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Abstract Mitochondrial  base editing tools hold great promise for the investigation and treatment of  mitochon-
drial  diseases.  Mitochondrial  DNA  base  editors  (mitoBEs)  integrate  a  programmable  transcription-
activator-like  effector  (TALE)  protein  with  single-stranded  DNA  deaminase  (TadA8e-V106W,
APOBEC1, etc.) and nickase (MutH, Nt.BspD6I(C), etc.) to achieve heightened precision and efficiency in
mitochondrial  base  editing.  This  innovative  mitochondrial  base  editing  tool  exhibits  a  number  of  ad-
vantages,  including  strand-selectivity  for  editing,  high  efficiency,  and  the  capacity  to  perform diverse
types of base editing on the mitochondrial genome by employing various deaminases. In this context,
we provide a detailed experimental protocol for mitoBEs to assist others in achieving proficient mito-
chondrial base editing.
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 INTRODUCTION

Numerous  mutations  in  the  nuclear  genome can  cause
diseases,  and  in  addition  to  the  nuclear  genome,
mitochondria  possess  their  own  genome  as  semi-
autonomous  organelles  within  human  cells.  Mutations
in  the  mitochondrial  genome  can  also  cause  various
diseases  affecting  multiple  tissues  and  organs  such  as
the  heart,  digestive  system,  nervous  system,  eyes,  and
ears  (Vafai  and  Mootha  2012).  Notable  mitochondrial
diseases  include  Leber  hereditary  optic  neuropathy

(LHON),  mitochondrial  encephalopathy,  lactic  acidosis
and stroke-like episodes (MELAS) syndrome, and Leigh
syndrome.  LHON  typically  manifests  in  young  males
with  progressive  visual  loss  due  to  optic  neuropathy,
while  MELAS  and  Leigh  syndrome,  more  common  in
children,  primarily  impact  the  nervous  system  and
muscles.  Currently,  there  are  97  confirmed  mutations
associated  with  mitochondrial  diseases,  with  93  being
point  mutations  and  4  indels,  where  point  mutations
account  for  95%  (MITOMAP).  It  is  noteworthy  that
mitochondrial  DNA (mtDNA) usually  exists  in  multiple
copies,  and  symptoms  generally  manifest  when  the
mutation  load  reaches  approximately  60%  (Gammage
et al. 2018).
Mitochondrial  disease  treatment  options  currently

include  mitochondrial  DNA  replacement  therapy,
involving the removal of the nucleus from healthy cells,
leaving  the  cytoplasm,  and  transferring  the  nuclei  of
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diseased  cells  to  replace  them  with  healthy  mito-
chondria  (Adashi  et  al.  2021).  This  treatment  gained
approval  in  the  UK  in  2015.  However,  a  drawback  of
this  method  is  the  retention  of  some  mutant
mitochondria  during  the  nuclear  transfer  process,
accounting  for  about  2.37%  to  9.23%  (Adashi  et  al.
2021). The full impact of these remaining mitochondria
on the organism is not yet fully understood.
An  alternative  approach  is  gene  editing  therapy,

leveraging  the  DNA-binding  capabilities  of  zinc-finger
proteins  and  TALE  proteins.  Researchers  have  fused
these  proteins  with  the  nuclease  FokI  and  mito-
chondrial  targeting  sequence  (MTS)  to  create  gene
editing  tools  known  as  mitochondrially  targeted  zinc-
finger  nucleases  (mitoZFNs)  and  mitochondrially
targeted  transcription  activator-like  effector  nucleases
(mitoTALENs)  (Gaj  et  al.  2013).  These  tools  can
selectively cleave DNA, leading to double-strand breaks
and  subsequent  degradation  of  mtDNA  (Peeva  et  al.
2018). This method aims to specifically target mutated
mtDNA  for  degradation,  leading  to  an  increase  in  the
proportion  of  wild-type  mtDNA  and  achieving  the
intended  treatment  goals  (Silva-Pinheiro  and  Minczuk
2022).  However,  this  approach  is  not  suitable  for
homozygous  mutation-related  diseases,  as  complete
degradation  of  all  mtDNA  is  not  feasible.  Additionally,
this  method  lacks  the  capability  to  make  specific
sequence changes to mtDNA. Given that 95% of mtDNA
mutations  associated  with  mitochondrial  diseases  are
single-base  mutations,  the  development  of  mito-
chondrial  DNA  base  editing  tools  becomes  crucial  for
more precise and effective treatment strategies.
While current base editors for nuclear genomes rely

on the CRISPR system, its application for mitochondrial
gene editing is hindered by low efficiency. The physical
and chemical characteristics of the mitochondrial inner
membrane prevent efficient entry of the gRNA required
for the CRISPR system (Gammage et al. 2018). Therefore,
an  all-protein  system  is  needed  for  efficient  mito-
chondrial base editing. The discovery of DddA, a double-
stranded DNA deaminase, paved the way for the fusion
of  DddA  with  TALE  proteins,  resulting  in  the
development  of  mitochondrial  cytosine  base  editors
(DdCBEs)  (Mok  et  al.  2020).  Subsequently,  the
deaminase  active  center  of  DddA  was  deactivated,
combined with the adenine deaminase TadA8e, leading
to  mitochondrial  adenine  base  editors  known  as
TALEDs  (Cho  et  al.  2022).  While  DdCBEs  and  TALEDs
have  TALE-dependent  and  TALE-independent  off-
target effects, their editing is not precise, affecting both
strands in the editing window. The preference of DddA

for 5'-TC sequences limits its efficiency in editing 5'-GC
sequences  (Mok  et  al.  2022).  Homologous  proteins  of
DddA  were  discovered,  creating  new  mitochondrial
cytosine base editing tools without sequence preference,
albeit with similar imprecision (Guo et al. 2023; Mi et al.
2023).
In addition to utilizing double-stranded DNA deami-

