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Perché gli organismi sottoposti a
editing genomico non sono esclusi
dal Protocollo di Cartagena sulla

biosicurezza

Di Eva Sirinathsinghji

Nuove ed emergenti tecniche di editing ge-
nomico vengono promosse come metodi piu
veloci per modificare geneticamente le infor-
mazioni e le espressioni genetiche in regioni
specifiche del genoma. Tali tecniche includono
le brevi ripetizioni palindrome raggruppate
regolarmente (CRISPR), le meganucleasi
(MN), le nucleasi di dita di zinco (ZFN), le
nucleasi effettrici simili ad attivatori di tra-
scrizione (TALEN) e la mutagenesi diretta da
oligonucleotidi (ODM). Lo sviluppo di tali
tecniche ha suscitato accesi dibattiti su (1) se
siano regolamentate dall’attuale legislazione
sulla biosicurezza, (2) se siano sicure e (3) se
debbano essere sottoposte alle stesse proce-
dure di valutazione e gestione dei rischi degli
organismi viventi modificati (OVM).

Un’argomentazione avanzata da quanti cerca-
no di escludere dalla regolamentazione, anche
a livello nazionale, gli organismi sottoposti a
editing genomico con tecniche di ingegneria
genetica e che essi non rientrano nella defini-
zione di OVM contenuta nel Protocollo di Car-
tagena sulla biosicurezza della Convenzione
sulla diversita biologica (CBD).

Questo articolo si propone di dimostrare che
le tecnologie e le applicazioni di editing ge-
nomico attualmente in uso, comprese tutte le
tecniche che utilizzano i sistemi CRISPR, rien-
trano chiaramente nella definizione di OVM
del Protocollo, che comportino l'inserzione,
la delezione o la modificazione di sequenze
di genomi.
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La definizione di “organismo
vivente modificato” secondo il
protocollo di Cartagena

L’articolo 3 del Protocollo di Cartagena
fornisce tre definizioni, che sono correlate
e devono essere lette insieme: “organismo
vivente modificato”, “organismo vivente” e
“biotecnologia moderna”.

Per “organismo vivente modificato” si inten-
de “un organismo vivente che possiede una
nuova combinazione di materiale genetico ot-
tenuta mediante la biotecnologia moderna”.

Pertanto, nel Protocollo, la definizione di or-
ganismo vivente modificato comprende solo
gli organismi viventi che

— contengono nuove combinazioni di mate-
riale genetico; e

— sono stati prodotti utilizzando le tecniche
della biotecnologia moderna (paragrafo 208,
An Explanatory Guide to the Cartagena Protocol
on Biosafety: Mackenzie et al., 2003).

Per “organismo vivente” si intende “un’enti-
ta biologica in grado di trasferire o replicare
materiale genetico, compresi organismi sterili,
virus e viroidi”.

Mentre il Protocollo di Cartagena non defi-
nisce il “materiale genetico”, la CBD lo fa:
“il materiale di origine vegetale, animale,
microbico o altro, contenente unita funzionali
dell’ereditarieta”. Queste ultime sono intese
come acidi nucleici contenenti informazioni
genetiche. Nel contesto del Protocollo di Car-
tagena, il materiale genetico puo essere inter-
pretato come gli acidi nucleici che contengono
unita funzionali dell’ereditarieta (paragrafo
201, Explanatory Guide).

Una “nuova combinazione di materiale ge-
netico” puo essere considerata come una
combinazione la cui esistenza non era nota
fino al momento in cui e stata prodotta per
la prima volta. Unita alla definizione di ma-
teriale genetico della CBD, puo quindi essere
intesa come una nuova combinazione di acido
nucleico contenente unita funzionali dell’ere-
ditarieta (paragrafo 209, Explanatory Guide). E
importante notare che lanuova combinazione
si riferisce esclusivamente a una combinazione
di materiale genetico, anche se questo non si
traduce in un cambiamento osservazionale
(paragrafo 210, Explanatory Guide).
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Una nuova combinazione potrebbe deriva-
re da una nuova forma di unita funzionale
dell’ereditarieta, ad esempio, risultante da un
cambiamento che altera la sequenza completa
di nucleotidi all’interno dell’unita, che sia
modificando, inserendo o eliminando uno o
pitt nucleotidi. Potrebbe anche derivare da
una nuova disposizione delle unita funzionali
dell’ereditarieta, ad esempio l'introduzione
di materiale genetico di specie diverse o il
riarrangiamento del materiale genetico della
stessa specie. Una nuova combinazione po-
trebbe derivare da un singolo cambiamento in
una sequenza nucleotidica o da cambiamenti
molto pilt consistenti (paragrafi 211-212, Ex-
planatory Guide).

