Roberto Bovo: grazie per questo
invito e della possibilita di
parlare di argomenti molto
affascinanti anche se complessi.
Una premessa. La ricerca attuale
sulla sordita é focalizzata molto
sulle cellule cigliate, perché sono
poche, circa 15.000, e nell'uomo
perdono la capacita di rigenerarsi
e moltiplicarsi gia prima della
nascita, durante la vita
intrauterina.  Queste  15.000
cellule devono durare per tutta la
vita. Purtroppo, pero, sono
cellule delicate, esposte nella
vita ad una serie di agenti lesivi.
Pensiamo al rumore, ai traumi, alle infezioni, agb-tossici e all'invecchiamento. Oltre a quesjenti vi
sono fattori genetici che possono causare unataavdiumentare la suscettibilita di una personaefigiti
del danno.

Quali sono i quesiti che ci poniamo nella riceréapossibile riparare le cellule cigliate, ringioide o
addirittura sostituire queste cellule con cellu®ve e funzionanti? Per il momento I'obiettivo parosimile

e quello aiutare la riparazione di queste cellglessto almeno in un futuro non troppo lontano.ealta, le
cellule cigliate sono gia in grado di riparare deinni lievi, dei danni iniziali. Lo vediamo in ques
immagini. Queste sono le ciglia ben ordinate di oebula normale e qui vediamo che cosa succede dop
un'esposizione a rumore nella cosiddetta "sindrdemeoncerto rock™: parte delle cellule cigliate mare
ciglia scompaginate, flesse. L'eccessivo rumorkatta oscillare le ciglia fino a rompere questdibdibrille

che le tengono unite. Per fortuna, la rottura adistjufilamenti & reversibile. Nell'arco di uno-dgierni, le
ciglia riprendono un ordinamento verticale e patalled i ponti tra loro si ricostituiscono. Oggppamo di
che cosa sono formati, di una proteina detta oergal Se una persona geneticamente ha una otowader
anomala queste fibrille sono delicate o non furaitgned il soggetto avra un'estrema suscettikalitdanno
da rumore. Tra non molto, nei prossimi anni, pradbamnte tutte le persone faranno uno studio coropled
genoma e quindi sapremo se ci sono, ad esemple,aldrazioni di queste proteine: queste perseverb
proteggersi in maniera molto attenta dal rumored Gggi I'indagine genetico-molecolare sulla sordita
prevede un panel di circa 50 geni, ed uno di quesgtioprio I'otocaderina. In queste altre immagirnpuo
vedere anche un danno del corpo cellulare. Lo veali]m questa immagine al microscopio elettronicos&
succede? L'esposizione al rumore intenso deteramnaccumulo di ossidanti, ovvero di prodotti dirsca
del metabolismo della cellula. Le cellule cigliatensumano molta energia e quindi hanno bisogno di
ossigeno, ma nel produrre energia formano elevaamtda di sostanze ossidanti. L'accumulo eccegdiivo
ossidanti puo portare alla morte di cellule. Quiligeno nuclei diventati pit scuri oppure gonfiatiue3ti
sono i danni che volgono verso una necrosi cebul@pstanze antiossidanti hanno dimostrato di prevé
danno cellulare nella coclea degli animali di ladorio, purtroppo non ancora nelluomo.

Se, invece, vogliamo puntare il nostro obiettivdrgiovanire o addirittura a sostituire o rigenergueste
cellule, dobbiamo ancora fare un grosso lavoroesatinoscenze di base, in particolare dobbiamo eapir
meglio come durante lo sviluppo embrionale, da#iBuée germinali, staminali, si arrivi ad una pregsiva
maturazione e differenziazione delle cellule cigliaQuesti sono argomenti di studio molto attu@liali
sono i geni, le proteine, che devono intervenitgyasi e disattivarsi durante lo sviluppo embsatsper
portare a una maturazione o a una differenziazébrgpeste cellule? come comunicano tra di loro gues



