
MOLECULAR 
TOOLS TO EDIT THE 

GENOME



APPLICATION OF ZFN TECHNOLOGY





http://www.sangamo.com/pipeline/index.html





TRANSCRIPTIONAL 
ACTIVATOR-LIKE 

EFFECTORS
(TALEs)



Origine

Xanthomonas
(Gram -)

Stoma

Infezione

Sistema di secrezione di tipo III  

TALE



TALE: Transcription Activator-Like Effector, TALE possono legare e 
regolare in modo specifico alcuni geni nelle piante durante la patogenesi.

Funzione



TALE: Struttura Proteica

Caratteristiche Principali:

- Regione Amminoterminale: dominio di traslocazione

- Regione centrale composta da tandem repeat di 34 aa (monomeri)

- RVD (repeat variable diresidues): in ogni monomero gli aa nelle 
posizioni 12 e 13 mediano il riconoscimento di uno specifico 
nucleotide

- Regione carbossiterminale: NLS (nuclear localization signal) + 
dominio effettore  



Struttura terziaria di un monomero

Helix-loop-helix

Struttura Proteica

Pinza





INTERAZIONE TALE-DNA

L’aminoacido in posizione
12 stabilizza il loop
interagendo con l’alfa-elica
minore (alanina in
posizione 8).

L ’ interazione TALE/DNA
avviene ad esclusivo carico
dell ’ aminoacido in
posizione 13 che interagisce
direttamente con il
nucleotide formando legami
idrogeno o interazioni di
van der Waals.



ZFPs Versus TALEs



ZFPs

Monomero: 28-30 aa
Target: NNN

Monomero: 34 aa
Target: N

Totale per il 
riconoscimento di 15 

nucleotidi: 150 aa

ZFPs Versus TALEs

Totale per il riconoscimento 
di 15 nucleotidi: 510 aa

TALEs

Design  complicato: non esistono 
ZFP specifiche per tutte le triplette

Design semplice: il nucleotide
prima della sequenza target
riconosciuta deve essere una
Timina

Tecnologia brevettata: 



TALEN: TALE-Nuclease



TALE-TF: TALE-Transcriprion Factor 



CRISPRs/Cas9 SYSTEM



Storia
• 1987: prima osservazione di sequenze clusterizzate 

ripetute e palindromiche nel genoma batterico

• 1997: regioni simili identificate nel 90% degli Archea 

e 40% dei batteri e denominate CRISPR



Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats



Storia
• 1987: prima osservazione di sequenze clusterizzate 

ripetute e palindromiche nel genoma batterico

• 1997: regioni simili identificate nel 90% degli Archea 

e 40% dei batteri e denominate CRISPR

• 2005: bioinformatici identificano in queste regioni 

piccoli frammenti corrispondenti a genomi fagici



Proto-spacer adjacent motifs (PAMs)



Proto-spacer adjacent motifs (PAMs)



Storia
• 1987: prima osservazione di sequenze clusterizzate 

ripetute e palindromiche nel genoma batterico

• 1997: regioni simili identificate nel 90% degli Archea 

e 40% dei batteri e denominate CRISPR

• 2005: bioinformatici identificano in queste regioni 

piccoli frammenti corrispondenti a genomi fagici

• 2007: ricercatori dell'industria casearia modificano 

la resistenza di S. thermophilus ai fagi aggiungendo 

o rimuovendo sequenze presenti nelle regioni 

CRISPR











RNA-GUIDED GENOME EDITING
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