazione

IL GENOMA: DALLA RICERCA ALLA CLINICA

IL GENOMA FINO AD OGGI

Prof. Renato Dulbecco
Premio Nobel per la Medicina nel 1975;
collaboratore CNR Milano e con il Salk Institute di San Diego (California)

Il termine “genoma” si riferisce al complesso dei geni di un organismo, che sono con-
tenuti nel DNA presente nei nuclei delle cellule. I| DNA & una sostanza chimica forma-
ta da due filamenti attorcigliati I'uno attorno all’altro formando una doppia elica. Cia-
scun filamento e costituito da una serie di basi, composti chimici che possono aver
quattro forme; I'ordine in cui le basi si susseguono, noto come sequenza, € equivalen-
te ad una scrittura, e contiene I'informazione per la formazione e il funzionamento
dell’organismo. || DNA dell’'uomo contiene tre miliardi di basi. Ci sono due copie del
genoma in ogni cellula: una deriva dal padre, I'altra dalla madre. Esse sono presenti
in segmenti separati che, in associazione con proteine, formano i cromosomi. Nel-
I'uomo ci sono 23 paia di cromosomi, di cui 22 paia formati da cromosomi essen-
zialmente uguali, e un paio formato da cromosomi diversi, noti come X e Y, che deter-
minano il sesso dell’organismo.

Il DNA contiene i geni, unita d’informazione responsabili per le varie funzioni dell’or-
ganismo. Essi costituiscono circa il 3% del DNA umano; il resto ha funzione indefinita.
Di nuovo, ci sono due copie di ogni gene, (eccetto per i geni responsabili per la deter-
minazione del sesso); esse sono note come alleli; in individui normali gli alleli di cia-
scun gene sono essenzialmente identici ed hanno effetti simili; percio in individui ete-
rozigoti in cui un allele non funziona, di solito I'altro supplisce lo stesso prodotto in
quantita sufficiente a mantenere la funzione del gene, per cui il difetto non é causa di
malattia. La malattia insorge in individui in cui entrambi gli alleli sono alterati. Indivi-
dui normali hanno, in media, nei loro genomi sei o sette geni di cui un allele é altera-
to. Percio ogni individuo € un portatore di geni alterati.

| geni contengono informazione, e non hanno effetto diretto sull’organismo. Essi eser-
citano la loro azione tramite la formazione di molecole di altro tipo, le proteine. Cid
awviene in due stadi. Nel primo stadio la sequenza di un gene & copiata in una mole-
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cola di RNA, chiamata il messaggero. Questo trasferimento & noto come trascrizione
perché il linguaggio del DNA e del’lRNA sono quasi identici. La trascrizione di un ge-
ne € il primo passo nell’attuarne la funzione, cioé I’espressione; percio i geni trascritti
in una cellula sono quelli attivi. In una cellula solo una parte dei geni sono attivi: il lo-
ro insieme determina le caratteristiche della cellula.

Gli RNA messaggeri si spostano dal DNA, dove sono prodotti, ai siti dove vengono
sintetizzate le proteine, i ribosomi, che sono presenti nel citoplasma; percio il messag-
gero deve attraversare la membrana nucleare per raggiungere il citoplasma. Se ci so-
no ostacoli a tale passaggio, I'organismo pud essere ammalato; per esempio, questo
e il caso della condizione di invecchiamento precoce nota come progeria.

La sequenza di un gene include segmenti con significato diverso: alcuni, chiamati eso-
ni, vengono copiati nel messaggero, altri, chiamati introni, invece no. Il saltare degli
introni durante la trascrizione, & chiamato splicing. Nella formazione di un messag-
gero non tutti gli esoni vengono necessariamente copiati; spesso alcuni vengono o-
messi, in vario ordine.Questo fenomeno € noto come splicing selettivo. Lo splicing se-
lettivo permette la produzione di messaggeri diversi, derivati da gruppi diversi di eso-
ni; cosi un gene puod dar luogo a proteine diverse, con funzioni diverse. Anomalie di
splicing possono dar luogo a malattie: per esempio un difetto di splicing del gene per
la beta-globulina (un componente dell’emoglobina) & causa dell’anemia nota come
beta talassemia.

