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PREMIO NOBEL PER LA CHIMICA 2020

assegnato a
Emmanuelle Charpentier e Jennifer A. Doudna

“for the development of a method for genome editing

di Enzo Tramontano *

Il premio Nobel per la chimica del 2020 e stato asse-
gnato a due scienziate, la microbiologa francese Em-
manuelle Charpentier e la biochimica americana Jen-
nifer Doudna, per aver messo a punto quella che a
oggi ¢ la piu efficace tecnologia per la modificazione
dei geni, delle vere e proprie forbici molecolari il cui
nome scientifico & CRISPR/Cas9. L'uso di questa tecno-
logia permette di modificare selettivamente il genoma
di microrganismi, piante e animali, aprendo nuovi sce-
nari per la terapia genica di diverse patologie umane
e schiudendo la porta alla possibilitd di modificazione

delle specie viventi esistenti, compreso 'uomo.

Il lavoro di Charpentier e Doudna € recente, del 2012, ma si basa su osservazioni

acquisite negli anni da numerosi altri gruppi di ricerca. Osservazioni dapprima quasi irrile-

vanti, come un rigagnolo d’acqua, poi piu strutturate, un torrente, quindi ben definite dal

punto di vista funzionale, un fiume, infine il salto tecnologico, la cascata del premio Nobel

dopo il quale il mondo delle biotecnologie non & piu lo stesso. ‘

Il primo rigagnolo € del 1987: il gruppo di ricerca giapponese di Atsuo '

Nakata, studiando la fosfatasi alcalina batterica, osserva collateral-

mente che nel genoma del batterio Escherichia coli sono presenti

delle strane ripetizioni che contengono 5 sequenze omologhe di 29

nucleotidi (nt) separate da spaziatori di 32 nt [1]. Sequenze analoghe

sono rilevate nel 1989 dallo stesso gruppo di ricerca anche in Shigel-

la dysenteriae ed in Salmonella typhimurium [2]. Qualche anno do-

po, nel 1993, un terzo rigagnolo si aggiunge quando un gruppo di

ricerca spagnolo osserva ancora simili ripetizioni di 14 sequenze di 30

nt ripetute a distanza regolare anche nell’archea Haloferax mediter-

ranei, proponendo per loro un ruolo nellosmoregolazione [3]. Il tor-

rente inizia quindi a prendere vita quando, nel 2000, lo stesso gruppo

spagnolo riporta che queste ripetizioni di sequenze palindromiche di
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batteri e archea [4]. Continua poi a ingrossarsi quando nel 2002 uno studio genomi-
co olandese le ritrova nei procarioti, ma non negli eucarioti o nei virus eucariotici, e
introduce il loro nome attuale: Clustered Regularly Inferspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR) [5], suggerendo che queste sequenze possano essere degli ele-
menti genetici mobili, cioé sequenze che si possono spostare nel genoma (o tra i
genomi) dei procarioti [5]. Al contempo, lo stesso studio identifica dei geni associati a
CRISPR, CRISPR-associated (Cas), che codificano per delle elicasi e delle nucleasi [5].
Poco dopo anche altre famiglie di proteine Cas sono identificate, suggerendo che
esse siano coinvolte nel metabolismo del DNA o nell’espressione genica [6].

Il torrente diventa un fiume imponente nel 2005, quando il gruppo spagnolo e altri
gruppi francesi riportano indipendentemente che alcune sequenze CRISPR (dette pro-
to-spaziatori) derivano da virus dei batteri € DNA plasmidici: CRISPR sembra quindi
essere un sistema procariotico di difesa dalle invasioni di DNA esogeno di virus e pla-
smidi [7-9]. Le sequenze spaziatrici (dette ora proto-spaziatori) sono quindi proposte
come sequenze di origine virale e quindi «<memoria immunitaria» di precedenti infezio-
ni a cui la cellula e sopravvissuta. La conferma del ruolo di difesa dalle infezioni arriva
nel 2007 quando una collaborazione franco-americana osserva che ceppi del batte-
rio Strepfococcus thermophilus sono naturalmente resistenti ad alcuni virus, mentre altri
ceppi sono naturalmente resistenti a virus differenti. Approfondendo I'osservazione, il
gruppo di ricerca dimostra che quando i batteri sopravvivono a una nuova infezione
virale acquisiscono delle sequenze «proto-spaziatrici» nel sistema CRISPRS/Cas che si
originano dal virus infettante e che le difendono dalle successive infezioni di quello
specifico virus. Come elegante conferma mostrano che eliminando alcune sequenze
proto-spaziatrici CRISPRS/Cas relative a un certo virus il batterio perde la sua resisten-
za a quel virus che puo quindi infettare e uccidere le cellule mutate [10].

