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1. ABSTRACT 

 
I mitocondri sono organelli citoplasmatici delle cellule eucariotiche nei quali 

avviene il processo della respirazione cellulare che fornisce energia, sottoforma 

di ATP, alle cellule stesse. Sono dotati di un piccolo genoma (mtDNA) codificante 

una parte delle proteine mitocondriali, le restanti derivano dal genoma nucleare. 

Mutazioni nei geni, sia nucleari sia mitocondriali codificanti le proteine 

mitocondriali, alterano la funzionalità del mitocondrio innescando patologie 

mitocondriali. 

Per molto tempo, i ricercatori cercarono di studiare le basi biologiche di tali 

patologie riscontrando, però, diverse problematiche come la limitata disponibilità 

di strumenti e l’inefficiente trasporto di acidi nucleici all’interno degli organelli 

stessi.  

Gli autori dell’articolo hanno sviluppato una nuova tecnica per modificare il 

genoma mitocondriale. Si tratta dell’editor di basi di citosina (DdCBE) derivato 

dalla DNA-deaminasi a doppio filamento (DddA). Gli esperimenti sono stati 

eseguiti in topi vivi utilizzando virus adeno-associati (AAV) come vettori per la 

trasmissione di DdCBE nel tessuto cardiaco. I dati raccolti confermano che DdCBE 

è in grado di introdurre mutazioni nei geni d’interesse nei topi adulti e neonati 

ma con un’efficienza maggiore in questi ultimi.  

In futuro DdCBE potrebbe essere utilizzato nell’ambito sia della ricerca sia 
terapeutico, correggendo mutazioni puntiformi patogeniche. 
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2. INTRODUZIONE  

  
I mitocondri sono organelli localizzati nel citoplasma di tutti i tipi cellulari 

dell’organismo umano, ad eccezione degli eritrociti. Questi organelli hanno una 

forma allungata e presentano una dimensione compresa tra 0,3 e 3 um. Sono 

delimitati da due membrane, una interna ed una esterna. La regione tra le due 

membrane è definita spazio intermembrana mentre quella delimitata dalla 

membrana interna, matrice mitocondriale. 

Le due membrane presentano una composizione e una funzione differente. 

Quella esterna è formata in ugual quantità da fosfolipidi e proteine, delle quali la 

maggior parte sono porine. La loro presenza determina la permeabilità della 

membrana esterna a piccole molecole aventi una dimensione inferiore di 10KDa. 

La membrana interna è costituita da 70% di proteine e 30% di lipidi ed è 

fondamentalmente impermeabile ai soluti. Tuttavia, la presenza di numerosi 

trasportatori media il trasporto di diversi metaboliti quali piruvato, nucleotidi, 

ADP ect… Inoltre, la membrana interna è caratterizzata dalle “creste 

mitocondriali” ossia ripiegamenti della membrana stessa. Tali strutture hanno il 

compito di aumentare la superficie in quanto contengono i complessi proteici 

coinvolti nella fosforilazione ossidativa. Nella matrice mitocondriale si trova il 

DNA mitocondriale (mtDNA) e numerosi ribosomi ed enzimi.  

 

I mitocondri svolgono dei ruoli fondamentali per le singole cellule. Sono coinvolti 

principalmente nella respirazione cellulare ma anche in diverse vie metaboliche 

come l’ossidazione degli acidi grassi e la gluconeogenesi. Inoltre, partecipano 

anche in processi cellulari come apoptosi, deposito di ioni calcio e sintesi del 

gruppo eme.  

I mitocondri sono considerati la centrale energetica della cellula in quanto al loro 

interno avviene la respirazione cellulare. Il metabolismo energetico comprende 

varie vie metaboliche, che convergono verso il ciclo di Krebs e la catena di 

trasporto degli elettroni, che in ultima analisi supporta il processo della 

fosforilazione ossidativa. Queste ultime due avvengono all’interno del 

mitocondrio ma, in particolare, questa tesi si concentrerà sugli effetti delle 

mutazioni nei geni che codificano i complessi della catena di trasporto elettronico 

e di sintesi dell’ATP. 

La catena respiratoria comporta il trasferimento di elettroni che derivano dal 

metabolismo intermedio di zuccheri, lipidi e proteine in forma di equivalenti di 

riduzione (NADH e FADH2) all’ossigeno. Questo trasporto coinvolge quattro 

complessi proteici, denominati complesso I, II, III e IV, e due trasportatori mobili, 

quali ubichinone e citocromo c.  

Il complesso I accetta due elettroni dal NADH e li trasferisce all’ubichinone, o 

coenzima Q, che viene ridotto a ubichinolo. Quest’ultimo è un trasportatore 

mobile, ossia una proteina in grado di muoversi all’interno della membrana 

interna, che riceve elettroni non solo dal complesso I ma anche dal complesso II e 
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li trasferisce al complesso III. Il complesso II riceve gli elettroni dal FADH2 e, 

analogamente al complesso I, è in grado di ridurre l’ubichinone a ubichinolo. Il 

complesso III catalizza l’ossidazione dell’ubichinolo a ubichinone, trasferendo gli 

elettroni al citocromo c; secondo trasportatore mobile della catena respiratoria. 

Quest’ultimo, a differenza dell’ubichinone, è adeso alla membrana interna sul 

lato intermembrana. Il citocromo c ridotto viene ossidato dal Complesso IV, che 

trasferisce gli elettroni all’ossigeno molecolare riducendolo ad acqua.  

L’energia che deriva dal trasporto di elettroni viene utilizzata dai complessi per 

pompare protoni dalla matrice mitocondriale verso lo spazio intermembrana. In 

particolare, i complessi I e III trasferiscono 4 protoni, il complesso IV due mentre 

complesso II non trasferisce nessun protone. Considerando l’impermeabilità della 

membrana interna ai protoni, questo genera un gradiente protonico che verrà 

sfruttato dall’ATP sintasi per sintetizzare ATP a partire dall’ADP e P inorganico.  