cellule? Come avviene la trasmissione di informaiZicAvviene attraverso segnali che mandano in manie
sequenziale a tempi ben precisi, informazioni afule staminali per farle differenziare. Questadla
riunisce le nostre conoscenze attuali sulla maiomaz Si parte dalle cellule staminali poi, via,viguesti
sistemi di segnali mandano delle informazioni,déude si differenziano, in senso di cellule ditegmo pure
cellule cigliate. Dobbiamo ancora approfondire mditene questi meccanismi prima di pensare ad una
possibile differenziazione indotta delle cellularsinali verso le cellule cigliate. Quali sono lertelogie che

in futuro ci permetteranno probabilmente di arrevan po' alla volta a riparare il danno o a rigareequeste
cellule? La terapia genica, le cellule staminalisViluppo di nuovi farmaci, ma soprattutto la azfzadi
somministrare questi farmaci direttamente alla eacllra i sistemi di diffusione del farmaco hanmaod
soddisfazione in questi anni le nano-tecnologie.t&@apia genica intendiamo invece la possibilitépdrare

0 sostituire un gene mancante o alterato con ue @emzionante oppure clonato. Dobbiamo far arrivare
qguesto genere all'interno delle cellule cgiliater, questo si utilizzano dei vettori virali o norpili efficaci
sono della prima categoria. L'ingegneria genetiga grado di produrre questi vettori e di inseiirgene
clonato il gene sano all'interno del DNA del vile viene guidato verso il tessuto-bersaglio poograzie
alla sua capacita infettante, il virus entra netlea della cellula, libera il DNA contenente il gena
clonatoe questo con meccanismi diversi si integabilmente all'interno del DNA, del genoma dellfiute
cigliata. Quali sono i vantaggi di questi virus8auelli di poter integrare stabilmente il gen#aneellula-
bersaglio. Sono, tuttavia, dei vettori ancora @dosi. C'é il rischio di infezione. Quando si predno questi
virus & vero che viene tolto dal DNA del virus #7220 del DNA che serve a far moltiplicare il virus.
Teoricamente questi virus, una volta entrati nedlula, non sono piu in grado di moltiplicarsi. &iinoltre

il rischio di indurre mutagenesi. Quando andiammanipolare il DNA, c'€ un rischio di creare nuove
mutazioni. Ad esempio il gene clonato va ad insenel posto sbagliato oppure determina un danho de
DNA. Ed infine il rischio di innescare una rispostamunitaria. Il nostro sistema immunitario vedessil
vettori come sostanze potenzialmente dannose &sceagreando una risposta, un'inflammazione. Sattio t
rischi ancora troppo elevati per I'utilizzo clinidd questi vettori. Molto piu sicure sono i vettoidn virali
che, pero, hanno due grossi svantaggi. Sono matieonefficaci, quindi riescono ad infettare solo una
piccola parte delle cellule, sono molto meno aggveslei vettori virali e soprattutto non sono irado di far
integrare il gene clonato stabilmente all'interred dene della cellula cigliata. Quali risultati sostati
ottenuti ad oggi con la terapia genica? | risuaino solo negli animali di laboratorio. Il risutigforse che

ci ha dato piu speranza é stata la possibilitaudire un topolino geneticamente modificato con soraita

da mutazione della contessina. Queste mutaziowi sesponsabili del 50% circa di tutte le sorditaejehe
non sindromiche. In piu laboratori si é riuscitgaarire topi con una mutazione della connessinaaltyo
gene importante € quello che regola la maturazidelee cellule cigliate; altri geni sono stati imelt
transfettati. Vi cito il gene Atoh 1, che interveemello sviluppo embrionale, in teoria se noi riasw a
riattivare questo gene dopo la nascita (perché alonente si disattiva prima della nascita),forseasar
possibile rigenerare le cellule cigliate e ricreguella fase di maturazione delle cellule germinaliso le
cellule cigliate. Sono esperimenti eseguiti soltfar@male, nel 1996 e nel 2003. La strada & ancwho
lunga per arrivare ad applicare queste tecnolagi@smo. A mano a mano che si va avanti con lerca, ci

si accorge che la realta in medicina € molto pitnglessa. Oggi sappiamo che non e soltanto il geak A
implicato nella maturazione delle cellule, ma ai@@nche una serie di altri geni. Vedete questdissgni
colorati. Inoltre, sappiamo che le cellule genete questo gene finora nell'animale hanno avutowia
limitata. Non sappiamo, poi, cosa succede quantdaaio rigenerato queste cellule. Saranno in grado d
ristabilire le connessioni con le fibre nervosej gcostruire le sinapsi? | risultati ottenuti tehimale, non e
detto che possano essere sicuramente applicabilearel'uomo, occorre cautela.