nase,  engineered  single-stranded  DNA  deaminase  has
gained  widespread  application,  exemplified  by  the
working  principle  of  CRISPR-based  base  editor.  The
underlying  concept  involves  sgRNA  guiding  the  Cas
protein to the target DNA, forming an R-loop structure
that exposes the single-stranded structure of the sgRNA
non-targeting  strand.  Single-stranded  DNA  deaminase
then performs the deamination of single-stranded DNA,
converting  cytosine  to  uracil  or  adenine  to  inosine.
During DNA repair or replication, uracil and inosine are
interpreted  as  thymine  and  guanine,  respectively,
thereby  achieving  C-to-T  and  A-to-G  base  editing
(Gaudelli et al. 2017; Komor et al. 2016). The substrates
for  these  DNA  deaminase  enzymes  are  all  single-
stranded  DNA.  Prior  investigations  attempted  to
directly  employ  the  CRISPR  system  for  mitochondrial
gene editing,  however,  the  outcomes were suboptimal,
with  editing  efficiencies  consistently  below  1%
(Hussain et al. 2021; Jo et al. 2015; Wang et al. 2021).
To  enhance  the  efficiency  and  precision  of  mito-

chondrial  base  editing  using  single-stranded  DNA
deaminase,  the  incorporation  of  a  nickase  was  con-
sidered to induce the generation of single-stranded DNA.
This  approach  involves  fusing  the  nickase  and  single-
stranded  DNA  deaminase  with  TALE  proteins  bearing
mitochondrial  targeting  sequence  to  achieve  mito-
chondrial  base  editing.  Several  nickases,  including
MutH  (5 ′-↓GATC-3 ′),  MutH(E91A,  F94A)  (5 ′-↓GAT-3 ′),
and Nt.BspD6I(C), were identified for their high nicking
efficiency.  With  efficient  single-stranded  DNA  adenine
deaminase  (TadA8e-V106W)  and  cytosine  deaminase
(APOBEC1),  this  led  to  the  development  of  novel
mitochondrial  base  editing  tools  called  mitoBEs,
capable  of  achieving  efficient  and  strand-selective
mitochondrial  base  editing  (Fig. 1)  (Yi  et  al.  2023;
Zhang and Wei 2024).
In  this  context,  we  furnish  a  detailed  experimental

protocol  for  mitoBEs  with  the  aim  of  facilitating
proficient  mitochondrial  base  editing.  The  process
primarily  encompasses  the  following  steps:  plasmid
construction,  circular  RNA  preparation  (optional),  cell
transfection,  editing  efficiency  detection  and  data
analysis,  and  off-target  detection  and  data  analysis
(Fig. 2).
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Fig. 1   A  hypothetical  operational  framework  of  mitoBEs.  The  TALE-nickase  engages  with  the  target  DNA,  inducing  nicking  in  the
dsDNA. The nicked dsDNA is likely to adopt single-stranded DNA structures. Subsequently, TALE-ssDNA deaminase interacts with the
target DNA, effectively deaminating the target bases within the resulting ssDNA
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Fig. 2   A Diagram illustrating TALE-preassembled mitoBEs plasmid, devoid of the TALE array sequence insertion. B Sequence of events
in mitoBEs workflow, encompassing TALE assembly, plasmid extraction, cell transfection, genome extraction, and sequencing
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 MATERIALS AND EQUIPMENT

 Reagents and supplies

•  PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase (TaKaRa, cat.  no.
R050B)

•  Gibson  Assembly®  Master  Mix  (New  England
Biolabs, cat. no. E2611L)

•  NEBridge®  Golden  Gate  Assembly  Mix  (BsmBI-v2)
(New England Biolabs, cat. no. E1601)

•  ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research,
cat. no. D4008)

•  DNA Clean & ConcentratorTM-25 (Zymo Research, cat.
no. D4034)

•  RNA Clean & ConcentratorTM-25 (Zymo Research, cat.
no. R1018)

•  EndoFree  Mini  Plasmid  Kit  II  (TIANGEN,  cat.  no.
DP118-02)

•  EndoFree Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, cat. no. 12362)
•  NheI-HF (New England Biolabs, cat. no. R3131M)
•  SpeI-HF (New England Biolabs, cat. no. R3133M)
•  AgeI-HF (New England Biolabs, cat. no. R3552L)
•  PmeI (New England Biolabs, cat. no. R0560L)
•  HiScribe®  T7  High  Yield  RNA  Synthesis  Kit  (New
England Biolabs, cat. no. E2040S)

•  DNase I  (RNase-free) (New England Biolabs,  cat.  no.
M0303S)

•  RNase R (Epicentre, cat. no. RNR07250)
•  HEK293T cell line (ATCC, cat. no. CRL-3216)
•  Dulbecco's Modified Eagle Medium (Corning, cat. no.
10-013-CV)

•  GlutaMAXTM  supplement  (100×)  (Gibco,  cat.  no.
35050-061)

•  Penicillin-Streptomycin Solution (Sigma-Aldrich,  cat.
no. V900929)

•  Trypsin (Sigma-Aldrich, cat. no. T2600000)
•  Fetal  Bovine  Serum  (Biological  Industries,  cat.  no.
04-001-1ACS)

•  PEI (Proteintech, cat. no. PR40001)
•  Lipofectamine™ MessengerMAX Reagent (Invitrogen,
cat. no. LMRNA008)

•  P3 Primary Cell 4D-Nucleofector® X Kit L (Lonza, cat.
no. V4XP-3024)

•  DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN, cat. no. 69506)
•  Agencourt  Ampure  XP beads  (Beckman Coulter,  cat.
no. 000130)

•  VAHTS®  Multiplex  Oligoes  Set  4/5  for  Illumina
(Vazyme, cat. no. N321/N322)

•  VAHTS® Universal DNA Library Prep Kit for Illumina
V3 (Vazyme, cat. no. ND607-02)

•  VAHTS®  Universal  Plus  DNA  Library  Prep  Kit  for
Illumina (Vazyme, cat. no. ND617)