Per esprimere la loro funzione, la maggior parte dei geni trasferiscono I'informazione
a proteine, che sono formate da amminoacidi, di cui ci sono venti tipi. Il trasferimento
percio awviene tra linguaggi diversi, per cui viene chiamato traduzione. Nella tradu-
zione viene usato un vocabolario in cui a ogni gruppo di tre basi del DNA o RNA (un
tripletto) corrisponde un amminoacido; questo vocabolario & noto come codice gene-
tico. Le proteine appena formate sono costituite da un filamento di amminoacidi; ma
tale filamento non ha funzione. Esso acquista la funzione aggomitolandosi in modo
da acquistare una struttura tre-dimensionale che ¢ caratteristica delle proteine di cia-
scun gene, ma varia, spesso enormemente, tra le proteine di geni diversi. Poi molte
proteine vengono modificate ulteriormente dall’aggiunta di gruppi chimici (p.es. meti-
le, etile, fosfato, vari zuccheri, e molti altri), che variano da una proteina all’altra. Per-
Cio un gene puo dar luogo a tutto un insieme di proteine diverse, in parte a causa del-
lo splicing selettivo, in parte a causa delle modificazioni delle proteine.

La struttura tridimensionale delle proteine é fondamentale per la loro funzione; una
modificazione di tale struttura, pur mantenendo il corretto ordine degli amminoacidi,
é causa di malattia. Per esempio, nelle malattie da prioni, come quella della mucca
pazza, una piccola proteina si aggomitola in modo alterato, acquistando proprieta
insolite, con effetti tossici sulle cellule. Il ruolo della struttura delle proteine € anche ri-
conoscibile dagli effetti di cambiamenti della sequenza di geni, noti come mutazioni.
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Questi cambiamenti possono avvenire naturalmente per errori durante la moltiplica-
zione del DNA, 0 possono essere causate da agenti tossici o radiazioni. Leffetto di
una mutazione dipende da come essa influenza la struttura tridimensionale della pro-
teina; cosi la sostituzione dello stesso amminoacido da due amminoacidi diversi puo
causare due malattie sostanzialmente diverse.

Fondamentale per I'operazione del genoma € il controllo dell’espressione dei geni,
che pud avvenire a diversi livelli. Il controllo principale é determinato dall’interazione
di proteine definite come fattori di trascrizione con sequenze presenti ad una estre-
mita dei geni, note come promotori. Il controllo avviene in modo molto complesso
perché un fattore di trascrizione di solito interagisce con parecchi geni, e le sequenze
di un promotore possono interagire con parecchi fattori di trascrizione. Infatti il pro-
motore in alcuni casi € molto lungo, e contiene parecchie, distinte sequenze capaci di
interagire con fattori di trascrizione diversi. Se il promotore ¢ alterato da una muta-
zione, il gene pud non essere trascritto, causando una malattia. Un altro controllo &
guello dovuto allo splicing. Un terzo controllo ¢ a livello delle proteine che circondano
il DNA formando la cromatina, che possono bloccare I'accesso ai fattori di trascrizio-
ne. Un controllo recentemente scoperto ¢ a livello della traduzione, dove dei microR-
NA (lungo una ventina di basi) possono legarsi al messaggero, bloccando la sintesi
della proteina. Infine un ultimo livello deriva dal tipo di modificazioni a cui le proteine
vanno incontro dopo essere state formate. Siccome tutti questi controlli sono dovuti ad
altri geni, I'attivazione di un gene € influenzata da molti altri geni. Percid non esiste
un gene che agisce da solo, tutti agiscono come parte di grandi complessi che inclu-
dono molti geni.

