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Sammandrag

Genterapi &r ett relativt nytt forskningsomrade, dir malet &r att det ska kunna appliceras inom
sjukvérden for att bota genetiska sjukdomar. Behandling genomfors genom att ersitta en
felaktig eller skadad nukleotidsekvens i DNA som kodar for en sjukdomsfenotyp, mot en
korrekt DNA-sekvens som kodar for en frisk fenotyp. D4 ménniskor dr malgruppen fér denna
forskning krévs det att metoderna &r robusta och pélitliga samt att resultaten fran preliminéra
studier dr noga granskade, innan detta kan tillimpas inom sjukvéarden. Genom att introducera
specifika endonukleas i celler gar det att klippa i DNA pé onskade stillen. Olika typer av
proteiner som transkriptionsaktivator-liknande effektorer med nukleasdomén (TALENs) och
zinkfingernukleas (ZFNs) kan konstrueras for att klyva DNA pé specifika stéllen. Senare
forskning har dven visat att “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”-
CRISPR associerat protein 9 (CRISPR-Cas9) ér ett liknande verktyg som skulle kunna ersitta
TALENs och ZFNs da CRISPR-Cas9 ér enklare och billigare att anvdnda. Dock finns det
fortfarande méanga fragetecken kring hur olika mekanismer samspelar och hur modifikationer
1 Cas9 och enkla guide-RNA (sgRNA) skulle kunna forbéttra systemet, men nya studier bidrar
till en utokad forstaelse och kunskap inom omradet. Det har ndmligen visat sig att Cas9 har
endonukleasaktivitet och kan bli guidat av RNA till specifika sekvenser i DNA for att
introducera dubbelstrangsbrott. Studier har dven visat att det kan finnas hinder med att
anvinda CRISPR-Cas9 dé det har upptickts att det 4ven under vissa omstdndigheter kan ske
bindning och klyvning av DNA pé odnskade stéllen. Olika modifikationer av Cas9 har dven
breddat proteinets funktioner till att bli ett nickas och endast kunna klippa i en DNA string,
eller ingen alls for att da kunna anvindas for genreglering istillet. I denna dversiktsuppsats
beskrivs den nuvarande kunskapen om CRISPR-Cas och hur dessa insikter har bidragit till att
nya anvandningsomraden har upptéckts. Mer kunskap inom detta omrade skulle kunna leda
till en mer sofistikerad modell for att kunna bota genetiska sjukdomar.

Inledning

Det har under en lang tid funnits mediciner som kunnat rdda bot pa en mingd olika
sjukdomar. Epidemier och pandemier har undvikits da det har tagits fram vaccin som
bromsat och forhindrat dessa utbrott. Det har dock inte funnits nagot effektivt och/eller
billigt tillvigagangsitt for att bota genetiska sjukdomar som sicklecellanemi, thalassemi och
cystisk fibros. Dock ser framtiden ljus ut da ny forskning bidrar till att nya metoder
utvecklas och vi hela tiden tar steg som for oss ndrmare en behandling av genetiska
sjukdomar (Jinek et al. 2012, Schwank et al. 2013, Wu et al. 2013). De senaste aren har
stralkastarljuset legat pé ett nytt system som hittades i prokaryoter och som har en stor
potential att kunna bli nédsta generations genterapi, men det finns fortfarande hinder som
maéste 16sas (Jinek et al. 2012, Fu et al. 2013, Pattanayak et al. 2013).

