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Presentazione

| vettori lentivirali sono diventati, negli ultimi anni, di uso comune in numerosi
laboratori italiani ed e quindi importante comprendere a fondo l'origine di questi
importanti strumenti biologici per la veicolazione di informazioni genetiche e le
potenziali implicazioni di biosicurezza secondo quanto disposto dal Titolo X del
Decreto Legislativo del 9 aprile 2008, n. 81 e s.m.i. e dal Decreto Legislativo del 12
aprile 2001, n. 206.

La scelta di un particolare vettore € spesso quidata da considerazioni di tipo
funzionale, quali una maggiore efficienza di trasduzione cellulare e di trasferimento
genico, risulta tuttavia indispensabile procedere anche ad un’accurata valutazione
del rischio per garantire la sicurezza non solo di coloro che ne beneficeranno in
terapia, ma anche degli operatori che i manipolano. Notevoli, infatti, sono stati gli
sforzi fatti per arrivare allo sviluppo di vettori sempre piu efficienti e, allo stesso
tempo, sempre piu sicuri.

Nel documento vengono analizzate le diverse tipologie di vettori lentivirali e vengono
discussi gli aspetti da considerare nella valutazione dei rischi connessi alle
operazioni con tali vettori, al fine di giungere alla corretta definizione delle misure di
contenimento del rischio professionale, come richiesto dalle normative vigenti.
Sebbene a tutt'oggi non siano stati riportati incidenti a carico dei lavoratori del
settore, tuttavia la messa a punto di metodi per la verifica di un’eventuale
contaminazione del lavoratore puo rivelarsi utile al fine di confermare I’efficacia delle
misure di contenimento adottate ed a dare indicazioni per l'attivazione di piani
specifici di sorveglianza sanitaria.
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Introduzione

Grazie alla loro capacita di integrarsi stabilmente in cellule quiescenti, e quindi
garantire I'espressione a lungo termine del transgene, i vettori lentivirali (VL) sono
diventati, negli ultimi anni, di uso comune in numerosi laboratori di biologia moleco-
lare come veicoli di trasferimento genico in applicazioni sia di ricerca che di terapia
genica. Essi trovano, infatti, applicazione sia in vitro per la trasduzione di cellule
eucariotiche e la produzione di proteine ricombinanti, che in vivo, in modelli animali,
per lo sviluppo pre-clinico e clinico di vettori impiegati nella terapia genica, ma anche
per lo sviluppo di nuovi delivery system per la produzione di vaccini di ultima gene-
razione.

Nel caso della terapia genica I'impiego dei VL mira alla correzione della mutazione
genetica che determina la patologia tramite I'addizione genica, I'eliminazione speci-
fica di cellule bersaglio o l'inibizione mirata dell’espressione genica. Ne & un esem-
pio il trattamento della Adenuloleucodistrofia X-linked (ALD), una grave patologia del
cervello, dovuta alla demielinizzazione delle cellule neuronali causata da un deficit di
proteina ALD, codificata dal gene ABCD1. Le cellule ematopoietiche staminali sono
prelevate dai pazienti, geneticamente corrette ex vivo con un vettore lentivirale espri-
mente ABCD1 e reinfuse nei pazienti, dopo trattamento mieloablativo. Dopo 16 mesi
dal trattamento & stato osservato nei pazienti il blocco del processo di demielinizza-
zione (Cartier, 2009). Recentemente, in ltalia, € stata trattata con successo anche la
leucodistrofia metacromatica (MLD), una malattia ereditaria, dovuta ad un errato
accumulo lisosomiale di sufatide causato dalla carenza dell’enzima cellulare
Arilsolfatasi A (ARSA). | pazienti con MLD mostrano un progressivo deterioramento
cognitivo e muoiono nel giro di pochi anni dall'insorgenza dei sintomi. Anche in que-
sto caso, e stato utilizzato un vettore lentivirale esprimente il gene ARSA funzionale
per correggere ex vivo le cellule staminali ematopoietiche e reinfonderle nei pazienti
che in seguito hanno mostrato una alta espressione dell’enzima nelle linee emato-
poietiche e nel liquido cerebrospinale (Biffi, 2013). In campo vaccinale, i VL, soprat-
tutto gli integrasi difettivi (IDLV), ossia quelli che hanno una mutazione nel gene del-
I'integrasi che li rende incapaci di integrarsi nel genoma ospite, trovano applicazio-
ne nella messa a punto di vaccini per le infezioni da patogeni per i quali i classici vac-
cini (inattivati, attenuati, a subunita, ricombinanti) non hanno dato risultati soddisfa-
centi. Per esempio, nel caso delle malattie sessualmente trasmesse, una delle piu
prevalenti € I'herpes genitale, causato generalmente da Herpes simplex-2 (HSV-2), o
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nelle infezione da virus della immunodeficienza umana (HIV di tipo 1 e 2), agente
eziologico della sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS). In generale, i VL
possono quindi trovare applicazioni dove € richiesta una immuno-modulazione del
sistema immunitario, dal momento che sono in grado di trasdurre efficacemente cel-
lule presentanti I'antigene quali, ad esempio, le cellule dendritiche (Palmowski,
2004). Questa proprieta & stata, infatti, sfruttata per allestire vaccini contro i tumori
(Bobisse, 2009; Esslinger, 2003; Iglesias, 2007) e le malattie infettive (Dai, 2009;
Lemiale, 2010). Trovano poi notevole sviluppo le applicazioni di immunoterapia adot-
tiva con linfociti diretti contro i tumori mediante I'introduzione con VL di T-cell recep-
tor esogeni o recettori chimerici per antigeni tumorali. Per avere un'idea di quanto, in
terapia genica, I'impiego di questo tipo di vettore stia aumentando nel mondo, basta
consultare il database del “The Journal of Gene Medicine Gene Therapy Clinical
Trials Worldwide” URL: http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical, dove il loro impiego
in trial clinici, rispetto alle altre classi di vettori, € passato dal 2.9% (n=55) del 2012
al 3.5% (n=71) del 2014 (Figura 1).

Figura 1. Impiego dei vettori lentivirali in terapia genica

OAdenovirus 23,4%
ORetrovirus 19,2%

ODNA plasmidico 17,8%
Ovirus Vaccinia 7,9%
OAltri vettori 6,4%
OLipofezione 5,5%

B virus Adeno-associati 5,3%
OPoxvirus 4,7%

B Lentivirus 3,5%

@ Sconosciuti 3,2%

Ovirus Herpes simplex 3%

In Tabella 1 vengono indicati nel dettaglio i trial clinici nel mondo dove sono impie-
gati i VL.
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Tabella 1. Elenco dei trial clinici nel mondo che utilizzano vettori lentivirali

CODICE DATA TITOLO STATO

TRIAL INIZIO

AU-0030 2012  MGMT Gene Therapy and Chemotherapy for the treatment of Aperto
Childhood Brain Tumours

BE-0026 2012 A multi center, randomized, double blind, placebo controlled Aperto
Phase I/Il trial to compare the safety, tolerability and immuno-
genicity of the therapeutic THVO1 vaccination at 5.106 TU,
5.107 TU or 5.108 TU doses to placebo in HIV 1 clade B infect-
ed patients under highly active antiretroviral therapy (HAART)

FR-0028 2005 Treatment of X linked cerebral adrenoleukodystrophy by ex vivo ~ Concluso
transfer of the ALD gene in autologous CD34+ cells (Cartier, 2009)

FR-0029 2006 A phase I/l open label study with anticipated clinical benefit Aperto
evalaution genetic therapy of the - hemoglobinopathies (Sickle
cell anemia and - thalassemia major) by transplantation of autol-
ogous CD34+ stem cells modified ex-vivowith a lentiviral
A- T87Q-Globin (lentiGlobinTM) vector

FR-0041 2008 Phase I/ll Study of the Safety, Efficacy and Dose Evaluation of Aperto
ProSavin for the Treatment of Bilateral Idiopathic Parkinson's
Disease

FR-0042 2009 Hematopoietic stem cell gene therapy with a lentiviral vector in (Cartier, 2009)
X-linked adrenoleukodystrophy.

FR-0047 2011 Gene Therapy for Wiskott-Aldrich Syndrome Aperto

FR-0048 2011 A Phase I/lla Dose Escalation Safety Study of Subretinally Aperto
Injected StarGen Administered to Patients With Stargardt
Macular Degeneration

FR-0055 2013  APhase 1/2 Open Label Study Evaluating the Safety and Efficacy Aperto
of Gene Therapy of the Hemoglobinopathies (Sickle Cell Anemia
and Thalassemia Major) by Transplantation of Autologous
CD34+ Stem Cells Transduced Ex Vivo with a Lentiviral A-T87Q
Globin Vector (LentiGlobinBB305 Drug Product)

FR-0060 2013 A Phase I/lla Dose Escalation Safety Study of Subretinally Aperto
Injected UshStat Administered to Patients with Retinitis
Pigmentosa Associated with Usher Syndrome Type 1B

IT-0019 2010  Phase I/Il study of hematopoietic stem cell gene therapy with Aperto
Lentiviral Vectors for the treatment of Metachromatic (Biffi, 2013;
Leukodystrophy Aiuti,2013)

UK-0168 2008  Phase I/l clinical trial of haematopoietic stem cell gene therapy Aperto
for Wiskott-Aldrich Syndrome EudraCT 2007-004308-11

UK-0191 2010 A phase 1/11 study of the safety, efficacy and dose evaluation Aperto
of ProSavin, administered using stereotactic injection to the
striatum of patients with bilateral, idiopathic ParkinsonsDisease
EudraCT No: 2007-001109-26

UK-0198 2011 Lentiviral Gene Therapy for X-Linked Chronic Granulomatous Aperto
Disease (X-CGD)

Note: Si riportano i titoli originali degli studi finanziati. Continua
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Segue Tabella

UK-0199

2011

Phase I/Il, Non-controlled, Open-label, Non-randomised, Single-
centre Trial to Assess the Safety and Efficacy of EF1 S-ADA
Lentiviral Vector Mediated Gene Modification of Autologous
CD34+ Cells From ADA-deficient Individuals

Aperto

UK-0201

2012

Phase | Study of Ex-vivo Lentiviral Gene Therapy for the Inherited
Skin Disease Netherton Syndrome

Aperto

UK-0207

2013

A Phase Il Trial to Assess the Activity of NY-ESO-1 Targeted T
Cells in Advanced Oesophagogastric Cancer

Aperto

US-0488

2001

A Phase | Open-Label Clinical Trial of the Safety and Tolerability
of Single Escalating Doses of Autologous CD4 T Cells
Transduced with VRX496 in HIV Positive Subject

Concluso

US-0646

2004

A Phase I/ll, Open-Label, Multicenter Study to Evaluate the
Safety, Tolerability, and Therapeutic Effect of Repeated Doses of
Autologous T Cells Transduced with VRX496 in Antiretroviral
Experienced HIV-Positive Patients

Aperto

US-0667

2004

A Phase I/ll, Open-Label, Single Center Study to Evaluate the
Tolerability, Trafficking and Therapeutic Effects of Repeated
Doses of Autologous T Cells Transduced with VRX496 in
HIVInfected Subjects

Aperto

US-0725

2005

A Phase | Pilot Study of Safety and Feasibility of Stem Cell
Therapy for AIDS Lymphoma using Stem Cells Treated with a
Lentivirus Vector Encoding Multiple Anti-HIV RNAs

Aperto

Us-0737

2005

A Pilot Study of Safety and Feasibility of T Cell Immunotherapy
Using Lentivirus Vector-Expressed RNAI in Autologous T Cells of
HIV-1 Infected Patients Who have Failed Anti-Retroviral Therapy

Aperto

US-0758

2006

Lentiviral-Mediated, Hematopoietic-Directed Gene Therapy for
MPS VII

Aperto

Us-0791

2006

Treatment and Biological Imaging of Patients with Locally
Advanced or Metastatic Melanoma with Lentiviral Vector
MART-1 TCR/HSV1-sr39k (FUW-M1-TCR/sr39k) Engineered
Lymphocytes, MART-1 26.35-Pulsed Dendritic Cells, and
Interleukin-2 after a Nonmyeloablative Conditioning Regimen

Aperto

US-0793

2006

Pilot Study of Redirected Autologous T Cells Engineered to
Contain Anti-CD19 Attached to TCRz and 4-1 BB Signaling
Domains in Patients with Chemotherapy Resistant or Refractory
CD19+ Leukemia and Lymphoma

Aperto

US-0852

2007

A Phase | Open-Label Clinical Trial for the Treatment of Beta-
Thalassemia Major with Autologous CD34+ Hematopoietic
Progenitor Cells Transduced with Thalagen, a Lentiviral Vector
Encoding the Normal Human Beta-Globin Gene

Aperto

US-0871

2007

A Phase I/ll, Open-Label Study to Evaluate the Safety and
Antiviral Activity of Autologous T-Cells Transduced with VRX496
in Treatment of Naive Subjects with Earl Stage HIV-1 Infection

Aperto

US-0875

2007

A Rollover Study to Evaluate Safety and Therapeutic Effect of Re-
infusing Subjects Who Completed Participation in the VRX-496-
USA-05-002 Trial with Autologous T Cells with VRX496

Aperto

US-0892

2008

Phase | Study to Evaluate Cellular Immunotherapy Using
Genetically-Modified Autologous CMV x CD19 Bispecific T Cells
Following T-Cell Depleted Autologous Peripheral Blood Stem Cell

Aperto

Continua
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Segue Tabella

Transplantation for Patients with Recurrent/Refractory
Intermediate Grade B-Lineage Non-Hodgkin Lymphoma

US-0895 2008 A Phase | Study of Gene Transfer for Patients with Fanconi Aperto
Anemia Complementation Group A (FANCA)

US-0898 2008  0(6)-Benzylguanine (BG) and Temozolomide (TMZ) Therapy of Aperto
GlioblastomaMultiforme in Patients with MGMT Positive Tumors
with Infusion of Autologous P140KMGMT+ Hematopoietic
Progenitors to Protect Hematopoiesis

Us-0921 2008 A Phase I, Open Label, Dual Gohort, Single Center Study to Aperto
Evaluate the Safety and Tolerability of Escalating Doses of
Autologous T Cells Modified with Lentiviral Vectors Expressing
High Affinity Gag-Specific TCRs in HLA-A*02 Patients with HIV

US-0963 2009 A Pilot Feasibility Study of Gene Transfer for X-Linked Severe Aperto
Combined Deficiency in Newly Diagnosed Infants Using A Self-
Inactivating Lentiviral Vector to Transduce Autologous CD34+
Hematopoietic Cells

US-0964 2009 Lentiviral Gene Transfer for Treatment of Children Older Than One Aperto
Year of Age with X-Linked Severe Combined Immunodeficiency

