L'EDITING GENOMICO

Tecnologie, applicazioni e implicazioni etiche
della modifica del genoma vivente

L'editing genomico rappresenta una delle frontiere piu rivoluzionarie della biologia moderna. La
capacita di leggere, scrivere e modificare con precisione il DNA degli organismi viventi apre scenari
straordinari: dalla cura di malattie genetiche rare alla creazione di colture resistenti alla siccita, dalla
lotta ai tumori alla possibilita — ancora controversa — di intervenire sulla linea germinale umana.
Questo documento offre una panoramica esaustiva delle principali tecnologie di editing genomico,
delle loro applicazioni attuali e future, e delle profonde questioni etiche, normative e sociali che esse
sollevano.

DATI CHIAVE

* CRISPR-Cas?9 riduce i costi dell'editing genomico di oltre il 99% rispetto alle tecniche precedenti ¢
Oltre 10.000 malattie hanno una base genetica identificata ¢ || mercato globale dell'editing genomico
supera i 6 miliardi di dollari (2024) « Primo trattamento CRISPR approvato dalla FDA: Casgevy
(dicembre 2023, anemia falciforme) ¢ Oltre 50 sperimentazioni cliniche attive basate su CRISPR nel
mondo
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Cos'e e perché e rivoluzionario

Cos'e I'editing genomico?

L'editing genomico (o genome editing) & un insieme di tecnologie biotecnologiche che permettono di
modificare in modo preciso, intenzionale e stabile il DNA di un organismo vivente. A differenza delle
tecniche di transgenesi classica — che inserivano geni in posizioni casuali del genoma — I'editing
genomico consente di intervenire su sequenze specifiche, potendo eliminare, correggere, aggiungere
0 sostituire porzioni di DNA con un'accuratezza senza precedenti.

Il DNA (acido desossiribonucleico) & il manuale di istruzioni di ogni cellula vivente. E composto da
guattro basi azotate — Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) e Citosina (C) — organizzate in
sequenze specifiche che codificano per geni, proteine e meccanismi regolativi. L'intero genoma
umano contiene circa 3,2 miliardi di coppie di basi e circa 20.000-25.000 geni. Anche una singola
mutazione puntiforme — la variazione di una sola base — puo causare malattie gravi.

I meccanismo fondamentale: taglio e riparazione del DNA

Tutte le principali tecnologie di editing genomico sfruttano un principio biologico fondamentale:
quando il DNA viene tagliato (si crea una rottura a doppio filamento, DSB — Double Strand Break), la
cellula attiva meccanismi di riparazione. Questi meccanismi possono essere sfruttati per modificare il
genoma in due modi principali:

* NHEJ (Non-Homologous End Joining): la cellula ricongiunge i frammenti di DNA in modo
rapido ma impreciso, introducendo spesso piccole inserzioni o delezioni (indels). Questo porta
tipicamente alla disattivazione (knockout) del gene bersaglio.

* HDR (Homology-Directed Repair): se viene fornito un frammento di DNA stampo con le
sequenze desiderate, la cellula usa questo stampo per riparare il taglio con precisione,
permettendo la sostituzione o l'inserzione di sequenze specifiche (knock-in).

Il punto di svolta: dalla casualita alla precisione

Prima dell'editing genomico, modificare il genoma significava spesso introdurre geni in posizioni
casuali, con risultati imprevedibili e rischi di attivare oncogeni. L'editing genomico ha trasformato questa
operazione in qualcosa di comparabile a un 'trova e sostituisci' nel DNA.