Ett adaptivt immunforsvar i bakterier

“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats” (CRISPR) dr DNA-segment
som bestar av repeterande palindromiska sekvenser med mellanliggande fragment-DNA (pa
eng. Spacer DNA). Det finns &ven CRISPR associerade (Cas) proteiner som interagerar med
CRISPR (Jansen et al. 2002). Tillsammans utgér de CRISPR-Cas system. Upptickten av
dessa system har gett insikten att det finns bakterier som har ett adaptivt immunforsvar.
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Mekanismerna bakom bakteriens forsvarar mot frimmande DNA som kommer fran bland
annat bakteriofager och plasmider 4r méanga och kan skilja sig &t (van der Oost et al. 2014).
Négra av dessa ér ddremot snarlika och fungerar i sin helhet pé ett liknande sétt: Bakterien tar
forst upp eller blir infekterad av okédnt DNA. Segmenten fran det frimmande DNAt
inkorporeras sedan i bakteriens DNA vid CRISPR loci. Detta transkriberas sedan och bildar
ett forstadium till CRISPR RNA (Pre-crRNA). Efter det bryts det ned av enzym till CRISPR
RNA (crRNA) och bildar ett CRISPR ribonukleoprotein (crRNP)-komplex med Cas-protein.
Detta komplex kan sedan kénna igen DNA fran liknande bakteriofager genom fragment-DNA
som dr komplementirt med frimmande DNA (protofragment) och bryter sedan ned virus-
DNAt (Figur 1) (van der Oost et al. 2014).
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Figur 1. En generell bild 6ver CRISPR-Cas system och hur det fungerar som bakteriers adaptiva immunforsvar.
Fraimmande viralt DNA fran bakteriofager eller plasmider (i detta fall bakteriofag) bryts ned av protein och en
del av detta DNA (fragment-DNA) sitts sedan in i CRISPR-locus med hjilp av Cas proteiner. Nar CRISPR-
locus transkriberas bildas ett forstadium till CRISPR RNA (pre-crRNA) som processeras till ett moget crRNA av
Cas6 1 Typ I och Typ III, men av RNase 11l i Typ II. Det bildas sedan ett komplex med RNA och
ribonukleoprotein(er) som kdnner igen och bryter ned frimmande DNA med en liknande sekvens som fragment-
DNALt. Omritad efter van der Oost ez al. (2014).



Det finns tre olika typer av CRISPR-Cas system: Typ I, Typ II och Typ III och dessa skiljer
sig fran varandra i hur de fungerar (van der Oost et al. 2014). Typ I och Typ III dr dock mer
lika varandra dn Typ II, d& dessa anvinder sig av Cas6 for bearbetning av pre-crRNA till
mogna crRNA. Typ II anvinder istéllet RNase III, som inte &r ett Cas-protein, for att utfora
detta (Figur 1). En annan likhet mellan Typ I och III 4r att crRNP-komplexet som kédnner igen
och bryter ned frimmande DNA bestar av flertalet olika Cas protein. I Typ II bestar crRNP
endast av Cas9, vilket gor det unikt och intressant ur en bioteknologisk synvinkel (van der
Oost et al. 2014). Cas9 dr ett RNA-guidat endonukleas som finns i vissa bakterier (Ex.
Streptococcus pyogenes [S. pyogenes]) och klyver frimmande dubbelstringat DNA. Proteinet
bestar av tvd subenheter som har strukturer med nukleasaktivitet. Dessa tva domédner har
liknande strukturer som andra nukleaser. Den ena subenheten liknar RuvC endonukleas som
klyver hollidaykors vid homolog rekombination. Den andra liknar endonukleas fran HNH
familjen. Dessa dr endonukleas som virus, bakterier, arkéer och eukaryoter anvander sig av
och som har liknande egenskaper som Cas9 domédnerna (Iwasaki ef al. 1991, Dalgaard et al.
1997, Makarova et al. 2006). Kunskapen om Typ II systemets enkelhet och relativt fa
komponenter har bidragit till att CRISPR-Cas9 hamnade 1 fokus for utveckling av ett nytt
bioteknologiskt redskap.

CRISPR-Cas9 utnyttjar det prokaryota CRISPR-Cas typ II maskineriet (Cong et al. 2013).
Typ II loci innehéller gener som kodar for Cas9 endonukleas, trans-aktiverande crRNA
(tractrRNA) och pre-crRNA. Dessa tre gener &r essentiella for bakterier som anvénder sig av
Typ Il som en del av det adaptiva immunforsvaret och medierar klyvning av viralt DNA. Pre-
crRNA blir sedan till flera mogna crRNA efter interaktion med Rnase III. Mogna crRNA
bestar av 24 nukleotider som ar komplementira med tracrRNA vilket gor att dessa basparar
och skapar en tracrRNA:crRNA hybrid. Denna hybrid guidar sedan Cas9 till ett specifikt
stdlle i genomet som har en homolog sekvens med guide-sekvensen pé 20 nukleotider (Figur
3), dér Cas9 klipper DNA molekylen (Deltcheva ef al. 2011, Cong et al. 2013).

