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LA TERAPIA GENICA DEL DIABETE MELLITO DI TIPO 1

L. FaLqui

Divisione di Medicina, Istituto San Raffaele Telethon per la Terapia Genica (HSR-TIGET),

Nel corso degli ultimi anni I’avanzamento delle cono-
scenze nel campo della genetica e, in particolare,
il progresso delle metodologie per il trasferimento e
I'espressione di geni terapeutici in cellule e/o tessuti
umani ha consentito di estendere le prospettive di
applicazione della terapia genica a un sempre mag-
gior numero di malattie, sia congenite monogeniche
che acquisite. A oggi, infatti, pit di 3500 pazienti,
suddivisi in circa 500 clinical trials, sono stati sottopo-
sti a procedure di terapia genica per diverse patolo-
gie, tra cui le immunodeficienze congenite, la fibrosi
cistica, I'emofilia B, l'ipercolesterolemia familiare, il
deficit di ornitilcarbamiltransferasi e diverse forme di
neoplasie (1).

Per terapia genica s’intende oggi una procedura tera-
peutica basata sul trasferimento di materiale genetico
(DNA o RNA) nelle cellule somatiche di un paziente,
rivolta alla correzione di un difetto genetico congeni-
to o acquisito, o indirizzata a conferire una nuova fun-
zione a cellule o tessuti non deputati a questo scopo.
E proprio questa seconda finalita che potrebbe trova-
re un’applicazione nella cura del diabete di tipo 1, in
cui I'obiettivo terapeutico € quello di sostituire una
funzione - la capacita di produrre insulina e rilasciar-
la nel circolo ematico sulla base delle necessita meta-
boliche — andata perduta per la distruzione delle beta
cellule pancreatiche nel corso di un processo autoim-
munitario.

Attualmente quest’obiettivo terapeutico pud essere
ottenuto mediante il trapianto di pancreas vascola-
rizzato (2) o l'impianto intra-epatico d’isole di
Langherans, isolate da piu pancreas di donatori
cadaveri (3). Queste procedure sono indubbiamente
in grado di condurre a un controllo metabolico
impensabile con la terapia insulinica tradizionale.
Purtroppo, gli effetti collaterali della terapia immu-
nosoppressiva permanente (4) e, soprattutto, la
ridotta disponibilita d’organi da trapiantare, limita-
no l'applicazione di queste procedure a un’esigua
minoranza di pazienti diabetici.
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Obiettivo principale della terapia genica & quello di
generare cellule capaci di secernere insulina umana in
modo regolato in risposta alle esigenze metaboliche.
E perdo anche necessario sviluppare procedure in
grado di generare quantita rilevanti di tali “beta cel-
lule surrogate o sostitutive”, per poter proporre que-
sta terapia a un piu numeroso gruppo di soggetti dia-
betici. Infine, sarebbe certamente preferibile svilup-
pare “beta cellule sostitutive” da cellule umane auto-
loghe, appartenenti al paziente diabetico stesso. In
questo modo sarebbe possibile evitare, almeno in
linea di principio, la necessita di immuno-sopprimere
il paziente o di ricorrere a dispositivi di immuno-isola-
mento per segregare il tessuto trapiantato dal sistema
immunitario dell’ospite.

Esistono oggi due possibili strategie di terapia genica
per generare “beta cellule surrogate o sostitutive”.
Questi due approcci differiscono in numerosi aspetti
sostanziali.