Breve storia delle tecnologie di editing




1972 Prime tecniche di DNA ricombinante (Berg, Boyer, Fondamenti della biologia
Cohen) molecolare

1996 Sviluppo delle Zinc Finger Nucleases (ZFN) Prima generazione di editing
programmabile

2010 Introduzione delle TALENSs (Transcription Activator-Like Maggiore flessibilita rispetto alle
Effector Nucleases) ZFN

2012 Pubblicazione rivoluzionaria di Doudna e Charpentier su Premio Nobel 2020,
CRISPR-Cas9 democratizzazione dell'editing

2016 Sviluppo del Base Editing (Liu Lab, Harvard) Modifica di singole basi senza

DSB
2019 Introduzione del Prime Editing Editing versatile e preciso
2023 Approvazione FDA di Casgevy (CRISPR per anemia Prima terapia CRISPR approvata

falciforme) al mondo



Le Principali Tecnologie

ZFN, TALENSs, CRISPR e |le frontiere dell'editing
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2.1 Zinc Finger Nucleases (ZFN)

Le ZFN sono state le prime nucleasi programmabili sviluppate per l'editing genomico. Ogni ZFN é
una proteina di fusione composta da due domini: un dominio di legame al DNA costituito da moduli
‘zinc finger' (dita di zinco) e un dominio endonucleasico derivato dall'enzima Fokl. Ogni modulo zinc
finger riconosce e si lega a tre nucleotidi specifici; combinando pit moduli si ottiene una proteina
capace di riconoscere sequenze di 18-36 bp.

Limiti: la progettazione delle ZFN e complessa e costosa; possono verificarsi effetti off-target
significativi. Nonostante siano state oggetto di studi clinici (es. per HIV e beta-talassemia), sono oggi
quasi completamente sostituite da CRISPR.

2.2 TALENSs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases)

Le TALENSs rappresentano un miglioramento rispetto alle ZFN. | domini TALE si legano al DNA
attraverso un codice piu semplice: ogni modulo ripetuto di circa 34 aminoacidi riconosce una singola
base azotata grazie a due aminoacidi variabili (RVD). Questo rende le TALENs piu facili da
progettare rispetto alle ZFN. Tuttavia, la loro costruzione rimane laboriosa e relativamente costosa.

2.3 CRISPR-Cas9: larivoluzione

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) € un sistema di difesa
immunitaria adattativa presente naturalmente nei batteri. Quando un batterio sopravvive all'attacco di
un virus, incorpora frammenti del DNA virale tra sequenze palindromiche ripetute del suo genoma (le
CRISPR). Se il virus attacca di nuovo, il batterio produce RNA guide (crRNA) che si appaiano con il
DNA virale, guidando la proteina Cas9 a tagliarlo.

Nel 2012, Jennifer Doudna e Emmanuelle Charpentier hanno dimostrato che questo sistema puod
essere riprogrammato per tagliare qualsiasi sequenza di DNA desiderata. La semplicita del sistema
— basta sintetizzare un RNA guida di ~20 nucleotidi complementare al bersaglio — ha reso
CRISPR-Cas9 accessibile a qualsiasi laboratorio di biologia molecolare, riducendo tempi e costi di
oltre due ordini di grandezza rispetto a ZFN e TALENS.

Come funziona CRISPR-Cas9 in 4 passi

1. Si progetta un RNA guida (sgRNA) di ~20 nt complementare alla sequenza bersaglio. 2. L'sgRNA si
lega alla proteina Cas9 formando un complesso ribonucleoproteico. 3. Il complesso scansiona il DNA
finché I'sgRNA trova la sua sequenza complementare (accanto a una sequenza PAM, tipicamente NGG
per SpCas9). 4. Cas9 taglia entrambi i filamenti del DNA, creando una DSB che la cellula ripara tramite
NHEJ (knockout) o HDR (knock-in con stampo).




Varianti e ortologhi di Cas9

La ricerca ha identificato numerosi ortologhi e varianti di Cas9 con proprieta diverse:

» SaCas9 (Staphylococcus aureus): piu piccola, facilmente veicolabile con AAV

» Casl12a (Cpfl): taglia creando estremita coesive, richiede solo crRNA, riconosce PAM ricco in T
» Cas13: taglia RNA anziché DNA, utile per silenziare I'espressione genica

