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•• Degenerazione Maculare Legata allDegenerazione Maculare Legata all’’EtEtàà (DMLE specie in forma NV)(DMLE specie in forma NV)

•• Retinopatia Diabetica Retinopatia Diabetica 

•• Corioretinosi Degenerativa MiopicaCorioretinosi Degenerativa Miopica

rappresentano insieme circa il 90% dei casi di ipovisione o cecirappresentano insieme circa il 90% dei casi di ipovisione o cecittàà

MALATTIE DELLA RETINA

sono le cause più frequenti di cecità legale nei Paesi Europei e Nord Americani



• destrutturazione di cellule

perenni (FR ≅ cellule SNC)

•SPESSO associata a perdita 

irreversibile della vista 

nonostante la loro estrema variabilità patogenetica e fenotipica

TUTTE LE RETINOPATIE sono caratterizzate da 

per le quali sono disponibili protocolli per le quali sono disponibili protocolli sempre pisempre piùù articolati e costosiarticolati e costosi

SOLO per la cura delle complicanze MA NON delle malattieSOLO per la cura delle complicanze MA NON delle malattie



1. invecchiamento

2. disordini sistemici (DM e IPA …)

3. stili di vita (fumo di sigaretta …)

4. abitudini alimentari (colesterolo …)

5. stress ossidativi (luce solare …)

6. predisposizioni genetiche  6. predisposizioni genetiche  (polimorfismi comuni)(polimorfismi comuni)

7. fattori epigenetici 7. fattori epigenetici 

che hanno letteralmente rivoluzionato il che hanno letteralmente rivoluzionato il profilo patogenetico della DMLEprofilo patogenetico della DMLE

Haines JL et al. Science 2005;  Yu Y et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2012

insieme ai FATTORI DI RISCHIO tradizionalmente

correlati ad insorgenza e/o progressione di tutte le più severe forme di retinopatia

è assolutamente necessario dare 

una marcata rilevanza a



quota di ereditarietquota di ereditarietàà nellnell’’insorgenza di DMLE insorgenza di DMLE èè stimata del stimata del 7070--75%75%

considerando sia:                                      (A)  mosaconsiderando sia:                                      (A)  mosaicismi multigenici predisponentiicismi multigenici predisponenti

da allora sono state progressivamente individuate numerose VARIANTI GENICHE

correlate ad un maggior rischio DMLE - di cui almeno 11 confermate da metanalisi e/o GWAS

Parmeggiani F  et al. Mediators Inflamm. 2012

(B)  condizioni epigenetiche scatenanti(B)  condizioni epigenetiche scatenanti

ossia le modalitossia le modalitàà con le quali un con le quali un fattore di rischio non geneticofattore di rischio non genetico può fortemente influenzare il livellopuò fortemente influenzare il livello

dd’’espressivitespressivitàà fenotipica della malattia in base al background genotipico indifenotipica della malattia in base al background genotipico individuale su cui agisceviduale su cui agisce



18%

AGING FISIOLOGICO

nella pratica clinica, questo “intrecciato” ALGORITMO PATOGENETICO è sempre più in 

grado di spiegare la diversa suscettibilità individuale alla DMLE definendo il RISCHIO CECITÀ

80 anni

60 anni

AGING PATOLOGICO

70 anni

GA

NV

45 anni



in quest’ambito di grande impatto socio-sanitario è quanto mai opportuno creare specifici 

PERCORSI CLINICO-GENETICI allo scopo di sistematizzare le attuali possibilità di

MONITORAGGIO DIAGNOSTICO PERSONALIZZATO

UO di Clinica Oculistica AOU

ATTIVITÀ DI FENOTIPIZZAZIONE E PRESA IN CARICO 
DEL PAZIENTE (SERVIZI AMBULATORIALI DEDICATI)

UO di Genetica AOU

ATTIVITÀ DI GENOTIPIZZAZIONE E CONSERVAZIONE 
DEL DNA (ANALISI PERIODICHE COMULATIVE)

Oculistica Ambulatoriale ASL

ATTIVITÀ DI SCREENING ED INVIO DEL PAZIENTE 
(ACCORDI INTER-AZIENDALI  DEDICATI)



