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• In molti ceppi batterici, sono stati identificate regioni costituite da 
brevi sequenze ripetute (Repeats), intervallate regolarmente da 
sequenze non ripetute (Spacers).

• Gli spacers sono frammenti di DNA derivanti da VIRUS che, in 
precedenza, hanno infettato la cellula batterica.

• Vicino alle sequenze spacer e repeat, sono presenti I geni per le 
proteine Cas le quali, identificato il DNA del virus nemico, lo 
frammentano e incorporano I frammenti di DNA virale nel 
cromosoma batterico.



• Ad una seconda infezione da parte di uno stesso virus,  viene trascritto un RNA, 
codificante per le proteine CAS e per REPEATs e SPACERs. L’RNA sara’ frammentato 
in segmenti corrispondenti ai singoli spacer derivanti dai frammenti virali. 

• Ogni frammento si lega ad una proteina CAS. Una volta formata questa macchina 
molecolare, il DNA virale verra’ analizzato e se al DNA del virus corrisponde una 
delle sequenze spaziatrici della cellula batterica, essa lo taglia, sopprimendone 
l’attacco.

Quindi, tramite il sistema CRISPR/CAS, il batterio riesce a difendersi da attacchi virali.



Applicazioni di CRISPR-Cas9

Il sistema di editing genomico permette di:

1. Produrre mutazioni
2. Correggere I difetti di un gene
3. Inserire nel genoma un nuovo segmento di DNA utile alla cellula.
4. Eliminare un gene dal genoma di una cellula

AGRICOLTURA
Si sta cercando di rendere alcune coltivazioni piu’ resistenti, in modo da 
ridurre fino ad eliminare l’uso di pesticidi

MEDICINA
Prevenzione e trattamento di diverse patologie, tra cui Corea di 
Huntington, Fibrosi Cistica, Distrofia Muscolare di Duchenne, Atrofia 
Muscolare Spinale, Sclerosi Laterale Amiotrofica e molte altre



•Il sistema CRISPR/Cas9 spesso non solo taglia esclusivamente nel sito del 
genoma previsto, ma anche in altri punti indesiderati, chiamati target aspecifici 
(dall’inglese off-targets) con frequenza molto elevata (>50%) ;

•I target aspecifici sono principalmente dovuti ad omologie di sequenza tra 
sgRNA e sequenze di DNA genomico diverse da quella target, nonché al grado di 
purezza e stabilità del complesso sgRNA/Cas9 all’interno delle cellule; 

•È stato riportato che il tempo che Cas9 trascorre all’interno delle cellule è 
direttamente proporzionale all’aumento degli eventi di taglio aspecifici, quindi 
sarebbe vantaggioso che il complesso sgRNA/Cas9 tagliasse il DNA bersaglio 
immediatamente dopo l’iniezione nella cellula per degradarsi subito dopo.

•I ricercatori hanno implementato numerose strategie per ridurre al minimo i 
target aspecifici e aumentare la sicurezza del sistema CRISPR/Cas9.

Gli effetti collaterali di CRISPR/Cas9 e le attuali 
strategie per mitigarli. 

https://www.factsandreasons.com/it/glossary/genoma/
https://www.factsandreasons.com/it/glossary/omologie-di-sequenza/


1. Alterare la sequenza di sgRNA. In particolare, il troncamento del sgRNA o l’aggiunta di due 
nucleotidi specifici chiamati guanine alla fine di sgRNA sono in grado di aumentare la 
specificità verso il bersaglio, diminuendo le mutazioni indesiderate in siti aspecifici al di sotto 
dell’1%. 

2. Controllare la concentrazione e la formulazione del complesso sgRNA/Cas9, al fine di 
controllarne la stabilità ed il comportamento all’interno delle cellule. 

3. Modificare la stessa Cas9, per migliorare ulteriormente la specificità del taglio del DNA 
(fusione della Cas9 inattiva con il dominio nucleasico FokI). 

4. I progressi della bioinformatica e dell’ingegneria genetica stanno fornendo strumenti per 
migliorare sgRNA e Cas9 in termini di efficacia e sicurezza.

https://www.factsandreasons.com/it/glossary/nucleo/
https://www.factsandreasons.com/it/glossary/dominio-nucleasico-foki/


CRISPR/CAS9



CRISPR/CAS9

Cas9 proteins are RNA-guided endonucleases able to generate “double 
strand breaks” in invasive DNA during and adaptive bacterial response.



CRISPR/CAS9

RNA GUIDA
una molecola di RNA con una 
definite struttura tridimensionale, in 
grado di guidare la proteina CAS9 sul 
sito preciso del DNA da tagliare, 
complementare alla sequenza 
CRISPR, che può essere facilmente 
modificata in laboratorio. 



L’azione di CAS9 e’ strettamente dipendente dalla presenza di un 
“protospacer adjacent motif (PAM)”, che assicura il corretto 
posizionamento di CAS9 sul DNA bersaglio

CRISPR/CAS9



L’RNA guida “orienta” Cas9 indicandole dove effettuare il taglio.  Una volta 
associata a Cas9, l’RNA guida agisce come una specie di “ancora”, fermando Cas9 
sulla sequenza di DNA scelta. 
Cas9, il cui nome sta per CRISPR-associated*, introduce una rottura della doppia 
elica nel sito prescelto, e può essere programmata per effettuare specifiche 
modifiche al genoma di una cellula. 

