Ciclo di Plasmodium falciparum
(Protista, Apicomplexa)
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Gametocytes P.vivax
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Gametocytes P. falciparum

P.vivax gametocytes

Formation and maturation of P. falciparum gametocytes
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Durante il ciclo il plasmodio
assume forme diverse:
sporozoiti, merozoiti, schizonti,
gametociti, oocisti

| gametociti di P. falciparum hanno
una caratteristica forma “a banana”
(“falce”), quelli di P. vivax e di altre
specie del genere Plasmodium hanno
forma tondeggiante

Fonte: Clinical Microbiology Reviews, https://cmr.asm.org/content/24/2/377



Farmaci antimalarici “etici”
(“No-Profit”)




Farmaci No-Profit

- Nel 2001 fu avviato in Sudafrica uno storico processo nel
quale l'insieme delle industrie multinazionali farmaceutiche
(“Big Pharma”) intentd una causa contro il governo
sudafricano per impedire I'autoproduzione e I'importazione
a basso costo di medicine per combattere 'AIDS

- Una legge del 1997 voluta da Nelson Mandela, allora
presidente del Sudafrica, autorizzava infatti le industrie
sudafricane ad autoprodurre i farmaci contro I'AIDS senza
doverli acquistare a costi elevati dalle case farmaceutiche

- Questo processo suscito forti dibattiti etici in tutto il mondo, che
¢ rafforzarono la posizione dell’ente no-profit “Drugs for Neglected
v Diseases Initiative” (DNDi), fondato da Medici Senza Frontiere con lo
AN , scopo di occuparsi di malattie “dimenticate” dalla ricerca farmaceutica
‘ perché prive di interessi economici

Patient Needs-Driven 4
Collaborative R&D Model ' '
for Neglected Diseases - Laprincipale di queste malattie &€ la malaria, che colpisce

@@0(9 §oprattutto zone povere del pian(_ata neIIe_quaIi [ mala_lti non possono
in alcun modo acquistare farmaci venduti a prezzo di mercato

Drogs for Neghected Diseases suivative

I DNDi si propose di coordinare lo sviluppo di farmaci il cui principio fosse di essere
venduti a prezzo di costo e non essere coperti da brevetto
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Costi, brevetti, guadagni e
“ritorno di immagine”:
Il caso Gleevec

- Nel 2005 la casa farmaceutica Novartis inizido una causa contro il governo
dell’India, che aveva abolito i brevetti sui medicinali e dal 2003 produceva come
farmaco generico anche il Gleevec (imatinil inosilato), un farmaco anticancro
coperto da brevetto Novartis in USA e in Europa fino al 2015

La terapia con il farmaco prodotto dalla Novartis costava 2600 dollari al mese,
mentre quella con il farmaco generico costava in India 175 dollari al mese

Il comportamento rigido della casa farmaceutica e la sua insistenza nel
perseguire la causa giudiziaria € stato fortemente disapprovato dai pazienti e da
varie organizzazioni umanitarie, tra cui il DNDi

L'immagine pubblica della Novartis ne ha seriamente risentito, con calo delle
vendite e dei profitti, e nel 2013 la Corte Suprema indiana ha emesso la
sentenza definitiva sul caso: la Novartis ha perso la causa

S NDC 0076-0438-15
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(imatinib mesylate)
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Primo farmaco No-Profit

- In seguito alle cause legali sulla brevettazione e la vendita di
farmaci e sorta una collaborazione tra il DNDi e la casa
farmaceutica francese Sanofi-Aventis, per produrre un farmaco
antimalarico a bassissimo costo e privo di brevetto

- Nel 2007 la casa farmaceutica ha annunciato la produzione del
nuovo farmaco, una combinazione di artesunato (AS) e