Il mtDNA ha una dimensione di circa 16,6Kb ed è una molecola di DNA circolare a 

doppio filamento. In base al contenuto di guanina, i due filamenti vengono 

distinti in “catena leggera” e “catena pesante”. Il mtDNA è formato da 37 geni di 

cui 13 codificano proteine coinvolte nella fosforilazione ossidativa, 22 tRNA e 2 

rRNA. Il proteoma mitocondriale è rappresentato da circa 1500 proteine totali; 

quindi, solo un 10% di proteine viene codificato direttamente dal mitocondrio. Le 

restanti derivano da geni del genoma nucleare (nDNA), tradotte nel citosol e poi 

importate nel mitocondrio.  

Il mtDNA presenta delle caratteristiche differenti dal nDNA. Innanzitutto, il 

mtDNA si replica indipendentemente dal nDNA e durante tutte le fasi del ciclo 

cellulare. Infatti, un mitocondrio non possiede un singolo genoma ma bensì 

centinaia di copie. Il nDNA possiede molti promotori, ognuno localizzato a monte 

del gene che controllano, mentre il mtDNA possiede tre promotori totali:  

•HSP1, si trova nel filamento pesante e permette la trascrizione dei due 

rRNA; 

•HSP2, è localizzato a monte di HSP1 e permette la trascrizione del resto del 

filamento pesante in un unico trascritto policistronico; 

•LPS, è collocato nel filamento leggero garantendone la sua trascrizione.  

Il filamento pesante contiene anche una regione non codificante di 1,1kb 

denominata D-loop. Quest’ultimo ha il ruolo di controllare la replicazione e la 

trascrizione del genoma stesso.  

Anche a livello del codice genetico ci sono alcune differenze tra mtDNA e nDNA, 

infatti, ci sono alcuni codoni che hanno un significato diverso tra i due genomi. 

Ad esempio, UGA codifica il triptofano nel mtDNA mentre nel nDNA rappresenta 

un codone di stop.  

Il tasso di mutazione del mtDNA è maggiore rispetto a quello del nDNA. Le cause 

principali sono l’assenza di istoni e la presenza di specie reattive dell’ossigeno 

(ROS). Il primo rende il mtDNA meno compatto e di conseguenza più suscettibile 

all’azione dei ROS, prodotti durante la fosforilazione ossidativa. Inoltre, a livello 
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del mtDNA non agiscono i sistemi di riparazione del DNA nucleare e questo 

favorisce l’accumulo di mutazioni. Tutto questo fa sì che il tasso di mutazione del 

mtDNA sia 20 volte superiore rispetto a quello del nDNA. È stato dimostrato che 

in tutti gli individui, molecole di mtDNA wild-tipe e mutate possono coesistere.  

 

Si parla di omoplasmia quando all’interno di una cellula tutti i mitocondri 

presentano lo stesso genoma. Si parla di eteroplasmia quando vi è la presenza 

contemporanea di mtDNA wild-tipe e mtDNA mutato all’interno della stessa 

cellula. Il livello di eteroplasmia può variare, non solo tra cellule dello stesso 

tessuto, ma anche tra tessuti differenti dello stesso individuo e anche tra 

individui. Le mutazioni eteroplasmiche possono determinare lo sviluppo di 

patologie mitocondriali se, la proporzione di mtDNA mutato, supera una certa 

soglia che si aggira tra il 60-90% a seconda della mutazione (effetto soglia). Tale 

valore viene definito come la percentuale di mitocondri mutati, sulla numerosità 

totale, sufficiente per provocare il fenotipo patologico. Questo significa che la 

presenza di una quantità di mitocondri mutati al di sotto della soglia critica non 

porta alla manifestazione della patologia in quanto vengono compensati da quelli 

wild-tipe. Inoltre, è la percentuale di mitocondri mutati che determina il fenotipo 

clinico.  

 

Il livello di eteroplasmia può essere influenzato da almeno tre fattori. Il primo è la 

“segregazione vegetativa” secondo cui la ripartizione degli organelli tra le cellule 

figlie può essere asimmetrica. Di conseguenza, una cellula figlia può ricevere una 

quantità di mitocondri mutati maggiore o minore rispetto alla seconda.  

Il secondo fattore è la “replicazione rilassata” nelle cellule postmitotiche. Nel 

caso della replicazione del mtDNA, non esiste nessun meccanismo che controlla 

quante volte o quale molecola viene replicata. Quindi, se viene replicata con 

maggior frequenza la molecola di mtDNA mutato rispetto al wild-tipe questo 

induce un aumento del livello di eteroplasmia, aumentando la probabilità che 

essa diventi significativa.  

Il terzo fattore è conosciuto come “collo di bottiglia genetico” e si verifica durante 

lo sviluppo degli oociti. In particolare, gli oociti attraversano una fase nella quale 

subiscono una riduzione della quantità di mtDNA, che viene poi ristabilita 

durante la maturazione. Perciò, potranno essere ripopolati da mtDNA wild-tipe o 

mutato. Il fenomeno del collo di bottiglia è il responsabile dell’eteroplasmia 

variabile tra i diversi figli della stessa madre, dunque, della variabilità dei sintomi 

anche in membri della stessa famiglia. Infatti, una madre affetta da una patologia 

mitocondriale non è detto che abbia tutti figli che manifestano la patologia o che 

i sintomi abbiano tutti lo stesso livello di gravità.  

 

Le malattie mitocondriali sono un insieme di patologie causate da mutazioni in 

geni nucleari o mitocondriali codificanti le proteine coinvolte nella fosforilazione 

ossidativa. Questo genera mitocondri che presentano dei difetti nella 
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respirazione cellulare e nella sintesi di ATP. Dato che il mtDNA presenta un’eredità 

di tipo uni-parentale, o materna, le patologie dovute alle mutazioni in geni 

mitocondriali verranno trasmesse dalla madre affetta a tutti i figli di entrambi i 

sessi. Inoltre, tali patologie possono insorgere sia da condizioni omoplasmiche sia 

eteroplasmiche. Invece, quelle causate da mutazioni nei geni nucleari vengono 

trasmesse secondo le regole dell’eredità mendeliana.  