Fran ett adaptivt immunforsvar till ett biologiskt verktyg

I och med upptickterna om att CRISPR-Cas ér en del av ett adaptivt immunforsvar hos vissa
bakterier har man de senaste dren kunnat utveckla verktyget CRISPR-Cas9. Detta verktyg har
flertalet appliceringar, eller mgjliga appliceringar, inom biologisk forskning, bioteknologi
samt medicin. Mojligheterna dr manga och det finns studier som visar att redigering, reglering
och inmérkning av genom dr genomforbart och kan utféras med hog precision (Sander &
Joung 2014). Metoder som har anvénts forut inom denna typ av geneditering har varit bland
annat transkriptionsaktivator-liknande effektorer med nukleasdomén (TALENs) och
zinkfingernukleas (ZFNs). De transkriptionsaktivator-liknande effektorerna (TALEs) i
TALENs dr DNA bindande proteiner som binder till specifika nukleotider. Genom att infora
modifikationer i TALEs gér det att géra dem specifika for utvalda sekvenser i DNA. TALEs
har sedan fuserats ithop med endonukleaset FokI for att bilda TALENSs. Tillsammans med ett
till TALEN, som dr komplementért och klyver i den andra DNA-stridngen, gér det att
introducera dubbelstrangsbrott i DNA pa specifika stillen (Moscou & Bogdanove 2009,
Christian et al. 2010). Zinkfingernukleas bestar av DNA-bindande zinkfingerprotein som
fuserats ihop med FoklI likt TALENSs. Zinkfingerproteinerna binder till tre specifika
nukleotider. Genom att sitta ithop flera av dessa proteiner och sedan fasta dem till ett nukleas
gér det att dirigera klyvningen av DNA till 6nskvird sekvens (Kim et al. 1996). Dessa tva
metoder kan 1 hog utstrackning ersittas av CRISPR-Cas9, da det ar ett lattare verktyg att
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anvdnda och som endast krdver sma forandringar for att kunna fa nya tilldimpningar (Ding et
al.2013).

RNA interferens (RNAIi) har anvénts och anvinds i stor utstrickning for att reglera genuttryck
i celler. Metoden gar ut pa att anvinda sig av dubbelstringat RNA med komplementéra
sekvenser med utvalda budbiarar-RNA (mRNA). Nér dessa tva sedan interagerar inaktiveras
mRNA och genuttrycket regleras (Fire et al. 1998). Genom denna reglering gar det att studera
fordndring i fenotyp da olika gener tystas ned och dess funktion kan dd karakteriseras.
CRISPR interferens (CRISPRIi) dr ett liknande tillvigagangsétt som anvéinder en version av
Cas9 och som skulle kunna utmana RNAi i framtiden med genuttrycksreglering (Boettcher &
McManus 2015). Det finns dock fortfarande flertalet forbattringsomraden.

CRISPR-Cas9, ett biologiskt multiverktyg

Inom biotekniken har man lyckats skapa ett enkelt guide-RNA (sgRNA) som fungerar pa ett
liknande sétt som tractrRNA:crRNA hybriden (Jinek et al. 2012). Det som krévs for att Cas9,
som ett bioteknologiskt verktyg, ska kunna klippa &r inte endast sgRNA, utan den behover
dven en sekvens i DNA som den kan kénna igen. Dessa korta sekvenser ligger intill
protofragment (”’protospacer adjacent motifs”, PAMs) (Mojica et al. 2009). Nar Cas9 klipper
bildas ett dubbelstringsbrott i DNA och det finns tvd mekanismer som sedan kan reparera
detta. Det dr antingen genom homolog rekombination (HDR) eller icke-homolog
sammanfogning (NHEJ). NHEJ ar det som sker i storst utstrickning dd DNA klyvs i bigge
strangar och ger i stor grad upphov till inférande eller radering av baspar (insertion-deletion;
indel). HDR som reparationsmekanism kan ddremot utnyttjas om en punktmutation eller
insdttning av sekvenser vid ett specifikt stille dr onskvért (Figur 2) (Veres et al. 2014).
Metoden gar ut pa att man introducerar Cas9 i1 6nskad cell tillsammans med ett modifierat
sgRNA som har en homolog guide-sekvens (pé eng. Seed sequence) med DNAt man vill
klippa ut. Cas9 kommer da klippa i genomet pa denna site och valfritt DNA kan di séttas in
genom homolog rekombination. Genom att utnyttja homolog rekombination kan man ddrmed
byta ut gener som ger upphov till en sjukdomsfenotyp mot gener som ger uttryck for en frisk
fenotyp. Ar det endast dnskvirt att infora eller radera baspar (bp) for att sla ut genens funktion
kan NHEJ anvéndas. Flertalet lyckade forsok med CRISPR-Cas9 har gjorts i olika organismer
som bakterier, svampar, vixter och djur. Detta visar att mojligheterna for Cas9 som ett
verktyg att redigera gener dr manga och kan tillimpas inom ett flertal omraden.