5'!“!’I§‘»“’Hi"".l 3-Day Dose R?r‘(:ljli‘!if‘l'l of ASAQ

NEW Fiusd-Oose ARAQ Co-blistared non-dived AS+AQ

amodiachina (AQ) Aesusisiumodoniie  Atesinitidass@inin
) Octagr sTwyTa sesngly AS 0 mg AD 15) g
” . N . . Infants (4.5-8 hg) o |
- Il composto, chiamato ASAQ, e stato il primo farmaco No- 1 @ e
Profit prodotto nell’ambito del programma DNDi ed il primo Young children (3-17 4g)
nato da una collaborazione tra il settore pubblico e ‘8 L Ay /
quello privato Chitaren (18-36 gl
- E’ privo di brevetto, a costo molto basso (1 dollaro per la -

cura completa di un adulto, 50 centesimi per un Adutts (:36 hg)
bambino) e di facile somministrazione (Adapted, Simple, ", 4
Accessible, Quality) -7

La riduzione negli eventuali profitti &€ stata largamente compensata dal “ritorno di immagine”, in
termini sia etici sia commerciali per la casa farmaceutica che ha coraggiosamente scelto di produrlo

L'esempio di Sanofi-Aventis € stato seguito da altre case farmaceutiche, tra le quali
GlaxoSmithKline, che ha iniziato recentemente un progetto di terapie geniche di malattie rare a costi
molto contenuti, in collaborazione con I'lstituto San Raffaele-Telethon for Gene Therapy (SR-Tiget)



Artemisina (AS)

HnnTy
I
)

- Il lattone sesquiterpenico artemisina € un principio attivo
estratto da Artemisia annua L. (Magnoliophyta Asteraceae):
la pianta e stata usata da piu di 2000 anni nella farmacopea
tradizionale cinese come rimedio contro le febbri

- Le proprieta antimalariche del principio attivo estratto a
bassa temperatura (“ginghaosu”) sono state scoperte dalla
farmacologa cinese Tu Youyou, premiata nel 2015 con il
Nobel per la Medicina e la Fisiologia

H# (qinghao)

http://www.zjiem.net/Kejiand/PART77/00.HTM




Amodiachina (AQ) j

E’ un derivato della clorochina (4-aminochinolina), usato come antimalarico e anti-
inflammatorio

E’ un potente schizonticida, piu efficace della clorochina nella profilassi della malaria da
Plasmodium falciparum (forma resistente)

Agisce come inibitore dell'istamina N-metiltransferasi ed € indicato dallOMS come uno
dei farmaci fondamentali ed indispensabili a livello mondiale

E’ generalmente ben tollerato e di uso comune in Africa

e >3 L T LR - -

Amodiaquine Hydrochloride

Tablets U.S.P.
3 TABLETS
Facn Fiem Coalnd Tabiet Contans INDCATIONS:
AnoJausns Hydrochionde . Treadmendt for 300t anacks of Matira
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Chinino e clorochina

- Il chinino, un alcaloide estratto nel 1820 dalla corteccia _o
dell’arbusto Cinchona officinalis L. (Magnoliophyta:
Rubiaceae), e stato usato tradizionalmente dal 1600
contro la malaria, nonostante abbia gravi effetti collaterali

- Attualmente & sconsigliato dal’OMS per la cura della
malaria, a meno che non siano disponibili artemisina e
artesunato, e il plasmodio sia resistente alla clorochina

- Il suo meccanismo di azione non e stato ancora chiarito

La clorochina € una amminochinolina
J\/\/ 4 sintetica scoperta nel 1934 ed usata come
NK_/, . . . . .
HN antimalarico contro tre specie di plasmodio, P.
m ovale, P. vivax e P. malariae, ma non contro
o) Nz P. falciparum perché questa specie sviluppa

rapidamente resistenza contro il farmaco

La clorochina € un inibitore degli enzimi necessari a P. falciparum per la digestione
dell’emoglobina, ma & anche un inibitore generico del sistema immunitario: &€ usato anche
contro malattie autoimmuni come I'artrite reumatoide e il lupus eritematoso sistemico



ASAQ: risultati

Anvikar et al Maloria Joumal 2012, 1197

httped fervav malariajournal com/content/11/1/97 MALARIA
JOURNAL

RESEARCH Open Access

Artesunate-amodiaquine fixed dose combination
for the treatment of Plasmodium falciparum
malaria in India