 Equipment

•  QIAcube (QIAGEN GmbH, Germany)
•  4D-Nucleofector (Lonza, Switzerland)

 Software

•  R (version 3.6.3), R Core Team
•  fastqc  (version  0.11.9),  https://github.com/
s-andrews/FastQC

•  fastp (version 0.20.1) (Chen et al. 2018)
•  bwa-mem2 (version 2.2.1) (Vasimuddin et al. 2019)
•  SAMtools (version 1.1) (Li et al. 2009)
•  GATK (version 4.3.0.0) (Van der Auwera et al. 2013)
•  HOMER (Heinz et al. 2010)
•  MEME (version 5.0.5) (Bailey et al. 2015)
•  BEDtools (version 2.30.0) (Quinlan 2014)
•  sambamba (version 0.6.6) (Tarasov et al. 2015)

 PROCEDURES

 Step 1: Construct mitoBEs expression plasmids

 Step 1.1: Construct TALE-preassembled mitoBEs
expression plasmids [TIMING 4 d]

Step  1.1.1:  Optimize  and  synthesize  deaminases  (e.g.,
APOBEC1, TadA8e-V106W), nickases (e.g., MutH and its
mutant,  Nt.BspD6I(C)),  and uracil  glycosylase inhibitor
(UGI)  for  mammalian  expression  (Tsingke  Biological
Technology).  Refer  to  supplementary  Table  S1  for
corresponding sequences.
Step 1.1.2: Assemble the mitoBEs expression element

into the ampicillin-resistant pCMV vector. This element
includes  the  CMV  promoter,  mitochondrial  targeting
sequence  (SOD2  or  COX8  MTS),  tag  protein  (3×  HA  or
3×  Flag),  N-terminal  non-repetitive  sequence  of  TALE,
TALE  array  (the  TALE  array  was  replaced  with  two
inverted  BsmBI  restriction  sites),  C-terminal  non-
repetitive  sequence  of  TALE,  deaminase  and/or
nickase,  and  UTR  (SOD2  UTR  or  ATP5B  UTR).  See
supplementary  Table  S2  for  DNA  sequences.  Utilize
PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (TaKaRa) and Gibson
Assembly  Master  Mix  (New  England  Biolabs)  for  PCR
and assembly, respectively (Fig. 2A).
Step  1.1.3:  Transform  the  ligated  plasmid  into

bacteria (e.g., E. coli) using heat shock.
Step  1.1.4:  Culture  transformed  bacteria  on  agar

plates containing ampicillin overnight.
[TIP]  For  plasmids  containing  APOBEC1,  prefer-

entially  use  BL21(DE3)  pLysS  Chemically  Competent
Cells for transformation.

PROTOCOL X. Zhang et al.

4  |  April 2024  |  Volume 10  |  Issue X © The Author(s) 2024

https://github.com/s-andrews/FastQC
https://github.com/s-andrews/FastQC


Step  1.1.5:  Select  bacteria  from  a  single  colony  and
validate plasmid accuracy through Sanger sequencing.
Step 1.1.6: Purify final plasmids using EndoFree Mini

Plasmid Kit II (TianGen).

 Step 1.2: Assemble customized TALE into TALE-
preassembled mitoBEs expression plasmids [TIMING 4 d]

Step 1.2.1:  Determine the target  editing site  and select
TALE recognition sequences on both sides of the target
site.  For  efficient  and  precise  editing,  set  an  editing
window  of  15  to  18  bp,  placing  the  target  site  in  the
middle.

[TIP] The TALE recognition sequence spans 15–20 bp,
promoting  optimal  binding  between  the  TALE  protein
and  DNA.  It  is  advised  to  utilize  an  editing  window  of
15–18  base  pairs,  with  placing  the  target  site  at  the
center  enhancing  efficient  editing.  Nevertheless,
varying  editing  sites  yield  different  effects.  For  a
specific  target  site,  consider  designing  multiple  TALE
pairs  or  positioning the  target  within  different  regions
of the editing window for experimentation. Additionally,
the  reduction  of  bystander  editing  can  be  achieved  by
minimizing the editing window size.
Step  1.2.2:  Assemble  the  TALE  array  using  the

ULtiMATE  system  (Yang  et  al.  2013,  2016;  Liu  et  al.
2020).  Amplify  TALE  recognition  sequences  with
specific  primers  (PrimeSTAR  GXL  DNA  Polymerase),
then  assemble  fragments  into  the  two  inverted  BsmBI
restriction  sites  using  Golden  Gate  Assembly  Mix
(BsmBI-v2) (New England Biolabs) (Fig. 2B).
Steps 1.2.3 to 1.2.5: Repeat Steps 1.1.3 to 1.1.5.
Step  1.2.6:  Prepare  final  plasmids  using  EndoFree

Mini Plasmid Kit II (TianGen) for cell transfection.

 Step 2: Construct circular RNA-encoded mitoBEs
plasmids and prepare circular RNA in vitro

This  step  is  optional  for  cells  that  are  difficult  to
transfect with plasmids.

 Step 2.1: Construct circular RNA-encoded mitoBEs
plasmids [TIMING 4 d]

Step  2.1.1:  Amplify  5'  arm  sequence,  CVB3  IRES
sequence,  and  3'  arm  sequence  using  PrimeSTAR  GXL
DNA Polymerase.  Refer  to  supplementary  Table  S2  for
DNA sequences.
Step 2.1.2: Clone fragments into a plasmid backbone

via Gibson assembly to generate the empty circRNA-EV
backbone. Use SpeI and AgeI cleavage sites to insert the

mitoBEs  coding  sequence  (supplementary  Table  S2)
through  a  double  enzyme  cutting  and  ligation  process
(Fig. 3).
Steps 2.1.3 to 2.1.4: Repeat Steps 1.1.3 to 1.1.5.
Step  2.1.5:  Prepare  final  plasmids  (QIAGEN)  for

circular RNA preparation.
[TIP]  Use  EndoFree  Plasmid  Maxi  Kit  (QIAGEN)  to

avoid RNase contamination during circRNA preparation.