In generale, le malattie mitocondriali possono insorgere a qualsiasi età e con una 

grande variabilità anche a livello di sintomatologia, a causa del livello di 

eteroplasmia. Possono colpire qualsiasi organo o tessuto, assumendo quindi 

fenotipi clinici differenti.  

La diagnosi è difficile a causa della debole correlazione tra fenotipo e genotipo. 

Infatti, una mutazione è in grado di originare diversi fenotipi clinici ma anche la 

stessa patologia può essere innescata da mutazioni diverse. La diagnosi viene 

ulteriormente complicata dal fatto che i sintomi possono variare anche a seconda 

dello stile di vita, del sesso, condizioni ambientali ed epigenetiche.  

È per questi motivi che la diagnosi avviene principalmente con 

l’individualizzazione della mutazione attraverso il sequenziamento del mtDNA 

e/o nDNA. Viene anche utilizzata la biopsia muscolare per effettuare un’analisi 

istochimica e biochimica del tessuto. Attualmente non esistono cure per le 

malattie mitocondriali e i trattamenti si limitano ad alleviare i sintomi. 

 

Lo studio delle malattie mitocondriali è da sempre considerato molto complicato. 

Infatti, per molto tempo, la ricerca è stata condotta solo a carico di cellule 

derivanti direttamente dai pazienti. Questo perché il mtDNA è difficilmente 

modificabile, aumentando la difficoltà di creare modelli rappresentativi di una 

determinata patologia. 

A livello sperimentale, negli ultimi 15 anni sono stati utilizzati enzimi di 

restrizione indirizzati ai mitocondri e in grado di riconoscere sequenze 

nucleotidiche specifiche del mtDNA e di tagliarle. In questo modo le molecole di 

mtDNA mutate venivano linearizzate e degradate riducendo il livello di 

eteroplasmia al di sotto della soglia critica. I limiti di questo approccio sono (1) 

può essere utilizzato solo in presenza della specifica sequenza riconosciuta 

dall’endonucleasi scelta (2) non consente di modificare il mtDNA in modo 

specifico. Anche il sistema CRISPR/Cas è inutilizzabile per modificare il mtDNA in 

quanto gli RNA guida non vengono importati nei mitocondri.  

Recentemente, è emerso un nuovo strumento in grado di modificare il mtDNA in 

modo sito-specifico. Si tratta dell’editor di basi di citosina (DdCBE) che è in grado 

di convertire le citosine in uracile.  
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3. DdCBE E TRASMISSIONE IN VIVO  

 
L’editor di basi di citosina DdCBE (DddA-derived cytosine base editor) è stato 

ottenuto a partire da una DNA deaminasi batterica. Si tratta di DddA, una tossina 

prodotta dal batterio Burkholderia cenocepacia e secreta nell’ambiente esterno 

come antibatterico in situazioni di competizione. Tale enzima catalizza, all’interno 

delle molecole a DNA a doppio filamento (double strand DNA, dsDNA), la 

rimozione del gruppo amminico della citosina con la formazione dell’uracile. 

Quest’ultima non è una base azotata tipica del DNA ma si comporta come 

un’altra base normalmente presente nel DNA, la timina. Dunque, quando questo 

sito modificato viene replicato, l’apparato di replicazione interpreta l’uracile come 

una timina introducendo l’adenina nel filamento in sintesi. Nel successivo ciclo di 

replicazione l’adenina verrà appaiata alla timina. In questo modo avviene la 

conversione della citosina in timina con la transizione del sito da CG a TA. Questa 

attività aspecifica rende DddA tossica per le cellule in quanto potrebbe convertire 

tutte le citosine, di un dsDNA, in uracile. Per questo motivo gli autori dell’articolo 

hanno diviso l’enzima in due parti, così da renderlo inattivo fino a quando le due 

non vengono riunite nel DNA bersaglio. 

L’attività catalitica di DddA è svolta dal dominio denominato DddAtox, costituito 

da alfa eliche e da 5 foglietti beta. DddA è stata divisa in modo tale che una 

porzione contenga N-terminale del dominio DddAtox e l’altra il C-terminale. Di 

conseguenza, l’enzima sarà attivo solo quando N-terminale e C-terminale saranno 

vicini tra loro, formando così il sito catalitico completo.  

In particolare, il sito catalitico è stato diviso in due modi identificati come G1333 

e G1397 per ognuno dei quali vengono ottenute due porzioni: N-terminale e C-

terminale. Ad esempio, per G1333 si parlerà rispettivamente di G1333-N e 

G1333-C. Per garantire l’azione di DddAtox solo all’interno delle regioni 

d’interesse, ogni metà è stata fusa con i domini TALE.  

 

Gli effettori TAL (Transcription Activator Like), o proteine TALE, sono prodotte da 

proteobatteri, la maggior parte appartenenti al genere Xanthomonas, che 

infettano le piante. Tali microrganismi iniettano gli effettori TAL all’interno della 

cellula vegetale portando, in essa, l’attivazione di geni che rendono la pianta 

suscettibile all’infezione.     

TALE sono proteine simili ai fattori di trascrizione, infatti, sono costituite da 

domini in grado di riconoscere e di legare una sequenza specifica del DNA. 

La caratteristica principale del dominio TALE è la composizione in sequenze, di 

33-34 residui amminoacidici, ripetute in tandem. Ogni ripetizione rappresenta un 

modulo del dominio che è specifico per una determinata base del DNA. Questo è 

stato confermato dall’osservazione, da parte dei ricercatori, che il numero di 

ripetizioni coincide con la lunghezza della sequenza target.  

La maggior parte degli amminoacidi di un modulo sono conservati ad eccezione 

dei residui in posizione 12 e 13 che risultano iper-variabili. Tali residui definiscono  

https://en.wikipedia.org/wiki/Xanthomonas
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qual è la base del DNA che verrà riconosciuta da quel determinato modulo.  