Queste conoscenze del genoma negli anni 80 hanno spronato i ricercatori a cercar
di conoscere a fondo i geni presenti nel genoma umano, e a sequenziare tutto il ge-
noma per raggiungere questo obiettivo. L'aspettativa era che la conoscenza del geno-
ma avrebbe aiutato a capire fenomeni normali molto complessi, come lo sviluppo di
un organismo, a capire meccanismi di malattia, e a sviluppare nuove terapie. Alcuni
di questi punti saranno sviluppati dai relatori successivi. Il problema dello sviluppo é
molto complesso perché per identificare il ruolo dei geni bisogna prima identificare
sistemi sperimentali con proprieta ben definite nello sviluppo dell’organismo che si
prestino per I'indagine genetica. Il sistema basato sulle cellule staminali € il piu pro-
mettente; il Prof. Vescovi ce ne parlera.

L'identificazione di geni che quando alterati causano gravi malattie ereditarie € stato
da tempo perseguito con grande vigore dai ricercatori sia dei laboratori che della cli-
nica; ne parlera il Prof. Vezzoni. L'idea di usare geni per la cura di malattie genetiche
altrimenti incurabili & stato da tempo il sogno di molti ricercatori, perd si sono incon-
trati notevoli ostacoli, che per anni hanno impedito I'uso pratico della terapia; ma ora
pare che le cose stiano cambiando. Il Prof. Naldini ci dira come stanno le cose.
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| GENI E LE MALATTIE - LA DIAGNOSI GENETICA

Paolo Vezzoni
Ricercatore CNR-ITBA Segrate, Milano

| progressi compiuti negli ultimi anni nel’ambito del Progetto Genoma Umano hanno
avuto un grande impatto sulla possibilita di classificare e diagnosticare con sempre
pill crescente precisione le malattie ereditarie.

Il completamento del sequenziamento del Genoma Umano ha reso possibile I'isola-
mento e I'identificazione di geni responsabili di moltissime patologie ereditarie.

In passato, la diagnosi di malattia genetica veniva effettuata essenzialmente sulla ba-
se della sintomatologia clinica e della storia familiare, pertanto non sempre era possi-
bile raggiungere una certezza diagnostica soprattutto in presenza di quadri clinici ati-
pici e soprattutto in fase presintomatica.

Oggi & possibile diagnosticare con precisione la maggior parte delle 5.000 malattie
genetiche monoalleliche conosciute. L'analisi effettuata su pazienti puo offrire una dia-
gnosi certa della patologia e la definizione dell’esatta mutazione consente di effettua-
re correlazioni fini della sintomatologia del malato.

Inoltre & possibile, in caso di malattie recessive, individuare i “portatori sani” ossia gli
individui asintomatici eterozigoti per la mutazione; questo pud permettere una piu
consapevole scelta per un’eventuale gravidanza.

La diagnosi genetica unitamente alle tecniche, sempre piu avanzate, di cito-genetica
permettono inoltre di effettuare diagnosi prenatale su embrioni o feti che per anamne-
si familiari presentino il rischio di essere affetti da una malattia genetica.

Inoltre lo sviluppo di tecniche di fertilizzazione in vitro pud richiedere una diagnosi
genetica prima che gli embrioni vengano impiantati nell’utero materno; tale diagnosi
pre-impianto ha il vantaggio di selezionare solo embrioni identificati come “non affet-
ti” dalla malattia.

Questi test di diagnosi prenatale possono, per talune malattie, permettere un tempesti-
vo intervento sul feto affetto; infatti malattie come le immunodeficienza primarie, pos-
sono beneficiare di un trapianto di midollo sia in utero che nel primo periodo post-na-
tale.

Se il sequenziamento del Genoma Umano permette di diagnosticare la maggior par-
te di malattie monogeniche ereditarie conosciute, la prospettiva futura é di poter forni-
re una diagnosi anche delle malattie multigeniche o multifattoriali, in cui la compo-
nente genetica, se non I'unica responsabile, & una componente essenziale per la su-
scettibilith a patologie quali le neoplasie, il Morbo di Parkinson e I’osteoporosi, malat-
tie che colpiscono un’alta percentuale della popolazione.
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LE CELLULE STAMINALI ED IL LORO RUOLO NEL MANTENIMENTO
DELL’INTEGRITA TISSUTALE, NELLA LONGEVITA E NELLE MALATTIE