Secondo il Protocollo di Cartagena, la nuova
combinazione di materiale genetico deve esse-
re “ottenuta mediante la biotecnologia moder-
na”. Questo e un criterio fondamentale per la
definizione di un OVM. Secondo il Protocollo,
il fatto che un organismo sia o meno un OVM
dipende dall'utilizzo della “biotecnologia mo-
derna” per creare una nuova combinazione di
materiale genetico.

Nel Protocollo di Cartagena, la “biotecnologia
moderna” e definita come:

“L’applicazione di:

a. tecniche in vitro dell’acido nucleico, com-
presa la ricombinazione dell’acido deossi-
ribonucleico (DNA) e I'inoculazione diretta
dell’acido nucleico in cellule o organuli, o

b. fusione di cellule al di fuori della famiglia
tassonomica,

che superano le naturali barriere fisiologiche
della riproduzione o della ricombinazione e
che sono diverse dalle tecniche tradizionali
utilizzate nell’incrocio e nella selezione”.

Pertanto, questa definizione include, senza
limitarsi ad esse, le tecniche in vitro dell’acido
nucleico applicate all’inserzione, la delezio-
ne e la modificazione del materiale genetico
(paragrafo 215, Explanatory Guide). Le due
condizioni sono che devono essere superate le
naturali barriere fisiologiche della riproduzio-
ne o della ricombinazione, e che devono essere
diverse dalle tecniche tradizionali utilizzate
nell’incrocio e nella selezione.

In sintesi, affinché un organismo vivente possa
essere definito un OVM ai sensi del Protocollo
di Cartagena, deve soddisfare tre criteri:

1. I'organismo contiene nuove combinazioni



di materiale genetico;

2. e stato ottenuto mediante le tecniche della
biotecnologia moderna (compresa l'applica-
zione di tecniche in vitro dell’acido nucleico
o la fusione di cellule al di fuori della famiglia
tassonomica); e

3. le tecniche della biotecnologia moderna
utilizzate hanno superato le naturali bar-
riere fisiologiche della riproduzione o della
ricombinazione e sono diverse dalle tecniche
tradizionali utilizzate nell’incrocio e nella
selezione.

Criterio 1: Porganismo contiene
nuove combinazioni di materiale
genetico

Per i sistemi basati su CRISPR, la tecnica com-
portal'uso di sequenze di RNA guida (gRNA)
prodotte sinteticamente per legarsi a una se-
quenza di DNA (o RNA) da “sottoporre a edi-
ting”. Il gRNA, quindj, dirige I'enzima Cas9, o
endonucleasi, verso la sequenza di interesse,
dove taglia il DNA, attivando il meccanismo
di riparazione del DNA della cellula. Se il
processo di riparazione provoca l'inserzione
o la delezione di piccoli pezzi di materiale
genetico (gli ‘indel’), il risultato e noto come
applicazione SDN-1 (nucleasi sito-specifica di
tipo 1). Le applicazioni SDN-1 sono utilizzate
per distruggere i geni in maniera imprecisa.
Altrimenti, se l'intenzione e quella di “sotto-
porre a editing” un gene, viene anche intro-
dotto del DNA supplementare che funge da
modello per l'alterazione desiderata, che puo
quindi essere copiata nel gene dell’organi-
smo bersaglio. Questa tecnica ¢ denominata
SDN-2. I sistemi basati su CRISPR sono anche
utilizzati per inserire DNA transgenico in un
sito specifico, introducendo un modello di
DNA insieme al macchinario CRISPR. Questa
procedura e chiamata SDN-3.

Allo stesso modo, le tecniche TALEN, MN e
ZFN possono essere concepite per realizzare
applicazioni SDN-1, 2 e 3 di “indel’, modifica-
zioni o inserzioni di sequenze di DNA tran-
sgenico. Tuttavia, esse sono diverse dai sistemi
basati su CRISPR in quanto non utilizzano il
gRNA per mirare a specifiche sequenze di
DNA, ma sono invece enzimi a base proteica
che hanno siti di riconoscimento del DNA
per legarsi a specifiche sequenze di DNA di
interesse e tagliarle.