 Step 2.2: Prepare circular RNA-encoded mitoBEs in vitro
[TIMING 9 h]

Step  2.2.1:  Linearize  plasmids  by  digesting  with  PmeI
for  2  h.  Purify  using  DNA  Clean  &  Concentrator-25
(Zymo Research).
Step 2.2.2: Synthesize circRNA precursors via in vitro

transcription  from  linearized  circRNA  plasmid  tem-
plates  (1  μg)  using  HiScribe  T7  High  Yield  RNA
Synthesis Kit for 4 h (New England Biolabs).
Step 2.2.3:  Treat the reaction products with DNase I

(New  England  Biolabs)  for  30  min  to  digest  DNA
templates.
Step  2.2.4:  Add  GTP  to  the  reaction  for  circRNA

cyclization  at  a  final  concentration  of  2  mmol/L.
Incubate at 55 °C for 15 min.
Step  2.2.5:  Column  purify  RNA  with  RNA  Clean  &

Concentrator-25 (Zymo Research).
Step  2.2.6:  Heat-treated  RNA  at  65  °C  for  3  min,

followed by RNase R (Epicentre) at 37 °C for 15–30 min.
Column purify again to obtain circular RNA.

[TIP]  Check  the  final  circular  RNA  product  on  an
agarose gel for size and integrity.

 Step 3: Transfect mitoBEs plasmids or circular
RNAs into mammalian cells

 Step 3.1: Transfect mitoBEs plasmids into mammalian
cells [TIMING 3 d]

Step  3.1.1:  Using  HEK293T  cell  as  a  model,  distribute
7 × 105 cells evenly into a 6-well plate one day prior.
Step  3.1.2:  Combine  the  prepared  plasmid  (8  μg)

with 200 μL Opti-MEM, and mix 16 μL PEI.
Step  3.1.3:  Thoroughly  blend  the  liquid  mentioned

above and let it stand at room temperature for 15 min.
Step  3.1.4:  Add  the  mixed  liquid  dropwise  to  the

6-well plate.
Step  3.1.5:  Change  the  culture  medium  6  h  after

transfection to ensure cell viability.
Step 3.1.6:  After  72 h,  harvest  cells  to  assess  editing

efficiency (Fig. 2B).
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 Step 3.2: Transfect mitoBEs-expressing circular RNA into
mammalian cells [TIMING 3 d]

This step is optional and is typically performed on cells
challenging to transfect with plasmids.
Step 3.2.1:  Following the example  of  HEK293T cells,

distribute  7  ×  105  cells  evenly  into  a  6-well  plate  one
day in advance.
Step  3.2.2:  Combine  the  prepared  mitoBEs-

expressing  circular  RNA  (16  μg)  with  Opti-MEM.  Also,
mix  the  corresponding  volume  (usually  1.5  times  the

plasmid mass,  24 μL) of  Lipofectamine MessengerMAX
Reagent with Opti-MEM.
Step  3.2.3:  Thoroughly  mix  the  two  liquids  men-

tioned  above  and  let  them stand  at  room temperature
for 5 min.
Step  3.2.4:  Add  the  mixed  liquid  dropwise  to  the  6-

well plate.
Step  3.2.5:  Change  the  culture  medium  6  h  after

transfection to ensure cell viability.
Step  3.2.6:  After  72  h,  gather  cells  to  assess  editing

efficiency.
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Fig. 3   Illustration depicting the construction of mitoBEs circular RNA expression plasmid. The process involves acquiring the protein
coding fragment from the assembled mitoBEs plasmid and circular RNA expression vector using restriction endonucleases, followed by
ligation using T4 DNA ligase to yield the mitoBE-expressing circular RNA plasmid
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 Step 3.3: Nucleofection of mitoBEs plasmids into
mammalian cells [TIMING 3 d]

This step is optional and is generally performed on cells
challenging to transfect with plasmids.
Step  3.3.1:  Using  GM10742  cells  as  an  example,  col-

lect 2 × 106 cells and wash them with DPBS (Dulbecco’s
phosphate-buffered saline).
Step  3.3.2:  Combine  the  prepared  mitoBEs-

expressing  circular  RNA  (5  μg  of  each  plasmid)  with
18  μL  of  nucleofector  supplement  and  82  μL  of
nucleofector  solution  mix  (P3  Primary  Cell  4D-
Nucleofector X Kit L).
Step  3.3.3:  Resuspend  GM10742  cells  in  the  above

mix and transfer them into a nucleocuvette strip.
Step  3.3.4:  Place  the  nucleocuvette  strip  into  the

retainer  of  the  4D-Nucleofector,  and  initiate  nucleo-
fection with the DN-100 program.
Step  3.3.5:  After  72  h,  collect  cells  to  assess  editing

efficiency.

 Step 4: Cell collection and genome extraction
[TIMING 1 h]

Step 4.1: Remove the culture medium from transfected
cells, and gently wash the cells with PBS.
Step  4.2:  Treat  the  transfected  cells  with  0.25%

trypsin, using 100 μL of trypsin for the cells in each wall
of the 6-well plate.
Step 4.3: Upon cell detachment, add 500 μL of DMEM

(containing  10%  FBS)  medium  to  each  well  to  halt
digestion.
Step  4.4:  Transfer  the  liquid  containing  cells  to  a

1.5 mL tube.
Step  4.5:  Centrifuge  at  2000  r/min  for  5  min  and

discard the supernatant.
Step  4.6:  Employ  the  DNeasy  Blood  & Tissue  Kit  for

genome extraction.