US-0975 2009 A Phase | Dose-escalation Clinical Trial to Evaluate the Safety Aperto
and Immunogenicity of a Replication-Defective HIV1 Vaccine
(HIVAXTM) in HIV-1 Infected Subjects Receiving Highly Active
Antiretroviral Therapy

US-0980 2009  Phase | Clinical Trial of Autologous Mesothelin Redirected T Cells Aperto
Administered by Intravenous or Intratumoral Injection in Ovarian
Cancer Patients

US-1006 2009 Treatment of Subjects with Adenosine Deaminase (ADA) Aperto
Deficient Severe Combined Immunodeficiency (SCID) with
Autologous Bone Marrow CD34+ Stem/Progenitor Cells after
Addition of a Normal Human ADA cDNA by the EFS-ADA
Lentiviral Vector

US-1023 2010 Gene Transfer for Patients with Sickle Cell Disease Using a Aperto
Gamma Globin Lentivirus Vector: An Open Label Phase I/Il Pilot
Study

US-1025 2010  Pilot Study of Donor Lymphocyte Infusions Using Donor T Cells Aperto
Engineered to Contain Anti-CD19 Attached to TCR- and 4-1BB
Signaling Domains in Patients with Relapsed CD19+ ALL After
Allogeneic Stem Cell Transplantation

US-1052 2010  Pilot and Feasibility Study of Hematopoietic Stem Cell Gene Aperto
Transfer for Wiskott-Aldrich Syndrome

US-1056 2010 A Phase |, Dual Cohort, Two-site, Clinical Trial Evaluating the Aperto
Safety and Activity of Redirected Autologous T Cells Expressing
a High Affinity TCR Specific for MAGEA3/6 or NYESO1
Administered Post ASCT in Patients with Advanced Myeloma

US-1057 2010 Phase | Study to Assess the Safety and Activity of Enhanced Aperto
TCR Transduced Autologous T cells against Cancer-Testis
Antigens in Metastatic Melanoma

Us-1061 2010 A Phase | Dose Escalation Safety Study of Subretinally Injected Aperto
RetinoStat, a Lentiviral Vector Expressing Endostatin and
Angiostatin, in Patients with Advanced Neovascular Age-Related
Macular Degeneration

Continua
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Segue Tabella

US-1062

2010

Phase I/ll Study of Cellular Immunotherapy Using Central
Memory-Enriched CD8+ T Cells Lentivirally Transduced to
Express a CD19-Specific Chimeric Immunoreceptor Following
Peripheral Blood Stem Cell Transplantation for Patients with High-
Risk Intermediate Grade B-Lineage Non-Hodgkin Lymphoma

Aperto

US-1067

2010

A Pilot Feasibility Study of Gene Transfer for Patients with beta-
thalassemia Using a Self-Inactivating gamma-Globin Lentiviral
Vector to Transduce Autologous CD34+ Hematopoietic Cells

Aperto

Us-1071

2010

A Pilot Study of Genetically Engineered NY-ESO-1 Specific
(c259) T Cells in HLA-A2+ Patients with Synovial Sarcoma

Aperto

US-1073

2010

An Open Label, Non-Randomized, Single Dose, Multi-Center
Phase 2/3 Study of the Safety and Efficacy of Lenti-D Modified
Autologous Stem Cells (Lenti-D Drug Product) for the Treatment
of Subjects with Childhood Cerebral Adrenoleukodystrophy
(CCALD)

Aperto

US-1076

2010

Phase | Clinical Trial of Autologous Alpha-Folate Receptor
Redirected T Cells Administered Intravenously in Ovarian Cancer
Patients

Aperto

US-1085

2010

A Phase I/lla Dose Escalation Safety Study of Subretinally
Injected StarGen, Administered to Patients with Stargardts
Macular Degeneration

Aperto

US-1086

2011

Transfer of Genetically Engineered Lymphocytes in Melanoma
Patients: A Phase | Dose Escalation Study

Aperto

Us-1102

2011

A Phase I/lla Dose Escalation Safety Study of Subretinally
Injected UshStat, Administered to Patients with Retinitis
Pigmentosa Associated with Usher Syndrome Type 1B

Aperto

US-1105

2011

A Phase I/Il Study of Lentiviral Gene Transfer for the Treatment
of Fanconi Anemia Type A

Aperto

Us-1112

2011

Gene Therapy for Hemophilia A Incorporating a High Expressing
Factor VIII Transgene and Hematopoietic Stem Cell Transplanta-
tion: a Pilot Study

Aperto

US-1130

2011

An Adaptive Phase I-Il Study of the Safety of CD4+ T cells and
CD34+ Hematopoietic Stem/Progenitor Cells Transduced with
CAL-1, a Dual Anti-HIV Gene Transfer Construct, in Busulfan
Conditioned HIV-Infected Adults Previously Exposed to ART

Aperto

US-1150

2012

A Phase 1/11 Study of Cellular Immunotherapy with Donor
Central Memory -Derived Virus-Specific CD8+ T-Cells Engi-
neered to Target CD 19 for CD 19+ Malignancies after
Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplant

Aperto

US-1153

2012

Stem Cell Gene Therapy for HIV in AIDS Lymphoma Patients

Aperto

Us-1161

2012

A Phase 1 Feasibility and Safety Study of Cellular Immunotherapy
for Relapsed Pediatric CD19+ Acute Lymphoblastic Leukemia
Using Autologous T-cells Lentivirally Transduced to Express a
CD19-Specific Chimeric Antigen Receptor

Aperto

US-1164

2012

A Phase 1/2, Open Label Study Evaluating the Safety and
Efficacy of Gene Therapy in Subjects with Thalassemia Major by
Transplantation of Autologous CD34+ Stem Cells Transduced
Ex Vivo with a Lentiviral A-T87Q-Globin Vector

Aperto

US-1169

2012

Phase I/ll Study of Adoptive Immunotherapy after Allogenenic
HCT with Virus Specific CD8+ T Cells that have been

Aperto

Continua
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Transduced to Express a WT1-specific T Cell Receptor for
Patients with High Risk or Relapsed AML, MDS, or CML

US-1176

2012

A Phase I/lla, Open Label, Clinical Trial Evaluating the Safety and
Efficacy of Autologous T Cells Expressing Enhanced TCRs
Specific for NY-ESO-1/LAGE-1 in Patients with Unresectable
Hepatocellular Carcinoma

Aperto

Us-1177

2012

A Phase I/lla Open Label, Multiple Site Clinical Trial Evaluating
the Safety and Activity of Engineered Autologous T cells
Expressing an Affinity enhanced TCR Specific for NY ESO 1 and
LAGE 1, in Patients with Relapsed or Progressive Disease fol-
lowing Prior Auto HSCT

Aperto

US-1183

2012

Phase | Study of Cellular Immunotherapy Using Central Memory
Enriched T Cells Lentivirally Transduced to Express a CD19-
Specific, CD28-Costimulatory Chimeric Receptor and a
Truncated EGFR Following Peripheral Blood Stem Cell
Transplantation for Patients with High-Risk Intermediate Grade
B-Lineage Non-Hodgkin Lymphoma

Aperto

US-1187

2012

Clinical Research Study of Autologous Bone Marrow
Transplantation for Sickle Cell Disease (SCD) using Bone Marrow
CD34+ Cells Modified with the Lenti/ AS3-FB Lentiviral Vector

Aperto

Us-1197

2012

Dose Optimization Trial of Autologous T Cells Engineered to
Express Anti-CD19 Chimeric Antigen Receptor (CART-19) in
Patients with Relapsed or Refractory CD19+ Chronic
Lymphocytic Leukemia (CLL)

Aperto

US-1213

2013

Phase I/Il Study of Immunotherapy for Advanced CD19+ B Cell
Malignancies with Defined Subsets of Autologous T Cells Engi-
neered to Express a CD19-Specific Chimeric Antigen Receptor

Aperto

US-1223

2013

A Phase I/Il, Non-randomized, Multicenter, Open-label Study of
G1XCGD (Lentiviral Vector Transduced CD34+ Cells) in Patients
with X-Linked Chronic Granulomatous Disease

Aperto

US-1233

2013

Pediatric Leukemia Adoptive Therapy (PLAT)-02: A Phase 1/2
Feasibility and Safety Study of CD19-CAR T Cell Immunotherapy
for CD19+ Acute Lymphoblastic Leukemia

Aperto

US-1237

2013

Safety and Feasibility of Gene Transfer after Frontline
Chemotherapy for Non-Hodgkin Lymphoma in AIDS Patients
Using Peripheral Blood Stem/Progenitor Cells Treated With A
Lentivirus Vector-Encoding Multiple Anti-HIV RNAs

Aperto

XX-0020

2012

Clinical Trial Phase | / Il study to evaluate the safety and efficacy
of the infusion of autologous CD34+ cells mobilized with
Filgrastim and Mozobil and transduced with a lentiviral vector
carrying the FANCA gene (Orphan drug) for patients with
Fanconi anemia subtype A

Aperto

XX-0025

2013

A Phase I/Il, Non Randomized, Multicenter, Open-label Study of
gixcgd (Lentiviral Vector Transduced cd34+ Cells) in Patients
With X-linked Chronic Granulomatous Disease

Aperto

XX-0029

2013

Phase I/l Clinical Study of autologous CD34+ cells transduced
ex vivo with the G1XCGD lentiviral vector containing the GP91
transgene which is a codon-optimized cDNA of the human CYBB
gene (also known as GP91-PHOX gene) for the Treatment of X-
linked chronic granulomatous disease (G1XCGD).

Aperto

13
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1. Quadro normativo di riferimento nazionale

Se da un lato la messa a punto di VL ha aperto importanti prospettive applicative,
dall’altro ha suscitato preoccupazione per i pericoli ad essi correlati, dovuti anche al
possibile inoculo accidentale dell’'operatore. Tale evento potrebbe, infatti, esporre il
lavoratore ai pericoli connessi all’espressione del transgene, ad eventuali fenomeni
di mutagenesi inserzionale (oncogenesi) dovuti all'integrazione stabile del genoma
virale nel genoma della cellula ospite,o alla possibile generazione di lentivirus repli-
cazione-competenti (RCL), in seguito alla presenza di co-infezioni con il virus paren-
tale o a fenomeni di ricombinazione genica durante la produzione del vettore in vitro.
Per la valutazione e gestione dei rischi biologici occupazionali connessi con I'utilizzo
di VL nel settore biotecnologico € necessario integrare i disposti del Titolo X del
Decreto Legislativo n. 81 del 9 aprile 2008 (D.Lgs. 81/2008) e successive modifiche
ed integrazioni apportate dal Decreto Legislativo n. 106 del 3 agosto 2009 (D.Lgs.
106/2009), con quelli del Decreto Legislativo n. 206 del 12 aprile 2001 (D.Lgs.
206/2001) concernente I'impiego confinato di microrganismi geneticamente modifi-
cati (MOGM) che ha recepito a livello nazionale la Direttiva 98/81/CE del Consiglio
(Direttiva 98/81/CE) aggiornamento della prima Direttiva in materia, la 90/219/CEE.
Recentemente a livello comunitario per ragioni di chiarezza si € proceduto ad una
rifusione delle disposizioni in tema di impiego confinato di MOGM e tale testo & rap-
presentato dalla Direttiva 2009/41/CE del Parlamento europeo e del Consiglio
(Direttiva 2009/41/CE).

Le norme del Titolo X del D.Lgs. 81/2008, si applicano a tutte le attivita lavorative
nelle quali vi e rischio di esposizione ad agenti biologici di cui e riportata una classi-
ficazione in gruppi di rischio nell’Allegato XLVI del Decreto, in base sia alle loro carat-
teristiche di pericolosita che alla disponibilita di specifiche misure profilattiche e tera-
peutiche. Sebbene i disposti del D.Lgs. 81/2008 si applichino sia ai microrganismi
naturali che a quelli geneticamente modificati, in tale classificazione non vengono
pero considerati i MOGM. Nello specifico & prevista I'applicazione del citato D.Lgs.
206/2001 che definisce come “microrganismo geneticamente modificato” un micror-
ganismo il cui materiale genetico & stato modificato in un modo non naturale
mediante moltiplicazione o ricombinazione naturale; sono quindi inclusi in tali defini-
zioni i vettori virali, anche se difettivi per la replicazione.ll D.Lgs. 206/2001 definisce
inoltre I"“impiego confinato” come ogni attivita nella quale i microrganismi sono
modificati geneticamente o nella quale tali MOGM sono messi in coltura, conserva-
ti, trasportati, distrutti, smaltiti o altrimenti utilizzati”.

Sia il Titolo X del D.Lgs. 81/2008 che il D.Lgs. 206/2001 prevedono per laboratori,
processi industriali e stabulari diverse misure di contenimento e relativi livelli di bio-
sicurezza da adottare in funzione della pericolosita degli agenti presenti. Il conteni-
mento rappresenta I'insieme delle misure tecniche, organizzative e procedurali da
adottare per ridurre al minimo le possibilita di esposizione lavorativa.

Il D.Lgs. 206/2001 prevede un regime di notifica e autorizzazione per gli impieghi
confinati che ricadano nel campo di applicazione e per gli impianti ove si intende
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mettere in atto tali impieghi. Tutte le notifiche, sia di impiego che di impianto, devo-
no essere presentate all’ Autorita competente che & il Ministero della Salute, presso
il quale ¢ istituita la Commissione Interministeriale di valutazione.

Le notifiche devono essere presentate al Ministero compilando i moduli disponibili
sul sito istituzionale del Ministero al seguente URL:
http://www.salute.gov.it/portale/temi/p2_6.jsp?lingua=italiano&id=3377&area=bio-
tecnologie&menu=notifiche.

Temporalmente la prima notifica da presentare € quella relativa all'impianto ed e pre-
sentata al Ministero della Salute dal titolare dello stesso. Essa contiene le informa-
zioni relative all'impianto secondo le specifiche contenute nella parte A dell’Allegato
V al D.Lgs. 206/2001. Tale notifica non contiene le informazioni relative ai MOGM che
saranno contenute nelle notifiche di impiego, obbligatorie per impieghi di classe 2, 3
e 4. Solo per impieghi di classe 1, per i quali non € prevista ulteriore notifica, la noti-
fica di impianto conterra un riepilogo della valutazione dei rischi, oltre alle informa-
zioni sulla gestione dei rifiuti. Per tutti gli impieghi, inclusi quelli di classe 1, i docu-
menti di valutazione completi saranno conservati presso I'impianto.

2. La notifica di impiego

Elemento essenziale per la presentazione di una notifica di impiego ¢ la valutazione
della classe di rischio dell'impiego confinato che siintende eseguire (art. 5 del D.Lgs.
206/2001). In analogia con i gruppi di rischio 1-4 previsti dal D.Lgs. 81/2008, sono
previste, infatti, quattro classi di impiego, definite sulla base dei possibili rischi con-
nessi con l'uso del MOGM. Da tale valutazione derivano le misure di contenimento
da adottare per proteggere la salute umana e I'ambiente. Mentre a norma del D.Lgs.
81/2008 si classificano in gruppi di rischio gli agenti biologici, in questo caso 'ogget-
to della classificazione non sono i MOGM bensi gli impieghi previsti.