Dubbelstrangsbrott i DNA orsakat av Cas9
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Figur 2. Dubbelstrangsbrott i DNA orsakat av Cas9 kan repareras genom tva olika mekanismer; Icke-homolog
sammanfogning (NHEJ) och homolog rekombination (HDR). NHEJ &r benégen att introducera radering eller
inséttning av baspar vid reparation. HDR anvinder en DNA-mall vid reparation och kan ddrmed anvdndas om
inséttning av en specifik sekvens &r onskvart.

CRISPR-Cas9 och dess komponenter

Cas9, sgRNA och PAM ér nagra av de essentiella delarna som &r med och bidrar till den
méngd DNA som klyvs och var detta sker. Forskning kring hur dessa komponenter kan bli
annu mer specifika och effektiva pagér med det langsiktiga mélet att fi en mer djupgaende
forstaelse for hur dessa komponenter fungerar och samspelar.
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Figur 3. En oversiktsbild 6ver hur Cas9 kan fungera som ett verktyg for att klyva DNA pé dnskade stéllen. Cas9
nukleas dr guidat till ett protofragment i DNA med hjélp av en PAM sekvens i DNAt samt ett enkelt guide-RNA
(sgRNA) som har 20 nukleotider (guide-sekvens) som dr komplementira med protofragmentet. RuvC samt HNH
ar de strukturer i Cas9 som har nukleasaktivitet och kommer ddrmed att klippa DNA pa dessa specifika stillen.
Omrritad efter Sander & Joung (2014).



Cas9 kan fungera som ett nukleas eller nickas

Genom att introducera mutationer i RuvC-doméanen har man lyckats konvertera om Cas9
nukleaset till ett nickas som endast klyver en av DNA-strangarna (Cong et al. 2013). Detta
mojliggdr en anvindning av parade Cas9 nickas, istdllet for nukleas, vilket kan gora
modifieringarna dnnu mer specifika och minska indel-mutationer som annars hade
uppkommit med nukleas. De parade nickasen blir mer specifika da det kraver att de klipper
sekvenser i DNA som ligger néra varandra for att introducera dubbelstrangsbrott. Ifall ett av
nickasen hade klippt en av strdngarna pa ett oonskat stélle kravs det ddrmed att ett annat
nickas klipper en sekvens i den komplementéra stréingen i ndrheten av var den forsta hade
klippt. D& detta inte kommer ske i lika hog grad, kommer farre oonskade klyvningar av bagge
DNA-strangarna att genomforas da nickas anvénds (Cho et al. 2014).

sgRNA - ett artificiellt RNA som kan guida Cas9

I bakteriens adaptiva immunforsvar anvédnds en hybrid av crRNA och tracrRNA for att guida
Cas9 till protofragment i DNA. Slar man ihop egenskaperna hos tracrRNA och crRNA gar det
att bilda ett artificiellt sgRNA med liknande funktion som hos tracrRNA:crRNA hybriden.
Det gar didrmed att enkelt guida Cas9 till onskat stélle i genomet genom att dndra guide-
sekvensen i sSgRNAt (Jinek et al. 2012).

Det har dven gjorts forsok till forbéttrade versioner av sgRNA dér man anvint sig av
trunkerade varianter. Dessa sgRNA betecknas tru-gRNA och dr normala sgRNA, men med
nukleotider borttagna fran guide-sekvensen i 5’-dnden. I stéllet for 20 nukleotider som ar
komplementara till det 6nskade klyvningsstéllet i DNAt, har dessa trunkerade varianter 17-18
komplementira nukleotider. Fordndringarna kan minska eventuella oonskade klyvningar utan
att paverka effektiviteten som uppnés med de ursprungliga sgRNAt (Fu ef al. 2014).