Angelo Luigi Vescovi
Professore associato corso di Biologia Cellulare Dip. Biotecnologie e Bioscienze,
Universita di Milano Bicocca

Le tematiche relative allo studio e all’utilizzo sperimentale e terapeutico delle cellule
staminali ricevono attualmente moltissima attenzione, non solo da parte della comu-
nita scientifica, ma anche dei mass media. Tale interesse trova una giustificazione in
una serie di eventi relativamente recenti tra cui la decisione di autorizzare I'utilizzo di
cellule staminali embrionali umane per lo sviluppo di trapianti a carattere terapeutico.
Questo ha dato il via ad una serie di dibattiti, di natura prevalentemente etico-mora-
le, in cui il quesito fondamentale riguarda la reale necessita di avvalersi, per il tra-
pianto terapeutico, di embrioni umani come materiale di partenza da cui ottenere cel-
lule ES in alternativa all’utilizzo di cellule staminali cosiddette “adulte” o “somatiche”
0 “tessuto specifiche”.

Purtroppo, il settore di ricerca sulle cellule staminali & relativamente giovane e questo
ha favorito I'instaurarsi di una situazione estremamente complessa in cui non risulta
chiara, spesso anche agli addetti ai lavori, la distinzione tra i vari tipi di cellula stami-
nale ed in cui il confine tra gli oggettivi risultati scientifici e le loro promettenti, ma allo
stato attuale esclusivamente potenziali, applicazioni terapeutiche é stato travalicato.
Poiché esistono numerosi tipi di cellule staminali somatiche - plausibilmente tante
quanti sono i tessuti in un organismo adulto - in quest’articolo ci proponiamo di forni-
re una panoramica di quelle che sono I'origine, la natura, le funzioni e le principali
caratteristiche che accomunano queste cellule e che vengono di fatto utilizzate come
criteri per la loro identificazione.

All'atto della fecondazione, la fusione dei gameti femminile (ovocita) e maschile
(spermatozoo) da origine alla cellula totipotente, lo zigote, capostipite di tutte le cellu-
le dell’organismo.

Durante la fase di formazione dell’embrione, da questa cellula iniziale si generano,
tramite un processo di attiva proliferazione, cellule inizialmente ancora totipotenti che
si localizzano prevalentemente nel nodo cellulare della blastocisti. Queste cellule sono
denominate embrionali staminali o cellule ES, e sono preposte alla formazione dell’e-
norme numero di cellule mature che compongono I’organismo.

Al termine dello sviluppo dell’embrione, le cellule ES generano cellule progressiva-
mente sempre piu differenziate, che prendono il nome di cellule staminali tessuto-spe-
cifiche o somatiche, il cui compito e quello di produrre le cellule mature del tessuto a
cui appartengono, partecipando cosi al suo accrescimento fino al raggiungimento del
pieno sviluppo dell’organismo. Il numero di cellule staminali somatiche declina pro-
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gressivamente con lo sviluppo dell’organismo e raggiunge valori minimi e stabili in
eta adulta. A tale stadio, le cellule staminali somatiche assumono altre importanti fun-
zioni fisiologiche quali il mantenimento dell’'integrita citoarchitetturale e funzionale dei
tessuti mediante la sostituzione di cellule danneggiate o distrutte.

Diversi tessuti dell’organismo adulto mantengono una grande capacita omeostatica
grazie alla quale le cellule mature (differenziate), che degenerano in seguito a feno-
meni fisiologici di invecchiamento o a lesioni, vengono sostituite da nuove cellule dif-
ferenziate.

Negli organismi unicellulari e pluricellulari semplici, questa capacita rigenerativa
coinvolge I'intero organismo. Procedendo filogeneticamente verso organismi pluricel-
lulari piu complessi, la stessa capacita di rigenerazione viene progressivamente ri-
stretta a singoli tessuti e/0 organi. Sebbene in alcuni anfibi tale funzione conservi ca-
ratteristiche estreme per cui interi arti possono venire rigenerati, nei mammiferi un tale
grado di plasticita non & piu osservabile, se non per alcune strutture quali il fegato o
I’epidermide che conservano un enorme potenziale di rigenerazione.