» Cas®: ultra-compatta, derivata da batteriofagi

» SpRY: variante engineered che riconosce quasi qualsiasi PAM

2.4 Base Editing

Il Base Editing, sviluppato dal laboratorio di David Liu ad Harvard, consente di convertire
chimicamente una base in un'altra senza creare una DSB e senza richiedere un DNA stampo.
Questo approccio & particolarmente prezioso perché circa il 57% delle varianti patogene note sono
sostituzioni di singola base. Esistono due classi principali:

Tipo Conversione Enzima deaminasi Applicazioni chiave

CBE (Cytosine Base C-T(eG-Asul Citosina deaminasi Correzione mutazioni
Editor) filamento opposto) (APOBEC) puntiformi patogene
ABE (Adenine Base A-G(eT-Csul Adenosina deaminasi Ripristino di codoni di
Editor) filamento opposto) (evoluta in vitro) stop prematuri

2.5 Prime Editing: il 'trova e sostituisci' del genoma

Il Prime Editing, descritto nel 2019 sempre dal gruppo Liu, rappresenta un ulteriore passo avanti.
Utilizza una versione moadificata di Cas9 (Cas9 nickase, che taglia un solo filamento) fusa a una
trascrittasi inversa. L'RNA guida esteso (pegRNA) contiene sia la sequenza bersaglio che la
sequenza di modifica desiderata. Teoricamente, il Prime Editing pud correggere circa 1'89% di tutte le
varianti patogene note, incluse sostituzioni, piccole inserzioni e delezioni, senza richiedere DSB né
un stampo di DNA esterno.



Sistemi di Consegna

X!

Come portare gli strumenti di editing nelle cellule

Una sfida cruciale nell'editing genomico & consegnare i componenti dell'editing (proteine, RNA guida,
DNA stampo) all'interno delle cellule bersaglio in modo efficiente e sicuro. La scelta del sistema di
delivery dipende dal tipo cellulare, dalla modalita ex vivo o in vivo, e dall'applicazione terapeutica.

3.1 Vettori virali

* AAV (Adeno-Associated Virus): il piu usato in clinica. Bassa immunogenicita, non integrativo,
tropismo tissutale programmabile con diversi sierotipi. Limite: capacita di payload ridotta (~4.7
kb), difficile per sistemi grandi come SpCas9 (4.2 kb + sgRNA).

* Lentivirus: alta efficienza di trasferimento, si integra nel genoma host. Usato per editing ex vivo
(es. cellule staminali ematopoietiche). Rischio: mutagenesi inserzionale.

» Adenovirus: alta capacita, non integrativo. Pit immunogenico degli AAV.

3.2 Sistemi non virali

* Nanoparticelle lipidiche (LNP): tecnologia validata dai vaccini mMRNA COVID-19. Permettono
la consegna di mRNA di Cas9 + sgRNA, riducendo I'esposizione prolungata e quindi gli effetti
off-target. Casgevy usa LNP per la consegna ex vivo.

* Elettroporazione: impulsi elettrici aprono temporaneamente pori nella membrana cellulare.
Efficace ex vivo ma non applicabile in vivo.

* Ribonucleoproteine (RNP): il complesso Cas9-sgRNA preformato viene introdotto
direttamente. Breve emivita intracellulare, minori effetti off-target.

* Virus-Like Particles (VLP) e Extracellular Vesicles: approcci emergenti per la consegna in
Vivo.

Ex vivo vs In vivo: due paradigmi terapeutici

e« EX VIVO: le cellule vengono prelevate dal paziente, modificate in laboratorio e reinfuse. Offre
maggiore controllo e sicurezza. Ideale per malattie del sangue e sistema immunitario. ¢ IN VIVO: i
componenti dell'editing vengono somministrati direttamente nell'organismo (iniezione sistemica, locale,
ecc.). Necessario per tessuti non facilmente prelevabili (fegato, occhio, SNC, muscolo). Richiede
delivery altamente specifico.
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Medicina, agricoltura e oltre

4.1 Applicazioni terapeutiche: malattie genetiche

L'applicazione pit immediata e urgente dell'editing genomico riguarda le malattie genetiche rare.
Molte di queste sono causate da mutazioni in un singolo gene, rendendole candidati ideali per la
correzione genomica.