 Step 5: Editing efficiency detection and data
analysis

 Step 5.1: Editing efficiency detection [TIMING 1 d]

Step  5.1.1:  Design  primers  for  deep  sequencing,
ensuring  the  forward  primer  is  100–150  bp  upstream
of the targeting site and the reverse primer is 100–150
bp  downstream.  Aim  for  a  PCR  amplicon  length  of
about 200 bp.
Step  5.1.2:  Perform  PCR  amplification  following  the

instructions for PrimeSTAR GXL DNA Polymerase.
Step  5.1.3:  Purify  amplicons  using  the  DNA  Clean  &

Concentrator-25 kit.

Step 5.1.4: Analyze PCR products on a 2% agarose gel
to  identify  the  size  of  the  PCR  product.  Redesign
primers  and  repeat  PCR  amplification  if  no  bands  are
observed.
Step  5.1.5:  Construct  targeted  deep  sequencing

libraries  using  the  VAHTS Universal  DNA Library  Prep
Kit  for  Illumina  v.3.  This  involves  sequential  steps  of
end  repair,  adapter  ligation,  and  PCR  amplification
using  Agencourt  Ampure  XP  beads.  The  library
amplification was performed using Q5U Hot Start High-
Fidelity  DNA  Polymerase  and  VAHTS  Multiplex  Oligos
Set 4/5 for Illumina. Quantify the final library with the
Qubit  dsDNA  HS  Assay  Kit  and  sequenced  using
Illumina HiSeq X Ten.

 Step 5.2: Data analysis [TIMING 1 h]

Step 5.2.1: Generate indices using BWA (v.0.7.10-r789)
for the mitochondrial genome.
Step 5.2.2: Align and quantify reads using BWA (v.0.7.

10-r789),  then  sort  the  BAM  alignment  files  with
SAMtools (v.1.1).
Step  5.2.3:  Call  variants  with  REDitools  (v.1.0.4)

using  specified  parameters.  considered  edits  made  by
the  mitoBEs  with  significant  base  conversions  in
targeted regions (Fisher’s exact test, p < 0.05).
Step  5.2.4:  Export  analysis  results  to  EXCEL  for

further data analysis.

 Step 6: Off-target detection and data analysis

 Step 6.1: Off-target detection [TIMING 3 h]

Input  500–1000  ng  of  genomic  DNA  for  library
preparation  with  the  VAHTS  Universal  Plus  DNA
Library  Prep  Kit  for  Illumina  (Vazyme).  The  library
preparation  process  involves  fragmentation,  end
preparation,  dA  tailing,  adapter  ligation,  and  library
amplification.  A mass of  500–1000 ng of  genomic DNA
was  fragmented  with  FEA  (Fragmentation,  End
Preparation  &  dA-Tailing)  enzyme  mix  at  37  °C  for
10  min,  and  end  repair  and  dA-tailing  were
simultaneously  completed  in  the  process.  Quantify  the
final  library  using  the  Qubit  dsDNA  HS  Assay  Kit
(Invitrogen)  and  fragment  analyzer,  and  sequenced
using Illumina HiSeq X Ten (Illumina).

 Step 6.2: Data analysis

Utilize  GATK  for  detecting  somatic  mutations.  It's
crucial to note that GATK updates are frequent,  so it  is
recommended to consult the most recent guidelines on
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the  official  website.  To  efficiency,  utilize  multi-
threading  and  allocate  high  memory  resources  during
alignment and mutation detection.

 Step 6.2.1: Data preprocessing [TIMING: hours to days
per RAW file]

(1) Perform basic quality control using FastQC to assess
sequencing  quality.  Subsequently,  employ  fastp  to
eliminate  adapters  and  bases  with  low  sequencing
quality,  employing  the  parameter  set  as  -q  30.  Inspect
sequencing depth using sambamba,  setting  the  scratch
window  size  to  100,000  for  coverage  calculation,  and
discard a few extremely high values.
(2) Align the data to the genome using bwa-mem2 to

transform the resulting sam file to sorted bam files with
samtools.
(3)  Before  initiating  mutation  searches,  further

process  the  data.  Start  by  using  GATK  AddOrReplace-
ReadGroups  to  append  read  groups  to  the  bam  file,
specifying  the  sequencing  library,  lane,  and  sample
name.  Subsequently,  utilize  GATK  MarkDuplicates  to
label  duplicates  in  the  sequencing  data.  Apply  GATK
BaseRecalibrator and ApplyBQSR to adjust base quality
scores  based  on  database  mutation  information.  If
focusing  solely  on  mitochondrial  mutations,  this  step
can be omitted.

 Step 6.2.2: Identification of high-confidence editing
sites [TIMING: hours to days per RAW file]

The  objective  of  this  module  is  to  distinguish  between
editing events and spontaneous mutations in cell  lines.
Editing  events  should  exhibit  higher  sequencing  and
alignment  quality  and  be  nearly  absent  in  the  control
group.  Conversely,  their  frequency should be higher in
the  experimental  group  with  significant  differences
between the two groups.
(1) Employ GATK's Mutect2 to detect mutations from

the  bam files  produced  in  the  previous  step.  This  step
demands  substantial  computational  memory  and  time.
To  alleviate  these  issues:  firstly,  compute  per  chro-
mosome  and  then  merge  using  MergeVcfs;  secondly,
increase  the  -native-pair-hmm-threads  count,  as  this
part in GATK supports multi-threading.
(2)  Genomes  inherently  contain  noise,  and cell  lines

possess  some  heterogeneity.  Thus,  it  is  essential  to
further filter GATK’s VCF files. For experimental groups,
set conditions for MBQ (Median base quality) and MMQ
(Median mapping quality). Employ FilterMutectCalls for
additional filtering. Remove sites annotated as position,
slippage,  weak  evidence,  or  map  qual.  For  control
groups, ensure that the proportion of unmutated reads

exceeds  99%.  Conduct  further  filtering  by  calculating
the  p-value  via  the  Mann–Whitney  U-test,  retaining
significant  (p  <  0.1)  mutations  between  the  experi-
mental  and  control  groups.  The  last  two  filtering
criteria  draw  reference  from  other  published  articles
(Chen et al. 2023; Gaudelli et al. 2020; Grunewald et al.
2019; Lee et al. 2023; Sakata et al. 2020).
(3) Use R for graphical representation of results.