Fenomeni di ricambio cellulare nei mammiferi adulti avwengono perd continuamente
in molti altri tessuti. Per esempio, nel sistema ematopoietico, cellule mature di tipo
linfoide, mieloide ed eritroide (i globuli bianchi e globuli rossi) sono continuamente
generate, differenziano e maturano, andando a sostituire cellule dello stesso tipo che
muoiono e/o esauriscono la loro funzione. Il fenomeno é consistente, se si pensa che
un miliardo di nuovi globuli rossi devono essere prodotti ogni giorno.

Allo stesso modo, le cellule differenziate all’apice dei villi dell’epitelio intestinale sono
continuamente distrutte in seguito ad usura funzionale chimico-meccanica e rimpiaz-
zate da nuove cellule provenienti dalla base dei villi stessi. Analogamente, i cheratino-
citi che si sfaldano dalla superficie cornea esterna dell’epidermide vengono tutti rim-
piazzati da nuove cellule provenienti dagli strati cutanei piu profondi cosi che la no-
stra cute viene sostituita completamente ogni due settimane circa.

Anche il sistema nervoso centrale dei mammiferi, a lungo considerato I’'organo meno
flessibile del corpo umano, € in realta soggetto a continui cambiamenti, che implicano
sia il rimodellamento delle connessioni tra cellule pre-esistenti sia la generazione con-
tinua di nuove cellule in aree ristrette quali la corteccia olfattiva nei roditori.

La caratteristica dei tessuti adulti di esibire una capacita rigenerativa nell’arco di tutta
la vita & il risultato dell’esistenza, al loro interno, di cellule staminali somatiche.
Siccome la funzione primaria di questi elementi & quella di una continua neogenesi
cellulare, esse debbono possedere delle caratteristiche funzionali estremamente diver-
se da quelle della loro progenie matura che € invece specializzata nello svolgere fun-
zioni fisiologiche specifiche del tessuto di appartenenza, quali la contrazione nel mu-
scolo scheletrico e la reazione immunitaria ed il trasporto di ossigeno nel sangue.

Tali caratteristiche funzionali rappresentano i criteri distintivi in base alle quali le cellu-
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le staminali sono classificate.

In questa mia presentazione, illustrerd i principi generali alla base del mantenimento
dell’omeostasi tissutale da parte delle cellule staminali ed il possibile ruolo delle mede-
sime nella terapia delle malattie a base degenerativa e nella patogenesi di alcuni tipi
di neoplasia.

LA TERAPIA GENICA
Luigi Naldini
Condirettore Istituto San Raffaele Telethon per la terapia genica (HSR-TIGET)

La terapia genica rappresenta una promettente alternativa terapeutica per numerose
malattie genetiche che altrimenti non potrebbero essere curate e sfrutta le conoscenze
derivate dalla genetica e dalla decifrazione del genoma umano. La terapia genica
nasce dall’idea di utilizzare i geni, che sono alla base della maggior parte delle ma-
lattie genetiche ma anche di molte malattie acquisite, come farmaci e come veicolo di
una forma funzionante di quella proteina che e deficitaria nell’individuo portatore
della malattia.

Oggi non siamo ancora in grado di correggere le lesioni genetiche direttamente nel
genoma delle nostre cellule. Nel caso ad esempio di una malattia ereditaria dovuta
alla mutazione di una singola base, non siamo ancora in grado di correggere quella
singola base. Si puo per ora tentare di rimpiazzare un gene malato aggiungendo al-
la stessa cellula una copia funzionante dello stesso gene.

Come si fa a introdurre geni in un organismo? Occorre che il materiale genetico ven-
ga introdotto all’interno della cellula e diventi indistinguibile dal materiale genetico
endogeno, ottenendo un’espressione transiente del materiale esogeno.