Malattia Approccio CRISPR Stato clinico

Anemia falciforme / Mutazione HBB; riattivazione Knockout di BCL11A negli Approvato
Beta-talassemia HBF (BCL11A) eritrociti (Casgevy, FDA
2023)
Distrofia muscolare di Mutazioni nel gene DMD Exon skipping, correzione Sperimentazioni
Duchenne (distrofina) puntiforme precliniche e fase
1/l
Cecita (LCA10, AMD) Mutazioni CEP290; Editing in vivo della retina Fase /1l
degenerazione maculare (AAV) (EDIT-101 e altri)
HIV Integrazione del provirus nel Escissione del DNA Fase I/1l precoci
genoma host provirale
Ipercolesterolemia Gain-of-function PCSK9 Knockout di PCSK9 nelle Fase | (risultati
familiare epatociti (LNP) molto promettenti)
Amiloidosi TTR Mutazioni nel gene TTR Knockout epatico di TTR Risultati fase I:
riduzione TTR
>90%

4.2 Oncologia: CRISPR contro il cancro

In oncologia, l'editing genomico viene esplorato su piu fronti. Il piu avanzato riguarda
l'ingegnerizzazione di cellule T del paziente per potenziare la risposta immunitaria antitumorale
(terapia CAR-T di nuova generazione). CRISPR permette di eliminare geni che rendono le cellule T
‘esauste’ (es. PD-1), di rimuovere marcatori che potrebbero causare auto-attacchi, e di inserire
recettori chimerici (CAR) per bersagliare specifici antigeni tumorali.

Un'altra strategia utilizza CRISPR per creare cellule CAR-T 'universali' da donatori sani (allogeniche),
eliminando la necessita di prelevare cellule dal singolo paziente. La societa Allogene Therapeutics e
altri stanno conducendo sperimentazioni cliniche in questa direzione.

4.3 Malattie infettive



CRISPR puo essere usato sia per trattare infezioni croniche (come I'HIV, eliminando il DNA provirale
integrato) sia come strumento diagnostico ultrarapido (SHERLOCK, DETECTR: test molecolari
basati su Cas13 e Cas12 che offrono sensibilith comparabile alla PCR). In risposta alla pandemia di
COVID-19, diversi gruppi hanno sviluppato test diagnostici CRISPR con risultati in 30-60 minuti.

4.4 Xenotrapianti: organi da animali per l'uomo

La carenza cronica di organi per i trapianti ha spinto la ricerca verso gli xenotrapianti: I'utilizzo di
organi animali (principalmente suini) per i pazienti umani. CRISPR ha reso questo scenario molto piu
plausibile: nel maiale, € stato possibile eliminare i geni responsabili del rigetto iperacuto (es. GGTAL,
CMAH, B4GalNT2), inattivare i retrovirus endogeni suini (PERV) che potrebbero infettare le cellule
umane, e inserire geni umani per ridurre il rigetto cronico. Nel 2022-2024, i primi trapianti di cuore e
rene di maiale geneticamente modificato su pazienti umani hanno segnato un momento storico.

4.5 Agricoltura e sicurezza alimentare

L'editing genomico in agricoltura offre possibilita straordinarie per affrontare le sfide della sicurezza
alimentare globale, dei cambiamenti climatici e della sostenibilita. A differenza delle tecniche OGM
classiche che introducono DNA estraneo, molte applicazioni di editing genomico modificano
sequenze gia presenti nel genoma della pianta.

