BASI MOLECOLARI DELLE TERAPIE GENICHE E CELLULARI INNOVATIVE

Riepilogo sulla classificazione delle terapie avanzate.

Gli oligonucleotidi come agenti terapeutici: classificazione secondo la struttura e il
meccanismo molecolare. Gli oligonucleotidi anti-senso (ASO) a DNA e a RNA: definizione e
meccanismo molecolare. Meccanismi molecolari di ASO a DNA e a RNA: attivazione di RNAasi e
inibizione della traduzione o dello splicing per ingombro sterico

Esempi di applicazione degli ASO a DNA e a RNA in clinical trial: amiloidosi da Transtiretina
ereditaria e wild-type. Esempi di applicazione nelle infezioni virali: bersagli molecolari e
meccanismo di azione.

| ribozimi: struttura e meccanismo di azione, con particolare riferimento ai ribozimi trans-splicing.
Applicazioni terapeutiche dei ribozimi: ribozimi contro hTERT nella terapia anti-tumorale.
Applicazioni terapeutiche dei ribozimi: ribozimi contro hTERT nella terapia anti-tumorale e
meccanismi di regolazione post-trascrizionale per aumentare efficacia e tollerabilita. Gli
oligonucleotidi antigene: meccanismi molecolari e esempi di applicazione nella terapia anti-
tumorale. Gli aptameri e la metodologia SELEX. Modificazioni chimiche degli aptameri.

Gli aptameri e la metodologia SELEX. Modificazioni chimiche degli aptameri. Aptameri in clinical
trial. Gli oligonucleotidi decoy: struttura e applicazioni cliniche. Meccanismi molecolari alla base di
patologie genetiche e funzionamento delle sonde a oligonucleotidi: Distrofia Muscolare di
Duchenne.

Terapia genica: Meccanismi molecolari alla base di patologie genetiche e funzionamento delle
sonde a oligonucleotidi: atrofia muscolare spinale, ipercolesterolemia familiare. Applicazione di
farmaci oligonucleotidici nella degenerazione maculare eta-correlata. La terapia genica:
definizione, terapia in vivo e ex vivo. Sperimentazioni cliniche di terapia genica e terapie in uso nel
trattamento della distrofia muscolare di Duchenne e nel deficit da lipoproteina lipasi.
Sperimentazioni cliniche di terapia genica e terapie in uso nel trattamento di fibrosi cistica e di ADA-
SCID.

Principi della terapia CAR-T. Applicazioni della terapia CAR-T nella terapia ex vivo dei tumori.

Editing genomico: l'approccio CRISP-Cas, meccanismo molecolare della tecnologia e principali
applicazioni cliniche. CRISP/Cas in ambito oncologico: identificazione e targeting di oncogeni,
targeting di virus carcinogenici (es HPV). Applicazione della CRISP/Cas12 nella diagnosi
dell'infezione da Sars-Cov2.

Attivita di laboratorio: Trasfezione di un plasmide per 'overspressione di ApoE E e del reporter
GFP in cellule di astrocitoma umano. Raccolta delle cellule trasfettate e preparazione di vetrini per
analisi citochimica. Preparazione di mRNA dalle cellule trasfettate, e sua quantificazione mediante
spettrofotometria. Retrostrascrizione in cDNA per analisi dell' espressione dei transgeni in RT-PCR.
Allestimento della reazione di PCR per analisi in real time dell espressione di ApoE ricombinante.
Raccolta e analisi dei dati. Visualizzazione al microscopio a fluorescenza di immagini di cellule
trasfettate. Raccolta e analisi dei dati.

Modalita di esame: Prova in itinere al termine del corso, altrimenti colloquio orale.