Classe 1. Impieghi che presentano rischi nulli o trascurabili per i quali un livello di
contenimento 1 & adeguato a proteggere la salute umana e I'ambiente;

Classe 2. Impieghi a basso rischio per i quali un livello di contenimento 2 € adegua-
to a proteggere la salute umana e I'ambiente;

Classe 3. Impieghi a rischio moderato per i quali & richiesto un livello di contenimen-
to 3;

Classe 4. Impieghi ad alto rischio per i quali & richiesto un livello di contenimento 4.
La notifica di impiego viene presentata dall’utilizzatore, ossia il responsabile scienti-
fico e gestionale dellimpiego, al quale compete la valutazione e la conseguente
assegnazione dell'impiego confinato ad una delle 4 classi. E cura dell’Autorita com-
petente verificare la corrispondenza tra classe di impiego e livello di contenimento
realizzato presso I'impianto, verificando principalmente la correttezza della classe
proposta sulla base della valutazione del rischio.

Nel processo di valutazione del rischio dell'impiego & necessario fare riferimento a
quanto previsto dall’Allegato Il del D.Lgs. 206/2001, lettere A e B, e valutare il rischio
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proprio del microrganismo e quello connesso all’attivita. A tale scopo sono state
emanate dal Ministero della Salute le note orientative per la valutazione del rischio
connesso all'impiego confinato di MOGM (Decreto 25 settembre 2001).

Nello specifico dell’utilizzo dei VL le informazioni da riportare sono quelle necessarie
per valutare e gestire i rischi degli impieghi e quindi, oltre alla tipologia del VL e
importante valutare la pericolosita delle singole operazioni previste nella sperimenta-
zione (la manipolazione delle colture cellulari trasdotte, delle sospensioni di vettori
lentivirali, I'utilizzo di animali inoculati con sospensioni di VL o cellule trasdotte dai
vettori, ecc.). Il rischio di esposizione deve essere identificato per ogni procedura
facendo particolare attenzione alla potenziale contaminazione dell'operatore. In ulti-
ma istanza, la valutazione di tali rischi deve portare all’assegnazione del livello di
contenimento piu adeguato alle varie fasi del progetto. Come buona regola pratica,
il livello di contenimento piu alto stabilito, dara anche la classe di impiego del
MOGM, da riportare nella notifica di impiego confinato.

Una vasta attivita di ricerca ha portato alla produzione di VL che combinano eleva-
te caratteristiche di sicurezza, con riduzione dei rischi ad essi associati € con capa-
cita di trasduzione notevolmente migliorata rispetto ai vettori di prima generazione
(Pauwels et al., 2009). Nei paragrafi seguenti vengono illustrati le modalita di costru-
zione dei vettori lentivirali con particolare attenzione a quelle che sono le caratteri-
stiche di biosicurezza degli stessi e le modalita di valutazione e gestione dei rischi
connessi con le diverse attivita di laboratorio che prevedono la manipolazione degli
stessi.

3. | vettori lentivirali

| virus sono agenti biologici che introducono efficientemente il loro materiale geneti-
co in una cellula ospite in seguito ad infezione e dipendono da essa per la loro repli-
cazione e propagazione. | vettori virali costruiti in laboratorio a partire da virus infet-
tivi, contengono geni di interesse al posto dei geni virali originali; grazie a queste
modifiche i vettori virali perdono la capacita di replicarsi e propagarsi autonomamen-
te mentre mantengono la capacita di infettare e trasferire il loro materiale genetico
nella cellula ospite.

| VL derivano da virus appartenenti alla famiglia dei retrovirus (Retroviridae; genere
lentivirus) e ad oggi sono considerati tra i piu pratici vettori di trasferimento genico,
sia per applicazioni di ricerca che di terapia genica, soprattutto grazie alla loro capa-
cita di integrarsi nel genoma di cellule di mammifero, indipendentemente dal loro
stato proliferativo e quindi garantire un’espressione a lungo termine del transgene. |l
genere lentivirus e composto da nove specie di virus che includono retrovirus sia dei
primati che non (Figura 2).

16



La biosicurezza connessa all’utilizzo di vettori lentivirali nella sperimentazione biotecnologica

Figura 2. Classificazione dei virus secondo la International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)

Famiglia Sotto-famiglia Genere Specie

Alpharetrovirus
Virus della Immunodeficienza Bovina (BIV)
Virus della Artrite Encefalite Caprina (CAEV)
Virus della Anemia Infettiva Equina (EIAV)

Beta retrovirus
Deltaretrovirus

Epsilonretrovirus

Orthoretrovirinae Virus della Immunodeficienza felina (FIV)

Gammaretrovirus
/ Virus della immunodeficienza Umana di tipol (HIV-1)
v

Virus della immunodeficienza Umana di tipo2 (HIV-2)

Retroviridae Lentivirus .
Lentivirus del Puma (PLV)
Virus della immunodeficienza della Scimmia (SIV)
Virus Visna/maedi (MVV)
Spumaretrovirinae —— Spumavirus

| VL attualmente in uso sono stati principalmente sviluppati dai virus HIV-1, SIV e FIV.
In particolare, i virus HIV di tipo e 2 (HIV-1 e HIV-2), causano una grave immunode-
pressione nell'uomo, denominata sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS).
HIV-1 causa la maggior parte dei casi di AIDS nell’emisfero occidentale, in Europa,
in Asia e nell’Africa centrale, meridionale e orientale; mentre HIV-2, il quale & meno
virulento di HIV-1, e il principale agente eziologico di AIDS nell’Africa occidentale.
Nonostante la sua ben nota patogenicita, ¢ risultato chiaro fin dall’inizio della ricerca
sui VL, che i vettori derivati da HIV-1 offrono soluzioni uniche per protocolli di terapia
genica, perché sono in grado di codificare per geni di grandi dimensioni (fino a 8Kb),
trasducono efficacemente sia cellule in divisione sia cellule differenziate e quiescen-
ti, mantengono a lungo I'espressione del gene trasdotto nel genoma della cellula
ospite, non presentano un’immunita pre-esistente anti-vettore, inducono una bassa
risposta immunitaria dell’ospite nei confronti del vettore stesso e hanno mostrato una
bassa potenzialita genotossica dovuta a mutazione inserzionale (Montini et al., 2006;
Montini et al., 2009).

FIV infetta dal 2 al 20% dei gatti domestici nel mondo e causa una malattia simile
all’AIDS umano. Anche il virus SIV induce nelle scimmie una sindrome da immuno-
deficienza (SAIDS) (Daniel et al., 1985) e possiede un tropismo cellulare simile a
quello di HIV-1 per i linfocitiT CD4+. Alcune specie di primati non umani rappresen-
tano un buon modello sperimentale per lo studio della patologia di HIV e per la
messa a punto di vaccini e terapie antivirali contro di esso.
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4. Biologia di HIV

Per mostrare la biologia molecolare dei lentivirus, & possibile utilizzare il virus HIV-1
come esempio prototipo.

La particella virale di HIV-1 ha una forma sferica del diametro di circa 100-120 nm ed
& composta principalmente di proteine, lipidi e RNA. Il virione & composto da una
membrana a doppio strato lipidico, chiamata envelope, o involucro, di origine cellu-
lare, che circonda un nucleocapside proteico a forma di cono. Ogni virione contiene
un genoma composto da due molecole identiche di RNA monocatenario fiancheg-
giato da due sequenze terminali ripetute (LTR) necessarie sia per la retrotrascrizione
del genoma virale che per l'integrazione e trascrizione dei geni (Figura 3).

Figura 3. Rappresentazione schematica della struttura del virus HIV-1

gp120 Capsid (CA)

gp41 lipid layer
wegi el gisin k\‘ \ ' yl p17 matrix antigen (MA)
integrase Protease (PR)
(IN) '
- HIV-RNA
p24 core antigen
reverse
transcriptase (RT)
p7 gag
P9 gag

Note: | due singoli filamenti di RNA, gli enzimi RT, IN e PR, insieme a proteine accessorie sono circon-
date dal capside (CA).

La caratteristica peculiare della famiglia retroviridae ¢ la strategia di replicazione, la
quale include alcuni passaggi fondamentali: i) la retrotrascrizione del genoma vira-
le da RNA a singolo filamento in DNA lineare a doppio filamento ad opera dell’enzi-
ma virale trascrittasi inversa (RT); ii) la successiva integrazione del DNA nel genoma
della cellula ospite ad opera dell’enzima virale integrasi (IN) (provirus); iii) la trascri-
zione del provirus ad opera dell’enzima cellulare RNA polimerasi in trascritti che
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codificano per il genoma virale e le proteine virali necessarie alla produzione della
particella virale completa. L'RNA virale di HIV-1 & costituito principalmente da tre
classi di geni: strutturali (gag, pol ed env); regolatori (tat e rev) e accessori: (nef, vif,
vpr e vpu). Il gene gag codifica le proteine del nucleocapside. Il gene pol codifica tre
enzimi: la proteasi (PR), la trascrittasi inversa (RT) e I'integrasi (IN). Il gene env codi-
fica per le proteine dell’envelope virale; la proteina transmembrana gp41 e la glico-
proteina extramembrana gp120. | geni regolatori sono indispensabili per I'inizio e il
controllo della trascrizione del genoma virale: il gene tat permette il controllo dell’e-
spressione genica del virus, il gene rev regola selettivamente la sintesi delle protei-
ne del virione. | geni accessori sono, in realta, indispensabili per la patogenicita e
l'infettivita del virus.

Il ciclo di infezione di HIV-1 ha inizio grazie al legame della proteina gp120 con il suo
recettore primario, la proteina di membrana CD4 e il successivo legame al co-recet-
tore CXCR4, presente sui linfociti T con prevalente funzione helper od al corecettore
CCR5, espresso soprattutto nei linfociti T, macrofagi e cellule dendritiche. In seguito
al riconoscimento recettoriale, avwvengono dei cambiamenti conformazionali nell’en-
velope del virione che ne permettono la fusione con la membrana cellulare e il rila-
scio del nucleo-capside all'interno della cellula. Il virus HIV-1 infetta principalmente i
linfociti T-helper ma anche cellule non linfoidi, come i macrofagi, le cellule dendriti-
che, le cellule microgliali e varie cellule endoteliali ed epiteliali. Una volta entrato nella
cellula, awviene lo scapsidamento nel citoplasma e la trascrittasi inversa trascrive
I'RNA virale in DNA a doppio filamento. Dopo la trascrizione inversa, il DNA virale
insieme all'IN e a proteine cellulari forma il complesso di pre-integrazione (PIC) che
viene attivamente trasportato attraverso la membrana nucleare (Maillot et al., 2013,
Ao Z et al.,, 2010). A questo punto, il DNA virale viene integrato in siti casuali nel
genoma della cellula infettata grazie all’azione dell'IN (Marquet et al., 1991). Il pro-
motore della trascrizione del virus € localizzato nella sequenza LTR all’estremita 5’ e
la trascrizione dei geni virali avviene ad opera dell’enzima cellulare RNA polimerasi |l
ed & potenziata dall’espressione della proteina virale Tat. In seguito alla trascrizione,
gli RNA messaggeri (mRNA), sono esportati nel citoplasma e tradotti nelle proteine
necessarie per la formazione del virione infettivo. Una volta che le subunita sono
assemblate a livello della superficie interna della membrana cellulare, le particelle
virali cominciano a gemmare e ad essere rilasciate all'esterno provocando la morte
della cellula.

5. Costruzione di vettori lentivirali derivanti da HIV-1 e miglioramento
della sicurezza biologica

Proprio per la nota patogenicita di HIV-1, uno sforzo considerevole e stato dedicato
al disegno di VL con elevate caratteristiche di sicurezza biologica, considerate le
numerose applicazioni di tali vettori. L'uso dei VL, infatti, non ¢ limitato ad applica-
zioni di terapia cellulare ma si & esteso a ricerche nel campo della funzionalita geni-
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ca tramite knock-down genetico, basato sull’uso di RNA interferenti in cellule di
mammifero.

Come detto precedentemente, oltre ai geni strutturali gag, pol ed env, comuni a tutti
i retrovirus, HIV-1 contiene due geni regolatori, tat e rev, che agendo in cis su due
sequenze di RNA presenti nel genoma virale (le sequenze TAR e RRE), risultano
essenziali per la replicazione virale, e quattro geni accessori, vif, vpr, vou e nef, che
non sono necessari per la replicazione in vitro ma sono critici per la replicazione e la
patogenesi in vivo. Il genoma lentivirale & fiancheggiato da due sequenze nucleotidi-
che, dette long terminal repeats (LTR), che hanno un ruolo fondamentale nella repli-
cazione virale e nella trascrizione dei geni virali (Figura 4).

Figura 4. Rappresentazione schematica del genoma HIV-1

R
i rev—i nef

Note: Il genoma virale codifica per le proteine strutturali (gag, pol, env), regolatorie (rev e tat), e acces-
sorie (vif, vpr, vou e nef). | geni sono fiancheggiati dalle LTRs.

Nella costruzione di un vettore lentivirale tutti gli elementi in cis, necessari per l'inca-
psidamento, retrotrascrizione ed integrazione del genoma virale sono mantenuti,
mentre il controllo dell’'espressione del vettore puo essere diretto dal LTR o assegna-
to ad un promotore esogeno inserito nel vettore; i geni gag, pol ed env sono invece
rimossi ed i loro prodotti sono forniti in trans attraverso I'uso di pit plasmidi o con I'u-
tilizzo di cellule helper ingegnerizzate (packaging cells) in grado di esprimere le pro-
teine virali necessarie alla formazione della particella virale. Il genoma virale viene
suddiviso in tre o quattro differenti plasmidi: un plasmide packaging, che fornisce in
trans i prodotti dei geni di HIV-1 gag, pol e rev necessari alla produzione delle parti-
celle, ma manca di tutte le sequenze cis-agenti necessarie alla incapsidazione, retro-
trascrizione ed integrazione; un plasmide envelope, che fornisce un gene env etero-
logo non derivante da HIV-1 e che serve ad aumentare il tropismo del vettore; un pla-
smide transfer, contenente il materiale genetico che dovra essere espresso nella cel-
lula bersaglio, tutte le sequenze cis-agenti, necessarie per la retrotrascrizione del
genoma virale (PBS, primer binding site), per la trascrizione del transgene (sequen-
ze LTR del genoma virale o promotore esogeno) per l'integrazione (sequenze termi-
nali dei LTR) e della sequenza di impacchettamento ¢ (psi), necessaria per la produ-
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zione delle particelle lentivirali. Questa sequenza ¢ utilizzata per incapsidare il geno-
ma nel virione e quindi produrre il VL che non avra la capacita di replicarsi nella cel-
lula ospite, poiché non contiene i geni necessari alla replicazione. Nei vettori di ulti-
ma generazione il gene rev viene prodotto da un quarto plasmide.