» Resistenza alle malattie: Piante di cacao resistenti alla Phytophthora; grano resistente all'oidio
(knockout MLO)

» Adattamento climatico: Riso e mais resistenti alla siccita, caldo e salinita

 Qualita nutrizionale: Soia ad alto contenuto oleico; pomodori arricchiti di licopene e GABA

* Riduzione di allergeni: Grano ipoallergenico (riduzione gliadine); arachidi a basso contenuto di
allergeni

e Produttivita: Riso con maggiore resa (editing geni regolatori accrescimento)

» Zootecnia: Maiali resistenti alla PRRS (malattia respiratoria); bovini senza corna (eliminando
gene POLLED)

Regolamentazione degli OGM da editing: un nodo cruciale

L'UE ha adottato nel 2024 nuove regole che distinguono le piante ottenute per NGT (New Genomic
Techniques) da quelle con DNA estraneo. Le piante NGT1 (modifiche equivalenti a selezione naturale)
potrebbero essere esenti dall'iter OGM completo, mentre NGT2 (modifiche piu complesse)
seguirebbero procedure semplificate. Questa distinzione & oggetto di intenso dibattito tra scienziati,
agricoltori e gruppi ambientalisti.
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Effetti off-target, mosaicismo e sfide tecniche

5.1 Gli effetti off-target

Una delle preoccupazioni principali nell'editing genomico & la possibilita che i sistemi di taglio
agiscano su sequenze genomiche diverse da quelle bersaglio (effetti off-target). CRISPR-Cas9 puo
tollerare alcune mismatch tra I'sgRNA e il DNA bersaglio, e sequenze simili presenti altrove nel
genoma potrebbero essere tagliate erroneamente. Le conseguenze potrebbero includere
disattivazione di geni oncosoppressori o attivazione di proto-oncogeni.

Metodi sviluppati per minimizzare gli off-target includono: utilizzo di High-Fidelity Cas9 (eSpCas9,
HiFi Cas9, RNP invece di plasmidi per ridurre I'esposizione temporale), ottimizzazione dell'sgRNA,
utilizzo di Cas9 nickase in coppia (paired nickases), e tecnologie di rilevamento genome-wide come
GUIDE-seq, CIRCLE-seq e CHANGE-seq.

5.2 Il mosaicismo

Quando l'editing avviene nelle prime fasi dello sviluppo embrionale, puo verificarsi mosaicismo:
cellule diverse dell'organismo presentano genomi diversi (alcune editate, altre no). Questo puo
rendere imprevedibile I'effetto fenotipico finale e complica la diagnosi genetica pre-impianto.

5.3 Problemi di immunogenicita

La proteina Cas9 deriva da batteri (es. Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes) e il sistema
immunitario umano potrebbe averla gia incontrata e sviluppato anticorpi o cellule T specifiche. Studi
hanno mostrato che una percentuale significativa della popolazione ha anticorpi anti-Cas9. Questo
potrebbe limitare I'efficacia dei trattamenti e causare risposte immunitarie avverse. Si sta lavorando
su varianti di Cas9 piu distanti immunologicamente e su strategie di immunosoppressione.

5.4 Traslocazioni cromosomiche

Se piu siti vengono tagliati simultaneamente (es. strategie multiplex), esiste il rischio di traslocazioni
cromosomiche — riorganizzazioni che uniscono segmenti di cromosomi diversi. Queste possono
essere oncogeniche. La sorveglianza genomica durante le sperimentazioni cliniche & quindi

essenziale.
Off-target cuts Media (dipende da HiFi Cas9, paired nickases, RNP delivery,
SgRNA e sistema) ottimizzazione sgRNA
Immunogenicita Variabile (pre-esistente  Cas9 ortologhi alternativi, immunosoppressione,

nella pop.) LNP delivery



Mosaicismo

Traslocazioni

Inserzione virale (vettori)

Alta (editing
embrionale precoce)

Bassa (editing singolo
sito)

Bassa (AAV non
integrativo)

Timing preciso, RNP a rapida degradazione

Evitare multiplex, sorveglianza genomica

Preferire vettori non integrativi, delivery mRNA
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Il caso He Jiankui e i confini dell'editing