L’ODM, invece, comporta l'introduzione di
brevi tratti di DNA, chiamati oligonucleotidi,
o ibridi di DNA/RNA. Questi oligonucleoti-
di sono identici alla sequenza bersaglio da
modificare, tranne che per l'alterazione desi-
derata da introdurre. Questi modelli di DNA
si legano alla sequenza bersaglio, dopodiché
il meccanismo di riparazione naturale della
cellula riconosce la discordanza della singola
base tra il proprio DNA e quello del modello
di riparazione.

Lo scopo di tutte le tecniche di editing ge-
nomico e quello di introdurre cambiamenti
genetici precedentemente inesistenti al fine di
produrre nuovi tratti negli organismi viventi,
indipendentemente dal fatto che il DNA sia
stato inserito o meno. Che siano impiegate
per generare “indel”, “modificazioni” o “in-
serzioni”, tutte mirano a creare nuovi tratti
generando nuove combinazioni di DNA,
indipendentemente dal fatto che il DNA tran-
sgenico venga effettivamente inserito.

E quindi chiaro che tutte le tecniche di editing
genomico producono una nuova combinazione di
materiale genetico, e dunque soddisfano il criterio
1.

Criterio 2: 'utilizzo della
biotecnologia moderna (compresa
PPapplicazione di tecniche in vitro
dell’acido nucleico o la fusione

di cellule al di fuori della famiglia
tassonomica)

Attualmente, la stragrande maggioranza delle
tecniche di editing genomico comporta l'ap-
plicazione di tecniche di acido nucleico, che
prevedono l'uso di acidi nucleici RNA o DNA
in una determinata fase del processo.

Le tecniche CRISPR (comprese le doppie
nickasi e i “modificatori” delle basi) possono
essere eseguite in diversi modi, che com-
portano tutti I'introduzione di acidi nucleici
DNA o RNA. L'approccio classico e quello di
introdurre plasmidi di DNA che codificano le
CRISPR. Il plasmide ¢ introdotto permanente-
mente nel genoma dell’organismo bersaglio e
puo essere successivamente rimosso tramite
backcrossing, oppure puo essere espresso
temporaneamente. Sono state sviluppate
tecniche pit moderne senza DNA, che com-
portano l'introduzione di molecole di RNA
messaggero che codificano il macchinario
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CRISPR o l'introduzione diretta di ribonu-
cleoproteine composte dalla proteina Cas9

insieme alla molecola di RNA guida (Metje-
Sprink et al., 2019).

Come per le tecniche basate su CRISPR, i
classici metodi TALEN, ZFN e MN com-
portano l'introduzione di plasmidi di DNA
che esprimono ciascuno dei TALEN, ZFN o
MN rispettivamente, introdotti nel genoma
dell’organismo bersaglio permanentemente
(e successivamente rimossi, se desiderato) o
temporaneamente. E stato anche dimostrato
che 'RNA messaggero codifica il macchinario
TALEN nelle cellule vegetali (Stoddard et al.,
2016).

Sono state dimostrate eccezioni limitate in
laboratorio con l'uso di tecniche TALEN e
MN (Luo et al., 2015) dove e stata eseguita
la somministrazione diretta delle rispettive
forme proteiche delle nucleasi nelle piante per
generare un organismo con genoma modifi-
cato. Anche se questi metodi probabilmente
non soddisfano le condizioni del criterio 2,
attualmente sono molto meno efficaci dell’in-
serzione di plasmidi di DNA ed ¢ improbabile
che siano ampiamente utilizzati.

Le tecniche ODM vengono eseguite introdu-
cendo direttamente gli oligonucleotidi, che
possono essere di DNA o ibridi di DNA/RNA,
nel genoma dell’organismo bersaglio.

Le tecniche basate su CRISPR, ZFN e ODM pre-
vedono tutte I'uso di acidi nucleici (DNA, 0 RNA,
o ibridi di DNA/RNA) per svolgere funzioni di
editing genomico, e quindi soddisfano il criterio
2. La maggior parte delle tecniche TALEN e MN,
con poche eccezioni, comportano l'utilizzo di aci-
di nucleici (DNA o ibridi di RNA) per svolgere
funzioni di editing genomico, e quindi soddisfano
il criterio 2.

