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Non è la prima volta che le Scienze Biochimiche vengono premiate con il premio Nobel per la Chimica, indicando 
così che certamente esse sono branche della grande madre “Chimica” che producono ricerca scientifica di valore per 
l'umanità. Quel che più colpisce la mente degli studiosi, quasi con piacere, è che questa volta il Premio più ambito 
nel mondo scientifico è stato attribuito solo pochi anni dopo la scoperta (2012) delle due giovani ed illustri scienziate 
che hanno ovviamente dato il maggior contributo all' “invenzione” del processo di “gene editing” anche basandosi su 
scoperte e studi svolti in precedenza (1). Jennifer A. Doudna a Berkeley in USA ed Emmanuelle Charpentier (nata in 
Francia), in Svezia (ma ha lavorato anche in Austria, Germania, USA, ed è attualmente a capo del Dipartimento di 
Microbiologia ed Immunologia all’Istituto Max Planck di Berlino) incontrandosi, sembra ad un Congresso in Svezia, 
decidono insieme di approfondire questo argomento. Le studiose riuscirono già nel 2012, in un lavoro pubblicato su 
Science, che è, e diventerà, storico, a definire il processo e i suoi dettagli (Figura 1) nonchè le modalità di utilizzo del 
sistema su quasi ogni possibile sequenza di DNA, così modificandola secondo opportunità o necessità (1). 

Un altro studioso, Jing Zhang del Massachusetts Institute of Technology (MIT) di Boston (USA) subito si dedicò 
all'argomento, anche perché aveva già ideato in precedenza un sistema con simili finalità, dando interessanti 
contributi sull'argomento (2). 

Già nel 2014, attraverso l'uso di CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - 
CRISPR associated protein 9) si era  riusciti a correggere una mutazione a livello del gene FAH (Fumarylacetoacetate 
Hydrolase) nel topo e creare così un metodo capace putativamente di curare anche una malattia ereditaria umana, 
nell’esempio la tirosinemia di tipo I. Il meccanismo molecolare è proprio quello dell'ingegneria genetica, scoperto oltre 
quarant'anni prima e basato allora essenzialmente sugli enzimi di restrizione, sulla cui base si sono sviluppati i più 
importanti studi di biologia molecolare, sia nel campo della genetica batterica, che poi in quella eucariotica. La  
Figura 1 (ripresa e modificata da quella originaria del lavoro del 2017 di Jiang e Doudna) (2) riassume le varie tappe 
del meccanismo d'azione molecolare del sistema CRISPR-Cas9. Da notare, tra l’altro, che praticamente in quasi tutte 
le specie batteriche e in quelle degli archea sono presenti i sistemi di tipo CRISPR-Cas.  