6.1 Il caso He Jiankui: unalinearossa attraversata

Nel novembre 2018, lo scienziato cinese He Jiankui annuncio al mondo di aver creato i primi bambini
geneticamente modificati con CRISPR: le gemelle Lulu e Nana. He aveva modificato il gene CCR5
negli embrioni — lo stesso gene che codifica per il corecettore usato dall'HIV per entrare nelle cellule
— con l'obiettivo dichiarato di renderli resistenti all'infezione. La comunita scientifica reagi con
condanna unanime.

| problemi sollevati furono molteplici: I'assenza di necessita medica (il padre era sieropositivo ma non
la madre, e I'HIV e oggi controllabile con farmaci); la mancanza di trasparenza e di revisione etica
indipendente; il rischio che la delezione di CCR5 aumenti la suscettibilita ad altri virus (West Nile,
influenza grave); la modifica della linea germinale con effetti ereditabili dai figli delle bambine; e la
drammatica violazione del principio di autonomia dei soggetti modificati, incapaci di acconsentire.

He Jiankui fu condannato in Cina a tre anni di prigione. Il caso accelero la discussione internazionale
sulla governance dell'editing della linea germinale umana.

6.2 La distinzione fondamentale: somatico vs germinale

Il dibattito etico distingue nettamente tra due tipi di editing:

Caratteristica Editing somatico Editing germinale

Cellule interessate Cellule non riproduttive del paziente Embrioni, ovociti, spermatozoi

Ereditabilita Non ereditabile Trasmesso a tutta la discendenza

Consenso Il paziente pud acconsentire Il soggetto non pud acconsentire

Reversibilita Effetti limitati al paziente Potenzialmente irreversibile nella
specie

Consenso scientifico Accettato (con supervisione rigorosa) Moratoria de facto; vietato in molti
Paesi

6.3 Il rischio di eugenica e giustizia distributiva

Uno degli scenari piu discussi e quello dei 'designer babies': I'utilizzo dell'editing genomico non per
eliminare malattie gravi, ma per selezionare o migliorare caratteristiche come intelligenza, altezza,
aspetto fisico o predisposizioni atletiche. Questo scenario — ancora tecnicamente lontano per
caratteri poligenici complessi — evoca il fantasma dell'eugenica del XX secolo.



La questione della giustizia distributiva & altrettanto urgente: se le terapie CRISPR rimangono
accessibili solo ai pazienti dei Paesi ricchi (Casgevy costa circa 2,2 milioni di dollari per trattamento
negli USA), si rischia di creare o amplificare disuguaglianze biologiche tra le popolazioni. La
governance globale di queste tecnologie € quindi una questione di giustizia sociale oltre che di
bioetica.

6.4 1l ruolo della comunita scientifica e delle istituzioni

Nel 2020, l'International Commission on the Clinical Use of Human Germline Genome Editing
(NAS/NAM + Royal Society + altri) ha concluso che € prematura qualsiasi applicazione clinica
dell'editing germinale. Il rapporto identifica criteri stringenti che dovrebbero essere soddisfatti prima di
procedere: comprensione completa dei rischi, disponibilita di meccanismi di supervisione efficaci, e
ampio consenso sociale. Nel 2023, il WHO Expert Advisory Committee ha ribadito I'urgenza di un
registro globale delle sperimentazioni.
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Quadro Normativo Internazionale

Come i diversi Paesi regolamentano I'editing genomico

La regolamentazione dell'editing genomico varia significativamente tra le diverse giurisdizioni,
riflettendo differenze culturali, storiche e politiche. Questa eterogeneita normativa crea sia
opportunita (la ricerca pud avanzare dove c'e piu liberta) che rischi (il cosiddetto 'turismo genomico').

