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Riassumendo…..

Editing del genoma

L’editing del genoma ha lo scopo di introdurre 
un’alterazione precisa o delle mutazioni casuali 
in un punto preciso del genoma. Si realizza 
sfruttando il naturale sistema di 
riparo/ricombinazione del DNA attivato 
dall’utilizzo di nucleasi sito-dirette (SDN), da 
molecole di acido nucleico esogeno 
(oligonucleotide), o la combinazione di 
entrambe.”

[Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences]



clustered regularly interspaced  short palindromic repeats

CRISPR

Procarioti Eucarioti
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La storia di CRISPR 

A Programmable Dual-RNA–Guided DNA 
Endonuclease in Adaptive Bacterial 
Immunity. Science 17 Aug 2012

«The new frontier of genome 
engineering whit CRISPR-Cas9»
2014 





How CRISPR lets us edit our DNA 
Jennifer Doudna



tratti distintivi dell’immunità acquisita 
nei procarioti

Locus CRISPR 

Fasi del meccanismo di difesa:

Acquisizione del DNA di origine virale o plasmidico esogeno
Espressione del crRNA 
Meccanismo di interference sul DNA esogeno per il quale si è acquisita immunità

Seq. ripetute Seq. di origine virale



La cellula batterica è in grado di copiare la sequenza 
CRISPR DNA  nella forma di una singola molecola di RNA 
che verrà successivamente processata in unità individuali 
ciascuna delle quali contiene una sequenza di origine virale 
unita ad una sequenza ripetuta 

CRISPR nei BATTERI



RNA guida lega la proteina Cas9 , originando 
quindi il complesso RNA-proteina in grado di 
riconoscere all’interno della cellula sequenze di 
DNA complementari alla sequenza del RNA 
innescando così l’attivià dell’endonucleasi 

CRISPR nei BATTERI



Il sistema Crispr-Cas9 è composto di tre
distinti componenti : 

-un piccolo RNA transattivatore (tracrRNA)
-un operone che codifica per le proteine Cas
-sequenze ripetute che fiancheggiano sequenze
unique di origine virale (crRNA) 

L’attività endonucleasica della Cas9 richiede 3 nucleotidi 
altamente conservati protospacer adjacent motif (PAM) 
che precedono la sequenza bersaglio.
La tripletta NGG è il trinucleotide associato al
Sistema CRISPR/Cas9

CRISPR nei procrarioti



CRISPR/Cas9 nei procarioti CRISPR/Cas9 negli eucarioti

Editing del genomaSistema adattativo 
immunitario

Il sistema CRISPR
negli  eucarioti



I sistemi di riparo 

Non-homologous end-joining (NHEJ) Homology-directed repair



Eterogeneità dei 
sistemi CRISPR/Cas



I domini di Cas9 
nei procarioti 

HNH = dominio con attività catalitica
RuvC1= dominio con attività catalitica

(tre sottodomini)
PI= dominio per il riconoscimento di PAM 

Attività nucleasicaAttività di riconoscimento



Effetti non intenzionali 
(Unintended effects)

Effetti diversi da quelli che si intende generare con l’impiego delle tecniche di 
miglioramento genetico

• Cambiamenti non intenzionali 

Ulteriori cambiamenti introdotti 
nell’organismo rispetto a quelli che si 
intende generare

Dipendono dalla tecnica impiegata e 
dall’organismo target (piante, animali o 
microorganismi)

• Effetti non intenzionali  di cambiamenti 
intenzionali 

Effetti non previsti della modifica introdotta 
intenzionalmente

Dipendono da fattori ambientali e 
dall’interazione con altri geni

Fenomeni generali che possono avvenire con 
qualsiasi tecnica di breeding impiegata

Possono dipendere da modificazioni 
epigenetiche o da interazioni con altri geni



CRISPR-Cas 
Effetti off-target

Genotipo a mosaico

Alleli multipli

Off-target On-target

filler DNA mechanism



« CRISPR Zoo »

Strategia verso gli Allergeni

Comportamento delle api

Maggiore resistenza 
alle malattie virali

Trasformazione 
degli elefanti indiani 
in via di estinzione 

Prevenire la diffusione di malattie



Applicazioni del sistema 
CRISPR-Cas9

May 18, 2017



Applicazioni del sistema 
CRISPR-Cas9



CRISPR e le linee 
germinali umane
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