È ovvio che se tutto questo complesso meccanismo funzionasse bene ed in modo preciso, ci sarebbe la possibilità 
di riaggiustare qualsiasi molecola di DNA danneggiata, ma ovviamente ciò non è ancora possibile, sia poichè c'è la 
possibilità di bersagliare, senza volerlo, il DNA “off-target” cioè in siti non voluti, e quindi potenzialmente produrre 
alterazioni del DNA portando all'insorgenza di malattie gravi ed anche tumori, sia per la difficoltà di giungere in vivo a 
tutte le cellule alterate nel DNA (ad esempio tutte le cellule dove sono presenti mutazioni somatiche o “drivers”, come 
nei tumori). Se invece si tenta di modificare il DNA a livello dello zigote (cellula embrionale da cui deriverà poi tutto 
l’organismo nella riproduzione sessuata) questa “correzione del DNA” si verificherà in tutte le cellule dell’organismo, 
e di qui anche nella discendenza, e il processo si chiama “gene drive”. Nel regno animale, il processo sta già avendo 
notevoli successi, ad esempio nell’allevamento aviario, anche di tipo industriale (polli di allevamento) (3), nonché nella 
selezione inversa/distruzione di insetti nocivi per l’uomo (4). Nell’uomo la tecnologia del “gene drive” ha trovato solo 
nel 2018 un’applicazione da parte di uno studioso cinese che è riuscito ad ottenere due sorelle con modificazioni del 
gene CCR5 allo scopo di produrre resistenza all’infezione da HIV (Human Immunodeficiency Virus). Tuttavia questo 
successo scientifico è stato seguito da condanna in prigione dello scienziato, e alla condanna altresì da parte di tutta 
la comunità scientifica mondiale inclusa quella cinese, per violazione delle norme di bioetica (5). 
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Figura 1. Le tappe fondamentali del meccanismo molecolare del "gene editing" 
Pannello A. La sequenza delle tappe (da sinistra in alto indicate dalle frecce) di questo meccanismo molecolare è innanzitutto legata 
al riconoscimento e al legame del “Target DNA” che si vuole tagliare. Il ricercatore per iniziare a compiere una sperimentazione 
attraverso il sistema CRISPR-Cas9 in una cellula deve munirsi:  
- di un RNA guida con 20 nucleotidi complementari (Watson-Crick) al target DNA da tagliare; l’RNA guida è in realtà la fusione del  
RNA CRISPR (crRNA) e tracrRNA (trans-activating crRNA); quest’ultimo serve da ponte tra il crRNA e la Cas. Tecnicamente quindi 
l’RNA guida non è solo la porzione complementare (la porzione complementare del crRNA si chiama spacer). Per maggiori dettagli 
consultare il pannello B;  
- di una proteina Cas9 (o altra tra le tante già esistenti) dotata della migliore attività nucleasica in dipendenza della tasca adatta a 
raccogliere PAM (Protospacer Adjacent Motif) sul DNA target da tagliare.  
L’intervento di un RNA a singola elica è necessario (RNA guida) e serve per produrre un cambiamento conformazionale della proteina 
Cas, determinando così la formazione di una tasca che è in grado di accogliere sia PAM, cioè sequenze sul DNA target (vedi avanti) 
nonchè la sequenza dell’RNA guida creata dal ricercatore per poter visualizzare lo strand target del DNA in modo complementare 
(Watson-Crick base pairing) (prime due tappe). Il processo, pertanto, iniziando con il riconoscimento della sequenza PAM, e dell’RNA 
guida, nella tappa seguente porta ad uno svolgimento della doppia elica del DNA target con un appaiamento di una di essa con 
l’RNA guida (terza tappa). A questo punto la doppia elica del DNA si svolge ancor di più e si espande il loop-R verificandosi così un 
cambiamento conformazionale nel dominio HNH (dominio proteico caratterizzato da tre residui di istidina-asparagina-istidina) e 
assicurando un concertato taglio del DNA (quarta e quinta tappa). Da notare altresì che la proteina Cas è costituita da 2 lobi (uno per 
il riconoscimento dell’RNA guida e l'altro per l'attività nucleasica), dove sono presenti in modo significativo il dominio HNH e il dominio 
RuvC essenziali per il taglio preciso e concertato del DNA a doppia elica (ognuno taglia uno strand, se ne può inattivare uno nel qual 
caso si fa un nick), mentre il sito PAM (per la proteina Cas9 costituito da una sequenza di 3 basi - NGG) è importante per il 
riconoscimento del DNA da parte della nucleasi Cas ed è da ritrovarsi a -3 nucleotidi, “down-stream” dal sito del taglio.  
Susseguenti ulteriori processi di riparo del DNA che contiene alla fine le modificazioni di sequenza prodotte e desiderate dal 
ricercatore, avvengono attraverso meccanismi presenti nella cellula nella quale si riaggiusta il DNA. Aggiuntivi esperimenti possono 
portare alla delezione del gene target (knock-out), oppure, se il ricercatore somministra alle cellule un DNA esogeno, puo’ avvenire 
l’inserzione dello stesso (Knock-in, Knock-out condizionale con inserzione delle sequenze loxP, già attraverso noti processi di 
ingegneria genetica e biologia molecolare).  
Figura modificata da ref 2. 
 