 Step 6.2.3: Analysis of sequence features of editing sites
[TIMING: minutes to hours]

For the high-confidence sites obtained in the preceding
step, conduct further analysis of their features, such as
examining  nearby  sequences  resembling  the  used
TALEN,  and  determining  if  specific  motifs  can  be
enriched.
(1)  Employ  bowtie2  to  locate  sequences  in  the

genome  similar  to  TALEN,  setting  parameters  to  -L  3,
-p 4, -D 20, -R 3, and -a. Use BEDtools intersect to check
if  the  expanded  site  coordinates  overlap  with  similar
TALEN sequence coordinates.
(2) Perform motif analysis with HOMER and MEME.

 Acknowledgements  This  project  was  supported  by  funds  from
the  Beijing  Municipal  Science  &  Technology  Commission
(Z181100001318009),  the National Science Foundation of China
(NSFC31930016),  the  Beijing  Advanced  Innovation  Center  for
Genomics  at  Peking  University  and  the  Peking-Tsinghua  Center
for  Life  Sciences  (to  W.  Wei),  and  the  Fellowship  of  China
Postdoctoral Science Foundation (to Z. Yi).

 Author  contributions  This  manuscript  was  authored  by  X.Z.,
Z.Y., and W.T., with revisions conducted by W.W.

 Compliance with Ethical Standards  

 Conflict  of  interest  Two  patent  applications  (International
Application  No.  PCT/CN2022/144031  and  No.  PCT/
CN2023/088117)  have  been  patented  on  the  basis  of  the
findings  presented  in  this  study.  The  patent  inventors  are
Wensheng  Wei,  Xiaoxue  Zhang  and  Zongyi  Yi.  Wensheng  Wei  is
a  scientific  advisor  and  founder  of  EdiGene  and  Therorna.  The
orthers declare that they have no conflict of interest.

 Human  and  animal  rights  and  informed  consent  This  article
does  not  contain  any  studies  with  human  or  animal  subjects
performed by the any of the authors.

Open Access This  article  is  licensed under  a  Creative  Commons
Attribution 4.0  International  (CC BY 4.0)  License,  which permits
use,  sharing,  adaptation,  distribution  and  reproduction  in  any
medium or  format,  as  long as  you give  appropriate  credit  to  the
original  author(s)  and  the  source,  provide  a  link  to  the  Creative
Commons  licence,  and  indicate  if  changes  were  made.  The
images  or  other  third  party  material  in  this  article  are  included
in  the  article’s  Creative  Commons  licence,  unless  indicated
otherwise  in  a  credit  line  to  the  material.  If  material  is  not
included  in  the  article’s  Creative  Commons  licence  and  your
intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds

PROTOCOL X. Zhang et al.

8  |  April 2024  |  Volume 10  |  Issue X © The Author(s) 2024



the  permitted  use,  you  will  need  to  obtain  permission  directly
from  the  copyright  holder.  To  view  a  copy  of  this  licence,  visit
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

References 

 

Adashi EY, Rubenstein DS, Mossman JA, Schon EA, Cohen IG (2021)
Mitochondrial  disease:  replace  or  edit?  Science  373(6560):
1200−1201 

Bailey  TL,  Johnson J,  Grant  CE,  Noble  WS (2015)  The MEME Suite.
Nucleic Acids Res 43(W1): W39−W49 

Chen L, Zhang S, Xue NN, Hong MJ, Zhang XH, Zhang D, Yang J, Bai SJ,
Huang YF, Meng HW, Wu H, Luan CM, Zhu BY, Ru GM, Gao HY,
Zhong LP, Liu MZ, Liu MY, Cheng YY, Yi CQ, Wang LR, Zhao YX,
Song  GJ,  Li  DL  (2023)  Engineering  a  precise  adenine  base
editor  with  minimal  bystander  editing.  Nat  Chem  Biol  19(1):
101−110 

Chen  SF,  Zhou  YQ,  Chen  YR,  Gu  J  (2018)  fastp:  an  ultra-fast  all-in-
one FASTQ preprocessor. Bioinformatics 34(17): 884−890 

Cho SI, Lee S, Mok YG, Lim K, Lee J, Lee JM, Chung E, Kim JS (2022)
Targeted  A-to-G  base  editing  in  human  mitochondrial  DNA
with programmable deaminases. Cell 185(10): 1764−1776 

Gaj  T,  Gersbach  CA,  Barbas  CF  3rd  (2013)  ZFN,  TALEN,  and
CRISPR/Cas-based  methods  for  genome  engineering.  Trends
Biotechnol 31(7): 397−405 

Gammage PA, Moraes CT, Minczuk M (2018) Mitochondrial genome
engineering: the revolution may not be CRISPR-ized. Trends in
Genet 34(2): 101−110 

Gammage PA, Viscomi C, Simard ML, Costa ASH, Gaude E, Powell CA,
Van Haute L, McCann B, Rebelo-Guiomar P, Cerutti R, Zhang L,
Rebar EJ,  Zeviani M, Frezza C,  Stewart JB,  Minczuk M (2018b)
Genome editing in mitochondria corrects a pathogenic mtDNA
mutation in vivo. Nat Med 24(11): 1691−1695 

Gaudelli NM, Komor AC, Rees HA, Packer MS, Badran AH, Bryson DI,
Liu  DR  (2017)  Programmable  base  editing  of  A.  T  to  G.  C  in
genomic  DNA  without  DNA  cleavage.  Nature  551(7681):
464−471 