Il fiume € ormai scoperto e viene quindi esplorato da numerosi gruppi di ricerca [11-
12], tra cui il gruppo di Emmanuelle Charpentier che nel 2011 [13] individua una se-
quenza adiacente a CRISPR che codifica per un RNA (detto tracrRNA) complementa-
re al’RNA di CRISPR (crRNA). Studi per comprendere meglio il ruolo di tfracrRNA porta-
no infine alla scoperta della cascata nel 2012, quando i due gruppi di ricerca di
Charpentier e Doudna pubblicano un lavoro in comune, che vale il premio Nobel. In
questa pubblicazione comprendono che il tracrRNA pud indurre la proteina Cas9 a
infrodurre delle rotture nel DNA a doppio filamento nel sito «indicato» da fracrRNA e
crRNA [14]. Charpentier e Doudna concludono descrivendo cosi il salto tecnologico
che costituisce la cascata: «il nostro studio rivela una nuova famiglia di endonucleasi
che usano I'RNA per attivare un taglio sito-specifico del DNA il cui potenziale deve
essere esplorato per sviluppare una modificazione genomica programmata» [14].
Riassumendo il quadro che dalla ricerca di base porta all’applicazione biotecnologi-
ca: i procarioti hanno nel genoma delle sequenze ripetute (protospacer adjacent
motif, PAM) alternate a sequenze di origine per lo piu virale (proto-spaziatori, profo-
spacer), che nel complesso sono denominate CRISPR, che costituiscono un sistema di
immunita contro I'ingresso di DNA extracellulare. Associato alle sequenze CRISPR &
presente una serie di geni Cas che codificano per delle proteine che sono coinvolte
nel processo di difesa e, adiacente alle sequenze Cas, ¢’€ una regione che codifica
per un fracrRNA che € un RNA complementare a crRNA, essenziale per I'attivazione
del complesso. Il sistema immunitario procariotico agisce quindi mediante un sistema
di appaiamento tra il crRNA (che contiene anche sequenze PAM), il irctRNA e il DNA
target, che consente di posizionare alcune proteine Cas (come Cas9) sul DNA target
e di tagliarlo in modo selettivo. Si veda figura alla pagina seguente.
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Charpentier e Doudna, sfruttando questo sistema procariotico, hanno compreso che era pos-
sibile mettere a punto un sistema in cui, disegnando sequenze di crRNA complementari a un
DNA bersaglio a piacere, si poteva dirigere il complesso Cas in qualunque punto del genoma.
Cosa rende la scoperta cosi eccezionale? Il fatto che se Cas introduce in un genoma eucari-
otico una rottura a doppio filamento del DNA, i sistemi cellulari la possono riparare. | sistemi di
riparo deputati a questo sono essenzialmente due.

Il primo € la ricombinazione non omologa, che di norma porta a una perdita di porzioni di ge-
noma o comunque a mutazioni; il secondo sistema € la ricombinazione omologa che porta a
una riparazione piu efficace, ma che necessita di una seconda copia della sequenza genica
tagliata, per cui in realta € poco frequente. Tuttavia, la sua frequenza pud essere aumentata
fornendo piu copie di DNA «omologhe» da ricombinare. Pertanto, usando il sistema CRISPR/
Cas per introdurre dei tagli in porzioni note di geni da «eliminare», e fornendo al genoma cop-
ie di DNA da «aggiungere», si possono sostituire geni a piacimento con sequenze mutate (o
che correggono mutazioni aberranti) o infrodurne di nuovi.
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In definitiva, il salto tecnologico descritto nella pubblicazione del 2012 ha di-
schiuso scenari mai esplorati prima. Ipotesi di soldati piu forti, senza paura e per-
cezione del dolore, sogni di rigenerazione di arti, possibilitd di dormire solo quat-
tro ore al giorno e non avvertire stanchezza, rallentamento dei processi di invec-
chiamento, le piu diverse prospettive eugenetiche, modificazioni di spe-
cie vegetali e animali ... tutto cio & passato dai libri di fantascienza alla realta di
laboratori che possono essere quelli «di Stato», di multinazionali private e anche di
scienziati fai-da-te che in scantinati improvvisati costruiscono e comprano sistemi
di CRISPR/Cas per i piu diversi utilizzi. La prima ad aver presente la sfida che la sua
scoperta ha portato € Jennifer Doudna che ha fatto numerosissimi interventi sul tema
e che, convinta che «la tentazione di modificare la specie umana in modo perma-
nente non sard facile da sradicare» e che le richieste di moratorie siano inutili, da
tempo chiede una discussione aperta e pubblica perché «dal 2012 la tecnologia
CRIPSR ha trasformato la ricerca di base, lo sviluppo farmacologico, la diagnostica,
I'agricoltura, la biologia sintetica. [...] (e occorre) assicurare un uso responsabile
dell’'edifing genomico e permettere alla tecnologia di CRISPR/Cas di migliorare la
qualita della vita di milioni di persone» [24]. Il premio Nobel Jennifer Doudna chiede
quindi un principio di responsabilitd discusso e condiviso, un cardine dell'agire
delluomo che sembra imprescindibile in questo «mondo nuovo» in cui viviamo, or-
mai allindomani di questo rivoluzionario premio Nobel.

Enzo Tramontano
(Professore di Microbiologia e Virologia allUniversita di Cagliari)
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