Anupkumar R Anvikar', Bhawna Sharma®, Bhartendu H Shahi', Prajesh K Tyagi®, Tarit K Bose®, Surya K Sharma',
Prakriti Srivastava', Bina Srivastava', Jean R Kiechel®, Aditya P Dash' and Neena valecha'"

Abstract

Background: Artemisinin-based combination therapy (ACT) has been recommended for the treatment of
falciparum malaria by the World Health Organization. Though India has already switched to ACT for treating
falciparum malaria, there s need to have muliple options of altemative forns of ACT. A randomized trial was
conducted to assess the safety and efficacy of the fixed dose combination of artesunate-amodiaguine (ASAQ) and
amodiaguine (AQ) for the treatment of uncomplicated falciparumn malaria for the first time in India. The study sites
are located in malaria-endemic, chloroguine-resistant areas

Methods: This was an open label, randomized trial conducted at two sites in India from January 2007 to January
2008, Patients between six months and 60 years of age having Plasmodium faldparum monc-infection were
randomly allocated to ASAQ and AQ arms. The primary endpoint was 28-day PCR-corrected parasitological cure
rate.

Results: Three hundred patients were enrclled at two participating centres, Ranchi, Jharkhand and Rourkela,
Cdisha. Two patients in AQ arm had early treatment failure while there was no early treatment failure in ASAQ
arm. Late treatment failures were seen in 13 and 12 patients in ASAQ and AQ arms, respectively. The PCR-corrected
cure rates in intent-to-treat population were 97.51% (946-09.1%) in ASAQ and 8865% (81.3-93.5%) in AQ arms. In
per-protocol population, they were 97.47% (394.2-992%) and 8830% (80-94%) In ASAQ and AQ arms respectively.
Seven serious adverse events (SAEs) were reported in five patients, of which two were reported as related to the
treatrnent. All SAEs resolved without sequel

Conclusion: The fixed dose combination of ASAQ was found to be efficacious and safe treatment for P. faldparum
malaria. Amediaguine also showed acceptable efficacy, making it 2 suitable patner of artesunate. The combination
could prove to be a viable option in case India opts for fised dose combination ACT.

Clinical trial registry: ISRCTNS4408319

Keywords: Artesunate, Amodiaguine, faldparum malaria Indla
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- Oltre 516 milioni di persone hanno ricevuto il trattamento con ASAQ, registrato in 35 paesi

- ASAQ si e dimostrato efficace contro le forme gravi di malaria provocate da P. falciparum in
paesi asiatici ed africani (Anvikar et al., 2012, Davlantes et al., 2018)
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Efficacy and safety of artemether-
lumefantrine, artesunate-amodiaquine,
and dihydroartemisinin-piperaquine
for the treatment of uncomplicated Plasmodium
falciparum malaria in three provinces in Angola,
2017
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| progetti di farmaci no-profit attualmente in corso
(DNDi portfolio 2019)

Research & Development Portfolio: D N Di

45 projects and more than 20 new chemical entities, with over 20 ongoing clinical trials Drugs for Meglected Diseases imiiatior
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Il Premio Nobel 2015 per la Medicina e la Fisiologia e stato assegnato a
tre scienziati che hanno scoperto cure per gravissime malattie diffuse
soprattutto nei paesi poveri

William C. Campbell Satoshi Omura

Born 1930, Ireland Born 1935, Japan Born 1930, China

Drew University, Kitasato University, China Academy of
Madison, New Jersey, Tokyo, Japan Traditional Chinese
USA Medicine, Beijing, China




William C. Campbell e Satoshi Omura sono stati premiati
for their discoveries concerning a novel therapy against infections caused

by roundworm parasites’

Campbell e Omura hanno scoperto I'avermectina, un farmaco in grado di eliminare i nematodi
agenti di due terribili malattie diffuse nei paesi poveri, I'oncocercosi (o cecita fluviale) e la filariasi