bp, coppia di basi; NUC, lobo nucleasi; PAM, Protospacer adjacent motif; REC, lobo di riconoscimento; HNH, dominio proteico 
contenente residui istidina-asparagina-istidina; RuvC, dominio endonucleasico coinvolto nel riparo del danno al DNA. 
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Ciò è dovuto, dunque, non solo ai potenziali rischi della tecnologia (specie l’”off-target” non controllabile), ma 
anche alla possibilità di poter portare a modificazioni genetiche del carattere degli individui o aspetti, o altre qualità 
della persona umana, che non sono ad oggi ancora permesse, forse anche perchè non considerate come terapie. È 
necessario, quindi, per la linea germinale umana attendere giorni o epoche più propizie, quando il termine terapia 
sarà regolamentato anche per questa tecnologia dalla legge (speriamo a livello internazionale), per farla rientrare 
nella definizione, che a mio parere (F.S.) deve essere come tutte le altre terapie basata essenzialmente, per essere 
approvata, sul rapporto costi-beneficio (anche l’aspirina può far male!) e sul ragionevole generalizzato sentimento di 
bioetica, purchè normato da legge e/o accettato dal più largo numero di popolazione. 

Attraverso l’uso di molteplici serie di meccanismi molecolari (ecco le Scienze Biochimiche!) molto numerosi e 
variegati nella loro complessità, si potranno ottenere tagli nelle posizioni volute e ci potranno essere benefici 
particolarmente utili e significativi per la vita e la sostenibilità della specie umana (che, è bene ricordare, raggiungerà 
nel 2050 i 9,5 miliardi di esseri umani sulla nostra sfera terrestre, con molteplici problemi da risolvere, tra cui la 
nutrizione ed il benessere). 

Ed ecco perché dobbiamo essere grati, come studiosi delle Scienze della vita, ed anche come cittadini, alla 
“Royal Swedish Academy of Sciences” per aver conferito il premio Nobel della Chimica a due ricercatrici che 
fattivamente hanno “rotto un vetro” importante di una porta ancora chiusa per portare a livello del metodo e della 
cultura scientifica una serie di prospettive di grande valore nel campo del DNA ricombinante e dell’ingegneria 
genetica, dimostrando ancora una volta che questa tecnologia ha sempre più grande ed attuale valore nelle Scienze 
della Vita anche per la specie umana e che lo avrà ancor più nel futuro. 

 
RINGRAZIAMENTI 

 
Si ringrazia la prof. C. Missero per la Figura 1 (Pannello B) e la discussione sul meccanismo molecolare del "gene 

editing".  

BIBLIOGRAFIA 

1.     Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, et al. A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. 
Science  2012;337:816–21.  

2.     Jiang F, Doudna JA. CRISPR-Cas9 Structures and Mechanisms. Annu Rev Biophys 2017;46:505–29.  
3.     Chojnacka-Puchta L,Sawicka D. CRISPR/Cas9 gene editing in a chicken model: current approaches and applications. J Appl 

Genet 2020;61:221–9.  
4.     Gantz VM, Akbari OS. Gene editing technologies and applications for insects. Curr Opin Insect Sci 2018;28:66–72.  
5.     Krimsky S. Ten ways in which He Jiankui violated ethics. Nat Biotechnol 2019;37:19–20.

EDITORIAL EDITORIALE

biochimica clinica, 2020, vol. 44 n. 4           329

Figura 1. Le tappe fondamentali del meccanismo molecolare del "gene editing" 
Pannello B. Dettaglio degli elementi essenziali del processo CRISPR-Cas9 in cui sono evidenziate le due parti di cui è costituito 
l’RNA guida [crRNA, che determina la sequenza del DNA bersaglio e trans-activating RNA (tracrRNA) che attiva il sistema e, pertanto, 
serve da ponte tra il crRNA e la Cas], i domini HNH e RuvC della proteina Cas9, e il sito della sequenza PAM (per la proteina Cas9 
il PAM = NGG).  
Schemi modificati da: https://eu.idtdna.com/pages/support/faqs/what-is-a-pam-sequence-and-where-is-it-located; e 
https://web.science.uu.nl/developmentalbiology/boxem/CRISPR.html. 
 
PAM, Protospacer adjacent motif; HNH, dominio proteico contenente residui istidina-asparagina-istidina; RuvC, dominio 
endonucleasico coinvolto nel riparo del danno al DNA. 
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