I TALE sono domini molto utilizzati nel campo dell’ingegneria genetica perché 

possono essere fusi con enzimi non specifici, determinando così la loro azione 

solo a livello di sequenze specifiche.   

 

Gli autori dell’articolo hanno realizzato quattro coppie di DdCBE, ognuna 

costituita da un editor specifico per il filamento leggero (DdCBE-L) del mtDNA e 

uno per il filamento pesante (DdCBE-H). Dunque, per i motivi spiegati sopra, 

DdCBE è in grado di catalizzare la deaminazione della citosina solo quando 

DdCBE-L e DdCBE-H si trovano legati alla sequenza target dei rispettivi filamenti. 

Considerando l’architettura di DdCBE-L (Figura 1), essa comprende: sequenza MTS 

(mitochondrial targeting sequence), dominio N-terminale, dominio TALE, dominio 

C-terminale, metà di DddAtox che può derivare dalla divisione G1333 o G1397, e 

proteina UGI. 

La sequenza MTS garantisce l’indirizzamento e l’import dell’editor nei mitocondri. 

Si tratta di una specifica sequenza amminoacidica, ricca di amminoacidi carichi 

positivamente, che viene riconosciuta dai trasportatori localizzati sulla membrana 

del mitocondrio, garantendone così l’import nella matrice mitocondriale.  

Il dominio TALE è costituito da moduli che riconoscono la sequenza d’interesse 

localizzata nel filamento leggero. Bisogna considerare che maggiore è la 

numerosità dei moduli e maggiore sarà la specificità, in quanto maggiore è la 

lunghezza della sequenza e minore è la probabilità di trovare una sequenza 

identica per caso e quindi aspecifica. In questo studio, i domini TALE sono stati 

progettati per riconoscere una sequenza di 16 bp. I domini N e C terminali, 

fiancheggianti il dominio TALE, derivano dalla proteina TALE di origine e sono 

necessari per favorire il legame del dominio TALE al DNA in quanto creano dei 

contatti con le basi azotate.  

UGI è un inibitore dell’enzima uracil-DNA glicosilasi mitocondriale (UGI1). 

Quest’ultimo catalizza la rimozione dell’uracile, originatosi dalla deaminazione 

della citosina, diminuendo così la comparsa di questo tipo di mutazione. Questo 

è supportato da precedenti studi dove è stato dimostrato che la presenza di UGI 

nel costrutto aumenta il numero di residui di uracile rilevati, in seguito all’azione  

dell’editor, rispetto ad uno privo di UGI.  

 
Figura 1: sono rappresentati i due 

monomeri di DdCBE ognuno legato 

al filamento corrispondente. Per 

ogni monomero la porzione azzurra 

rappresenta la sequenza MTS, 

arancione il dominio N-terminale, 

ogni modulo del dominio TALE è 

associato a un colore diverso in base 

alla base azotata che riconosce (azzurro citosina, verde adenina, giallo guanina e rosso 

timina), grigio il dominio C-terminale, viola o rosa una metà di DddAtox e verde la 
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proteina UGI. Entrambi i domini TALE sono stati progettati per riconoscere la sequenza di 

16bp evidenziata in azzurro. La sequenza, all’interno della quale DdCBE è in grado di 

agire, è di 19bp ma le citosine di interesse sono solo C12 e C13 nel filamento pesante 3’-

5’. 

 

In particolare, gli autori hanno creato tali coppie per indurre mutazioni nel 

codone della glicina 40 localizzato all’interno di MT-ND3. Tale gene codifica la 

subunità 3 del complesso I ed è ortologo al gene MT-ND3 umano. Quest’ultimo è 

coinvolto in numerose patologie mitocondriali, tra le quali la neuropatia ottica 

ereditaria di Leber (LHON) e la sindrome di Leigh (LS). LHON è una patologia 

neurodegenerativa del nervo ottico che provoca la perdita bilaterale della vista.  

In particolare, porta alla morte delle cellule gangliari della retina; tipologia 

cellulare che costituisce il nervo ottico e trasporta le informazioni visive dalla 

retina alla corteccia cerebrale. Si tratta di una malattia rara, infatti è stata stimata 

un’incidenza pari a 1/100.000, con un esordio durante l’adolescenza o in età 

adulta. LS è una patologia neurologica che colpisce il sistema nervoso centrale 

provocando lesioni al tronco encefalico e ai gangli della base dell’encefalo. Si 

manifesta durante la prima infanzia con acidosi lattica, interruzione dello sviluppo 

psicomotorio, convulsioni, paralisi extraoculare e perdita della forza muscolare. 

Anch’essa è rara, infatti, colpisce 1-9 individui ogni 100.000.  

Il codone 40 della glicina è rappresentato da GGA, quindi, sono state mirate le 

citosine ad esso complementare ossia C12 e C13. Come si può notare dalla figura 

1, le due citosine di interesse sono precedute da una timina. Uno studio 

precedente ha dimostrato che, se due citosine consecutive sono precedute da 

una timina, esse possono andare incontro a tre modificazioni differenti (1) 

entrambe le citosine subiscono la deaminazione mutando, così, il codone da 

glicina a lisina (G40K), (2) solo C13 viene deaminata, originando un codone 

codificante per l’acido glutammico (G40E), (3) la deaminazione a carico solo di 

C12 porta alla formazione di un codone di stop prematuro (G40*).  

 

All’inizio di questo studio, gli autori hanno testato tutte e quattro le coppie di 

DdCBE con lo scopo di individuare quella in grado di introdurre un maggior 

numero di modificazioni. Per fare ciò è stato eseguito un esperimento in vitro 

secondo il quale sono stati co-espressi plasmidi, contenenti i monomeri di 

DdCBE, in colture cellulari. A partire da queste cellule sono state quantificate, 

attraverso analisi di sequenziamento di ultima generazione (NGS), il numero di 

citosine modificate in relazione alle tre mutazioni precedentemente descritte.  