Questo tipo di strategia, che prevede I'impiego di pit plasmidi, € necessaria per
aumentare la sicurezza del vettore poiché diminuisce il rischio di un eventuale even-
to di ricombinazione che potrebbe ricostituire un genoma replicazione-competente
(Chong et al., 1998). E inoltre possibile modificare lo spettro d’ospite del virus for-
nendo una proteina dell’envelope eterologa nella particella virale, come, ad esempio,
la proteina G del virus della stomatite vescicolare (VSV-G), il cui recettore € stato
recentemente individuato nel recettore delle LDL (Low Density Lipoprotein)
(Finkelshtein et al., 2013). Inoltre, la VSV-G rende piu stabile la particella lentivirale
rispetto all’envelope del virus, permettendo di aumentare la quantita di vettore pro-
dotto.Un’ulteriore garanzia di sicurezza e rappresentata dall’utilizzo di vettori di tipo
self-inactivating (SIN) nei quali nella regione U3 dell’LTR in 3’ vengono deleti sia la
TATA box sia i siti di legame per i fattori di trascrizione cellulari, mantenendo sola-
mente i circa 30 nucleotidi terminali necessari per I'integrazione nel genoma della
cellula bersaglio. Poiché durante la retrotrascrizione I'U3 deleto al 3' fa da stampo
per generare I'LTR al 5, il DNA provirale cosi sintetizzato ha entrambe le LTR inattive
e una volta avvenuto il gene delivery non ¢ piu in grado di affrontare un altro ciclo di
replicazione. L'impiego di vettori SIN diminuisce anche il rischio di indurre mutage-
nesi inserzionale per 'attivazione di proto-oncogeni cellulari che, in seguito all’inser-
zione, si vengono a trovare a valle dell'LTR in quanto la delezione in U3 rende,
appunto, le LTR inattive. Nei vettori SIN la trascrizione del transgene & necessaria-
mente diretta da un promotore esogeno inserito all’'interno del vettore.

5.1 Vettori lentivirali di prima generazione

Per minimizzare la probabilita di produrre particelle replicazione competenti (RCLs,

replication competent viruses), sono state sviluppate diverse generazioni di vettori

lentivirali.

| vettori lentivirali di prima generazione sono quei vettori che dividono il sistema in tre

differenti plasmidi.

| vettori vengono quindi prodotti a partire da tre elementi separati:

l) Un costrutto packaging (Packaging plasmid) esprimenti tutti i geni di HIV-1 Gag-
pol,Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr e Vpu.Le sequenze LTR e la sequenza di impacchettamen-
to | sono delete e 'ORF di Env e bloccata. L'espressione del plasmide e guidata
dal promotore del Citomegalovirus CMV, che sostituisce la LTR all'estremita 5'. La
LTR al 3’ e invece rimpiazzata dal segnale di poliadenilazione del gene dell’insuli-
na. Questo plasmide risulta quindi privo delle sequenze cis-agenti richieste per
I'impacchettamento (), per la retrotrascrizione (PBS) e per l'integrazione (LTR).

I) Un costrutto envelope (envelope plasmid) esprimente una glicoproteina eterolo-
ga virale, quale la VSV-G, in modo tale da ottenere particelle virali che presenta-
no un recettore di membrana ubiquitario.
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[ Un costrutto di trasferimento (transfer plasmid) contenente il transgene e dli ele-
menti in cis necessari alla formazione delle particelle (sequenza di impacchetta-
mento V), alla trascrizione inversa del genoma virale e alla sua integrazione (LTRs,
U, RRE), ma non esprimente alcuna delle proteine virali di HIV-1. Il transgene d'in-
teresse viene posto sotto controllo di uno specifico promotore interno.

La trascrizione ed il trasporto nel citoplasma degli RNA virali possono quindi verifi-
carsi in presenza di Tat e Rev, che vengono fornite in frans dal vettore di impacchet-
tamento alle cellule che producono le patrticelle virali, € sono dunque assenti nelle
cellule trasdotte.

Questo sistema a tre plasmidi permette I'espressione di un gene di interesse, senza
che vengano espresse proteine virali nella cellula target.

In termini di sicurezza, questi vettori di prima generazione sono difettivi per la repli-
cazione. La possibilita che si formino virus RCLs € bassa poiché implicherebbe la
necessita di due eventi di ricombinazione fra i tre plasmidi. Inoltre I'utilizzo del gene
codificante la proteina VSV-G riduce ulteriormente la probabilita di un evento di
ricombinazione, in quanto elimina sequenze omologhe fra il costrutto envelope ed il
costrutto di trasferimento.

Figura 5. Vettori lentivirali di prima generazione

rev
pol l/ \l

9ag [ PRIRTAN || ver _polyA

Packaging Plasmid F CM\7>_ vou | [ RRE |

Tat
J
Envelope Plasmid CcMV VSV-G -polyA

5 LTR 3'LTR

Note: Tutte le proteine virali, tranne Env, sono contenute in un unico plasmide di impacchettamento.

5.2 Vettori lentivirali di seconda generazione

Nonostante la possibilita bassa che si possano formare particelle RCLs a partire dai
vettori lentivirali di prima generazione, la probabilita deve comunque essere tenuta in
considerazione. Infatti le proteine accessorie di HIV-1 sono essenziali per la propa-
gazione del virus in cellule primarie, ma possono tuttavia essere delete senza che
diano gravi effetti alla replicazione virale.
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| vettori lentivirali di seconda generazione sono stati ideati in modo tale da contene-
re solo 4 dei 9 geni di HIV-1: Zufferey e Kim hanno descritto costrutti di impacchet-
tamento privati di Vif, Vor, Vpu e Nef (Zuffery et al.,, 1997, Kim et al., 1998). | virus cosi
prodotti mantengono la capacita di trasdurre linee cellulari quiescenti e colture pri-
marie differenziate, nonostante la mancanza di proteine accessorie.

La possibilita di eliminare tali geni si spiega nel ruolo che queste proteine hanno
all'interno del ciclo infettivo di HIV-1. | linfociti sono, ad esempio, resistenti alla repli-
cazione di virus HIV-1 difettivi di Vif (Gillick et al., 2013). Quest’ultimo, infatti, € neces-
sario per I'assemblaggio della particella virale in cellule a fenotipo non permissivo,
mentre le cellule 293 in cui vengono prodotti i vettori sono a fenotipo permissivo.
Vpu, invece, regola negativamente I'espressione del CD4 per impedire I'interazione
con Env di HIV-1. | vettori possiedono perd una proteina dell’involucro eterologa e le
cellule 293 non esprimono il recettore CD4. Come per Vpu, I'attivita di Nef non &
necessaria per il funzionamento del sistema. Nef influisce anche sulle capacita infet-
tive dei virioni di HIV-1, ma i vettori sono pseudotipizzati con VSV-G e quindi il mec-
canismo di entrata della particella pud fare a meno di Nef (Aiken, 1997).

Anche se necessarie al virus HIV-1 per la sua patogenicita, le proteine accessorie
sono superflue per la produzione di vettori lentivirali. Dal punto di vista del rischio bio-
logico, anche nel caso in cui si verifichino piu eventi di ricombinazione, le proprieta
del virus parentale non possono comunque ricostituirsi.

Figura 6. Nei vettori lentivirali di seconda generazione tutte le proteine accessorie sono escluse dal
vettore di packaging

rev
pol
gag [ PRIRTIN | \!
Packaging Plasmid : J -
ony [REAE)
Tat

Envelope Plasmid Temv >I‘{ VSV-G | -polyA

5 LTR 3'LTR

Note: La glicoproteina e il transgene sono forniti da plasmidi differenti.

5.3 Vettori lentivirali di terza generazione e “vettori auto-inattivanti”

Convenzionalmente, i vettori lentivirali di prima e seconda generazione integrano il tran-
sgene all'interno del genoma della cellula ospite. In circostanze normali questo even-
to non dovrebbe avere delle conseguenze. Il vettore di trasferimento mantiene la capa-
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cita di trascrivere tutto I'RNA virale dopo I'integrazione nella cellula bersaglio. Esiste
pero la possibilita che possaessere mobilizzato da un virus, per esempio, in presenza
di una co-infezione con virus HIV-1. Potrebbe, inoltre, verificarsi I'attivazione indeside-
rata di geni cellulari adiacenti al sito di integrazione ad opera della LTR all'estremita 3.
Le LTR, infatti, presentano degli enhancer al loro interno (siti di legame per fattori di
trascrizione dell'ospite fra cui Sp1, specificity protein 1, e NFkB, nuclear factor kB) e
regioni promotore per la trascrizione. L'integrazione delle LTRs all'interno del geno-
ma potrebbe, quindi, portare all’attivazione di geni cellulari, fra cui anche oncogeni.
Va pero rilevato che le LTR lentivirali, a differenza di quelle tipiche dei gamma-retro-
virus non contengono sequenze enhancer/promoter molto potenti e che la trascrizio-
ne e potenziata dall'azione della proteina virale Tat. In assenza di Tat, come awviene
dopo l'integrazione del vettore, la trascrizione a partire da queste LTR € moderata.
Per superare del tutto i possibili rischi associati alla mobilizzazione del vettore e alla
residua attivita trascrizionale delle LTR e questi problemi, sono stati sviluppati vetto-
ri lentivirali auto inattivanti (SIN) (Figura 7).

Figura 7. Rappresentazione schematica dei vettori HIV e dei provirus integrati

A) Vettore non Self-Inattivante (SIN) o HIV wilde-type

S'LTR 3'LTR :
DNA provirale nel genoma
U3 FR{ BUS us R U5 o vettore convenzionale
Trascrizione nel plasmide

VER G polyA RNA virale
RT e Integrazione

J

DNA virale integrato

I
!

B) Vettore Self-Inattivante

Vettore SIN
(AU3 nel 3'LTR)

Trascrizione

polyA RNA virale

o
C
w

RT e Integrazione

Note: A) Vettori Non-SIN o virus HIV wild-type contengono LTRs sia alle estremita 3’ che 5. I| DNA inte-
grato contiene un elemento in cis (come ad esempio la TATA-box o elementi di legame per fattori di tra-
scrizione cellulari) nel’'LTR che potrebbe portare all’attivazione di oncogeni cellulari dopo integrazione.
B) Nel vettore SIN, la ragione al 5’ LTR U3 e sostituita da un promotore CMV e la regione U3 al 3'LTR,
che contiene I'elemento in cis, & parzialmente deleta. Come risultato, il trascritto virale non contiene una
sequenza U3 completa, riducendo la probabilita di formazione di virus RCLs.

DNA virale integrato
(senza promotore)

!
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Un genoma di un vettore standard & fiancheggiato da due LTR, ciascuna contenen-
te tre regioni: la regione U3, che agisce come enhancer/promotore; la regione R al
3’ LTR che agisce come segnale di poliadenilazione e la regione U5. Gli elementi 5’
U3 e il 3" U5 non sono presenti negli mRNA provirali, mentre la regione R si trova ad
entrambe le estremita. La duplicazione delle LTR avviene durante la trascrizione
inversa, prima dell'integrazione nel genoma della cellula ospite, in modo tale che la
regione U3 al 3’ LTR venga copiata e trasferita al 5’ LTR, quindi tramite la delezione
al 3’ LTR, che comprende le regioni TATA-box, Sp1, NF-kB e NFAT, si ottiene l'inatti-
vazione trascrizionale dei genomi virali nelle cellule trasdotte.

Queste modificazioni hanno ridotto le probabilita di:

- produzione e propagazione di RCL;

- attivazione inserzionale di oncogeni cellulari dovuta all’attivita residua dei promo-
tori/enhancer contenuti nelle LTR virali;

- mobilizzazione dei vettori integrati da parte di virus wild-type;

- interferenza trascrizionale dovuta alle LTR.

Inoltre, a differenza delle proteine accessorie, le proteine regolatorie Tat € Rev sono

indispensabili alla replicazione virale. | vettori lentivirali di terza generazione sono

stati ideati in modo tale da essere Tat indipendenti, con la proteina Rev fornita da un

plasmide separato (Figura 8).

Lindipendenza da Tat & ottenuta sostituendo la regione promotore U3 al 5" LTR del

vettore transfer con regioni di forti promotori virali, quali CMV o RSV (Raous Sarcoma

Virus).

| quattro plasmidi sfruttati per produrre i vettori lentivirali di terza generazione sono:

l) Costrutto packaging contenente i geni gag e pol;

[) Un plasmide esprimente la proteina Rev;

[ Un palsmide envelope esprimente la proteina VSV-G;

IV) Un plasmide di trasferimento contenente il transgene sotto controllo di un promo-
tore eterologo interno e con delezione delle sequenze enhancer/promotore della
regione U3 della 3’ LTR per conferire proprieta autoinattivanti.

La biosicurezza di questi vettori € notevolmente aumentata dal fatto che contengo-
no solo tre dei nove geni di HIV-1, dalla necessita di avere almeno tre eventi di ricom-
binazione per generare virus RCL e dall’assenza della proteina transattivante Tat.
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Figura 8. Vettori lentivirali di terza generazione

pol
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Rev Plasmid

Transfer Plasmid

5'LTR senza U3 AU3 3'LTR

Note: La proteina Rev & codificata da un plasmide differente.

5.4 Ulteriori miglioramenti

Oltre a cercare di minimizzare il rischio biologico derivante dall’utilizzo dei vettori len-
tivirali, sono state effettuate varie modifiche per ottimizzare I'efficienza del trasferi-
mento genico ed il livello di espressione nelle cellule bersaglio (Figura 9).

Una di queste modifiche riguarda I'inserzione di un elemento di regolazione post-tra-
scrizionale del virus dell’epatite della marmotta nord-americana (WPRE, Woodchuck
Hepatitis Virus Post transcriptional Regulatory Element). WPRE aumenta I'espressio-
ne degli mMRNA che non hanno subito processo di splicing, sia nel compartimento
nucleare che citosolico (Escarpe et al., 2003, Zufferey et al., 1999), migliorando I'e-
spressione del transgene nelle cellule target.

L'utilizzo della sequenza WPRE potrebbe sollevare problemi riguardo la biosicurez-
za, in quanto la sequenza genica contiene una forma troncata del gene WHX, impli-
cato nel cancro del fegato in animali (Kingsman et al., 2005). La sequenza & stata
dunque ulteriormente modificata introducendo una mutazione nell ORF del gene X
(Zanta-Boussif et al., 2009).

