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Terapie geniche non virali: la nuova 
frontiera della medicina molecolare 
Basate su vettori chimici o fisici che trasferiscono il DNA senza l’uso di virus modificati, le terapie geniche non virali 
offrono un approccio più sicuro e versatile, aprendo nuove possibilità di cura per malattie genetiche rare e comuni.
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L a terapia genica rappresen-
ta una delle più promettenti 
innovazioni della medicina 
molecolare. Il suo principio si 

basa sull’introduzione nelle cellule di 
sequenze di DNA funzionali in grado 
di compensare o sostituire geni difet-
tosi. Le prime applicazioni, sviluppate 
con vettori di origine virale (ad esem-
pio, i virus adeno-associati, AAV) han-
no aperto la strada a nuovi approcci 
terapeutici, molti dei quali in fase di 
studio clinico ed alcuni approvati.
Tuttavia, questi sistemi presentano 
ancora limiti tecnici e biologici: la 
capacità di trasportare solo piccoli 
frammenti di DNA, costi di produzio-
ne elevati e potenziali reazioni immu-
nitarie. Da qui l’interesse crescente 
verso terapie geniche non virali, che 
mirano a ottenere simili risultati in 
modo più sicuro ed economico.

Cosa significa “non virale”
Le terapie geniche non virali si basa-
no su metodi fisici o chimici per intro-
durre materiale genetico nelle cellule, 
evitando l’impiego di virus modificati.
Tra questi approcci rientrano (fig. 1):
•	 l’utilizzo di plasmidi sintetici, ossia 
piccole molecole circolari di DNA che 
contengono la sequenza terapeutica;
•	 sistemi di veicolamento basati su 
nanoparticelle lipidiche o polimeriche, 
che proteggono il DNA e ne favorisco-
no l’ingresso nella cellula;

•	 tecniche fisiche controllate, come 
l’elettroporazione che, aumentando 
temporaneamente la permeabilità se-
lettiva della membrana cellulare, facili-
tano l'internalizzazione delle molecole 
terapeutiche di DNA esogene. 
Rispetto ai vettori virali, questi ap-
procci offrono il vantaggio di una 
produzione più semplice, un minor 
rischio di risposte immunitarie, la 
possibilità di trasportare sequen-
ze più lunghe di DNA e di ripetere la 
somministrazione nel tempo (fig. 2). 
Gli svantaggi principali riguardano la 
minore efficienza di trasferimento e 
la necessità di ottimizzare protocolli 

specifici per ciascun tipo di tessuto.

Il contributo di Laboratorio 
Biotecnologie RED
Presso i laboratori SSPT-BIOTEC-RED 
è in corso da diversi anni un’attività di 
ricerca volta a sviluppare e validare 
una piattaforma di terapia genica non 
virale verso la Glicogenosi di tipo III 
(GSDIII), una malattia genetica rara 
dovuta al difetto dell’enzima derami-
ficante il glicogeno (GDE), essenzia-
le per il corretto metabolismo degli 
zuccheri. Quando questo enzima è 
assente o non funziona, il glicogeno 
si accumula in modo anomalo nei tes-
suti colpiti provocando ingrossamen-

Figura 1 - Schema semplificato del trasferimento non virale di un gene, mediato da nanoparticelle 
polimeriche o elettroporazione, per la produzione di un enzima (es. GDE) in una cellula.
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to del fegato, debolezza muscolare e 
problemi cardiaci di diversa gravità.
L’attività di ricerca si fonda su un 
gene sintetico brevettato da ENEA 
[1], ottimizzato per essere espresso 
in cellule umane e capace di codifi-
care una forma funzionale dell’enzima 
GDE mancante. Per migliorare l’in-
gresso del DNA nelle cellule, i ricer-
catori ENEA stanno sperimentando 
l’utilizzo di nanoparticelle o metodi 
di trasferimento fisico, in particola-
re l’elettroporazione, utilizzando im-
pulsi elettrici per formare pori tem-
poranei nella membrana cellulare, 
consentendo l’ingresso del plasmide 
terapeutico. Anche grazie al finanzia-
mento ENEA Proof of Concept (PoC) 
2018 1 , le prove sperimentali condotte 
in sistemi batterici, in linee cellulari 
umane (incluse quelle derivanti da 
pazienti) e in muscoli di animali da 
laboratorio, hanno dimostrato che il 
gene sintetico, inserito in una picco-