Gaudelli  NM, Lam DK, Rees HA, Solá-Esteves NM, Barrera LA, Born
DA, Edwards A, Gehrke JM, Lee SJ, Liquori AJ, Murray R, Packer
MS,  Rinaldi  C,  Slaymaker  IM,  Yen  J,  Young  LE,  Ciaramella  G
(2020)  Directed  evolution  of  adenine  base  editors  with
increased  activity  and  therapeutic  application. Nat  Biotechnol
38(7): 892−900 

Grunewald J, Zhou RH, Iyer S, Lareau CA, Garcia SP, Aryee MJ, Joung
JK  (2019)  CRISPR  DNA  base  editors  with  reduced  RNA  off-
target  and  self-editing  activities.  Nat  Biotechnol  37(9):
1041−1048 

Guo J, Yu W, Li M, Chen H, Liu J, Xue X, Lin J, Huang S, Shu W, Huang
X,  Liu  Z,  Wang  S,  Qiao  Y  (2023)  A  DddA  ortholog-based  and
transactivator-assisted  nuclear  and  mitochondrial  cytosine
base  editors  with  expanded  target  compatibility.  Mol  Cell  83:
1710−1724 

Heinz S,  Benner C,  Spann N,  Bertolino E,  Lin YC,  Laslo P,  Cheng JX,
Murre  C,  Singh  H,  Glass  CK  (2010)  Simple  combinations  of
lineage-determining  transcription  factors  prime-regulatory
elements  required  for  macrophage  and  B  cell  identities.  Mol
Cell 38(4): 576−589 

Hussain  SRA,  Yalvac  ME,  Khoo B,  Eckardt  S,  McLaughlin  KJ  (2021)
Adapting  CRISPR/Cas9  system  for  targeting  mitochondrial
genome.  Front  Genet  12:  627050.  https://doi.org/10.3389/
fgene.2021.627050 

Jo  A,  Ham S,  Lee  GH,  Lee  YI,  Kim  S,  Lee  YS,  Shin  JH,  Lee  Y  (2015)
Efficient  mitochondrial  genome  editing  by  CRISPR/Cas9.
Biomed  Res  Int  2015:  305716.  https://doi.org/10.1155/
2015/305716 

Komor  AC,  Kim  YB,  Packer  MS,  Zuris  JA,  Liu  DR  (2016)
Programmable  editing  of  a  target  base  in  genomic  DNA
without  double-stranded  DNA  cleavage.  Nature  533(7603):
420−424 

Lee  S,  Lee  H,  Baek  G  Kim  JS  (2023)  Precision  mitochondrial  DNA
editing  with  high-fidelity  DddA-derived  base  editors.  Nat
Biotechnol 41(3): 378−386 

Li H, Handsaker B, Wysoker A, Fennell T, Ruan J, Homer N, Marth G,
Abecasis  G,  Durbin  R,  Proc  GPD  (2009)  The  sequence
alignment/map  format  and  SAMtools.  Bioinformatics  25(16):
2078−2079 

Liu L, Zhang Y, Liu M, Wei W, Yi C, Peng J (2020) Structural insights
into  the  specific  recognition  of  5-methylcytosine  and  5-
hydroxymethylcytosine  by  TAL  effectors.  J  Mol  Biol  432(4):
1035−1047 

Mi L,  Shi M, Li  YX,  Xie G,  Rao X,  Wu D,  Cheng A,  Niu M, Xu F,  Yu Y,
Gao N, Wei W, Wang X, Wang Y (2023) DddA homolog search
and  engineering  expand  sequence  compatibility  of  mito-
chondrial  base editing.  Nat Commun 14: 874. https://doi.org/
10.1038/s41467-023-36600-2 

Mok  BY,  de  Moraes  MH,  Zeng  J,  Bosch  DE,  Kotrys  AV,  Raguram A,
Hsu F, Radey MC, Peterson SB, Mootha VK, Mougous JD, Liu DR
(2020)  A  bacterial  cytidine  deaminase  toxin  enables  CRISPR-
free mitochondrial base editing. Nature 583(7817): 631−637 

Mok  BY,  Kotrys  AV,  Raguram  A,  Huang  TP,  Mootha  VK,  Liu  DR
(2022)  CRISPR-free  base  editors  with  enhanced  activity  and
expanded  targeting  scope  in  mitochondrial  and  nuclear  DNA.
Nat Biotechnol 40: 1378−1387 

Peeva V, Blei D, Trombly G, Corsi S, Szukszto MJ, Rebelo-Guiomar P,
Gammage  PA,  Kudin  AP,  Becker  C,  Altmüller  J,  Minczuk  M,
Zsurka G, Kunz WS (2018) Linear mitochondrial DNA is rapidly
degraded  by  components  of  the  replication  machinery.  Nat
Commun  9(1):  1727.  https://doi.org/10.1038/s41467-018-
04131-w 

Quinlan  AR  (2014)  BEDTools:  the  Swiss-Army  tool  for  genome
feature  analysis.  Curr  Protoc  Bioinformatics  47:  11.12.1−
11.12.34 

Sakata  RC,  Ishiguro  S,  Mori  H,  Tanaka  M,  Tatsuno  K,  Ueda  H,
Yamamoto  S,  Seki  M,  Masuyama  N,  Nishida  K,  Nishimasu  H,
Arakawa K, Kondo A, Nureki O, Tomita M, Aburatani H, Yachie
N (2020) Base editors for simultaneous introduction of C-to-T
and  A-to-G  mutations  (vol  86,  pg  891,  2020).  Nat  Biotechnol
38(7): 901−901 

Silva-Pinheiro P,  Minczuk M (2022) The potential  of  mitochondrial
genome engineering. Nat Rev Genet 23(4): 199−214 

Tarasov  A,  Vilella  AJ,  Cuppen  E,  Nijman  IJ,  Prins  P  (2015)
Sambamba:  fast  processing  of  NGS  alignment  formats.
Bioinformatics 31(12): 2032−2034 

Vafai  SB,  Mootha  VK  (2012)  Mitochondrial  disorders  as  windows
into an ancient organelle. Nature 491(7424): 374−383 