Inoltre, anche se la nuova combinazione di
materiale genetico ottenuta mediante la bio-
tecnologia moderna viene successivamente
trasferita in un altro organismo attraverso
tecniche tradizionali utilizzate nell’incrocio
o nella selezione, 1'organismo risultante e
anch’esso un OVM secondo il Protocollo
(paragrafo 214, Explanatory Guide). Tale de-
finizione, pertanto, includerebbe organismi
con genoma modificato che introducono una
cassetta di DNA che codifica le nucleasi e che

viene successivamente rimossa con metodi di
incrocio convenzionale (come spesso avviene
con CRISPR, TALEN, ZFN e MN), il che soddi-
sferebbe il criterio 2, poiché la fase precedente
avrebbe gia comportato l'applicazione di
tecniche dell’acido nucleico per generare una
nuova combinazione di materiale genetico.

Assicurare che il processo,
e non solo il risultato, sia
regolamentato secondo il
criterio 2

E fondamentale sottolineare che il criterio
2 assicura che il processo, e non il risul-
tato, sia regolamentato e valutato, al fine
di consentire il rilevamento di effetti in-
desiderati, alcuni dei quali pregiudicano
la distinzione teorica tra le applicazioni
di ODM, SDN-1, 2 e 3. Sono state rile-
vate inserzioni involontarie di materiale
genetico, sia all'interno che all’esterno dei
siti bersaglio (Li et al., 2015; Liang et al.,
2017; Ono et al., 2019; Norris et al., 2020;
Skryabin et al., 2020), un effetto associato
a tutte le nucleasi che introducono rotture
del DNA a doppio filamento (compresi
CRISPR, TALEN, ZFN and MN). Pertanto,
sebbene lo scopo dei metodi ODM, SDN-1
0 2 non preveda l'inserzione permanente
del DNA, l'evidenza attuale suggerisce
che cio potrebbe essere spesso un risultato
teorico anziché pratico.

Tra gli altri effetti indesiderati documen-
tati vi sono modificazioni in altre parti
del genoma, ad esempio mutazioni, riar-
rangiamenti complessi e su vasta scala,
traslocazioni, inserzioni e delezioni, e
produzione di nuove proteine. (Wolt et
al., 2016; Mou et al., 2017; Shin et al., 2017;
Zhu et al., 2017; Kosicki et al., 2018; Tu-
ladhar et al., 2019). Persino le alterazioni
di un singolo nucleotide possono influire
sulla funzione di un gene, che sia nel sito
bersaglio o al di fuori di esso.

Inoltre, il processo di editing genomico
di solito comporta tecniche di supporto
identiche a quelle, pit datate, della tran-
sgenesi, tra cui la trasformazione di cellule
in coltura. Tali processi sono associati a
effetti indesiderati come delezioni e riar-
rangiamenti (si veda, ad esempio, Kim et
al., 2003; Latham et al., 2006; Makarevitch
et al., 2003; Rang et al., 2005; Windels et
al., 2003).




Criterio 3: le tecniche della biotec-
nologia moderna utilizzate hanno
superato le naturali barriere fisio-
logiche della riproduzione o della
ricombinazione e sono diverse dal-
le tecniche tradizionali utilizzate
nell’incrocio e nella selezione

E chiaro che le tecniche di editing genomico
sono diverse dalle tecniche tradizionali utiliz-
zate nell’incrocio e nella selezione, poiché gli
organismi sottoposti a editing genomico sono
generati senza che avvenga alcun incrocio, ma
attraverso 1'uso delle tecniche della biotecno-
logia moderna per introdurre cambiamenti
genetici. E anche evidente che esse superano
le naturali barriere della riproduzione o della
ricombinazione, poiché l'editing genomico
consente di ottenere modificazioni che altri-
menti non si verificherebbero naturalmente
(cfr. articolo di Kawall, 2019). Come illustrato
di seguito, le tecniche descritte possono essere
utilizzate per eseguire una o pitt modificazioni
che superano le naturali barriere della ripro-
duzione o della ricombinazione.