1	 PoC 2018 “Nuove Strategie Terapeutiche per la Glicogenosi di tipo 3 -STEG3”
2	 PoC 2022 “Ottimizzazione dell’efficacia di trasfezione per il trattamento locale di malattie muscolari rare e non (OTTIMUS)”
3	 BIOGENERA - Sostenibilità e Innovazione per la Salute: Terapia Genica Non Virale per le Malattie Rare

la molecola di DNA circolare (plasmi-
de), è in grado di produrre l’enzima in 
una forma attiva [2-3]. Questi risultati 
confermano la validità e le potenzia-
lità dell’approccio adottato. Inoltre, il 
trasferimento genico diretto nel mu-
scolo, potenziato, dall’applicazione 
di campi elettrici, potrebbe rappre-
sentare una possibile terapia genica 
specifica, locale, sicura e a basso 
costo per la GSDIII con alcuni vantag-
gi rispetto alla terapia genica basata 
su vettori virali quali una maggiore 
sicurezza, costi minori e trattamenti 
localizzati ripetibili nel tempo. 

Progetti in corso
Gli esperimenti attualmente in cor-
so hanno l’obiettivo di individuare le 
condizioni ottimali che garantisca-
no un buon equilibrio tra efficienza 
del metodo e vitalità cellulare, sia 
per applicazioni su strutture cellu-
lari tridimensionali che in tessuti più 
complessi, come quello muscolare. 
Nell’ambito di un progetto Proof of 
Concept 2 finanziato da ENEA, la ri-
cerca è focalizzata sull’identificazio-
ne di protocolli di elettroporazione, 
sempre più efficaci e non invasivi, 
volti a migliorare l’efficienza di trasfe-
rimento del plasmide nei tessuti mu-
scolari riducendo al minimo gli effetti 
indesiderati associati alla procedura.
Inoltre, le attività di ricerca future 
saranno sostenute anche grazie ai 
fondi del 5×mille 3 destinato alla ri-
cerca ENEA per l’anno 2025, che per-

metteranno di ampliare gli studi sulle 
strategie non virali e di consolidare le 
collaborazioni con laboratori e asso-
ciazioni di pazienti, come l'Associa-
zione Italiana Glicogenosi con cui l'E-
NEA collabora fin dal 2015. L’obiettivo 
finale sarà ottimizzare le metodologie 
di trasferimento genico mediante na-
noparticelle polimeriche e validare la 
piattaforma sperimentale su modelli 
cellulari tridimensionali, contribuen-
do così alla definizione di un modello 
terapeutico sostenibile e accessibile.

Una prospettiva realistica 
per le malattie rare
Le terapie geniche non virali sono 
ancora in una fase sperimentale, ma 
offrono prospettive concrete per su-
perare i limiti dei vettori tradizionali.
I risultati ottenuti indicano che è 
possibile combinare biotecnologia e 
sostenibilità, sviluppando approcci 
terapeutici basati su DNA sintetico e 
nuove tecniche di veicolamento. Seb-
bene siano necessari ulteriori studi 
per verificare la stabilità e l’efficacia 
del trattamento nel lungo periodo, 
queste ricerche rappresentano un 
passo significativo verso la realizza-
zione di terapie mirate e riproducibili, 
che potranno un giorno essere appli-
cate non solo alla Glicogenosi di tipo 
III, ma anche ad altre malattie rare e 
non con le stesse caratteristiche.
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Figura 2 - Vantaggi della terapia genica non 
virale.