UO di Clinica Oculistica AOU

UO di Genetica AOU

Oculistica Ambulatoriale ASL

BREVE TERMINE

MEDIO TERMINE

DIAGNOSI PRECOCE della DMLE NV

SELEZIONE DI PAZIENTI E BIOBANKING SELEZIONE DI PAZIENTI E BIOBANKING SELEZIONE DI PAZIENTI E BIOBANKING SELEZIONE DI PAZIENTI E BIOBANKING 

in prospettiva di                             

TERAPIA GENICA DELLA DMLETERAPIA GENICA DELLA DMLETERAPIA GENICA DELLA DMLETERAPIA GENICA DELLA DMLE

occhio è un sistema “chiuso” ed immuno-

privilegiato → struttura “ideale” per la 

somministrazione di vettori virali (i.e. iniezione SR)

punto cardine per una 

prognosi più favorevole

CON RIDUZIONE 

UTILIZZO ANTI-VEGF E

RISPARMIO SPESA 

FARMACEUTICA



TERAPIA TRANSFETTANTE GENICA DELLA DMLE

strategia preventiva potenzialmente in grado di ↓ rischi di cecità (bassi costi per procedura singola)

PUNTI A FAVORE

1)1) le DRUSEN si sviluppano nellle DRUSEN si sviluppano nell’’EPREPR

lesioni elementari della DMLE che lesioni elementari della DMLE che 

inizialmente non riducono in modo inizialmente non riducono in modo 

marcato la funzione fotorecettorialemarcato la funzione fotorecettoriale

2)2) ll’’EPR umano EPR umano èè gigiàà stato stato 

TRANSFETTATO con successoTRANSFETTATO con successo

a partire dal 2008, mediante la partire dal 2008, mediante l’’iniezione iniezione 

sottoretinica del vettore AAV2.hRPE65v2 sottoretinica del vettore AAV2.hRPE65v2 

in giovani pazienti ciechi  dalla nascita in giovani pazienti ciechi  dalla nascita 

per LCAper LCA--2 causata da mutazioni del gene 2 causata da mutazioni del gene 

RPE65  (omozigosi)RPE65  (omozigosi)

ClinicalTrials.gov number, NCT00516477



TERAPIA TRANSFETTANTE GENICA DELLA DMLE

PUNTI A FAVORE

3)3) sebbene la DMLE sia complessa e multigenica, il suo RR sebbene la DMLE sia complessa e multigenica, il suo RR èè riconosciuto riconosciuto 

essere molto aumentato da un numero limitato di SNPs (giessere molto aumentato da un numero limitato di SNPs (giàà identificati)identificati)

che spesso agiscono con meccanismi associativi di aumento esponeche spesso agiscono con meccanismi associativi di aumento esponenziale del RR (esempio nziale del RR (esempio 

di mosaicismo genico di 5 SNPs: CFHdi mosaicismo genico di 5 SNPs: CFH--rs1061170, CFHrs1061170, CFH--rs1410996, ARMS2rs1410996, ARMS2--rs10490924, rs10490924, 

C2/CFBC2/CFB--rs4151667 e C2/CFBrs4151667 e C2/CFB--rs9332739)rs9332739)

Scholl  HPN et al. - Medical Retina 2007

PRINCIPALI SNPs ↔↔↔↔ DMLE

1. rs1061170 del gene CFH

2. rs403846 del gene CFH

3. rs10490924 del gene ARMS2

4. rs11200638 del gene HTRA1

5. rs2230199 del gene C3

6. rs641153 del gene CFB

7. rs4151667 del gene CFB

8. rs547154 del gene C2

9. rs9332739 del gene C2



� allele polimorfico C del SNP rs1061170 del gene CFH ha una frequenza più elevata nei 

pazienti con AMD NV rispetto a quanto osservato in controlli sani (83% vs 51%)

� omozigosi CC maggiormente presente nei pazienti con AMD NV di età < 76 aa (28% vs 19%)

INDICANDO COME I FATTORI DI RISCHIO GENETICI RISULTINO PIÙ IMPORTANTI OVE MENO HA 

INCISO L’INVECCHIAMENTO

RISULTATI PRELIMINARI

(a 12 di 24 mesi)

coinvolgerecoinvolgere questa tipologia di pazienti nello sviluppo di questa tipologia di pazienti nello sviluppo di modelli sperimentali modelli sperimentali 

altamente traslazionalialtamente traslazionali, per superare (in tempi brevi) le problematiche applicative, per superare (in tempi brevi) le problematiche applicative

Caso FE-P56 (M, 52 aa, rs1061170-CFH CC)



TERAPIA TRANSFETTANTE GENICA DELLA DMLE

PROBLEMATICHE APPLICATIVE

1)1) la mancanza di una prova di plausibilitla mancanza di una prova di plausibilitàà per per ““giustificaregiustificare”” i rischi di eventi i rischi di eventi 

avversi (finora NON osservati) di una terapia genica in avversi (finora NON osservati) di una terapia genica in occhi vedentiocchi vedenti →→
““PROOF OF CONCEPTPROOF OF CONCEPT””

strettamente associata alla strettamente associata alla mancanza di modelli sperimentalimancanza di modelli sperimentali in grado di simulare in grado di simulare 

adeguatamente la patogenesi della DMLE umana a livello delladeguatamente la patogenesi della DMLE umana a livello dell’’EPR (drusen)EPR (drusen)