Una strategia si propone la trasformazione di linee
beta-cellulari di origine animale, principalmente
murina, in cellule con caratteristiche adatte alle esi-
genze terapeutiche umane. Questo approccio offre il
grande vantaggio di utilizzare cellule con una capaci-
ta di crescita praticamente illimitata, espandibili quin-
di in coltura in quantitativi adatti a un esteso impie-
go. Un’altra caratteristica vantaggiosa di queste cel-
lule & la loro origine beta-cellulare che mantiene in
esse funzionale il programma genetico della secrezio-
ne granulare regolata. Una proprieta specifica delle
cellule endocrine ¢ infatti quella di accumulare pro-
teine all'interno di granuli. Nel granulo, I'ormone &
sottoposto a modificazioni post-traduzionali, nel caso
particolare alla processazione da proinsulina a insuli-
na matura a opera delle proteasi specifiche PC, e PCs.
| granuli sono poi sottoposti a movimento nel cito-
plasma fino alla membrana cellulare, ancoraggio a
essa e rilascio all’esterno del contenuto ormonale
sotto il preciso controllo di una complessa serie di sti-
moli fisiologici. Questo meccanismo complesso non
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e stato ancora completamente decifrato, e la sua rico-
struzione in cellule non-endocrine non & ancora alla
portata delle attuali tecnologie di ingegneria geneti-
ca. E evidente quindi che la possibilita di regolare la
secrezione di insulina attraverso granuli di esocitosi
rappresenta uno dei punti di forza di questa strategia.
Tuttavia, la risposta secretiva naturale di queste cellu-
le e largamente diversa da quella richiesta per un
impiego clinico. Innanzi tutto, queste cellule rilascia-
no insulina murina. Inoltre, il rilascio di insulina dai
granuli € massimo per concentrazioni di glucosio nel-
I'ordine delle micro-moli, e non, come necessario per
prevederne un impiego terapeutico, in un intervallo
da 3,3 a 16,7 millimolare (~60-300 mg/dL). Queste
cellule devono percio essere rese simili alle beta-cellu-
le umane mediante un processo di ingegneria gene-
tica multipla definito di iterative engineering (5). Con
tale termine si indica che un intero gruppo di geni
murini deve essere progressivamente eliminato
(knocking-out) e sostituito stabilmente con quei geni
umani che inducano le funzioni desiderate. In tale
rimaneggiamento genetico & compreso l'inserimento
dei geni per il glucotrasportatore GLUT-2, e per I'en-
zima fosforilante il glucosio glucochinasi. E poi neces-
sario sopprimere la produzione di (pro)insulina muri-
na e ottenere la produzione di insulina umana.
Questo laborioso rimaneggiamento genetico é teori-
camente alla portata delle tecnologie e delle risorse
disponibili, e ha gia prodotto alcuni risultati significa-
tivi, tra i quali il piu rilevante appare il ripristino della
soglla di massima sensibilita al glucosio nell'intervallo
fisiologico, tra 3,3 e 16,7 millimolare (6, 7). E quindi
realistico pensare che venga condotta a termine la
cosiddetta “umanizzazione” delle beta-cellule muri-
ne, intendendo con questo unicamente I'adattamen-
to delle capacita secretive all'impiego nell’'uomo. I
vero limite di questa strategia € la necessita di conte-
nere tali cellule in sistemi chiusi, quali le microcapsu-
le, per evitare che la loro origine xenogenica ne com-
porti il rigetto, o che, in uno scenario ancora peggio-
re, una volta sfuggite al riconoscimento da parte del
sistema immunitario umano, queste cellule continui-
no a proliferare in modo incontrollato, disseminan-
dosi nell’ospite. Sfortunatamente, nonostante pitu di
venti anni di ricerche in questo settore, la tecnologia
dell'incapsulamento cellulare non ha ancora svilup-
pato materiali e strutture con caratteristiche di sicu-
rezza, stabilita, e permeabilita selettiva tali da essere
proposti per questo specifico impiego in sperimenta-
zioni cliniche (8, 9).