La coppia 1 è costituita da DdCBE-L contenente la porzione C-terminale G1333 

del dominio DddAtox e da DdCBE-H contenente la porzione N-terminale di 

G1333. Per tale coppia è stata rilevata la formazione della mutazione G40K per il 

92,5%, G40E per il 4,5% mentre G40* per il 3% (Figura 2). Anche le altre tre 

coppie sono in grado di introdurre tutte le possibili mutazioni ma con 

un’efficienza minore. Per questo motivo gli autori hanno scelto di utilizzare solo 
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la coppia 1 per gli esperimenti in vivo utilizzando virus adeno-associati (AAV) in 

topi adulti e neonati. Gli autori hanno eseguito l’esperimento in topi neonati in 

quanto il cuore presenta una dimensione minore rispetto a quella degli adulti, 

risultando perciò più facile da infettare. Dunque, i neonati permettono di valutare 

sia se i AAV rappresentano un metodo efficace per veicolare DdCBE e sia le 

capacità di modifica dell’editor stesso. Tuttavia, gli autori hanno testato DdCBE 

anche in topi adulti perché le malattie mitocondriali possono manifestarsi fin 

dalla nascita ma anche in tempi successivi.  

 

I virus adeno-associati vengono usati nel campo dell’ingegneria genetica come 

vettori virali per esprimere geni esogeni. Questo perché sono in grado di 

trasferire il loro genoma all’interno della cellula ospite, ma non di provocare 

un’infezione senza la collaborazione di un virus Helper co-infettante. Questo è 

dovuto all’assenza, nel genoma virale, di elementi genici implicati nella 

replicazione del genoma e nell’assemblaggio dei nuovi componenti virali.  

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1 Trasmissione in vivo di DdCBE in topi adulti 

Lo studio è stato eseguito in topi di 8 settimane di vita suddividendoli in tre 

gruppi. A quelli appartenenti al primo gruppo è stata trasmessa la coppia 1 di 

DdCBE, attraverso un’iniezione venosa nella coda, grazie a un ceppo di AAV 

specifico per il tessuto cardiaco. In particolare, è stata inoculata una miscela 

contenente vettori in ognuno dei quali erano presenti gli elementi genetici in 

grado di codificare, all’interno del citoplasma della cellula ospite, DdCBE-L o 

DdCBE-H. Il secondo gruppo sono i topi di controllo, nei quali non è stata 

trasmessa la coppia 1 ma solo il vettore virale. Al terzo gruppo appartengono i 

topi nei quali sono stati iniettati dei DdCBE cataliticamente inattivi. Per ognuno 

dei tre gruppi, alcuni topi sono stati sacrificati dopo 3 settimane dall’iniezione, i 

restanti dopo 24 settimane. In entrambi i casi i relativi tessuti cardiaci sono stati 

analizzati con NGS.  

Figura 2: per ogni coppia di DdCBE, i dati 
ottenuti sono rappresentati attraverso un 
istogramma e un diagramma a torta. Il 
primo grafico riporta nell’asse delle 
ascisse le citosine contenute all’interno 
della sequenza target dell’editor mentre 
nell’asse delle ordinate il numero di 
modifiche rilevate a carico di esse. Il 
diagramma a torta illustra la porzione 
relativa delle tre mutazioni rispetto alla 
quantità totale di modifiche rilevate.                                                                                                                  
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In particolare, nel tessuto cardiaco dei topi sacrificati a tre settimane dopo 

l’iniezione (primo gruppo) è stato osservato un editing a carico delle basi C12 e 

C13 di 1-2% (Figura 3A), mentre per i campioni relativi al secondo e terzo gruppo 

non è stata rilevata nessuna modifica a carico delle citosine di interesse.  

Invece, nel tessuto cardiaco dei topi del primo gruppo, sacrificati dopo 24 

settimane dall’iniezione, è stato osservato un editing pari a 10-20 % (Figura 3B) 

mentre per quelli relativi al secondo e terzo gruppo i risultati concordano con 

quelli ottenuti dai topi sacrificati dopo 3 settimane dall’iniezione.  

 

A                                          B                                                   C 

                       
 
Figura 3: numero di modifiche rilevate (asse delle ordinate) a carico delle citosine 

presenti nella sequenza bersaglio di DdCBE (asse delle ascisse) in A: topi adulti sacrificati 

dopo 3 settimane; B: topi adulti sacrificati dopo 24 settimane; C: topi neonati. Gli 

istogrammi denominati “controll” rappresentano i risultati ottenuti dai topi di controllo 

(secondo gruppo), quelli denominati “Nd3-9577-1” i risultati dei topi nei quali è stata 

iniettata la coppia 1 di DdCBE (primo gruppo), infine, quelli denominati “inactive” i 

risultati ottenuti dai topi nei quali è stata iniettata DdCBE cataliticamente inattiva (terzo 

gruppo). 

 

3.2 Trasmissione in vivo di DdCBE in topi neonati 

Lo studio è stato condotto in topi a 24 ore dalla nascita seguendo la stessa 

modalità precedentemente descritta per gli adulti. La differenza è che i topi poi 

sono stati tutti sacrificati dopo 3 settimane dall’iniezione. L’analisi del tessuto 

cardiaco, appartenente ai topi del primo gruppo, attraverso NGS ha portato 

all’osservazione di un editing pari al 20/30% (Figura 3C).  Anche in questo caso 

non è stata rilevata nessuna modifica a carico delle citosine d’interesse sia nei 

topi neonati di controllo e sia per quelli nei quali sono stati iniettati DdCBE 

cataliticamente inattivi.  
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4. METODI SPERIMENTALI 

4.1 Costruzione di plasmidi TALE e di vettori virali 
Per la costruzione di plasmidi che codificano il dominio TALE possono essere 

utilizzati tre metodi: clonaggio standard, clonaggio Golden Gate e assemblaggio 

in fase solida o FLASH. 

In generale, per clonaggio si intendono un insieme di metodi che consentono di 

generare molecole ricombinanti e ottenere numerose copie di esse ossia cloni. 