Per esempio, verso la fine degli anni 80, si scdpeigli uccelli e alcune specie di pesci hannmajgacita di
rigenerare le cellule cigliate. Gli uccelli non wan incontro ad un peggioramento uditivo con
I'invecchiamento. Non esiste la “presbiacusia” neglcelli. Diversi scienziati dichiararono allordnec
nell'arco di cinque anni le possibilita di rigermerée cellule cigliate sarebbero state trasferiteha all'uomo.



Ma questo avvenne trent'anni fa! Oggi scienziatoaayvoli ritengono che ci vorranno almeno 10 aren p
sviluppare solo un'architettura, un progetto datsfgia e poi ancora molti anni per ottenere tereffieaci.
Vediamo le cellule staminali. Anche qui abbiamo dsiltati nellanimale. Questo € un lavoro deltrms
gruppo di ricerca condotto presso il Laboratorio Bloacustica di Padova. Abbiamo condotto degli
esperimenti su topolini di laboratorio, le cellslaminali si sono moltiplicate all'interno dellack=a e hanno
ridotto la perdita uditiva. Preventivamente eratadigesi sordi con esposizione a rumore 0 a umdao
ototossico. Sara possibile trasferire queste tegmlnelluomo? Il nostro sogno e poter trapiantaitile
staminali nella coclea oppure risvegliare cellubrsnali che sono presenti anche se in fase quisssa
nella coclea sia nel ganglio spirale. Terza teagialoforse piu a portata di mano in un futuro piross € la
possibilita di far arrivare questi farmaci in contazioni elevate all'interno della coclea. Unalelebuse
fondamentali di morte € 'accumulo di sostanzedasgi. Dopo 30 minuti di esposizione ad un rumoodton
intenso, questi in verde sono gli ossidanti. Vedéte ci mettono diversi giorni prima di smaltirdi,sparire

e di essere metabolizzati. Per tutto questo periadeellula € a rischio di danno anche di mortergerosi o
apoptosi. Conosciamo delle sostanze che hanndceHfatiossidante e vanno a smaltire rapidamentstgue
sostanze. Abbiamo studiato I'enzima Q10, le vitawined E, che si usano tradizionalmente. Il probleém
farle arrivare in dosi elevate nella coclea. Quistnaci, se somministrati in vena oppure per \@sea, Si
diluiscono e non raggiungono la concentrazioneat® nella coclea delluomo. Esiste, in realtaunino
esperimento fatto in Cina, su un numero elevatpadienti trattati con il cisplatino per tumore, & anti-
neoplastico con effetto gravemente ototossico. dstjypazienti sono state date delle dosi massiaedtil-
cisteina, ma queste dosi elevate avevano causajmava danno al fegato, tanto che la sopravvivérngiata
inferiore rispetto ai pazienti non trattati. Questadio ha ricevuto le critiche da parte di tutiacbmunita
scientifica. Purtroppo non si possono fare esperimdi questo tipo nelluomo. Presso il centro @-b
acustica facciamo degli esperimenti sui topi. Gicsdegli elettrodi per registrare 'ABR, un altdpate per
esporlo a rumore e vediamo che questi sono i wpeEosti a rumore, questi sono quelli sottopostiraore
e ftrattati con l'enzima Q10; queste colonne sonopdéadita uditiva, vedete come la perdita
significativamente maggiore nei topi non trattégpetto a quelli topi trattati con I'enzima. Quelsameficio
si mantiene fino a tre settimane dal trattamentm.stesso esperimento € stato condotto anche dago av
danneggiato le coclee dei topolini con il cisplafire si vede che l'effetto protettivo € quello ddad
cortisone e dall'enzima Q10; il cortisone e un femantiossidante molto potente. Oggi nella terdplia
sordita improvvisa € l'unico farmaco probabilmeetfficace. Questo proprio per il suo effetto antideste.