L'alternativa all’utilizzo di cellule di provenienza muri-
na “umanizzate” consiste nell'ingegnerizzazione di
cellule o tessuti autologhi, appartenenti o provenienti
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dal paziente diabetico medesimo, per svilupparvi la
capacita di sintetizzare insulina e rilasciarla in modo
regolato In questo modo non sarebbe necessario né
immuno-isolare le cellule né trattare i pazienti con far-
maci anti-rigetto. E inoltre possibile che queste cellule
possano sfuggire alla recidiva dell'attacco autoimmu-
nitario, perché di origine diversa dalle beta-cellule.
Gli ostacoli che questa strategia deve affrontare sono
numerosi. Uno € costituito dall’assenza nelle cellule
non-endocrine delle endoproteasi PC, e PC;, che
operano la conversione della proinsulina, biologica-
mente poco attiva, in insulina matura. Questa limita-
zione & stata brillantemente superata mediante modi-
ficazione genetica della molecola della proinsulina.
Mediante sostituzione di un aminoacido nella catena
B (lisina 29 in arginina) e di uno nel C-peptide (leuci-
na 62 in arginina) sono state generate le sequenze
aminoacidiche processabili dalla furina, una proteasi
a presenza ubiquitaria (10). E stato dlmostrato cheiil
trasferimento del gene della proinsulina umana furi-
no-sensibile (FurHPI) induce la sintesi di fur-proinsuli-
na in svariati tipi cellulari non-endocrini, quali fibro-
blasti, miociti e epatociti, e che essa viene processata
e rilasciata come insulina matura (11,12). Inoltre,
questa modificazione nella sequenza aminoacidica
avviene in una porzione terminale della catena B e
quindi non condiziona una differente attivita biologi-
ca rispetto all’insulina naturale. Un secondo, e piu
complesso problema, deriva dall’assenza nelle cellu-
le non-endocrine del meccanismo di secrezione gra-
nulare regolata. Per regolare la secrezione di insulina
€ quindi necessario agire a livello della sintesi della
proteina, sviluppando un sistema che riconosca le
variazioni di glicemia e agisca a livello della trascri-
zione del gene trasferito. Nella ricerca di una cellula
capace di offrire caratteristiche vantaggiose per que-
sta finalita, il candidato piu attraente & costituito dal-
I'epatocita, poiché possiede naturalmente le mole-
cole GLUT-2 e glucochinasi, che costituiscono il siste-
ma glucocettore utilizzato proprio dalle beta-cellule
per adeguare la secrezione insulinica alle variazioni
glicemiche (12). Un’ulteriore caratteristica vantag-
giosa degli epatociti e la capacita di auto-regolare
I'espressione di alcuni geni, che codificano per enzi-
mi coinvolti nella glicolisi o nella sintesi degli acidi
grassi, in risposta alle concentrazioni di glucosio
(13,14). Questo & dovuto alla presenza di promoto-
ri, o elementi di regolazione, responsivi alle variazio-
ni dei substrati stessi. Numerosi lavori sperimentali
dimostrano che questi promotori sono in grado di
indurre una sintesi regolata da glucosio di diverse
proteine in cellule epatiche in vitro (15).

La prima dimostrazione di come sia possibile ottene-
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re una produzione di insulina regolata dalla glicemia
mediante terapia genica in vivo € stata recentemente
fornita dal gruppo di Yoon (16). Questo gruppo ha
indotto la remissione del diabete in modelli murini
mediante iniezione di un vettore virale, in cui la pro-
duzione di unainsulina-analogo, a catena singola, era
posta sotto il controllo di un promotore epatico glu-
cosio-sensibile. Tale analogo dell’insulina ritiene solo
il 20-40% di attivita rispetto all’insulina nativa, ma
non richiede una processazione proteasica. Il control-
lo trascrizionale glucosio-indotto, pur inducendo una
sintesi di questa insulina-analogo nettamente ritarda-
ta (2-4 ore) rispetto alla fisiologica secrezione esoci-
totica, si & dimostrato in grado di controllare la glice-
mia post-prandiale in assenza di ipoglicemia franca.
Ovviamente, gli effetti metabolici descritti necessita-
no di approfondimenti e di una conferma in un
modello animale piu vicino all'uomo, quale per esem-
pio il cane o la scimmia. L'aspetto che maggiormen-
te andra approfondito € il rischio di indurre ipoglice-
mia durante il digiuno. Gli effetti metabolici di eleva-
ti livelli locali di insulina sugli epatociti dovranno inol-
tre essere verificati. E ovvio che una simile procedura
di terapia genica dovra offrire le piu ampie garanzie di
sicurezza oltre che di efficacia terapeutica prima di
poter essere applicata all'uomo. | maggiori sforzi ven-
gono pertanto attualmente indirizzati alla identifica-
zione e/o generazione di elementi trascrizionali o
post-trascrizionali che conferiscano una cinetica di
secrezione insulinica il piu simile a quella fisiologica,
sia in termini di induzione che di spegnimento dello
stimolo. Accanto a questo, un differente meccanismo
di sicurezza dovra essere fornito dalla possibilita di eli-
minare le cellule producenti insulina, in caso che i
livelli di ormone superassero comunque quelli neces-
sari. Questo sistema di sicurezza é attualmente otte-
nibile attraverso la co-espressione di un gene “suici-
da” (17, 18), che conduce all’apoptosi delle cellule
geneticamente modificate in seguito alla sommini-
strazione esogena di un farmaco. Ottenuti questi
risultati, la procedura di trasferimento genico rivela-
tasi piu sicura ed efficace in modelli animali rilevanti
potra allora essere proposta per i primi studi clinici.
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