Van  der  Auwera  GA,  Carneiro  MO,  Hartl  C,  Poplin  R,  Del  Angel  G,
Levy-Moonshine  A,  Jordan  T,  Shakir  K,  Roazen  D,  Thibault  J,
Banks  E,  Garimella  KV,  Altshuler  D,  Gabriel  S,  DePristo  MA
(2013)  From  FastQ  data  to  high  confidence  variant  calls:  the
Genome  Analysis  Toolkit  best  practices  pipeline.  Curr  Protoc
Bioinformatics 43(1110): 11.10.1−11.10.33 

Vasimuddin M, Misra S,  Li  H,  Aluru S (2019) Efficient architecture-
aware acceleration of  BWA-MEM for  multicore  systems.  2019
Ieee  33rd  International  Parallel  and  Distributed  Processing
Symposium (Ipdps 2019): 314−324 

Wang B,  Lv XJ,  Wang YF,  Wang ZB,  Liu Q,  Lu B,  Liu Y,  Gu F (2021)
CRISPR/Cas9-mediated  mutagenesis  at  microhomologous
regions  of  human  mitochondrial  genome.  Sci  China  Life  Sci
64(9): 1463−1472 

Yang J,  Guo S,  Yuan P,  Wei W (2016) Assembly of  customized TAL
effectors  through  advanced  ULtiMATE  system.  Methods  Mol
Biol 1338: 49−60 

Yang J,  Yuan P,  Wen D, Sheng Y,  Zhu S,  Yu Y,  Gao X,  Wei W (2013)

Mitochondrial DNA base editors PROTOCOL

© The Author(s) 2024 9  |  April 2024  |  Volume 10  |  Issue X

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.1093/nar/gkv416
https://doi.org/10.1038/s41589-022-01163-8
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty560
https://doi.org/10.1016/j.cell.2022.03.039
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2013.04.004
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2013.04.004
https://doi.org/10.1016/j.tig.2017.11.001
https://doi.org/10.1016/j.tig.2017.11.001
https://doi.org/10.1038/s41591-018-0165-9
https://doi.org/10.1038/s41587-020-0491-6
https://doi.org/10.1038/s41587-019-0236-6
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.05.004
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.05.004
https://doi.org/10.3389/fgene.2021.627050
https://doi.org/10.3389/fgene.2021.627050
https://doi.org/10.1155/2015/305716
https://doi.org/10.1155/2015/305716
https://doi.org/10.1038/nature17946
https://doi.org/10.1038/s41587-022-01486-w
https://doi.org/10.1038/s41587-022-01486-w
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp352
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.11.023
https://doi.org/10.1038/s41467-023-36600-2
https://doi.org/10.1038/s41467-023-36600-2
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2477-4
https://doi.org/10.1038/s41467-018-04131-w
https://doi.org/10.1038/s41467-018-04131-w
https://doi.org/10.1002/0471250953.bi1112s47
https://doi.org/10.1038/s41576-021-00432-x
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btv098
https://doi.org/10.1038/nature11707
https://doi.org/10.1002/0471250953.bi1110s43
https://doi.org/10.1002/0471250953.bi1110s43
https://doi.org/10.1007/s11427-020-1819-8


ULtiMATE  system  for  rapid  assembly  of  customized  TAL
effectors.  PLoS  One  8(9):  e75649.  https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0075649 

Yi Z, Zhang X, Tang W, Yu Y, Wei X, Zhang X, Wei W (2023) Strand-
selective  base  editing  of  human  mitochondrial  DNA  using

mitoBEs. Nat Biotechnol 42(3): 498−509
 

Zhang X, Wei W (2024) CRISPR-free, strand-selective mitochondrial
DNA  base  editing  using  a  nickase.  Nat  Biotechnol  42(3):
392−393

PROTOCOL X. Zhang et al.

10  |  April 2024  |  Volume 10  |  Issue X © The Author(s) 2024

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0075649
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0075649
https://doi.org/10.1038/s41587-023-01820-w

	INTRODUCTION
	MATERIALS AND EQUIPMENT
	Reagents and supplies
	Equipment
	Software

	PROCEDURES
	Step 1: Construct mitoBEs expression plasmids
	Step 1.1: Construct TALE-preassembled mitoBEs expression plasmids [TIMING 4 d]
	Step 1.2: Assemble customized TALE into TALE-preassembled mitoBEs expression plasmids [TIMING 4 d]

	Step 2: Construct circular RNA-encoded mitoBEs plasmids and prepare circular RNA in vitro
	Step 2.1: Construct circular RNA-encoded mitoBEs plasmids [TIMING 4 d]
	Step 2.2: Prepare circular RNA-encoded mitoBEs in vitro [TIMING 9 h]

	Step 3: Transfect mitoBEs plasmids or circular RNAs into mammalian cells
	Step 3.1: Transfect mitoBEs plasmids into mammalian cells [TIMING 3 d]
	Step 3.2: Transfect mitoBEs-expressing circular RNA into mammalian cells [TIMING 3 d]
	Step 3.3: Nucleofection of mitoBEs plasmids into mammalian cells [TIMING 3 d]

	Step 4: Cell collection and genome extraction [TIMING 1 h]
	Step 5: Editing efficiency detection and data analysis
	Step 5.1: Editing efficiency detection [TIMING 1 d]
	Step 5.2: Data analysis [TIMING 1 h]

	Step 6: Off-target detection and data analysis
	Step 6.1: Off-target detection [TIMING 3 h]
	Step 6.2: Data analysis
	Step 6.2.1: Data preprocessing [TIMING: hours to days per RAW file]
	Step 6.2.2: Identification of high-confidence editing sites [TIMING: hours to days per RAW file]
	Step 6.2.3: Analysis of sequence features of editing sites [TIMING: minutes to hours]



	Acknowledgements
	Author contributions
	Compliance with Ethical Standards
	Conflict of interest
	Human and animal rights and informed consent
	References