Paese/Region

e

Editing somatico

Editing germinale
(ricerca)

Editing germinale
(clinica)

USA

Unione Europea

UK

Cina

Giappone

Russia

Regolato da FDA;
approvazioni caso per
caso

Direttiva 2001/20/CE;
supervisione EMA

Regolato da MHRA;
approccio progressivo

Regolamentazione
rafforzata dopo He Jiankui

Regolato da PMDA

Regolamentazione in
sviluppo

Permesso con
supervisione NIH/IRB

Permesso in alcuni Stati
membri

Permesso (HFEA)
Permesso con
approvazione ministeriale

Permesso per ricerca di
base

Permesso con
approvazione

De facto vietato
(Congressional rider)

Vietato (Convenzione di
Oviedo, art. 13)

Vietato per impianto
Vietato; nuove leggi piu
severe dal 2019

Vietato per uso clinico

Parzialmente permesso
(controverso)

La Convenzione di Oviedo e il diritto internazionale

La Convenzione di Oviedo (1997) del Consiglio d'Europa € l'unico strumento internazionale
giuridicamente vincolante in materia di biomedicina. L'articolo 13 vieta esplicitamente qualsiasi
intervento sulla linea germinale umana. Tuttavia, non tutti i Paesi hanno ratificato la convenzione (USA
e Cina non I'hanno firmata), limitandone la portata globale.




Il Futuro dell'Editing Genomico
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Frontiere emergenti e prospettive

8.1 Editing epigenomico

Oltre alla sequenza del DNA, la regolazione genica dipende dall'epigenoma: modificazioni chimiche
del DNA (metilazione) e degli istoni (acetilazione, metilazione) che influenzano I'espressione genica
senza alterare la sequenza. L'editing epigenomico utilizza versioni 'morte’ di Cas9 (dCas9, priva di
attivitd nucleasica) fuse a enzimi epigenetici per modulare I'espressione dei geni in modo reversibile,
senza modificare permanentemente il DNA.

8.2 RNA Editing

L'editing del'lRNA — modificare i trascritti invece del DNA — offre un approccio intrinsecamente
reversibile e potenzialmente piu sicuro. Sistemi come ADAR (Adenosine Deaminase Acting on RNA)
possono convertire adenosina in inosina (letta come guanosina) nellmRNA, correggendo mutazioni a
livello traslazionale. RESTORE, LEAPER e altri sistemi emergenti sfruttano questo meccanismo
senza richiedere componenti proteici esogeni.

8.3 Editing in vivo di prossima generazione

La ricerca si concentra su sistemi capaci di raggiungere tessuti difficili (SNC, muscolo, polmone) con
maggiore efficienza e specificita. Le nanoparticelle lipidiche ionizzabili di quarta generazione, i
virus-like particles ingegnerizzati e le extracellular vesicles funzionalizzate rappresentano le frontiere
pit promettenti. L'obiettivo &€ un'unica somministrazione sistemica capace di correggere mutazioni in
milioni di cellule bersaglio.

8.4 Intelligenza artificiale e design di sgRNA

L'IA sta trasformando la progettazione dei componenti CRISPR. Modelli di deep learning come
DeepCRISPR, CRISPR-ML e sistemi basati su transformer permettono di prevedere l'efficienza di
editing e gli effetti off-target con accuratezza molto superiore agli algoritmi tradizionali. AlphaFold e
analoghi strumenti aiutano a progettare varianti di Cas9 con nuove proprieta. In futuro, I'lA potrebbe
permettere il design automatizzato di strategie terapeutiche personalizzate.

8.5 Drive genici: modificare interi ecosistemi

| gene drive sono sistemi genetici che si propagano in una popolazione ad una velocita superiore alla
normale eredita mendeliana, potenzialmente arrivando a modificare o eliminare intere popolazioni di
specie. CRISPR ha reso i gene drive molto piu facili da costruire. Applicazioni proposte includono
I'eliminazione dell’Anopheles gambiae (zanzara vettore della malaria) o la soppressione di roditori
invasivi nelle isole. Tuttavia, i rischi ecologici di modificare o eliminare specie sono enormi e
imprevedibili. Sono in sviluppo 'daisy chain drives' e sistemi reversibili come misure di sicurezza.
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| termini chiave dell’editing genomico

Termine Definizione

Base editing Tecnica che modifica chimicamente una singola base del DNA senza creare
tagli a doppio filamento.