Per trasferire il materiale genetico all’interno della cellula esistono diversi sistemi, tra
cui quelli che utilizzano liposomi, lipocomplessi, DNA plasmidico “nudo”. In natura e-
sistono perd organismi che hanno sviluppato molto efficacemente la capacita di intro-
durre i propri geni in una cellula eucariotica per farli esprimere: i virus. | virus, che so-
no incapaci di vita propria, sono in grado di introdurre efficacemente il loro genoma
nella cellula infettata che diventa poi una fabbrica di proteine virali.

La terapia genica sfrutta proprio la capacita di alcuni virus di trasferire i geni, “addo-
mesticandoli” in modo che non siano piu i geni virali ad essere trasferiti ma solo quelli
terapeultici.

| virus piu utilizzati oggi in terapia genica sono i retrovirus, in quanto permettono non
solo di introdurre i geni nella cellula infettata, ma di introdurre i geni nel genoma del-
la cellula, in modo che diventino parte integrante del suo materiale genetico. Altri vi-
rus che vengono utilizzati sono i lentivirus, gli adenovirus, gli herpesvirus.

La terapia genica & ormai una realta clinica anche in Italia. Le malattie trattate con te-
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rapia genica sono sia genetiche che acquisite (es. cancro). Esistono altri approcci di-
versi dai virus (es. DNA plasmidico, approcci di tipo fisico), ma hanno un’applicazio-
ne ancora limitata.
Nel caso delle infezioni virali, la particella virale, che ha all’interno i proprio geni, in-
fetta la cellula bersaglio. | geni virali vengono introdotti, veicolati efficacemente nel
nucleo ed espressi, e la cellula infettata diventa una fabbrica di proteine virali.Questo
processo viene sfruttato mediante I'ingegneria genetica, manipolando il genoma del
virus e separando i geni che servono per codificare le proteine della capsula del virus
dalle sequenze segnale che fanno si che i geni vengano introdotti all’interno della cel-
lula. In laboratorio i genomi virali vengono modificati in modo da utilizzare solo le se-
quenze che servono per I'introduzione del materiale genetico. Il vettore usato in tera-
pia genica € quindi un virus vero e proprio ma che anziché veicolare il gene virale,
veicolera il gene terapeutico. Se € stato usato un vettore retrovirale, il materiale gene-
tico si integrera nei cromosomi della cellula e, quando la cellula si duplichera, il mate-
riale genetico inserito passera alla progenie. Si ottiene in questo modo una modifica-
zione stabile e trasmissibile del genoma di una cellula a scopo terapeutico. Se la pro-
teina codificata dal gene introdotto viene prodotta in quantita adeguata ed & funzio-
nale, il difetto genetico potra essere corretto nelle cellule infettate.

Le proprieta favorevoli di un vettore genetico sono:

- Efficienza di trasferimento genico, alfine di correggere la maggior parte delle cellule
di un tessuto. In alcuni casi € sufficiente correggere solo una parte delle cellule di un
tessuto o raggiungere un livello minimo di espressione della proteina.

- Assenza di tossicita e immunogenicita, alfine di evitare di infettare con un virus il
paziente sottoposto a terapia genica. Pud perd succedere che una particella di vi-
rus abbia ricombinato e abbia ricostituito i suoi componenti virali. Occorre quindi
allestire dei saggi che dimostrino I'assenza di particelle virali che possano repli-ca-
re. Un ulteriore problema ¢é la tossicita della particella virale stessa, dovuta al fatto
che vengono iniettate milioni di particelle virali in un periodo di tempo limi-tato, col
rischio di scatenare rilascio di citochine o reazioni di ipersensibilita immediata.

- Espressione del gene trasferito. Si puo, a secondo dei casi, preferire un’espressio-ne
transitoria ma elevata oppure a lungo termine, oppure selettiva per certi tipi di tes-
suto. L'espressione del nostro gene dovrebbe inoltre poter essere regolabile in modo
esogeno.

| rischi di un vettore sono:

- Tossicita, che dipende dall’espressione dei geni virali che rimangono nel vettore con
funzioni virali residue. | vettor