PAM — dterkommande sekvenser i DNA som Cas9 kan kdnna igen

Sekvenserna som Cas9 kan kinna igen och binda in till i DNA &r PAMs och bestar av ett fatal
nukleotider. Dessa smé sekvenser skiljer sig 4t mellan olika CRISPR-Cas system, vissa bestar
av tre baspar och andra av flera. Dessa korta sekvenser aterfinns direkt efter eller med en
nukleotids mellanrum mellan protofragment. Det har visat sig att sekvensen 5'-NGG-3' ar
vanligt forekommande och ndgot som bland annat S. pyogenes anviander sig av. Dessa tre
nukleotider, dir N kan vara varierande, men GG aterfinns i stor utstrackning, befinner sig
direkt efter det 20 nukleotider 1dnga protofragmentet (Figur 3) (Mojica et al. 2009).

Geneditering med CRISPR-Cas9

Det har gjorts ett flertal studier de senaste aren dir CRISPR-Cas9 har anvénts for att
genmodifiera médnniskoceller. Mycket av forskningen gors pa méinskliga embryoniska
njurceller (HEK) (Jinek et al. 2013, Mali et al. 2013, Cho et al. 2013), men det har dven gjorts
forskning pa minskliga embryon (Liang et al. 2015). Cas9 frin S. pyogenes anvinds 1 stor
utstrackning néir det kommer till modifieringar av manniskoceller, men pa grund av dess
storlek har man aktivt sokt efter mindre “versioner” av Cas9 proteinet. Det har visat sig att
Staphylococcus aureus (S. aureus) anvander sig av ett Cas9 som dr mindre &n det hos S.
pyogenes. Dess lilla storlek forenklar anvdandandet av nukleaset d& det enklare kan packas in i
vektorer som kan transportera Cas9 med sgRNA till de 6nskade cellerna. Adeno-associerade
virus (AAV) ér ndgra av dessa vektorer som det gér att anvinda for transport till celler som
ska genmodifieras (Ran ef al. 2015). Dessa AAV-vektorer &r intressanta att anvdnda dé de
inte dr patogena, men &r potenta och ldtta att modifiera (Senis et al. 2014).



Genterapi — visar hopp, men vdcker dven frdagor

Cystisk fibros dr en sjukdom som orsakas av olika mutationer i en gen som kodar for ett stort
transmembranprotein (“’cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”, CFTR). Detta
protein fungerar som en jonkanal med uppgift att bland annat transportera kloridjoner 6ver
membran i epitelceller. Kan denna transport inte ske leder det till sjukdomen (Cheng et al.
1990). Lyckade forsok har genomforts dar mutationer som ger upphov till ett icke-funktionellt
protein byts ut mot en sekvens som kodar for ett fullt fungerande. Detta gjordes genom att
introducera Cas9 med sgRNA i ménskliga stamceller (Lgr5") extraherade fran indlvorna hos
patienter med cystisk fibros. Utbytet av en muterad CTFR till en funktionell CFTR allel
genomfordes med hjidlp av homolog rekombination efter att Cas9 guidats att klyva DNA vid
mutationen som gav upphov till sjukdomen (Schwank et al. 2013).

Ar 2013 lyckades dven Wu et al. (2013) att vara de forsta som botat en irftlig genetisk
sjukdom med hjilp av CRISPR-Cas9. De lyckades namligen att byta ut en dominant mutation
i Crygc genen som ger upphov till katarakt (gré starr) hos moss. For att kunna bota en
genetisk sjukdom pé individniva krdvs det att mutationen som ger upphov till sjukdomen é&r
utbytt i alla celler som kan ge upphov till den. Dérfor injicerades zygoter med Cas9 samt
sgRNA. Zygoterna de injicerade hade en dominant mutation i en av Crygc allelerna, i form av
en 1 bp radering som resulterade i ett for tidigt stoppkodon. D& Wu er al. (2013) ville ersétta
mutationen med en sekvens som inte gav upphov till katarakt testade de flertalet sgRNA.
Detta dé olika sgRNA kan inducera olika typer av mekanismer for reparation av DNA; HDR
och NHEJ. D4 mutationen endast var pd en av allelerna kunde de anvinda ett sgRNA som gav
upphov till HDR. Den recessiva allelen kunde ddrmed fungera som en mall for att ersétta
sekvensen med mutationen. De kunde dven se att de behandlade mssen var fertila och att
dven dess avkomma saknade sjukdomsgenotypen. En annan intressant upptickt var att det gér
att anvinda en syntetiserad oligonukleotidsekvens som DNA-mall for HDR. Det dr ddrmed
mojligt att applicera denna metod i genom som har sekvenser som ger upphov till sjukdomen i
bigge alleler (Wu et al. 2013).