Uno dei principali vantaggi per chi sviluppa
gli OVM e la capacita di utilizzare l'editing
genomico per eseguire alterazioni simultanee
o successive del materiale genetico, un‘appli-
cazione chiamata multiplexing. Molti tratti
delle piante dipendono da una moltitudine
di geni. Le tecniche CRISPR, TALEN, ZFN e
MN offrono ora un mezzo per raggiungere
molti geni contemporaneamente, o pit1 copie
dello stesso gene (cosi come i paraloghi), cosa
che, fino ad oggi, non e ancora stata realizzata
con l'incrocio convenzionale, la mutagenesi
chimica o le tecniche transgeniche (si veda,
ad es., Kawall, 2019; Ran et al., 2018; Wang et
al., 2018; Li et al., 2018; Qi et al., 2016; Cai et
al., 2018; Bao et al., 2015; Suzuki et al., 2013;
Hauschild et al., 2011). L’alterazione di tutte le
copie di un gene e particolarmente pertinente
per le piante, dato che molte specie hanno
molteplici copie di un gene come conseguenza
della poliploidia (la presenza di piu di due
copie di ogni cromosoma) o della ridondanza
genetica (la presenza di piu copie di un gene).
Né l'incrocio convenzionale né le mutazioni
naturali sono in grado di alterare tutte le copie
di una sequenza genetica. Sebbene manchino
attualmente dimostrazioni di multiplexing di
diversi geni o di copie multiple di geni con
I’ODM, in teoria tali alterazioni sono possibili
(Jansing et al., 2019).

L’editing genomico permette inoltre di ge-
nerare mutazioni in regioni del genoma che
sono normalmente protette da meccanismi
naturali di riparazione del DNA. La varia-
zione genetica avviene spontaneamente
negli organismi come risultato di numerosi
meccanismi. Le mutazioni possono sorgere
spontaneamente come conseguenza di fattori
ambientali esterni, ad esempio la radiazione
solare ultravioletta o I'esposizione a sostanze
mutagene, o interni, a causa di errori durante
la replicazione del DNA, o da sottoprodotti
metabolici mutageni come, ad esempio, specie
reattive dell’ossigeno. Le mutazioni derivan-
ti da tali fattori provocano il reclutamento
di meccanismi di riparazione del DNA che
proteggono in modo preferenziale particolari
regioni del DNA, come quelle che conten-
gono i geni. I meccanismi di riparazione del
DNA servono quindi a prevenire 'accumulo
eccessivo di mutazioni nelle regioni del DNA
in cui le sequenze devono essere conservate
per mantenere le loro funzioni essenziali, ad
esempio le sequenze che codificano i geni. Le
tecniche di editing genomico, quindi, preval-
gono sui meccanismi di riparazione endogeni
e sono in grado di alterare le sequenze gene-
tiche conservate. Inoltre, 'evidenza indica
che le mutazioni risultanti dalle tecniche di
editing genomico non sono riparate con gli
stessi processi di quelle che si sono verificate
naturalmente, con alti tassi di errore nelle ri-
parazioni delle mutazioni indotte da CRISPR.
(Brinkman et al., 2018). I sistemi CRISPR/Cas
sono stati utilizzati per modificare le sequenze
conservate, ad esempio quando applicati alle
tecnologie di trasmissione genetica (Kyrou
et al., 2018). Le tecniche TALEN, cosi come
quelle ZFN, si sono anche dimostrate in grado
di agire sulle sequenze conservate (Suzuki et
al., 2013; Bilichak et al., 2020).

La variazione genetica naturale si verifica
anche durante la meiosi, la produzione di
gameti come gli spermatozoi e gli ovuli. La
meiosi, un processo biologico fondamentale,
e responsabile della generazione della varia-
zione genetica negli organismi a riproduzione
sessuale, attraverso la ricombinazione del
contenuto genetico ricevuto da entrambi i
genitori. Lo scambio di materiale genetico tra
i cromosomi durante questo processo avviene
in modo non casuale, in regioni specifiche
dei cromosomi talvolta definite “hotspot”
di ricombinazione. Per contro, l'editing del
genoma consente di alterare il DNA in regio-



ni chiamate “coldspot”, scavalcando queste
limitazioni naturali. Le tecniche CRISPR/Cas
sono state utilizzate per superare gli effetti
del linkage drag, in cui i geni desiderati sono
collegati a geni indesiderati in regioni a bassa
ricombinazione. (Roldan et al., 2017; Soyk et
al., 2017). Inoltre, si sta esplorando la tecnica
CRISPR per la manipolazione degli eventi di
ricombinazione meiotica al fine di aumentare
la diversita genetica delle colture, anche se
questo sembra essere in fase iniziale di ricerca
e sviluppo. (Taagen et al., 2020).

Per riassumere, tutte le tecniche di editing genomi-
co permettono di superare le naturali barriere della
riproduzione e della ricombinazione attraverso una
molteplicita di meccanismi, oltre a essere diverse
dalle tecniche tradizionali utilizzate nell’incrocio e
nella selezione, e quindi soddisfano il criterio 3.
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