Un secondo miglioramento & avvenuto con I'inserimento nel plasmide di trasferimen-
to del tratto centrale polipurinico (cPPT) derivante dal genoma di HIV-1. Nel gene pol
esiste questo elemento di 118 nucleotidi che € implicato nel trasporto nucleare del
PIC di HIV-1 (Zennou et al., 2000). Quando nei vettori SIN & stata inserita questa
sequenza, I'efficienza di trasduzione & notevolmente aumentata, indicando che I'im-
porto nucleare € una fase limitante nella trasduzione (Follenzi et al., 2000).
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Figura 9. Vettore lentivirale avanzato

Vettore Lentivirale Avanzato

TAR (trans-attivazione)
PBS (trascrizione inversa) PPT (tarscrizione inversa)
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Transgene WPRE A [ R US

Promotore/enhancer gag parziale importo nucleare miglioramento
dell’espressione del

integrazione esporto nucleare promotore interno transgene integrazione

L 1
impacchettamento

Note: Per aumentare I'espressione del transgene nelle cellule & stato inserito il WPRE, mentre il cPPT,
implicato nel trasporto del PIC, aumenta I'efficienza di trasduzione dei vettori SIN.

5.5 Vettori lentivirali Integrasi Difettivi (IDLV)

[l miglioramento della sicurezza resta un punto chiave, nello sviluppo di vettori lenti-
virali che possano essere utilizzati anche in ambiti diversi da quelli della terapia geni-
ca. Lo sviluppo di leucemia in bambini trattati per 'immunodeficienza severa combi-
nata X-linked (X-SCID) in seguito a terapia genica mediata da retrovirus (Hacein-Bey-
Abina et al., 2003) ha richiesto una valutazione approfondita delle possibili conse-
guenze, dovute all’integrazione dei transgeni, inizialmente considerate un vantaggio.
Anche se le ultime generazioni dei vettori lentivirali riducono notevolmente il rischio
di mutagenesi inserzionale, la soluzione migliore potrebbe essere utilizzare vettori
integrasi difettivi (IDLV). In questi vettori, il gene dell’integrasi e/o il sito di legame
nelle LTRs & modificato, in modo tale da renderlo difettivo e, impedendone l'integra-
zione, si ridurrebbe il rischio di mutagenesi inserzionale (Figura 10). Il loro sviluppo
& avvenuto in seguito all'osservazione che durante il normale ciclo di infezione del
virus HIV-1, oltre al DNA virale integrato nel genoma, si ritrovano delle forme di DNA
extracromosomali a doppio filamento (E-DNA) (Cara e Reitz, 1997, Sharkey et al.,
2001), che si accumulano nelle cellule infettate. Gli E-DNA possono contenere una o
due sequenze LTR, generando quindi, circoli 1-LTR, prodotti per ricombinazione
omologa tra le due sequenze LTR e circoli con 2-LTR, prodotti per congiunzione
testa-coda delle due sequenze LTR (Cara e Reitz, 1997).
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Figura 10. Packaging Plasmid nei vettori IDLV
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Note: Tutte le sequenze codificanti per proteine non necessarie sono state rimosse. La proteina integra-
si (IN) e modificata per evitare I'integrazione del vettore nel genoma cellulare.

Negli ultimi anni, inoltre, & stato dimostrato che gli E-DNA sono trascrizionalmente
attivi, suggerendo un loro possibile impiego nella terapia genica (Cara e Klotman,
2006, Philippe et al., 2006). Nei vettori IDLV, I'assenza d’integrazione puo essere otte-
nuta facilmente, introducendo una mutazione nel sito catalitico dell'integrasi, in uno
qualsiasi dei seguenti aminoacidi D64, D116 € E152 presenti nel gene codificante la
proteina o nel sito di riconoscimento att nella regione U3 dell'LTR (Wanisch e Yanez-
Munoz, 2009). Diversamente dai vettori integranti, gli IDLV sono instabili all'interno
delle cellule in divisione, incluse le cellule T, le cellule B e le cellule tumorali (Sharkey
et al., 2005). Questo & dovuto alla mancanza di un sito di origine della replicazione,
che ne permetta il mantenimento nelle successive divisioni cellulari; di conseguen-
za, I'espressione & transiente e dura solo per alcuni giorni; 'E-DNA &, infatti, perso
quando la cellula si divide. Tuttavia, alcuni studi recenti hanno dimostrato che l'inclu-
sione di un sito eterologo di origine della replicazione nellE-DNA ne permette il man-
tenimento in forma episomale anche in cellule in divisione (Vargas et al., 2004). Gli
IDLV risultano, pero, altamente stabili in cellule non in divisione, quali le cellule pre-
sentanti I'antigene (APC), come macrofagi e cellule dendritiche, o in altri tipi cellula-
ri quali neuroni, miociti ed epatociti. Infatti I'utilizzo in vivo dei vettori IDLV in modelli
animali, ha dimostrato il permanere dell’espressione del transgene in cellule differen-
ziate fino ad un anno dall'inoculazione (Yanez-Munoz et al., 2006, Bayer et al., 2008),
rendendo il loro utilizzo vantaggioso a fini vaccinali. E stato, infatti, dimostrato, in vivo
nel modello murino, che una singola iniezione intramuscolare di IDLV & sufficiente
per stimolare una risposta cellulare ed umorale specifica e duratura (Negri et al.,
2007, Michelini et al., 2009).

Attualmente, gli IDLV vengono impiegati in diversi studi preclinici per lo sviluppo di
terapie vaccinali innovative contro antigeni tumorali e non (Tabella 2).
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Tabella 2. Attuale impiego degli IDLV in studi preclicnici per scopi vaccinali

Tipi di Antigene Modello Via di Challenge Bibliografia
Impiego Murino  Somministrazione
HIV (Env) Balb/C Intramuscolo No (Negri, 2007;
Negri, 2010;
Negri, 2012)
HIV (Gag) Balb/C Sottocute No (Hu, 2010)
Virus West Nile C57BL/6 Intraperitoneale Si (Coutant ,2008)
(Env)
Malattie
Infettive Proteina Balb/C Intraperitoneale Si (Coutant, 2012)
circumsporozoite Intramuscolo No
del Plasmodium
yoelii (Py CSP)
HCV (NS3) Balb/C Intramuscolo No (Deng, 2013)
HBV (HBsAg) Balb/C Intramuscolo No (Karwacz, 2009)
HPV (E7) C57BL/6 Intramuscolo Si (Grasso, 2013)
Tumori Antigene del C57BL/6 Sottocute No (Hu, 2010)
Melanoma (hgp100)
Ovalbumina(OVA) C57BL/6 Sottocute Si (Karwacz, 2009;
Hu, 2009)
Altro Proteina Balb/C Intramuscolo No (Michelini, 2009)
fluorescente verde
(GFP)*

* Vettore basato su SIV

6. Identificazione dei pericoli associati all’utilizzo dei vettori lentivirali

| VL sono considerati virus ricombinanti ed il loro utilizzo o I'uso di cellule trasdotte
con essi € regolamentato da norme e Linee Guida specifiche che mirano a: i) pro-
teggere i lavoratori da un eventuale rischio di esposizione nell'ambiente di lavoro
(WHO, 2004; Directive 2000/54/EC; OSHA (US)); ii) regolamentare la costruzione, la
manipolazione o il rilascio deliberato di organismi o microrganismi geneticamente
modificati, o organismi contenenti DNA ricombinante nell'lambiente (Directive
98/81/EC; Directive 2001/18/EC; Food and Drug Administration (FDA); NIH (2006));
e iii) assicurare la sicurezza di prodotti biofarmaceutici e di medicinali rilasciati per
utilizzo umano o veterinario, che beneficiano dei VL o di cellule trasdotte con VL per
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svolgere il loro effetto terapeutico (FDA); European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products (EMEA); Regulation (EC) No 726/2004).

La maggior parte dei possibili effetti avversi attribuibili ai vettori lentivirali sono in
realta comuni a tutti i vettori retrovirali, in quanto i VL presentano lo stesso ciclo repli-
cativo dei retrovirus, basato sull'integrazione del genoma virale nel genoma della
cellula ospite. Uno dei principali pericoli che deve essere considerato € la potenzia-
le generazione e propagazione di lentivirus replicazione-competenti (RCL) durante
la produzione del vettore. Si pensa che la produzione di RCL avvenga per ricombi-
nazione omologa tra sequenze sovrapposte. Tuttavia, fino ad oggi, non si sono avuti
eventi di RCL per quanto riguarda il sistema di impacchettamento (packaging) dei
vettori lentivirali. Questo potrebbe dipendere dal disegno avanzato del vettore, come
discusso prima e dal comune utilizzo di vettori autoinattivanti (SIN) che riducono
ulteriormente la probabilita di produrre RCL. Un altro evento comune a tutti i retrovi-
rus e l'integrazione del DNA virale nel genoma dell’ospite che e associato al rischio
di mutagenesi inserzionale e/o alla trans-attivazione di geni adiacenti al sito di inte-
grazione. Contrariamente a quanto si pensava finora, I'integrazione del genoma
retrovirale nel genoma della cellula ospite non € un evento del tutto casuale. Studi
recenti hanno dimostrato che sia l'integrazione dei y-retrovirus che dei lentivirus
avviene preferenzialmente in prossimita o all’'interno, rispettivamente, di geni trascri-
zionalmente attivi (Han, 2004; Liu, 2006; Schroder, 2002; Vincent,1990; Wellensiek,
2009; Wu, 2003). In diversi studi, alcuni eventi avversi, fra cui lo sviluppo di tumori,
sono avvenuti in seguito all'integrazione del retrovirus nel genoma della cellula ospi-
te. Un esempio € l'attivazione trascrizionale del gene LMO2 (un protoncogene)
dovuta all’enhancer presente all'interno delle LTR, dopo integrazione del vettore y-
retrovirale, che ha portato allo sviluppo di leucemia nei cinque pazienti trattati con
terapia genica per 'lmmunodeficienza Severa Combinata legata al cromosoma X (X-
SCID) in due differenti clinical trials (Hacein Bey Abina, 2003; Hacein-Bey- Abina,
2008; Howe, 2008).

Studi in vivo di genotossicita sul modello murino, hanno evidenziato un minore
rischio di oncogenesi da parte dei vettori lentivirali rispetto ai vettori retrovirali di
prima generazione (Montini, 2009). Queste differenze sarebbero dovute alla natura
auto-inattivante delle LTR e alle diverse preferenze di integrazione. Infatti, i vettori y-
retrovirali tendono ad integrarsi in prossimita dei promotori dei geni espressi e se
dotati di LTR intatte hanno elevata propensione ad attivare i geni che si trovino a
valle del sito di integrazione. Come conseguenza si nota spesso I'arricchimento e
I'espansione in vivo di cellule con integrazione di y-retrovirus vicino a geni a rischio
quali proto-oncogeni, geni associati a cancro e geni che controllano la crescita cel-
lulare. | vettori lentivirali propendono invece per integrarsi nel corpo dei geni e gra-
zie anche alle LTR inattivate hanno scarsa tendenza ad attivare i geni vicino all'inser-
zione. Recentemente, infatti, tramite terapia genica ex vivo, (Biffi, 2013; Aiuti, 2013)
hanno dato nuove speranze ai bambini affetti da leucodistrofia metacromatica
(MLD) e dalla sindrome di Wiskott-Aldrich (WAS), entrambe dovute ad un difetto
genico che ha come risultante la mancata funzione di proteine essenziali nei primi
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anni di vita. In questi casi, dopo I'espianto del midollo osseo dal paziente le cellule
staminali ematopoietiche sono state trasdotte con VL esprimenti il gene funzionale
e re-impiantate nel paziente (Figura 11). In entrambi i trial clinici iniziati nel 2010, I'a-
nalisi dei siti di inserzione del VL nelle cellule ematopoietiche non ha evidenziato
arricchimento o accumulo di integrazioni in geni a rischio e non sono stati documen-
tati eventi avversi.

Figura 11. Rappresentazione schematica di terapia genica

Terapia genica in vivo - Terapiagenicaexvivo

Vettore lentivirale (VL)
esprimente il gene funzionale Vettore lentivirale (VL)
esprimente il gene funzionale

Cellule staminali ematopoietiche |
(midollo osseo)

/ Trasduzione delle cellule con il
vettore lentivirale esprimente il
gene terapeutico

Ri-inoculazione nel paziente delle
cellule trasdotte

Se tale caratteristica € a sostegno della maggiore sicurezza biologica dei VL rispet-
to ad altri vettori virali, tuttavia la loro propensione ad integrarsi nel corpo di geni tra-
scrizionalmente attivi pud comunque causare genotossicita in termini di perdita di
eterozigosi o di inattivazione di geni soppressori del tumore (Bokhoven, 2009). Studi
in vitro suggeriscono, inoltre, che la presenza di elementi promotore-enhancer con
forte attivita trascrizionale all'interno del vettore pud comunque portare all’attivazio-
ne a distanza di proto-oncogeni vicino al sito di integrazione e quindi rappresentare
un meccanismo potenziale trasformante legato all'integrazione dei VL (Modlich et al,
2009; Modlich e Baum, 2009).
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Un altro evento indesiderato, da tenere in considerazione nell’'uso dei VL, & la possi-
bile mobilizzazione del vettore e la sua diffusione a cellule o tessuti precedentemen-
te non trasdotti. La mobilizzazione pud avvenire in vettori che mantengono intatte le
loro LTR quando le proteine necessarie per I'impacchettamento vengono fornite in
tfrans da un altro lentivirus infettante, similmente a quello che avviene durante l'infe-
zione con HIV-1 o con altri lentivirus wild-type.

7. Valutazione del rischio nelle attivita di laboratorio che prevedono l'uso
di vettori lentivirali

Oltre alla identificazione dei pericoli intrinseci al VL, la valutazione del rischio deve
considerare le condizioni di manipolazione dei vettori stessi. Le procedure di labora-
torio piu tipiche comprendono: (7) la manipolazione di culture cellulari trasdotte da
VL, (2) la manipolazione di sospensioni di VL, (3) la sperimentazione in vivo che coin-
volge animali da laboratorio inoculati con sospensioni di VL o cellule trasdotte da VL
e (4) la preparazione del vettore stesso.

Il rischio di esposizione deve essere identificato per ogni procedura facendo partico-
lare attenzione alla potenziale contaminazione accidentale dell’ospite durante espe-
rimenti in vivo o alla presenza di sequenze retrovirali endogene potenzialmente pre-
senti in culture cellulari non stabilizzate.