En studie utford av Liang et al. (2015) véckte stor uppmérksamhet dé experiment utférdes pa
ménskliga embryon. Dessa embryon var tdnkta att anvéndas i in vitro-fertilisering, men pa
grund av att de hade blivit befruktade av tvd spermieceller anvénds de ej. Liang et al. (2015)
forsokte, med hjélp av CRISPR-Cas9, genmodifiera B-globin genen (HBB). Avsaknad eller
mutationer av HBB kan leda till att blodsjukdomen beta-thalassemi utvecklas som da ger en
defekt produktion av hemoglobin hos den drabbade (Wong et al. 1987). Efter att ha
sekvenserat alla proteinkodande gener i genomet (péd eng. exome sequencing) kunde
forskningsgruppen dra slutsatsen att flertalet oonskade mutationer hade uppkommit, samt att
endast ett fital (14,3 %) av de mutationer de efterstrivade hade genomforts korrekt genom
HDR, men att DNA segmenten hade ett mosaikliknande monster déir ratt fragment var insatt,
men i fel ordning (Liang et al. 2015).

Det finns dven andra medicinska fordelar

Geneditering kan dven goras 1 andra organismer 1 syftet att minska riskerna med
transplantationer fran djur till mdnniska (xenotransplantationer) (Yang et al. 2015). Ett viktigt
djur som har organ med liknande utseende och funktion som véara egna ir grisens. Det finns
dock ett problem med att anvénda sig av dessa organ d& de har endogena retrovirus fran grisar
(PERVs) som skulle kan foras 6ver till manskliga celler (Lee ef al. 2011). Genom att studera
epitelceller fran grisnjure (PK15) kunde 62 stycken PER Vs hittas (Yang et al. 2015).
Retrovirusen har en gen (pol) som kodar for ett omvint transkriptas som ar essentiellt for
virusets infektions- och replikationsformaga. Genom att anvinda CRISPR-Cas9 gick det att



klyva samtliga 62 PERVs simultant i respektive pol. Dé transplantationerna ar tédnkta for
manniskor ville de sedan se om de modifierade PK15 cellerna minskade virusets formaga att
infektera HEK celler. Det visade sig da att de celler som hade blivit modifierade med
CRISPR-Cas9 overforde 1000-faldigt mindre virus till de manskliga cellerna @n de som inte
hade genmodifierats (Yang ef al. 2015).

Det méanskliga genomet ér till stor del kint tack vare "Human Genome Project” (Consortium
2004). Med den informationen kan sedan olika manskliga geners funktion faststdllas. For att
ta reda pd geners roll och funktion gar det att sla ut generna ifrdga genom att infora eller
radera baspar som fordndrar proteinets funktion. Det gar dven att reglera genuttrycket hos
specifika gener for att sedan studera effekterna. Genom att skapa bibliotek av sgRNA gér det
att sla ut gener pa ett enkelt och effektivt sitt. Tillimpas det sedan i cancerceller gér det att ta
reda pd vilka gener som dr vitala for cellens 6verlevnad och delning (Shalem et al. 2014,
Wang T et al. 2014). Denna metod underlittar ddrmed sokandet efter vilka faktorer som
orsakar cancer och eventuella tillvigagangssitt for att kunna reglera dessa.

Selektiv méirkning av genomet och reglering av genuttryck

CRISPR-Cas9 dr mer én ett verktyg som kan klippa gener pa specifika stillen. Det gér
nédmligen att anvinda ett modifierat Cas9 som saknar endonukleasaktivitet, &ven kallat
katalytiskt dott Cas9 (dCas9). Denna modifiering gors genom att inféra mutationer i HNH-
och RuvC-doménerna som annars har nukleasaktivitet. Genom att sedan guida dCas9 med
RNA till gener kan dessa tystas ned genom att blockera transkriptionen. Det visade sig vara
ett effektivt tillvigagangsitt i bakterier, men det visade sig ddremot inte ha lika hog effekt i
celler fran déggdjur. Metoden dér dCas9 anvénds for att reglera genuttryck kallas CRISPR
interferens (CRISPRi) (Qi et al. 2013a). Fusering av andra proteiner till det inaktiverade
nukleaset 4r mdjligt och kan dven det anvéndas till att reglera genuttryck. Genom att koppla
en transkriptionshdmmare till dCas9 gér det att tysta gener genom specifik bindning till DNA
1 ménniskoceller. Istéllet for att dCas9 fungerar genom att blockera transkriptionen steriskt,
anvénder sig denna variant av ett annat protein som interagerar med transkriptionsfaktorer. Pa
liknande sétt gér det att aktivera transkription av gener da transkriptionshdmmaren byts ut mot
transkriptionsaktiverare. Detta leder da till ett hogre uttryck av dnskad gen. P4 ett sddant sitt
gar det ddrmed att anvénda versioner av dCas?9 till att paverka och fordndra genuttrycket i
méinniskoceller (Gilbert ez al. 2013). Det har dven visat sig att dessa gér att inducera och att de
ar reversibla (Qi et al. 2013a).