E il farmaco che diamo comunemente nella clinialto importanti sono le vie di somministrazione
perché quando noi diamo i farmaci per bocca oppuo®vena, solo una piccola parte raggiunge la aaele
non in quantita o concentrazione sufficiente. Quénaerca di trovare delle nuove vie per far aresquesti
farmaci direttamente alla coclea. La via trans-timipa prevede ['iniezione del farmaco nell’orecchiedio

e da qui attraverso le finestre (sottili membrar@edrecchio medio e coclea) entra nella coclea.u@pp
anche per via intra-cocleare. Questa € una caviéa 8n foro nella coclea e si somministra il fanma
direttamente nella coclea. Oppure attraverso lami cocleare. Infine, questa é forse la via pamattente
per il futuro, il farmaco viene inserito all'interndi nano-particelle. Esistono gia prototipi di iamto
cocleare che nell'elettrodo hanno un tubicino esguéubicino presenta dei microscopici fori proddtl
laser, che servono alla somministrazione di farroheisi distribuiscono a tutta la scala timpani@apure il
silicone che riveste il cavetto porta elettrodi I'dapianto cocleare si impregna di cortisone, che
gradualmente si diluisce nel liquido cocleare.

D

Gia da anni sono state studiate delle micro-ponotecitanee che liberano farmaci attraverso uititut
che entra nella coclea. Pochi mesi fa & comparsstguiffusore di ultima generazione, con un siateime
permette di controllare dall'esterno esattamentegdantita di farmaco e la durata del farmaco da
somministrare. Arriviamo alle nano-tecnologie. Satelle particelle piccolissime. queste particelbmes
2000 volte piu piccole di un globulo rosso. Allémo di queste particelle si possono inserire nobéedi
non grosse dimensioni. Gia oggi hanno un utilizzvegnamente importante nella terapia dei tumomoSo



ancora in fase di studio per la terapia della sardell'uomo. Utilizzando queste particelle, cosasgmo
trasferire all'interno delle cellule dell'orecchiBarmaci, geni, fattori di crescita. Importantissi@ questo
fattore di crescita che stimola il ganglo spiratécro RNA, porzioni che vanno a modulare l'atévii altri
geni.

In questo esperimento vediamo come un farmaco idasoluzione, non aggregato alle nano particeke,
raggiunto una concentrazione all'interno della eaalli poco superiore allo zero. All'opposto, legatie
nanoparticelle, dopo mezz'ora aveva raggiunto eareegoni 200 volte piu alte e si sono mantenutehan
dopo quattro ore.

Una rapida conclusione. Al momento non esistontoxietirali sicuri per 'uomo. Dall'inizio degli an 90, il
progresso seppur lento con alti e bassi, € andateia migliorando. Ricordo che c'é stato un moroetit
interruzione nella ricerca quando nel 99 mori ugarzo giovane di 18 anni in seguito ad una terepia
vettori virali. Fortunatamente, negli ultimi 5-6 rarsiamo riusciti a studiare e sviluppare vettaraW piu
sicuri e la ricerca sta riprendendo. Le nanoteanelsono molto recenti, sono nanoparticelle utiteznella
cura della sordita per la prima volta nel 1994 relm@no dimostrare grandi prospettive. Le cellugershali
sono un campo di ricerca in cui abbiamo avuto bugnitati nell'animale. Trasferirle sulluomo éfidile.
Anche se poche cellule staminali sopravvivono nedielea, potrebbero essere sufficienti per permeetiea
rigenerazione delle cellule cigliate e la dimostae di cellule staminali nellorecchio umano apteve
prospettive.

Grazie per l'attenzione