Cas9 Endonucleasi RNA-guidata derivata dal sistema CRISPR batterico, usa per
tagliare il DNA.
CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats: sequenze

ripetute nel genoma batterico usate nel sistema immunitario adattativo.

crRNA CRISPR RNA: componente delllRNA guida che si appaia con il DNA bersaglio.
DSB Double Strand Break: rottura di entrambi i filamenti del DNA.
Epigenoma Insieme delle modificazioni chimiche di DNA e istoni che regolano

I'espressione genica senza alterare la sequenza nucleotidica.

Gene drive Sistema genetico che si propaga rapidamente in una popolazione,
potenzialmente alterando l'intera specie.

HDR Homology-Directed Repair: meccanismo di riparazione precisa del DNA che
usa un frammento stampo.

Indels Inserzioni e delezioni di basi generate dal meccanismo NHEJ dopo un taglio
del DNA.

Knock-in Inserzione o sostituzione mirata di una sequenza genica specifica.

Knockout Disattivazione o eliminazione di un gene bersaglio.

Linea germinale Cellule riproduttive (ovociti, spermatozoi) ed embrioni precoci: le modifiche

sono ereditabili.

LNP Nanopatrticelle lipidiche: veicoli di consegna non virali per mRNA e acidi
nucleici.

Mosaicismo Presenza di cellule con genomi diversi in uno stesso organismo.

NHEJ Non-Homologous End Joining: meccanismo di riparazione del DNA rapido ma
impreciso.

Off-target Taglio o modifica indesiderata di sequenze genomiche diverse da quella
bersaglio.

PAM Protospacer Adjacent Motif: breve sequenza necessaria per il riconoscimento

del DNA da parte di Cas9.



pegRNA

Prime editing

SgRNA

TALENSs

tracrRNA

ZFN

Prime editing guide RNA: RNA guida esteso usato nel Prime Editing, contiene
sia sequenza bersaglio che di modifica.

Tecnica di editing genomico versatile che combina Cas9 nickase e trascrittasi
inversa per correggere mutazioni senza DSB.

Single guide RNA: RNA guida unificato usato in CRISPR-Cas9, combina
crRNA e tracrRNA.

Transcription Activator-Like Effector Nucleases: nucleasi programmabili della
seconda generazione.

Trans-activating crRNA: componente del'RNA guida che interagisce con la
proteina Cas9.

Zinc Finger Nucleases: prima generazione di nucleasi programmabili basate
su domini zinc finger.



01 conclusioni

O Un potere senza precedenti, una responsabilita senza precedenti

L'editing genomico ha trasformato in pochi anni la biologia da scienza osservativa a scienza
costruttiva. La capacita di riscrivere il codice della vita con precisione crescente apre opportunita
straordinarie per la medicina, I'agricoltura e la comprensione dei meccanismi fondamentali della
biologia. L'approvazione di Casgevy nel 2023 segna l'inizio di un'era in cui le malattie genetiche —
per millenni considerate destino immutabile — diventano condizioni trattabili o curabili.

Tuttavia, questo potere porta con sé responsabilita proporzionali. Le tecnologie di editing genomico
sono strumenti neutrali: possono essere usate per alleviare sofferenze immensi o per amplificare
ingiustizie e ineguaglianze. La governance di queste tecnologie richiede un dialogo globale che
includa scienziati, bioeticisti, giuristi, pazienti, comunita colpite da malattie genetiche, agricoltori, e il
pubblico pit ampio.

Le domande piu profonde che I'editing genomico solleva non sono scientifiche ma filosofiche e
politiche: Che tipo di esseri umani vogliamo essere? Chi decide quali varianti genetiche sono
'malattie’ e quali sono 'caratteristiche'? Come garantiamo che i benefici siano distribuiti equamente?
Come proteggiamo la biodiversita genetica umana e degli ecosistemi? Queste domande richiedono
risposte collettive, democratiche e inclusive.

L'editing genomico non e il futuro — e il presente. La domanda non e se
gueste tecnologie trasformeranno il mondo, ma come vogliamo guidare

questa trasformazione.
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