03/05/2013



�� analisi analisi multimulti--sequenzialesequenziale ed automatizzata del DNAed automatizzata del DNA

REALREAL--TIME PCR system , MICROARRAYTIME PCR system , MICROARRAY--APEX APEX reactionreaction, GENECHIP , GENECHIP analysisanalysis oppure NEXT oppure NEXT 

GENERATION GENERATION sequencingsequencing

coadiuvata dallcoadiuvata dall’’interpretazione dei dati genici con interpretazione dei dati genici con programmi dprogrammi d’’intelligenza artificialeintelligenza artificiale

“PROOF OF CONCEPT”

oggi verificabile a costi relativamente bassi grazie alla disponibilità di

TECNOLOGIE AVANZATE



�� cellule staminali pluripotenti indotte (iPS cells)cellule staminali pluripotenti indotte (iPS cells)

con vettori virali per con vettori virali per ““correggerlecorreggerle”” geneticamente e creazione di EPRs derivati da queste geneticamente e creazione di EPRs derivati da queste 

iPSiPS



iPS CELLS

derivate da cellule somatiche (fibroblasti dermici)

Follenzi A. Università del Piemonte Orientale



iPS CELLS

derivate da cellule somatiche (mononucleati ematici)

Follenzi A. Università del Piemonte Orientale



EPR (monostratificato)

derivato da cellule iPS

Mingozzi F. University of Pennsylvania - CHOP

1.1. cellule iPS native di pazienti con DMLE e varianti geniche predicellule iPS native di pazienti con DMLE e varianti geniche predisponenti (omozigosi)sponenti (omozigosi)

2.2. stesse cellule iPS corrette geneticamente per ciascuna omozigosistesse cellule iPS corrette geneticamente per ciascuna omozigosi correlata a DMLEcorrelata a DMLE

PRODUCENDO DIVERSI EPR 

UTILIZZANDO



Kernt M et al. Clin Exp Ophthal. 2012

SEGUITE DA VALUTAZIONI COMPARATIVE SEGUITE DA VALUTAZIONI COMPARATIVE IN VITROIN VITRO PER VERIFICARE SEPER VERIFICARE SE

NEGLI NEGLI EPR GENETICAMENTE CORRETTIEPR GENETICAMENTE CORRETTI SIA PRESENTE UNA MINORE SIA PRESENTE UNA MINORE 

SUSCETTIBILITSUSCETTIBILITÀÀ AL DANNO TESSUTALE RISPETTO AGLI AL DANNO TESSUTALE RISPETTO AGLI EPR NATIVIEPR NATIVI

↓↓↓↓↓↓↓↓
““PROOF OF CONCEPTPROOF OF CONCEPT”” = RISULTATI ATTESI= RISULTATI ATTESI

TESSUTI AUTOLOGHI EPR-1 ED EPRs-2

diversi solo per la correzione genica di una singola omozigosi predisponente alla DMLE

PROCEDURE STANDARDIZZATE DI FOTO-STRESS OSSIDATIVO



RISULTATI ATTESI

� supportati da numerosi DATI INCROCIATI di “plausibilità” genetica e biomolecolare

POTREBBERO RAPPRESENTARE QUEI POTREBBERO RAPPRESENTARE QUEI MATTONIMATTONI FONDAMENTALI PER LO SVILUPPOFONDAMENTALI PER LO SVILUPPO

TERAPIA GENICA DELLA DMLE TERAPIA GENICA DELLA DMLE 

↓↓↓↓↓↓↓↓
PREVENTIVA DELLE PIPREVENTIVA DELLE PIÙÙ COMUNI FORME INVALIDANTI DELLA MALATTIACOMUNI FORME INVALIDANTI DELLA MALATTIA

PRINCIPALI SNPs ↔↔↔↔ DMLE

1. rs1061170 del gene CFH

2. rs403846 del gene CFH

3. rs10490924 del gene ARMS2

4. rs11200638 del gene HTRA1

5. rs2230199 del gene C3

6. rs641153 del gene CFB

7. rs4151667 del gene CFB

8. rs547154 del gene C2

9. rs9332739 del gene C2



augurandosi che qualcosa di augurandosi che qualcosa di ““bello agli occhi di tuttibello agli occhi di tutti”” possa davvero prendere formapossa davvero prendere forma