L’'oncocercosi, causata dal verme nematode

Onchocerca volvulus e trasmessa dal

moscerino Simulium sp., colpisce 30 milioni di
persone (prevalentemente bambini, di cui 95%
in Africa), causando una cecita irreversibile
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RIVER B.L!NDNESS . : . Carter Center-Assisted Onchocerclasis Control
Onchocerciasis, also known as river blindness, is a Programs
parasitic disease caused by tiny worms or “microfilariae” @ Parasitized 5 Oy

Theinsecttakesa o -
blood meal from
a human. A pool
of bleod is pumped

and transmitted by flies. The discase affects an
estimated 18 million people worldwide,

THE DISEASE CYCLE up into the fly, saliva
. passes into the pool,
© Infection and infective

The larvae enter
the host's skin b
tissue, where
they migrate and

Onchocerca larvae
pass from the fly
into the host's skin.

] 4
4 ¥ Highlightod areas in Africa

form nodules, f_,"( reprosont aroas whare The Carter
and siowly i¢. =  Centeris actvely woding. The
mature into areas in Latin America
adult worms reprosent the 13 reraining foci.
0 Proliferation DISEASE SYMPTOMS
New worms form new _ Eye lesions

nodules or find existing
nodules and cluster
together, Smaller male
worms migrate between
nodules to mate,

If microfifariae

cases blindness,

Skin lesions

Many thousands of
microfilariae migrate
inthe upper layers of
the skin. \When the

@ Reproduction

After mating, €ggs form

\\ inside the female worm

and develop into microfilariae.

2

cause skin rashes,

Transpo

When the infected host
is bitten by another fiy,
microfilanae are
transferred from

the host to the fly,

Sowsces: Wedd Hoath Diganicaten, Cemters 1
for Dineane Contoat Mapc Tha Carter Conner "

impulso nervoso nei nematodi e in generale negli

invertebrati, agendo sui canali a controllo di glutammato

Non causa alcun danno ai
sistema nervoso

mammiferi che non hanno questi tipo di canali nel loro

migrate to the eye,
they can cause severe @
lesions and in some -

microfilariae die, they

lesions, intense itching
and skin depigmentat

Mizroflariae in the eye are
actually about the size of
the period 2t the ond of
this sentenco.

0N,

ALBERYO CUADRA : CHRONICLY

L’avermectina, estere macrociclico isolato dal batterio Streptomyces avermectinius,
blocca la trasmissione dell’



(a) Microfilaria from an infected

La filariasi, gravissima malattia debilitante e

o ) i ) person enter the mosquito (b) Microfilaria
deturpante, e trasmessa da ditteri vettori: le  inabloodmeql , slc{ycllsm hluo
. . = o o . miecuve larvac
larve dei nematodi si introducono nei vasi 2 })\ B e mosqi
linfatici, bloccando il drenaggio della linfa e A I3 e -::“'/.?1',‘{3,‘f.ﬁli}'“{ﬁﬁ.f{l

| tessuti colpiti sono terribilmente deformati e
spesso sviluppano cancrena

\ / .
(¢) Larvae mature into
adult worms and spread through the lvmphatic vessels,
where they mate and lay eggs

Wuchereria bancrofti
(Nematoda: Onchocercidae)

856 milioni di persone a rischio in 72 paesi
120 milioni di persone colpite, di cui 40 milioni (Nemato;lg.?l(a)rrlrcl:zl’il:():”ercidae) ®
rese disabili e sfigurate dalla malattia
- . @

(dati WHO 2018)



Tu Youyou, scopritrice dell’artemisina (“qinghaosu”), premiata
“for her discoveries concerning a novel therapy against Malaria™

Medico e farmacologo, prima donna cinese a
vincere il Nobel per la Medicina e la Fisiologia, nel
corso di lunghi anni di studio ha esaminato oltre
2000 composti usati nella medicina tradizionale
per trovare un farmaco antimalarico efficace