Per fare ciò, il frammento di interesse viene isolato con enzimi di restrizione e poi 

inserito in un vettore di espressione grazie a reazioni di ligazione. La molecola 

ricombinante finale, cioè il frammento di interesse contenuto nel vettore scelto, 

può essere trasfettata in cellule ospiti, nelle quali verrà espresso, oppure può 

essere sottoposta a PCR. In entrambe le modalità si ottengono molte copie della 

molecola di interesse, la quale può essere di natura nucleotidica o proteica (geni, 

mRNA, proteine). 

 

Il clonaggio standard si basa sull’utilizzo di plasmidi, contenenti i frammenti di 

DNA codificanti le singole ripetizioni TALE, e sull’unione di essi attraverso reazioni 

di digestione enzimatica e di ligazione. Attualmente in commercio si trovano 

quattro tipologie di moduli (ripetizioni), ognuno contenuto in plasmidi differenti, 

con residui iper-variabili NN, NI, HD e NG che riconoscono rispettivamente 

guanina, adenina, citosina e timina. In tutti questi plasmidi i frammenti di DNA 

codificanti i moduli sono fiancheggiati, al 3’ e al 5’, da due siti di restrizione per 

endonucleasi differenti. In particolare, questi enzimi sono in grado di riconoscere 

siti bersaglio differenti ma di tagliare generando estremità compatibili. La 

digestione dei frammenti, eseguita dagli enzimi di restrizione scelti, è seguita 

dalla ligazione, processo che porta all’unione delle ripetizioni. La strategia di 

ligazione segue uno schema per ottenere un dominio TALE formato dai quattro 

moduli ordinati in modo tale da riconoscere la sequenza target. Tale strategia è 

basata sulla ligazione dell’estremità 3’ di un frammento di DNA, codificante un 

modulo, con l’estremità 5’ di un secondo frammento. Il risultato sarà un 

frammento di DNA, codificante i due moduli, caratterizzato da estremità 3’ e 5’ 

compatibili con ulteriori moduli. In questo modo sarà soggetto a ligazioni 

successive per generare un frammento di DNA che codificherà il dominio TALE 

finale. Il vantaggio principale di questo approccio è che il clonaggio è un metodo 

utilizzato nella maggior parte dei laboratori ma è una procedura laboriosa che 

richiede diverse settimane; quindi, non è applicabile per creare grandi quantità di 

domini TALE. 

 

Il clonaggio Golden Gate permette di unire in una singola reazione fino a 10 

frammenti di DNA, ognuno codificante una ripetizione di TALE, in un determinato 

ordine all’interno di un vettore plasmidico. Per fare ciò, i frammenti da legare 

vengono sottoposti a digestione enzimatica per ottenere estremità sporgenti al 
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5’. Grazie alle diverse estremità sporgenti create è possibile unire frammenti 

diversi in un ordine ben preciso. Il principale limite di questo approccio è che 

possono essere uniti contemporaneamente e in modo efficiente un numero 

massimo di 10 frammenti costruendo dei plasmidi che codificano sottoinsiemi di 

domini ripetuti. Tali intermedi poi verranno ulteriormente uniti tra loro per 

ottenere il dominio TALE finale. Il metodo Golden Gate, rispetto al clonaggio 

standard, permette di ridurre i tempi di realizzazione a circa una settimana.  

 

Entrambi i metodi sopra descritti non permettono una produzione automatica ad 

alto rendimento e consentono la produzione di array con un limite massimo di 

ripetizioni. Da una decina di anni è emerso il metodo di assemblaggio FLASH 

(Fast ligation-based Automatable Solid-phase High-throughput) che permette la 

costruzione di domini TALE su larga scala. Tale metodica si basa sulla creazione di 

376 plasmidi che codificano uno, due, tre o quattro ripetizioni TALE costituiti da 

tutte le combinazioni possibili dei quattro domini presenti in commercio (descritti 

precedentemente). Secondo questo procedimento, il primo frammento di DNA 

del dominio TALE finale, codificante la/le ripetizione/i, presenta all’estremità 5’ 

una molecola di biotina. Quest’ultima è caratterizzata da un’elevata affinità per la 

proteina streptavidina favorendo, così, il legame del primo frammento ad una 

sfera magnetica rivestita di tale molecola proteica. L’estremità 3’ del primo 

frammento verrà sottoposta a digestione enzimatica e a successiva ligazione con 

altri frammenti, codificanti le ripetizioni pre-assemblate, fino a quando non viene 

generato l’array desiderato. Una volta ottenuto il frammento di DNA codificante 

l’intero dominio TALE, esso verrà sottoposto a digestione enzimatica all’estremità 

5’ in modo tale da scinderlo dalla sfera magnetica.  

L’intero processo può essere svolto da uno strumento robotizzato all’interno di 

una piastra da 96 pozzetti oppure manualmente con l’uso di una pipetta 

multicanale. Il vantaggio del metodo FLASH è che i frammenti di DNA vengono 

assemblati su sfere magnetiche, dunque in fase solida, permettendo l’esecuzione 

di reazioni enzimatiche seriali senza la necessità di fare lavaggi o purificazioni, 

evitando la creazione di costrutti intermedi. Inoltre, permette di realizzare un 

array di qualsiasi lunghezza desiderata.  

 

Una volta ottenuto il frammento di DNA, codificante il dominio TALE, sono state 

ottenute le ORF di DdCBE come blocchi genici. Questi ultimi sono stati realizzati 

da GeneArt, azienda biotecnologica tedesca che sintetizza costrutti di DNA 

personalizzabili. Tali ORF poi sono state inserite all’interno del plasmide pVAX a 

valle della sequenza di localizzazione mitocondriale, MTS. Quest’ultima deriva 

dalla superossido dismutasi mitocondriale (SOD2), ossia un enzima in grado di 

convertire l’anione superossido, prodotto nella catena respiratoria, in perossido 

di idrogeno. La sequenza MTS è stata ottenuta per digestione enzimatica dal 

frammento di DNA codificante SOD2. Il plasmide finale è stato poi amplificato 

attraverso PCR e utilizzato per costruire le particelle virali di AAV.  
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4.2 Estrazione genoma mitocondriale 

Il mtDNA è stato ottenuto dai mitocondri, isolati dai campioni di tessuto cardiaco, 

utilizzando kit di estrazione derivanti da Promega.  

