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CRISPR-Cas nei procarioti
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IMMUNITARIO NEI PROCARIOTI
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figura 1. Mojica et al. 2016
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figura 2. Endonucleasi sito-specifiche fuse con proteine
programmabili per legare il DNA: (A) ZFN (B) TALENS

* Transcription activator-like
effector nucleases (TALENS)

(Lino et al, 2018)



CRISPR-CAS: MECCANISMO D’AZIONE
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APPLICAZIONI
TERAPEUTICHE

DEL GENOME
EDITING

a Ex vivo
Sickle cell disease
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Trattamento genome editing somatico (Doudna 2020)

b In vivo
Duchenne muscular dystrophy
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TRASPORTO TESSUTO-SPECIFICO

CARGOs: SISTEMI DI «DELIVERY »:

e plasmide che codifica sia per la proteina e Somministrazione fisica (microiniezione, elettroporazione)
Cas9 e la guida RNA e vettori virali ( AAVs, adenovirus, lentivirus)

e mRNA per la traslazione di CasS e e vettori non virali (nanoparticelle lipidiche, CPP’s , DNA
guida RNA nanoclews)

e |a proteina Cas9 con la guida RNA, RNP.



PHYSICAL
DELIVERY

MICROINIEZIONE
* Gold standard
* Exvivo e in vitro

* No limitazioni da
cargo

ELETTROPORAZIONE

* Invitro

* Nucleofezione
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. Microiniezione con rottura di due geni con una singola microiniezione nello
stadio di embrione con una sola cellula (Lino et al, 2018)
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. Elettroporazione con CRISPR RNP sul gene che determina la colorazione del topo,
confronto effetto dopo 1 ms e 3ms (Lino et al, 2018)
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AAVs (Adeno-associated
virus):

 DNA plasmidico come
cargo

e 4.5-5 kb di capacita

AAV delivery of Cas9 e sgRNAs che
rompe la mutazione del gene dmd di topo, con
miglioramento sia funzionale si biochimico

* Immunogenicita minima Long et al. 2016)

Eh

. Sistema Cas9 separato nella parte C-
terminale e N-terminale ed impacchettati in due
AAV separati (Truong et al. 2015)




PARTICELLE LIPIDICHE/LIPOSOMI

In vivo , ex vivo, in vitro

No problemi con il sistema immunitario

* Cas9:sgRNA RNP, mRNA (Cas9+sgRNA)
VETTORI * Lipofectamine
NON VIRALI
(A} Ha e Ly

Hd*ff,;i et ,‘ B it e AR S8,

. . B
¥ iRy L a—

ﬁ ? n..- 1':" -..,..--: i.l:;ﬂd'dag.rid'ﬂ!.l'ﬂﬂ m—ﬂ—,:l_u saFEhA,

Maogativaly supercharged - CRISPR/Cash genome editing

Cre or CashisgRNA complex

Nanoparticella bioriducibile e complesso Cas9:sgRNA si assemblano
elettrostaticamente in un’unica nanoparticella (Wang et al. 2016)



 Criticita etiche ( linea germinale VS linea
somatica )

 Effetti Off-targets—>aumentare specificita e
precisione

CONCLUSIONI

* Possibilita di creare organismi modello per
studi

* Xenotrapianti
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RIASSUNTO

Il sistema CRISPR-Cas da quando é stato conosciuto ed ingegnerizzato, viene studiato in molti
laboratori del mondo, per aver la capacita di riconoscere una sequenza specifica, tagliarla e modificare
il DNA . Questo meccanismo e stato inizialmente individuato in procarioti come sistema adattativo
immunitario, utile per proteggersi da infezioni da parte di batteriofagi. La sua capacita peculiare di
riconoscere una zona sequenza-specifica e stata utilizzata per sostituire le precedenti nucleasi (ZFNs e
TALENS) per il genome editing. Attraverso lo studio del meccanismo di azione in natura si & potuta
produrre una guida a RNA (sgRNA) che mobilita il sistema verso una sequenza preferenziale dove si
vuole agire.

Perd guesto meccanismo ancora non e cosi preciso, provoca a volte mutazioni off-targets non
prevedibili, richiede quindi uno studio piu approfondito. | problemi sorgono per quanto riguarda il
trasporto del sistema tessuto-specifico , a volte facilitato dalla possibilita di lavorare in vitro o ex vivo,
le soluzioni in vivo risultano ancora difficoltose .

Nonostante cio, le aspettative future sono molto ambiziose, poiché vi e la potenzialita di applicare
qguesto sistema per quanto riguarda malattie monogeniche( corea di Huntington, fibrosi cistica,
anemia falciforme, distrofia muscolare di Duchenne, HIV) e creare modelli di laboratorio (animali,
piante) .