Tra tutti i composti esaminati, I'estratto a bassa temperatura di
Artemisia annua L. (Magnoliophyta Asteraceae) si e rivelato efficace
non solo contro P. falciparum, ma anche contro platelminti e
nematodi parassiti, e recentemente anche come farmaco anticancro
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Lotta con “forbici molecolari” CRISP-Cas9
ad Anopheles gambiae, principale vettore della malaria



Buone (o cattive...) notizie per la lotta ai vettori della malaria
da P. falciparum e di altre gravi malattie

Andrea Crisanti e Tony Nolan, docenti di parassitologia molecolare all'Imperial College di
Londra, hanno sviluppato nel 2018 un metodo per modificare in modo permanente il
genoma di Anopheles gambiae, vettore di P. falciparum

nature
biotechnology
OPEN

A CRISPR-Cas9 gene drive targeting doublesex
causes complete population suppression in caged
Anopheles gambiae mosquitoes

Kyros Kyrou'?®, Andrew M Hammond!?©, Roberto Galizi'®, Nace Kranjc'®, Austin Burt!,
Andrea K Beaghton!, Tony Nolan!'® & Andrea Crisanti!

In the human malaria vector Anopheles gambiae, the gene doublesex (Agdsx) encodes two alternatively spliced transcripts,
dsx-female (AgdsxF) and dsx-male (AgdsxM), that control differentiation of the two sexes. The female transcript, unlike the
male, contains an exon (exon 5) whose sequence Is highly conserved In all Anopheles mosquitoes so far analyzed. We found
that CRISPR—Cas9-targeted disruption of the intron 4—exon 5 boundary aimed at blocking the formation of functional AgdsxF
did not affect male development or fertility, whereas females homozygous for the disrupted allele showed an intersex phenotype
and complete sterility. A CRISPR—Cas9 gene drive construct targeting this same sequence spread rapidly in caged mosquitoes,
reaching 100% prevalence within 7-11 generations while progressively reducing egg production to the point of total population
collapse. Owing to functional constraint of the farget sequence, no selection of alleles resistant to the gene drive occurred In
these laboratory experiments. Cas9-resistant varlants arose In each generation at the target site but did not block the spread

Il metodo usa la tecnica CRISPR-

Cas9 per modificare in modo mirato e
preciso un tratto fondamentale di DNA La modifica non ha effetto sui maschi, ma rende le

(un esone sul cromosoma 2R) che femmine totalmente sterili ed e ereditabile: questo
determina il sesso di A. gambiae significa che in poche generazioni la popolazione di
A. gambiae “collassa” e scompare completamente

Fonte: Kyrou et al., Nature Biotechnology 2018, doi:10.1038/nbt.4245



SIATIOR
CRISPR
ARIE|P|O . :
TIE|N[E[T| Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, &
gg_llf_ ﬁé (brevi ripetizioni palindrome raggruppate a intervalli regolari) |

Le CRISPR sono tratti di DNA contenenti brevi sequenze ripetute e leggibili in entrambe le
direzioni (“palindrome”) presenti nel 50% degli Eubatteri e nel 90% degli Archaea

Le sequenze sono state inserite nel genoma batterico da batteriofagi (virus dei batteri) o
da plasmidi, nel corso dell’evoluzione: i batteri le usano come una sorta di primitivo
“sistema immunitario” (CRISPR-Cas) per riconoscere e distruggere il DNA di virus simili a
guelli che hanno inserito originariamente le sequenze
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;‘/ R -
M NN USRUAN )
Double stranded viral DNA m‘\' S }

o ; REC Lobe &
%}f/ ; (/ =" Zinn
| @; . [ Creation of a novel spacer \\ \Y_. R T?‘—
~ - CRISPR Array NUC Lok
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CTargeting of viral DNA SEOHOE ®I:D:::>nﬂ S
A D
D,,f‘: /— Sulla base di CRISPR-Cas ¢ stato ideato
> O . . .
asamun Y—— PELE N nel 2012 un sistema molto preciso, facile
complex < Processed crRNAs

ed economico per modificare il DNA

Fonti: Jinek et al., Science 337: 816-821, 2012; Lander, Cell 164: 19-28, 2016



- Nell'eubatterio Gram-positivo Streptococcus pyogenes € presente una endonucleasi
(enzima che taglia il DNA) associata al sistema CRISPR, detta Cas9: questa proteina

funziona insieme a due piccoli tratti di RNA

- Due scienziate, Jennifer Doudna ed Emmanuelle Charpentier, hanno modificato Cas9,
fondendo le due molecole di RNA in una sola, in grado di “guidare” Cas9 con grande
precisione verso specifiche sequenze di DNA (“DNA editing”)