8. Manipolazione di colture cellulari trasdotte da VL

Le cellule animali hanno una limitata capacita di sopravvivenza se non sono mante-
nute in condizioni di coltura adeguate. Di conseguenza, il principale pericolo connes-
so con la manipolazione in vitro delle cellule trasdotte € la possibile inoculazione
accidentale dell'operatore di laboratorio. L'integrazione del VL nel genoma cellulare,
che € associata al rischio di mutagenesi inserzionale o la transattivazione di geni
adiacenti, nonché all'espressione stabile di transgeni pericolosi, pud potenzialmen-
te conferire un’aumentata capacita di sopravvivenza alla cellula trasdotta con il
rischio di formazione di tumori od altri effetti nocivi. Tuttavia, I'impatto reale di questi
putativi effetti nocivi di cellule infettate con VL, accidentalmente inoculate in un orga-
nismo ospite, ¢ difficile da prevedere. La differenza tra il complesso di istocompati-
bilita della cellula inoculata e dell'ospite risulta I'ostacolo maggiore alla sopravviven-
za ed all’'espansione della cellula inoculata accidentalmente, dato che esse saranno
continuamente sotto la pressione selettiva del sistema immunitario dell’ospite, qua-
lora quest’ultimo non sia immunocompromesso. Questa e anche la ragione per cui
la derivazione di culture cellulari derivanti dall’operatore di laboratorio dovrebbe
essere assolutamente proibita.
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9. Manipolazione di sospensioni di VL

La manipolazione di sospensioni di VL, in particolare preparazioni ad alto titolo,
aumenta la probabilita di esposizione accidentale dell'operatore ed € quindi da con-
siderare un’attivita ad alto rischio. Il maggior pericolo espositivo consiste nella ino-
culazione accidentale dell’operatore, ad esempio tramite puntura con ago, dal
momento che in questo caso il VL pud potenzialmente integrarsi nel genoma dell’o-
spite. Questo potrebbe produrre un rischio, non solo associato alla mutagenesi
inserzionale o all’attivazione o inattivazione di geni ma potrebbe condurre all’espres-
sione permanente del transgene con potenziali effetti dannosi a seconda della natu-
ra dello stesso. Nel caso di esposizione accidentale a dosi limitate di VL di ultima
generazione il rischio di mutagenesi inserzionale € basso, in quanto tale rischio e
proporzionale alla dose totale di integrazioni somministrata e va commisurato agli
esiti finora positivi dal punto di vista della sicurezza di sperimentazioni cliniche in cui
vengono somministrate alte dosi di vettore o cellule trasdotte. Maggior considerazio-
ne andra invece al rischio legato all’eventuale espressione del transgene nelle cellu-
le dell'operatore. Benché non sia possibile scendere nel dettaglio di tutti i possibili
rischi derivanti dai transgeni potenzialmente pericolosi usati nei vari laboratori, que-
sto & un elemento che deve essere attentamente valutato. Alcune classi specifiche
di geni, quali oncogeni, geni codificanti per citochine o geni legati a virulenza, hanno
una intrinseca associazione con un elevato rischio. Di recente i VL sono stati usati
estensivamente per introdurre, sia in animali che in cellule, cassette con brevi RNA a
forcina (small hairpin RNA, shRNA) per diminuire I'espressione di geni specifici.
Anche in questo caso il rischio si considera particolarmente elevato se I'shRNA &
disegnato per diminuire I'espressione di geni soppressori di tumore. Quindi, data la
grande varieta di transgeni o shRNA usati nei laboratori, la valutazione del rischio
deve essere necessariamente effettuata caso per caso.

10. Studi in vivo

In seguito ad infezione accidentale o intenzionale dell’ospite, nel caso di esperimen-
ti su animali da laboratorio, esiste il rischio di ricombinazione tra eventuali virus sel-
vatici presenti nell’'ospite e sequenze presenti nel vettore, con possibili effetti indesi-
derati. Ad esempio, un recente studio ha mostrato che, in un modello ovino in vivo,
il trattamento con un vettore retrovirale derivato dal retrovirus MLV, pseudotipizzato
con una proteina derivata dal virus della leucemia dei gibboni (GalV), ricombinava
con il virus della leucemia bovina dando luogo ad un retrovirus in grado di infettare
ovini e bovini (Van den Broeke, 2003).

L'uso di VL derivati dall’'HIV in topi elimina il rischio potenziale della propagazione di
RCL, eventualmente prodottisi in seguito a ricombinazione all'interno della cellula
d’impacchettamento, dato che i roditori non sono permissivi per l'infezione da HIV.
Inoltre, alcuni studi indicano che la presenza accidentale di retrovirus di tipo gamma
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nell’'ospite difficilmente ha effetti nocivi. In cellule in cultura non si sono osservati
fenomeni di trans-impacchettamento tra retrovirus di tipo gamma e lentivirus
(Naldini, 1996) e, persino in topi transgenici portatori del genoma pro-virale di HIV
integrato in ogni cellula del loro corpo, I'analisi per Southern blot non ha rilevato la
presenza di sequenze provirali libere (Milman, 1990). Uno studio ha valutato la gene-
razione potenziale di lentivirus competenti per la replicazione (RCL) in un contesto
sperimentale di xeno-trapianto. Il rischio di potenziali effetti nocivi & stato valutato in
149 topi immunodeficienti trapiantati con cellule staminali ematopoietiche e cellule
progenitrici umane (Bauer, 2008).Questo studio ha dimostrato I'assenza di effetti
nocivi nonché I'assenza dell'antigene p24 di HIV nel siero degli animali in un perio-
do di tempo di vari mesi dopo 'inoculazione. Tuttavia, nonostante questi risultati ras-
sicuranti, questo studio sottolinea il fatto che per trarre delle conclusioni definitive &
necessario un periodo di osservazione piu lungo rispetto a quello di questo limitato
studio su modello murino.

Un'attenzione particolare deve essere dedicata a quegli studi che coinvolgono spe-
cie permissive per l'infezione da lentivirus dato che in questo caso sussiste un rischio
maggiore di mobilizzazione o complementazione del VL che, a sua volta, aumenta il
rischio di formazione di RCL. Un’altra questione da affrontare ¢ la possibile mobiliz-
zazione del vettore in pazienti che, dopo il trattamento di terapia genica con un VL,
contraggono l'infezione da HIV.

Sotto questo punto di vista, i vettori lentivirali integrasi difettivi (IDLV), data la loro
struttura, risulterebbero piu sicuri rispetto ai vettori integrazione competenti (VL) per-
ché meno suscettibili alla eventuale generazione di RCL e alla mobilizzazione. Infatti,
per la replicazione, il virus HIV ha bisogno che I'enzima Integrasi sia funzionale, di
conseguenza gli IDLV non sono in grado di supportare la replicazione innescata da
HIV nell’eventualita che un evento di ricombinazione generi RCL. Inoltre, nonostante
I'uso di tecniche molto sensibili, nessun evento di formazione di RCL € mai stato
riportato neanche per gli VL (Escarpe, 2003; Sastry, 2003; Sastry, 2009). Anche la
mobilizzazione tramite incapsidazione di trascritti competenti dovuti a super-infezio-
ne con virus wild-type € altamente improbabile, perché gli E-DNA sono instabili e
vengono persi in cellule in divisione, quali i linfociti T. Questo rende gli IDLV significa-
tivamente piu sicuri rispetto ai vettori lentivirali integranti.

11. Sequenze retrovirali endogene

Un’'altra considerazione deve esser fatta a riguardo della potenziale interazione del
vettore lentivirale con le sequenze retrovirali endogene (ERV) presenti nella cellula di
impacchettamento in cui il vettore € prodotto e nella cellula bersaglio della trasduzio-
ne con il vettore. Le ERV sono i residui di antiche infezioni della linea germinale con
retrovirus esogeni che si sono integrati nel genoma. Alcune di queste sequenze pro-
babilmente si sono spostate e propagate nel genoma dell’ospite per retro-trasposi-
zione. E riconosciuto che alcune ERV sono in grado di interagire con la controparte
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esogena, inclusi vettori retrovirali, per mezzo di vari meccanismi, inclusa la transatti-
vazione e la ricombinazione (Chong, 1998; Rasmussen, 1997; Naldini, 1996). E stato
dimostrato che delle proteine fornite in trans da un’infezione retrovirale possono pro-
muovere la mobilizzazione di retrovirus endogeni di per sé inattivi (Siapati, 2007) o
anche che il co-impacchettamento di ERVs puo dare luogo al trasferimento indesi-
derato delle loro sequenze alle cellule bersaglio e alla potenziale ricombinazione con
vettori retrovirali o con il genoma cellulare (Mikkelsen, 2000). Le sequenze ERVs
costituiscono ben I'8% del genoma umano (Stoye, 2001).

Studi in vitro hanno indagato l'incorporazione di ERVs nelle particelle del virus della
leucemia murina (MLV) e suggeriscono che il riconoscimento e I'impacchettamento
di ERV da parte del meccanismo di assemblaggio di MLV & piuttosto inefficiente
(Patience, 1998). Da uno studio recente si evince inoltre che sistemi derivati da LV
co-impacchettano le sequenze ERV con una efficienza ancora minore rispetto ai
sistemi basati su MLV (Zeilfelder, 2007). Gli autori spiegano questa bassa efficienza
con il fatto che non sono presenti ERV affini a sequenze lentivirale mentre le sequen-
ze affini a MLV sono molto numerose. Nonostante questo, alcune sequenze ERV
sono riconosciute dalla proteina Rev di HIV in cellule permissive dopo infezione con
HIV-1, il che promuove I'esporto dal nucleo dei trascritti ERV in queste cellule (Yang,
1999). Inoltre si possono rilevare degli RNA derivanti da ERV nel plasma di pazienti
infetti da HIV-1, dato che & a sostegno dell’ipotesi che esiste ancora una significati-
va capacita di codifica di proteine e una attivita da parte di questi retrovirus endoge-
ni (Dewannieux, 2006; Lee, 2007). La proporzione di ERVs impacchettate in HIV
rispetto al rilascio del’RNA per HIV non e ancora chiara ed & generalmente ricono-
sciuto che diverse forme di stress cellulare possono indurre I'espressione aspecifica
di ERVs. Tutti questi dati quindi inducono a pensare di indagare ulteriormente la pos-
sibilita che le ERVs possano essere una sorgente di sequenze lentivirali funzionali
capaci di ricombinarsi con vettori LV derivati da HIV.

Dalle prime applicazioni cliniche, nelle quali i bersagli di VL sono stati i linfociti T per
il trattamento dell’'infezione da HIV (mediante espressione di shRNAs anti HIV) o cel-
lule cancerose, il campo della terapia genica tramite VL si € recentemente espanso
con sperimentazioni che hanno come bersaglio le cellule ematopoietiche staminali
autologhe CD34 per il trattamento di disordini della demielinazione, incluse le emo-
globinopatie adenoleucodistrofie legate al cromosoma X o difetti delle cellule stami-
nali come I'anemia falciforme, la talassemia o la sindrome di Wiskott-Aldrich. Il risul-
tato di queste sperimentazioni cliniche a lungo termine fornira sicuramente indicazio-
ni riguardo l'efficacia e la sicurezza dei VL.

In sintesi, la valutazione del rischi connessi all’utilizzo di vettori lentivirali deve analiz-
zare i seguenti pericoli:

- la formazione di lentivirus competenti per la replicazione (RCL);

- eventuali effetti dovuti alla natura del transgene;

- la mutagenesi inserzionale;

- la mobilizzazione del vettore.
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Gli eventuali rischi dipendono dalla natura del vettore e da quella del transgene codi-
ficato.

Per quanto riguarda la formazione di RCL, essa dipendera dal numero di eventi
ricombinatori necessari e dal numero di geni essenziali per la replicazione che sono
stati rimossi dal vettore/sistema di packaging. | vettori di nuova generazione consen-
tono di considerare trascurabile tale rischio, che perd dovra essere preso in consi-
derazione nel caso fossero ancora in uso sistemi di prima o seconda generazione.
Infatti il rischio di produzione di RCL si & notevolmente ridotto grazie allo sviluppo di
sistemi di produzione virale piu sicuri. | metodi di rilevazione di RCL messi a punto di
recente, estremamente sensibili, basati su PCR e culture cellulari, hanno conferma-
to 'assenza di RCL nei grandi lotti di produzione destinati agli studi clinici (Sastry,
2003; Escarpe, 2003).

Relativamente alla natura del transgene va considerato che questo puo essere un
oncogene o potenzialmente tale, o avere altre caratteristiche potenzialmente nocive
(ad es. generazione di risposta autoimmunitaria). In questo caso, la valutazione del
rischio dovra concentrarsi sugli eventi che possono portare i MOGM a contatto con
I'operatore, siano essi eventi incidentali che di routine.

Una corretta gestione dei versamenti accidentali, la limitazione dell’'uso di aghi e mate-
riale tagliente, il controllo dell’aerosol generato in operazioni quali centrifugazione,
sonicazione, ecc., la pulizia ed il controllo della contaminazione di strumenti e super-
fici di lavoro, sono tutti fattori che contribuiscono alla minimizzazione di tale rischio.

[ lentivirus si integrano nel cromosoma ospite per cui possono dare origine a fenome-
ni di mutagenesi inserzionale, attivando o disattivando geni dell'organismo ospite.

Il recente utilizzo di sistemi di packaging che codificano per una proteina eterologa
per il capside (ad es VSV-G), fa si che il MOGM abbia un elevato tropismo e quindi
possa trasdurre cellule di diversi tessuti, aumentando il potenziale rischio. Anche in
questo caso si deve operare nel senso del contenimento e della formazione del per-
sonale, focalizzandosi sui punti descritti al precedente paragrafo.

Una informazione da tenere presente, € non solo il titolo che si ritrova nel surnatan-
te (valutazione necessaria ai fini dell’esposizione ad aerosol sia in operazioni di labo-
ratorio, sia su larga scala, sia per versamento accidentale), ma anche la quantita di
vettore presente nei diversi scenari incidentali e che puo entrare in contatto con I'o-
peratore, con personale di servizio e con I'ambiente esterno (ad esempio la quantita
di virus nel volume morto dell’ago nel caso di autoinoculazione accidentale).
Discorso a parte merita la valutazione in funzione dell’utilizzo di specie animali da
laboratorio trattata nel successivo capitolo.

In ultima istanza, la valutazione di tali rischi deve portare all’assegnazione del livello
di contenimento biologico piu adeguato alle varie fasi del progetto. Come buona
regola pratica, il livello di contenimento piu alto stabilito, dara anche la classe di
impiego del MOGM, da riportare nella notifica di impiego confinato.

In generale, un livello di contenimento (BSL) pari a 2 (D.Lgs. 81/2008 e s.m.i.), even-
tualmente rinforzato con I'utilizzo di prassi operative e Dispositivi di Protezione
Individuale (DPI) propri del BSL 3, atti a prevenire e minimizzare I'esposizione delle
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mucose ad aerosol, e sufficiente in laboratorio ed anche in operazioni su scala indu-
striale (volumi di coltura superiori a 10 litri).

Tuttavia, deve comunque essere completata una valutazione del rischio per ogni
MOGM che tenga conto di diversi fattori e che ad ogni esperimento o famiglia di
esperimenti sia in grado di associare il piu corretto livello di contenimento.

In Tabella 3 sono riassunte schematicamente le valutazioni sulla biosicurezza dei VL
ed i potenziali livelli di rischio.