4.3 High-throughput sequencing 

Il sequenziamento ad alta resa, conosciuto anche come Next Generation 

Sequencing (NGS), rappresenta un insieme di metodiche di sequenziamento che 

consentono di analizzare un’elevata quantità di sequenze in parallelo in breve 

tempo. Le due caratteristiche principali di questi processi sono (1) il 

sequenziamento avviene secondo la tecnica “sequencing by synthesis” in quanto 

le molecole vengono contemporaneamente copiate e sequenziate (2) la 

realizzazione, per ogni molecola da analizzare, di cloni in modo tale da generare 

un segnale di fluorescenza tale da essere rilevato dal detector. Sotto il nome di 

NGS, sono raggruppati diverse tipologie di sequenziatori suddivisi in categorie 

denominate “prima generazione”, “seconda generazione” (Illumina) e “terza 

generazione” (Nanopore e PacBio). Questa tesi tratterà del sequenziamento 

Illumina in quanto è stato utilizzato dagli autori dell’articolo per sequenziare la 

regione target dell’editor DdCBE in seguito al suo utilizzo. Lo scopo è quello di 

rilevare se le citosine d’interesse sono state convertite in uracile e anche se altre 

(citosine off-target) sono state modificate.  

Illumina si basa su cinque passaggi fondamentali: preparazione del DNA 

templato, amplificazione delle singole molecole attraverso la tecnica bridge PCR, 

sequenziamento, acquisizione delle immagini di fluorescenza e ricostruzione 

della sequenza. Per la preparazione del DNA templato, gli autori hanno 

amplificato una regione di circa 16bp del gene MT-ND3 utilizzando due primer 

forward (5’-3’). Tali primer hanno una lunghezza di 30 bp e sono stati progettati 

per essere complementari ad una regione a monte e a valle della sequenza 

templato localizzata nel filamento 3’-5’. Al termine della reazione di PCR, 

l’amplicone ottenuto è stato poi sottoposto a ligazione con adattatori in 

entrambe le estremità. A questo punto, le molecole di amplicone ottenute 

saranno il templato del bridge PCR. Infatti, esse vengono depositate sulla 

superficie della flow cell alla quale si trovano legati covalentemente i primer del 

bridge PCR che, però, sono complementari agli adattatori legati al DNA templato. 

Questo comporta il legame di entrambe le estremità del templato al supporto 

solido facendo assumere alla molecola una forma a ponte, dalla quale prende il 

nome questa PCR. Una volta depositato il DNA templato e aggiunti i reagenti, il 

bridge PCR segue lo stesso processo della PCR classica. Dunque, il primer viene 

esteso dalla polimerasi copiando il filamento stampo originando, così, una 

molecola a doppio filamento. In seguito, avviene la denaturazione che porta 

all’apertura della struttura a ponte. La ripetizione delle fasi di sintesi e di 

denaturazione porta alla generazione di un cluster di molecole uguali al DNA 

templato iniziale. Il cluster, una volta reso a singolo filamento, sarà sottoposto 

alla fase di sequenziamento che avviene at la tecnica “sequencing by synthesis”. 
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Tale strategia si basa sull’estensione di un oligonucleotide, che funge da innesco, 

copiando il filamento stampo con l’incorporazione, da parte della polimerasi, di 

nucleotidi associati ad un gruppo fluorescente diverso in funzione della base 

azotata. I nucleotidi, oltre a possedere un gruppo fluorescente, presentano 

all’estremità 3’ un gruppo blocco che impedisce l’aggiunta momentanea di un 

secondo nucleotide. Questo perché la procedura prevede, dopo ogni aggiunta, la 

rilevazione della fluorescenza emessa dal nucleotide che è stato incorporato da 

un detector. Tale informazione poi viene trasmessa ad un software, il quale, 

registrando le diverse fluorescenze rilevate ad ogni ciclo di sequenziamento, le 

converte nella sequenza nucleotidica corrispondente.  

4.4 Real-time PCR 
La real-time PCR è una tecnica che permette di determinare la quantità di 

templato iniziale attraverso il calcolo del ciclo soglia. La procedura sperimentale è 

pressoché identica a quella della PCR classica; infatti, la reazione prevede la 

ripetizione di 30-35 cicli ognuno dei quali è costituito da tre fasi: denaturazione, 

annealing ed estensione. Brevemente, la prima fase prevede il riscaldamento del 

campione ad una temperatura di circa 96° in modo tale da denaturare la doppia 

molecola, nella seconda il templato viene portato alla temperatura di annealing 

(circa 55°), temperatura alla quale i primer si appaiano alla sequenza di DNA 

complementare del templato mentre la terza e ultima fase prevede l’estensione 

del primer copiando il filamento stampo da parte della polimerasi. La real-time 

PCR differisce dalla PCR classica in quanto la rilevazione della quantità di 

amplicone avviene al termine di ogni ciclo, ottenendo così la relazione tra la 

quantità di fluorescenza prodotta e il numero di cicli. Questa relazione ha un 

andamento sigmoidale e, quindi, è caratterizzata da una fase dove la 

fluorescenza aumenta in maniera esponenziale. Solo all’interno di questa fase, la 

quantità di amplicone prodotto è proporzionale alla quantità di templato iniziale. 

È per questo motivo che un software, a partire da questo andamento, estrae il 

ciclo soglia (Ct), definito come il numero di cicli necessari per generale un segnale 

di fluorescenza rilevabile. Il ciclo soglia da informazioni sulla quantità di templato 

perché dipende in maniera proporzionale da esso. Infatti, maggiore è la quantità 

di templato iniziale e minore sarà il ciclo di PCR al quale la fluorescenza diventa 

rilevabile.  