Cleavage

Questo sistema (CRISPR-Cas9) si e rivelato non solo
estremamente potente e preciso per modificare il DNA, ma
molto piu facile e piu economico di altri metodi biotecnologici

Tramite CRISPR-Cas9 e possibile modificare permanentemente i
geni di molti organismi modello, tra i quali il lievito Saccharomyces
cerevisiae, la pianta Arabidopsis thaliana, il nematode
Caenorhabditis elegans, il moscerino Drosophila melanogaster, il
roditore Mus musculus, il primate Macaca fascicularis e anche
(con seri problemi etici) i genoma umano

J. Doudna e E. Charpentier ricevono il
Premio UNESCO “Women in Science”
2016 per la loro scoperta

Fonti: Jinek et al., 2012; Lander, 2016



Crisanti e Nolan hanno usato CRISPR-Cas9 per disattivare in modo mirato ed
ereditario il DNA di A. gambiae, rendendo le femmine sterili ed in grado di trasmettere
la sterilita alla progenie: tramite questa tecnica € quindi possibile eliminare
completamente una specie presente in natura

Si pone quindi un difficile problema etico:

Eliminare totalmente una specie che e vettore della malattia che colpisce piu
persone al mondo (219 milioni) e ne uccide 435000 ogni anno?

Date le conseguenze impreviste quasi sempre osservate in seguito all’estinzione
di specie animali e vegetali, siamo certi che I'eliminazione totale di A. gambiae
non provocherebbe danni inaspettati e molto gravi ?

Ad esempio, e noto che alcune specie di ragni africani
si nutrono di A. gambiae, ma sembra che possano
sostituire questa specie con altre simili: non € noto
pero se questo possa avvenire anche per altri animal
(crostacei, pesci e rettili) che si nutrono di zanzare

Siamo sicuri che I'eliminazione di A. gambiae non
provochi il “collasso a catena” di molte altre specie, tra
cui alcune di fondamentale importanza per gli umani?

Evarcha culicivora (Arachnida Salticidae)
Sono in corso studi per ottenere maggiori dati, ma ragno vampiro saltatore e predatore

non sara facile trovare una risposta a questo selettivo di A. gambiae

complesso interrogativo
Fonte: Kyrou et al., 2018



E il famoso (e tanto ricercato) vaccino contro la malaria ?

Purtroppo i numerosi tentativi di sviluppare un vaccino contro P. falciparum sono fino
ad oggi falliti, a causa dell’estrema complessita del ciclo biologico del parassita

Tuttavia nel 2019 e stata avviata in tre paesi africani (Malawi,
Ghana e Kenya) la sperimentazione “pilota” di un nuovo
vaccino (RTS,S/AS01) prodotto da GlaxoSmithKline in
collaborazione con l'istituto “Walter Reed”, 'organizzazione
no-profit PATH e la fondazione “Bill e Melinda Gates™

Il vaccino conferisce nei bambini almeno una resistenza
parziale, compresa tra il 25 e il 50%

Il vaccine RTS,S/AS01 (nome commerciale
Mosquirix), il primo al mondo ad ottenere
I'approvazione ufficiale per test clinici da parte
dell’European Medicines Agency nel 2015, &
basato su una proteina ricombinante che
interferisce con l'ingresso del parassita nel fegato

The malaria vaccine
implementation programme
will reach approximately

Nel 2020 saranno resi noti i risultati del 360,000

programma di vaccinazione, chiamato MVIP children each year
(Malaria VVaccine Implementation Program) IEBSINe e dreds acrone Kenyd,

Ghana and Malawi.