Tabella 3. Schema riassuntivo per la valutazione della biosicurezza dei vettori lentivirali ed i corri-
spondenti livelli di rischio

Valutazione della biosicurezza e livelli di rischio

Valutazione della Biosicurezza Elevato Basso
e —

Disegno del vettore Vettore e funzioni di packaging Vettore e funzioni di packaging
separate su due vettori separate in plasmidi multipli
Espressione di geni virali Delezione di geni virali
Transgene Oncogene Non-oncogene
Produzione del vettore Elevate quantita Quantita di laboratorio
Animale Ospite Ospite permissivo Ospite non-permissivo
Animali inoculati con cellule umane
Manipolazione Animale Somministrazione del vettore (es.  Stabulazione e allevamento (senza
uso di siringhe o materiale tagliente uso di aghi, ecc.)

durante I'inoculo)

12. Valutazione del rischio connesso all’utilizzo di vettori lentivirali nella
sperimentazione in animali

La sperimentazione animale, in corso di studi preclinici, € un momento fondamentale
finalizzato alla verifica funzionale dei sistemi vettore oltre che dei protocolli clinici da
applicare all'uomo. Una corretta valutazione del rischio connessa all’utilizzo dei vetto-
ri lentivirali nell’animale si rende necessaria, nell'interesse della sicurezza degli opera-
tori e dell’ambiente. La sperimentazione sull’animale deve essere condotta tenendo in
considerazione la valutazione del rischio relativa al costrutto con cui si vuole trasdur-
re ed alla proteina che si vuole esprimere. Qualsiasi manipolazione sull’animale deve
avvenire in locali conformi alla classe di contenimento appropriata al tipo di costrutto.
Tali locali devono essere inclusi nella notifica di impianto, ma e necessario che nella
notifica di impiego la valutazione del rischio consideri i rischi connessi alla stabula-
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zione dell’animale una volta trattato. Deve essere tenuto presente che il livello di con-
tenimento biologico (Biosafety Level — BSL) vale fino all'inoculazione dell’animale.
Successivamente, deve essere preso in considerazione il livello di contenimento bio-
logico animale (Animal Biosafety Level — ABSL).

Alcune specie animali da laboratorio (ad es. topi) non supportano la replicazione di
HIV-1 e quindi successivamente all'inoculazione il livello di contenimento pud essere
diminuito da 2 a 1, tenendo presente I'eventuale rilascio del vettore nei fluidi corporei
raccolti nella segatura della lettiera. Inoltre I'utilizzo di VL di terza generazione introdu-
ce maggiore sicurezza contro la produzione di RCL (Dull et al., 1998) e I'amplificazio-
ne di eventuali RCL nei roditori € percio altamente improbabile. Questo rappresenta
un notevole vantaggio per tutti quegli studi di terapia genica o di immunizzazione
dove si presenta la necessita di effettuare analisi piu sofisticate quali ad esempio la
Imaging a Risonanza Magnetica (MRI) per seguire in vivo, in maniera non invasiva,
I'effetto di un gene in protocolli terapeutici. Karlen e Zuffery (2007), hanno effettuato
studi su roditori per determinare il tempo di decadenza delle particelle virali inoculate
in roditori, stabilendo che dopo 72 ore i roditori inoculati con alte dosi di VL, 107 unita
transducenti (TU) intravena, possono essere declassificati a livello di contenimento 1
(BLS1), mentre il tempo si riduce a 24 ore negli animali inoculati direttamente nel cer-
vello. Al contrario, animali che supportano la replicazione (sia di HIV che dell’eventua-
le lentivirus di origine animale utilizzato) o a cui sono state impiantate cellule umane,
richiedono un livello di contenimento superiore (BLS2) a causa del potenziale di gene-
razione di RCL. Il controllo dei ricambi d’aria nelle stanze di stabulazione; il manteni-
mento di pressioni differenziali tra le stanze di stabulazione e le zone circostanti; flus-
si ben definiti di materiale e personale da zone pulite a zone sporche; I'utilizzo di gab-
bie filtrate e di sistemi di captazione dell'aria per le operazioni di cambio segatura; e
infine la formazione del personale ¢ il corretto utilizzo di DPI e norme di igiene perso-
nali sono elementi fondamentali a contenere e controllare il rischio.

13. Misure di prevenzione nell’utilizzo di vettori lentivirali: Linee Guida
internazionali

Il controllo del rischio connesso all’utilizzo di vettori lentivirali viene effettuato attraver-

so la definizione e I'adozione di adeguate misure di prevenzione quali:

e adeguati livelli di contenimento dei locali adibiti alle lavorazioni;

* adeguate attrezzature di lavoro;

* adeguate norme di comportamento in laboratorio;

* adeguate misure di protezione collettive e/o individuali per la eliminazione o la
riduzione del rischio di contaminazione.

Risulta inoltre di fondamentale importanza la professionalita, I'addestramento, I'e-
sperienza ed il buon senso dell’operatore. Infatti va sottolineato che ¢ il fattore erro-
re umano spesso causa di incidenti occupazionali, qualunque contesto lavorativo si
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analizzi, e che nello specifico € riconducibile ad una prassi disattenta di laboratorio
e all'uso errato delle apparecchiature. Questi ultimi aspetti sono spesso connessi
alla ripetitivita delle operazioni che gli addetti ai laboratori, specie quelli che utilizza-
no tecniche molecolari, devono compiere, e piu in generale all'assuefazione al lavo-
ro che riduce la percezione del rischio (Pettauer, 1995).

A livello internazionale esistono diverse linee guida in tema di misure di prevenzione
ed adozione di specifiche procedure di lavoro quando si manipolano vettori lentivi-
rali derivanti da HIV-1 (Center for Disease Control, 2009; National Institutes of Health,
2006.; Cornell University, 2008; Biosafety in Microbiological and Biomedical Labora-
tories, 2007; University of Pittsburgh, 2008; Dartmouth College, 2011; Committee on
Microbiological Safety (COMS) of the Harvard Medical School, 2010) e tutte concor-
dano nel considerare come potenziali pericoli quelli della possibile produzione di len-
tivirus competenti per la replicazione (RCL) ed il potenziale di oncogenesi.

Sia il livello di contenimento BSL2 o il livello BSL2 con precauzioni extra (BSL2+)
sono considerati appropriati per le operazioni che utilizzano vettori lentivirali che pre-
sentano multipli profili di sicurezza e che vedono segregati vettore e funzioni packa-
ging su quattro o pit plasmidi (vettori di terza generazione e auto-inattivanti). Il livel-
lo di contenimento BSL2+ include una particolare attenzione ai taglienti (e ove pos-
sibile prevede 'uso di aghi di sicurezza) e I'utilizzo dei dispositivi di protezione spe-
cifici per prevenire I'esposizione delle mucose del lavoratore. Nello specifico le extra
precauzioni consistono nell’utilizzo del doppio guanto, della visiera, della maschera
facciale, soprattutto per le operazioni che vengono eseguite fuori dalla cappa di bio-
sicurezza. Nella maggior parte delle linee guida, questi livelli di contenimento sono
considerati adeguati anche quando si effettuano operazioni con grandi volumi (>10
L) di vettori lentivirali da HIV.

Relativamente ai test per valutare I'assenza di RCL viene riportata in letteratura I'e-
sperienza del National Gene Vector Laboratory (NGVL) che in un test di produzione
di oltre 60 litri di vettori lentivirali da HIV-1 e successivo screening del supernatante e
delle cellule, utilizzando diversi metodi, non ha osservato presenza di RCL (dati non
pubblicati), nonché la costante mancanza di RCL in tutti i lotti di VL prodotti su larga
scala per le sperimentazioni cliniche accennate sopra (Biffi, 2013; Aiuti, 2013).
Questo suggerisce che la frequenza di comparsa di RCL nella produzione di vettori
lentivirali risulta molto bassa e, considerato che, comungue, non puo essere consi-
derata in via teorica inesistente, si suggerisce di continuare ad investigare su tale
evenienza, al fine di implementare le conoscenze a tale riguardo.

La Tabella 4 riassume le piu recenti raccomandazioni e Linee Guida riguardanti spe-
cificamente il contenimento nell’'uso dei VL. Sono indicati i requisiti minimi di conte-
nimento per VL nei quali la natura del transgene inserito non pone rischi ulteriori e
per i quali la produzione avviene su scala di laboratorio.

La Tabella 5 riassume schematicamente le differenze tra una facility BSL2 e BSL3
secondo le Linee Guida NIH.

La Tabella 6 riporta le norme comportamentali da osservare durante la manipolazio-
ne di VL in una facility BSL-2
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Tabella 4. Raccomandazioni e Linee Guida di sicurezza biologica per la manipolazione dei vettori lentivirali

Tipo di manipolazione

Livello di

Misure e condizioni Bibliografia

In vitro

Manipolazione di cellule trasdotte con
vettori SIN di terza generazione

Attivita di ricerca che prevede I'uso di
sistemi con funzioni di impacchettamento
del vettore disposti su piu di due plasmidi

Manipolazione/produzione di vettori SIN
privi delle proteine regolatorie Vpr, Vpu,
Vif e Nef con volumi e manipolazioni di
cellule trasdotte con questo tipo di vettori

Manipolazione di cellule trasdotte con
vettori non-SIN o vettori non privati delle
proteine Vpr, Vpu, Vif e Nef

Attivita di ricerca che prevede I'uso di
sistemi con funzioni di impacchettamento
del vettore disposti su due plasmidi con
volumi maggiori di 10It

In vivo

Stabulazione di animali inoculati con LV
con vettori derivanti da sistemi di
impacchettamento con piu di 2 plasmidi,
1-7 giorni dopo l'inoculo.

Inoculazione di animali inoculati con i)
vettori SIN privi delle proteine regolatorie
Vpr, Vpu, Vif e Nef o ii) cellule trasdotte
con questo vettore

Trapianto in primati di cellule trasdotte
con vettori lenti virali SIN di “terza
generazione”

Inoculazione di animali con vettori che
possono infettare cellule umane (per es.
vettori pseudotipizzati con la proteina
Env VSV-G)

Stabulazione di animali trapiantati con
cellule permissive per la replicazione

lentivirale umane o animali, trasdotte

con vettori SIN

contenimento

BSL 2

BSL 2

BSL 2

BSL 2
potenziato

BSL 2
potenziato

BSL 1

BSL 2

BSL 2

BSL 2

BSL 2
potenziato

(NIH (RAC),
2006)

(NIH (RAC),
2006)

Guanti, DPI* (CGM/051215-01,
2005;
NIH (RAC),

2006)

(NIH (RAC),
2006)

Attenzione a strumenti
taglienti (uso di aghi di
sicurezza), DPI*

(NIH, 2006)

Gli animali non devono
essere permissivi per la

(NIH (RAC), 2006;
CGM/051215-01,

replicazione lentivirale. Dopo 2005)
linoculo il sito deve essere
pulito e la lettiera cambiata.
Deve essere usata una (NIH, 2006;
cappa biologica a livello  CGM/051215-01,
di contenimento I 2005)

Le condizioni dellinoculo  (CGM/060710-01,
devono essere tali da 2006)

minimizzare la presenza di

particelle di vettore libere

Deve essere usata una
cappa biologica a livello
di contenimento Il

(CMS/HMD, 2010)

Attenzione agli strumenti
taglienti (usare aghi di
sicurezza), DPI*

(NIH, 2006)

Note:
DPI: dispositivi di protezione individuale.

a: adatto a ridurre una potenziale esposizione delle mucose.
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Tabella 5. Riassunto schematico comparativo tra facility BSL-2 e BSL-3

BSL-3

(Include la lista indicata per il BSL2, eccetto
dove indicato specificatamente)

Procedure standard

Accesso ristretto

Decontaminare la superficie di lavoro
Decontaminare i rifiuti

Non pipettare a bocca

Vietato consumare cibi e bevande, ecc.

Lavare le mani dopo la mainpolazione di
micoorganismi e prima di uscire dal laboratorio

Ridurre al minimo aereosol e spruzzi

Gli esperimenti a minor rischio biologico devono
essere condotti in aree strettamente demarcate

Tutti gli esperimenti sono condotti a livello BSL3

Non sono ammesse persone al di sotto dei 16 anni

Procedure speciali

Specificare regole di ammissione
Segnali di pericolo biologico
Contenimento di insetti e roditori

Indumenti protettivi da rimuovere prima di uscire
dal laboratorio

Vietato l'ingresso degli animali non coinvolti nella
sperimentazione

Evitare la contaminazione della pelle tramite guanti
Evitare l'uso di oggetti taglienti

Comunicare agli organi di controllo eventuali
fuoriuscite ed esposizioni

Se necessario effettuare controlli sanitari
Manuale e di biosicurezza consultabile

Equipaggiamenti

Cappa biologica di classe Il (BSC Il) utilizzata per le
procedure con produzione di aereosol o
concentrazione di larghi volumi

Raccolta e conservazione del siero di baseline

Mascherina chirurgica o respiratori indossati nelle
stanze con animali

Animali ospitati in sistemi di contenimento parziali
(o DPI completi con doccia per il personale)

Linee per il vuoto protette con filtri HEPA e trappole
con disinfettante liquido

di contenimento

Tutti i lavori vengono condotti in BSC II. Le BSC
devono essere certificate annualmente
Continua
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Segue Tabella
Attrezzature di laboratorio

| laboratori devono poter essere puliti faciimente;
banconi con superfici impermeabili e mobilio solido
e robusto

Lavandino per lavare le mani
Zanzariera alle finestre
Autoclave

Doppia porta di ingresso

Superfici resistenti all'acqua e sigillate per evitare
infiltrazioni

Finestre chiuse e sigillate

Porte con chiusura di sicurezza

Autoclave con accesso nel laboratorio

Non & consentito il flusso d'aria ricircolante

Tabella 6. Norme comportamentali da osservare durante la manipolazione di VL in una facility BSL-2

Se vengono eseguite manipolazioni “aperte” Il laboratorio deve avere almeno una cappa di sicurezza
biologica. Questa deve essere installata all’interno dell’area di lavoro in modo tale da non disturbare I'e-
quilibrio del flusso d’aria. Deve essere localizzata lontana dalle finestre, dalla porte, dagli approvvigiona-
menti per la stanza, dalle bocche dell’aria condizionata e dalle zone di passaggio. Deve essere control-
lata e certificata al momento dell'installazione, dopo ogni spostamento e almeno una volta all’anno.

Dei guanti monouso devono essere sempre a disposizione del personale e devono essere indossati
quando & previsto un contatto diretto o si preveda la possibilita di un contatto con |a pelle non intatta.

Mascherina, occhiali di protezione o schermi protettivi per il viso devono essere indossati durante dei
procedimenti che possono dar luogo a schizzi o aereosol se effettuati al di fuori di cappa di sicurezza
biologica.

Bisognerebbe evitare I'uso di aghi o altri strumenti appuntiti. Se tali strumenti dovessero essere neces-
sari, dovrebbero essere manipolati adeguatamente, in modo da ridurre il rischio di puntura accidentale.