CRISPR/CAS9



Una volta tagliato, il DNA può essere aggiustato dai naturali meccanismi di 
riparazione della cellula; in alternativa, è possibile eliminare sequenze di 
DNA dannose dal genoma bersaglio oppure sostituire delle sequenze, 
andando ad esempio a correggere delle mutazioni causa di malattie

CRISPR/CAS9











o Long et al. apply genome editing to “correct” the 
disease-causing mutation in mice genetically 
destined to develop the disease. 

o This germline editing strategy kept muscles from 
degenerating, even in mice harboring only a small 
percentage of corrected cells. 

o Although not feasible for humans, this proof of 
concept sets the stage for applying genome editing to 
specific cell types involved in the disease.



The X‐linked genetic bleeding 
disorder caused by deficiency of 
coagulator factor IX, hemophilia 
B, is a disease ideally suited for 
gene therapy with genome 
editing technology. 

These studies suggest 
that CRISPR/Cas‐mediated in situ
gene editing could be a feasible 
therapeutic strategy for human 
hereditary diseases, although an 
efficient and clinically relevant 
delivery system is required for 
further clinical studies.

Curare l’emofilia?



NHEJ introduces semi-random insertion-deletion mutations (indels);  HDR achieves precise 
insertion, deletion, or substitution of nucleotides using donor templates. 



• The first step of NHEJ is activation of the Ku protein 
complex, a heterodimeric protein composed of 
approximately 70- and 80-kDa subunits (Ku70 and 
Ku80), which form a dyad symmetrical molecule 
with a preformed ring encircling duplex DNA. This 
ring recognizes and wraps the end of the broken 
DNA strand.

• The Ku protein promotes the binding of X-ray repair 
cross-complementing protein 4 (XRCC4) and DNA 
ligase IV to the DNA ends. 

• This Ku-XRCC4-DNA ligase IV complex catalyzes the 
reconstitution of broken double-strand DNA.

• NHEJ usually restores the original DNA sequence, 
but it can lead to imperfect repair and DNA 
insertion or deletion mutations, particularly 
during intense DSB formation

As CRISPR-Cas9 is thought to predominately produce 
blunt end DSBs, this subpathway is particularly relevant 
in repairing DSBs caused by Cas9.

NHEJ (Non homologous end joining)



HDR is an accurate mechanism due to the 
requirement of donor DNA templates.
Initially, the 5’-ended DSB is resected to 
provide short 3’ ssDNA overhangs,
which are recognized and bound by a 
protein complex, named MRN complex 
(comprised of Mre1, Rad50, and Nbs1). 
Other proteins identify and bind to the 
overhangs, protecting, stabilizing them 
and facilitating the search for 
endogenous and exogenous donor
templates.
The donor templates invade the 3’ ssDNA 
overhangs, forming an intermediate 
displacement loop and recruiting DNA 
polymerase   to catalyze the synthesis of 
new strands, completing the DNA repair 
process.

HDR (Homology Directed Repair











Development of a nanocarrier that:

Encapsulates ncRNAs

Enters into cells efficiently

Releases the ncRNAs in the cytosol after endo-lysosomal 

escape

Is biocompatible

Is simple, cheap and made of approved chemical components



DNA base editors for genome editing. 
Base editing involves a deaminase, usually fused with a Cas9 (nCas9D10A) nickase, to remove 
an amino group from a nucleobase on the non-target strand. 
The deaminated base is then repaired via base excision or nucleotide excision repair, 
resulting in base transitions or transversions. 
Depending on the type of deaminase used, base conversion can lead to transitions, such as 
cytidine deaminase for C/G to A/T in cytosine base editors (CBE), or A/T to G/C in adenine 
base editors (ABE). 

Base editing





• The prime editing utilizes a 
pegRNA and a reverse 
transcriptase (RT) enzyme fused to 
the C-terminal of a Cas. 

• It copies genetic information from 
the 3’ extension of the pegRNA 
into the nicked end on the non-
target strand. 

• By introducing desired genetic 
changes within the RT template of 
the 3’ extension, prime editing 
enables precise genetic 
modifications at the target site. 

• Prime editing allows for a wide 
range of precise DNA changes 
within a genome, including 
various types of base conversion, 
DNA insertion, and deletion.

Prime editing





• 231 embrioni provenienti da trattamenti per la fecondazione in vitro, non adatti 
all’impianto perché contenevano una coppia di cromosomi in più

• 26 sono stati modificati, 
• su 4 l’esperimento è riuscito

Nel genoma è stato introdotta una mutazione che solo poche persone hanno naturalmente 
(CCR5 Delta 32) e che protegge dall’Hiv perché altera una delle principali proteine che 
impediscono al virus di entrare nelle cellule, il recettore CCR5. 

Embrioni umani resistenti al virus Hiv
Sono stati creati in Cina dal gruppo coordinato da Yong Fan 
dell’Università di Guangzhou e il risultato è stato pubblicato sul 
Journal of Assisted Reproduction and Genetics.





Where in the world 
could the first CRISPR 
baby be born?

A look at the legal 
landscape suggests 
where human genome 
editing might be used 
in research or 
reproduction
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