Gli autori dell’articolo hanno utilizzato la real-time PCR per quantificare le copie 

dei genomi virali (AAV-DdCBE-L e AAV-DdCBE-H) e mtDNA nei campioni di cuore. 

Per entrambi i casi, sono stati impiegati due primer (forward e reverse) e una 

sonda. Quest’ultima è un oligonucleotide progettato per essere complementare 

ad una porzione dell’amplicone, diminuendo così la rilevazione di eventuali 

aspecifici.  
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONE   

 
Gli autori dell’articolo su cui si basa questa tesi, si sono posti l’obiettivo di 

progettare uno strumento che consenta di modificare il mtDNA. Si tratta di 

DdCBE, un editor di citosina derivante da una DNA-deaminasi batterica (DddA), in 

grado di modificare tale base azotata in uracile mediante deaminazione. Per 

valutare l’efficienza di DdCBE, l’esperimento è stato condotto in vivo in topi adulti 

e neonati trasmettendo l’editor nel tessuto cardiaco mediante AAV. In entrambi i 

casi, sono stati ottenuti tre campioni di tessuto cardiaco derivanti da (1) topi di 

controllo nei quali è stato iniettato solo il vettore (2) topi nei quali è stata 

iniettata la coppia 1 di DdCBE (3) topi nei quali è stata somministrata DdCBE 

cataliticamente inattiva. Nel caso dell’esperimento riguardante i topi adulti, una 

parte di essi sono stati sacrificati dopo 3 settimane mentre i restanti dopo 24 

settimane dalla somministrazione di DdCBE. I topi neonati sono stati sacrificati 

tutti dopo 3 settimane dalla somministrazione. Ritengo che sia corretto 

mantenere costante, tra adulti e neonati, l’intervallo di tempo tra la 

somministrazione e la soppressione in modo tale che la sola variabile 

dell’esperimento sia l’età del topo. Con questo intendo dire che, se questo 

intervallo fosse diverso tra adulti e neonati, per il gruppo che ha un intervallo 

maggiore probabilmente verrebbero rilevate una quantità di citosine modificate 

maggiore rispetto a quelle che verrebbero modificate se il tempo fosse uguale. 

Nonostante ciò, avrei sacrificato un gruppo di topi neonati anche dopo 24 

settimane in modo tale da ottenere dei risultati, rappresentativi i neonati dopo 

24 settimane, da confrontare con quelli degli adulti. 

I risultati ottenuti dagli autori dello studio dimostrano che DdCBE è in grado di 

modificare le citosine sia nei topi adulti che neonati. In particolare, considerando 

gli adulti, il numero di citosine C12 e C13 deaminate in uracile dopo 24 settimane 

(10-20%) è maggiore rispetto a quelle rilevate dopo 3 settimane (1-2%). Questo 

perché l’editor ha avuto a disposizione un tempo maggiore, deaminando così un 

maggior numero di citosine. Osservando i risultati ottenuti dai topi neonati (20-

30%) dopo 3 settimane, si nota che la quantità di citosine d’interesse convertite 

in uracile è maggiore di quella degli adulti sia dopo 3 settimane sia dopo 24 

settimane. Ci sono due motivazioni che spiegano ciò (1) la dimensione ridotta del 

cuore dei neonati favorisce l’infezione. Infatti, l’elevato rapporto tra il vettore 

AAV, contenente DdCBE, e le cellule cardiache agevola la trasduzione di DdCBE 

nel tessuto cardiaco (2) lo sviluppo postnatale del cuore prevede l’aumento della 

dimensione delle cellule cardiache grazie alla sintesi proteica, dunque, il mtDNA 

va incontro a numerose replicazioni. È stato stimato che, durante le prime 3 

settimane di vita, il numero di copie di mtDNA aumenta di circa 13 volte. Questa 

finestra temporale, nella quale il mtDNA subisce molte replicazioni, determina 

l’aumento della probabilità di fissare gli eventi di deaminazione della citosina in 

timina.   
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Ci sono due aspetti che potrebbero impedire un efficiente editing da parte di 

DdCBE (1) il sistema DdCBE comporta l’inibizione di UGI. Questo porta alla 

rilevazione di tutte le citosine deaminate in uracile nella sequenza target anche 

se non derivano dall’azione dell’editor (2) l’intervallo di tempo tra la 

somministrazione e la soppressione dei topi deve essere sufficiente per garantire 

una quantità di replicazioni tali da garantire la fissazione della deaminazione della 

citosina in timina. Questo studio dimostra che 3 e 24 settimane sono sufficienti 

per tale scopo. Questi risultati sono molto rilevanti dal punto di vista della terapia 

delle malattie mitocondriali dovute a mutazioni del mtDNA perché, riducendo il 

carico mutazionale al di sotto della soglia critica, si può ottenere un effetto 

terapeutico anche se permane una quota di mtDNA mutato. 

Un vero limite di DdCBE è la presenza di editing al di fuori della sequenza 

bersaglio, sia nei topi adulti sia neonati. Gli autori dell’articolo hanno testato 

anche questo aspetto e hanno osservato un editing off-target che, negli adulti 

dopo 24 settimane dalla somministrazione, risulta 7 volte superiore rispetto ai 

controlli (somministrati DdCBE cataliticamente inattivi) mentre nei neonati è 3 

volte superiore a quello ottenuto dagli adulti. Questo dimostra la presenza di una 

correlazione positiva tra on-target e off-target. 

La presenza di un’attività off-target suggerisce che lo studio di DdCBE in futuro 

deve concentrarsi sul miglioramento della precisione di questo strumento in 

modo tale da ridurre il più possibile questo effetto indesiderato. In seguito, 

DdCBE potrebbe essere utilizzato nella terapia genica per la correzione delle 

mutazioni responsabili di malattie mitocondriali. In particolare, questo studio ha 

dimostrato che l’efficienza di DdCBE è maggiore nei topi neonati rispetto agli 

adulti, quindi, potrebbe essere impiegato per curare le malattie ad insorgenza 

postnatale.  
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