Tutte le manipolazioni che possono potenzialmente produrre aereosol o comunque pericolose, devono
essere condotte all'interno di una cappa di sicurezza biologica di tipo I.

La manipolazione simultanea di virus competenti per la replicazione o altri sistemi di vettori nella stes-
sa cappa di sicurezza biologica di tipo Il & proibita.

Luso di cappe a flusso laminare orizzontale & proibito per la manipolazione di patogeni e/0 organismi 0
microrganismi geneticamente modificati che comportano rischio per I'operatore.

Le superfici di lavoro devono essere pulite e decontaminate con i disinfettanti piu appropriati dopo aver
finito il lavoro o dopo ogni contaminazione con materiale biologico. | disinfettanti appropriato per inatti-
vare VL sulle superfici includono 1% ipoclorito di sodio, 2% glutaraldeide alcalina o 70% etanolo.
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Le direttive per I'uso dei disinfettanti devono essere a disposizione del personale. A seconda dello
scopo, le istruzioni devono precisare il tipo di disinfettante da usare ed il tempo di applicazione.

Le istruzioni sul comportamento da tenere in caso di incidente devono essere esposte in maniera ben
visibile all'interno del laboratorio. Si deve inoltre redigere una procedura di trattamento di profilassi di
post-esposizione che deve essere messo in atto immediatamente dopo la prescrizione da parte del
medico del lavoro.

Il trasporto di VL o di cellule trasdotte da VL all'interno della struttura deve avvenire all’interno di un dop-
pio contenitore. Il primo, sigillato in modo da impedire eventuali perdite, deve essere inserito in un
secondo contenitore che, in un normale trasporto, sia infrangibile.

Il trasporto di VL o cellule trasdotte da VL all’esterno della struttura deve avvenire all’interno di un triplo
contenitore che sia conforme ai requisiti correnti dei regolamenti UN riguardanti il trasporto di merci peri-
colose.

14. Test per la valutazione della presenza di vettori lentivirali competenti
per la replicazione (RCL)

La valutazione della eventuale formazione di RCL avviene tramite test biologici, che
prevedono I'uso di co-culture trale cellule producenti il vettore o il sovranatante da
esse prodotto, con una linea cellulare permissiva. | test devono essere protratti per
un minimo di cinque passaggi cellulari, al fine di garantire I'amplificazione di ogni
potenziale RCL eventualmente presente. Per quanto riguarda i VL basati su HIV-1, in
genere, come linea permissiva, viene utilizzata la linea cellulare T non aderente
C8166, perché altamente suscettibile all’infezione. Le cellule C8166, vengono, quin-
di trasdotte con il vettore da testare e dopo 3 settimane di coltura (fase I: amplifica-
zione), viene raccolto il sovranatante ed utilizzato per trasdurre le cellule MAGI, una
linea cellulare CD4+ che esprime il gene LacZ sotto il controllo dell’elemento
responsivo al Tat nelle LTR (fase II: rilevazione) per ulteriori 7 giorni. Alla fine di que-
sta fase il sovranatante viene analizzato tramite test ELISA per la presenza dell’anti-
gene p24 e per la produzione di LacZ, mentre le cellule vengono analizzate per la
presenza di retrovirus tramite reazione di PCR con dei primers che cadono all’inter-
no della sequenza di impacchettamento e nella regione del gene gag (psi-gag PCR)
(Sastry, 2005; Cornetta, 2011). La fase di amplificazione della durata di 3 settimane
permette appunto di amplificare la concentrazione dei virus che altrimenti risultereb-
bero al di sotto del limite di rilevazione del test. La seconda fase invece & necessa-
ria per: i) escludere la presenza di RCL a crescita lenta; ii) escludere falsi positivi
dovuti alla rara possibilita di ricombinazioni tra vettore e plasmide di impacchetta-
mento (questo evento non genera RCL).
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Figura 12. Test RCL

RCL — :ii Vettori Lentivirali sovranatante di coltura: p24, LacZ

o <t / cellule: PCR

Infezione di C8166 Fase I: amplificazione Fase lI: rilevazione
21 giorni 7 giorni

Note: La linea cellulare permissiva C8166 viene infettata con il campione di LV da testare. Dopo 21 gior-
ni di coltura (fase I: amplificazione), il sovranatante viene raccolto ed utilizzato per infettare la linea cel-
lulare MAGI (fase Il: rilevazione). In seguito, dopo 7 giorni, il terreno di coltura viene analizzato per la pre-
senza dell’antigene p24 e della proteina LacZ, mentre le cellule vengono analizzate per la presenza di
retrovirus tramite PCR.

15. Test per la valutazione della mobilizzazione dei vettori lentivirali

Per la valutazione della eventuale mobilizzazione di VL puo essere utilizzato un test
in vitro che utilizza un marker di rilevazione, Marker Rescue Assay (MRA). Questo test
consiste nell’utilizzare la linea cellulare 293 stabilmente trasdotta con una copia inte-
grata di vettore lentivirale esprimente il gene NeoR, che conferisce la resistenza
all’antibiotico Neomicina (Evans, 2000; Hanawa, 2005). Le cellule vengono infettate
con le preparazioni di VL da testare per la mobilizzazione e il sovranatante viene rac-
colto dopo 24 e 72 ore per essere titolato per il trasferimento del marcatore NeoR su
cellule HelLa e 293. Il numero delle colonie positive indichera il numero di vettore il
cui genoma e stato ripristinato e mobilizzato. Nel caso di vettori IDLV il test puo esse-
re effettuato su macrofagi (cellule non in divisione) per 14 giorni (Gillim-Ross, 2005)
ed i sovranatanti raccolti ogni 2 giorni e testati su cellule MAGI per la espressione del
gene LacZ e PCR.
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16. Valutazione dell’esposizione professionale a vettori lentivirali

Nello specifico della esposizione professionale a vettori lentivirali, non risultano spe-
rimentati o allo studio piani di monitoraggio biologico dei lavoratori per la valutazio-
ne di tale rischio professionale. A tale proposito occorre sottolineare che, a fini pre-
ventivi, il monitoraggio biologico, mediante la ricerca di marker specifici, consentireb-
be di definire i livelli di esposizione prima che si manifestino eventuali effetti avversi
sulla salute.

Risultano altresi attivati in alcuni laboratori biotecnologici piani di controllo della con-
taminazione delle superfici di lavoro dei laboratori dove si manipolano i vettori
mediante analisi di PCR (con cadenza trimestrale) con i primers specifici per il DNA
del MOGM, per accertare I'assenza di contaminazione (Pietrangeli, 2004).
Malgrado a tutt’'oggi non siano riportate in letteratura notizie di incidenti e conse-
guenti effetti sulla salute durante la manipolazione di vettori virali da parte di perso-
nale specializzato negli impianti autorizzati, tuttavia la messa a punto di metodi per
la verifica di una eventuale contaminazione del lavoratore puo rivelarsi utile ai fini di
confermare l'efficacia delle misure di contenimento adottate ed a dare indicazioni
per I'attivazione di piani specifici di sorveglianza sanitaria, qualora necessari. Infatti,
le metodiche gia utilizzate per testare la formazione di RCL e la mobilizzazione nei
pazienti sottoposti a terapia genica potrebbero essere ugualmente applicate per
monitore gli operatori del settore nel caso di accidentale contaminazione con i VL.
Eventualmente &, inoltre, possibile tramite Alu-PCR misurare il numero di copie pro-
virali di VL integrato per cellula. La Alu-PCR consiste in una prima corsa di amplifica-
zione con un primer specifico per il genoma del VL, ad esempio una sequenza inter-
na all'LTR o al Gag e una coppia di primers complementari alle sequenze cromoso-
mali ripetute Alu, presenti nel genoma umano circa ogni 5000 bp (Butler, 2001). Nella
successiva amplificazione, il DNA della prima PCR viene questa volta amplificato uti-
lizzando una coppia di primers complementari ad una sequenza interna all’'LTR o al
Gag. La Alu-PCR viene impiegata anche per quantificare il DNA integrato di HIV-1 nei
pazienti perché molto precisa e sensibile, con un limite di rilevazione di 6 provirus per
50.000 cellule equivalenti (Brussel, 2005).

17. Procedure operative standard in seguito ad esposizione accidentale
ai vettori lentivirali

Nel caso di una eventuale esposizione accidentale al VL la procedura da adottare
deve tenere in considerazione la via di trasmissione, le procedure di primo soccor-
so e il trattamento dell’area contaminata. Devono altresi essere avviate le procedure
di notifica per gli incidenti sul lavoro secondo la normativa vigente. Il periodo di incu-
bazione per I'osservazione di eventuali effetti dovuti all’esposizione pud variare da
qualche mese ad anni. Nel caso di esposizione ad alto rischio si raccomanda la
stessa profilassi adottata per le esposizioni ad HIV replicazione competente.
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Esposizione ad Alto Rischio Esposizione a Basso Rischio

Puntura sulla pelle o iniezione Morso da un animale inoculato di recente

Contatto percutaneo con fluidi corporei provenienti
da un animale inoculato di recente

Contatto con le mucose Esposizione ad Aereosol
(occhi, naso, bocca)

Contatto con ferite sulla pelle

Ingestione

Primo soccorso:

a. Contatto sulla pelle: lavare immediatamente la parte esposta con acqua e
sapone. L'utilizzo di soluzioni antisettiche irritanti deve essere evitato.

b. Ferita della pelle: lavare immediatamente e accuratamente la ferita con acqua
e sapone e tamponare per asciugare.

c. Contatto con occhi, naso o bocca: sciacquare immediatamente la parte con
acqua corrente peralmeno 10 minuti.

d. Contaminazione degli indumenti: togliere gli indumenti che possono essere
stati contaminati o contaminati e metterli all'interno di due sacchetti di plastica per
autoclave.

Decontaminazione dell’area:

Nel caso di sversamento accidentale del VL nellambiente di lavoro, I'area deve
essere decontaminata tramite disinfettanti. Possono essere utilizzati disinfettanti
ospedalieri 0 una soluzione all'1% di ipoclorito di sodio (per un contatto di almeno
10 minuti) o etanolo. Linattivazione fisica di piccoli volumi di siero puo essere fatta
a 56°C per 30 minuti.

18. Conclusioni

Le caratteristiche proprie dei VL e gli sforzi compiuti dalla comunita scientifica per
garantirne efficienza e sicurezza hanno fatto si che diventassero strumenti sempre
pit di uso comune in numerosi laboratori biotecnologici. Essi trovano, infatti, appli-
cazione in vitro per la trasduzione di cellule eucariotiche e la produzione di proteine
ricombinanti, in vivo, in modelli animali, per lo sviluppo pre-clinico e clinico di vettori
impiegati nella terapia genica, € come nuovi delivery system per la produzione di
vaccini di ultima generazione. L'uso dei VL, inoltre, non ¢ limitato ad applicazioni di
terapia cellulare ma si € esteso a ricerche nel campo della funzionalita genica trami-
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te knock-down genetico, basato sull’'uso di RNA interferenti in cellule di mammifero.
Nonostante la sua ben nota patogenicita, i vettori derivati da HIV-1 offrono soluzioni
uniche per protocolli di terapia genica, perché sono in grado di codificare per geni
di grandi dimensioni, trasducono efficacemente sia cellule in divisione sia cellule dif-
ferenziate e quiescenti, mantengono a lungo I'espressione del gene trasdotto nel
genoma della cellula ospite, non presentano immunita pre-esistente anti-vettore,
inducono una bassa risposta immunitaria dell’ospite e mostrano una bassa poten-
zialita genotossica dovuta a mutagenesi inserzionale Proprio per la nota patogeni-
cita di HIV-1, uno sforzo considerevole e stato dedicato al disegno di VL con eleva-
te caratteristiche di sicurezza biologica: al fine di minimizzare la probabilita di pro-
durre particelle replicazione competenti (RCLs), sono state sviluppate diverse gene-
razioni di VL: di prima, seconda, terza generazione, self inattivanti ed integrasi difet-
tivi (IDLV).

Nel documento vengono trattati gli aspetti di biosicurezza in relazione alla valutazio-
ne e gestione dei pericoli connessi con I'utilizzo dei diversi VL in base a quanto pre-
visto da norme e linee guida internazionali ed, a livello nazionale, in base ai disposti
del Titolo X del D.Lgs. 81/2008 e del D.Lgs. 206/2001. La valutazione del rischio deve
considerare le condizioni di manipolazione dei vettori stessi: le procedure di labora-
torio piu tipiche comprendono: (7) la manipolazione di colture cellulari trasdotte da
VL, (2) la manipolazione di sospensioni di VL, (3) la sperimentazione in vivo che coin-
volge animali da laboratorio inoculati con sospensioni di VL o cellule trasdotte da VL
e (4) la preparazione del vettore stesso. Il rischio di esposizione deve essere identi-
ficato e valutato per ogni procedura facendo particolare attenzione alla potenziale
contaminazione dell’operatore. Tale valutazione deve portare all’assegnazione del
livello di contenimento piu adeguato alle varie fasi del progetto. Dal momento che la
sperimentazione animale, in corso di studi preclinici, &€ un momento fondamentale
finalizzato alla verifica funzionale dei sistemi vettore oltre che dei protocolli clinici da
applicare all'uomo, una corretta valutazione del rischio in tale fase operativa si rende
necessaria non solo nell'interesse della sicurezza degli operatori, ma anche dell’am-
biente.

Le diverse Linee Guida internazionali in tema di misure di prevenzione ed adozione
di specifiche procedure di lavoro quando si manipolano VL derivanti da HIV-1, con-
cordano nel considerare come potenziali pericoli quelli della possibile produzione di
lentivirus competenti per la replicazione (RCL) ed il potenziale di oncogenesi. A fini
preventivi, sia il livello di contenimento BSL2 o il livello BSL2 con precauzioni extra
(BSL2+) sono considerati appropriati per le operazioni che utilizzano VL che presen-
tano multipli profili di sicurezza e che vedono segregati vettore e funzioni packaging
su quattro o piu plasmidi (vettori di terza generazione e self-inattivanti). Sebbene a
tutt’oggi non siano riportate in letteratura notizie di incidenti e conseguenti effetti sulla
salute durante la manipolazione di VL da parte di personale specializzato negli
impianti autorizzati, tuttavia la messa a punto di metodi per la verifica di un’eventua-
le contaminazione del lavoratore pud rivelarsi utile ai fini di confermare I'efficacia
delle misure di contenimento adottate ed a dare indicazioni per I'attivazione di piani
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specifici di sorveglianza sanitaria specifica, qualora necessari. A tale scopo nel
documento vengono illustrate le metodiche utilizzate per testare la formazione di
RCL e la mobilizzazione dei vettori lentivirali nei pazienti sottoposti a terapia genica
e che potrebbero essere ugualmente applicate per monitorare gli operatori del set-
tore nel caso di contaminazione accidentale con i VL. Vengono infine indicate le pro-
cedure operative standard in seguito ad esposizione accidentale ai VL.
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