Det gar dven att anvinda dCas?9 till att mérka in utvalda sekvenser genom att fésta ett
fluorescerande protein till dCas9 och tillsammans med ett sgRNA guidas till utvalt stille. I
och med detta gar det att mérka in sekvenser genom att anvinda olika fluorescerande
markorer (Chen et al. 2013).

Oonskad klyvning och dess effekter

Att det gar att klippa DNA pa specifika stéllen dr en sak, men att sedan undersdka om det
endast binder in och klipper pé det stéllet &r en faktor som 4r minst lika viktig att ta reda pa.
Darfor har det gjorts ett flertal studier som underséker om CRISPR-Cas9 dven dr beniget att
binda och klippa pa odnskade stéllen som har liknande DNA sekvenser som det dnskade
klyvningsstéllet (Fu ez al. 2013, Pattanayak et al. 2013, Cho et al. 2014, Lin et al. 2014, Veres
et al.2014, Wang X et al. 2015). Vetskap om eventuella brister 1 ett system gor att nya
metoder kan utvecklas som gor det mer exakt och effektivt.



I en studie som genomfordes 2013 konstaterades att koncentrationen av sgRNA-Cas9
komplex och att mdngden sgRNA har en betydande roll for klyvningen (Pattanayak et al.
2013). Nér det uttrycks sgRNA och Cas9 i stor midngd kan det dirmed bli en storre risk att
den klipper pa andra stillen dn vad som 0nskas. Det finns dven en koppling mellan
koncentration av sgRNA och hur mycket DNA som klyvs. Vid mer sgRNA klyvs DNA i
hogre grad, bade vid den 6nskade siten och pa odnskade siter. Vid lagre koncentrationer klyvs
dock DNA till hogre del vid onskade stéllen 4n odnskade (Pattanayak er al. 2013).

Oonskade mutationer har dven uppkommit dé det funnits liknande sekvenser i genomet som
malsekvensen fast med ett baspars skillnad (Cho et al. 2014). Det har dven visat sig att
klyvningar fortfarande kan uppkomma med hjélp av samma sgRNA efter ett inférande eller
radering av baspar gjorts i den dnskade DNA sekvensen (protofragmentet). Detta da antingen
DNA eller sgRNA bildar sekundéra strukturer i form av utbuktningar och dé fortfarande
klyver pad samma stille. Utbuktningarna leder till att sgRNA och protofragment fortfarande
kan baspara med varandra och odnskad klyvning kan dé ske. D4 en radering av ett baspar i
DNA gjordes bildades dessa sekundéra strukturer i sgRNA vilket gjorde att den fortfarande
kunde baspara. Nér en inséttning av ett baspar gjordes i DNA bildades utbuktningarna i DNAt
(Figur 4) (Lin et al. 2014). Detta visar att Cas9-komplexet kan binda in och klyva andra
sekvenser én den site som dr onskad genom att bilda sekundédra strukturer i antingen sgRNA
eller DNA.
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Figur 4. Oonskade klyvningar av DNA kan ske da DNA eller sgRNA bildar sekundéra strukturer och déarmed
mojliggdr basparning mellan dessa tva. (A) En inséttning av en nukleotid i protofragment kan ge upphov till en
utbuktning i DNA vilket leder till att sgRNA fortfarande kan binda in. (B) En radering av en nukleotid i
protofragment kan ge upphov till en utbuktning i sgRNA och kan dé fortfarande baspara med DNAt. Omritad
efter Lin et al. (2014).

I sekvenser dér tva baspar hade bytts ut kunde dock inte liknande grad av odnskad klyvning
ses 1 en studie (Cho et al. 2014), dock har en annan studie gjorts dir de fann att Cas9 hade
klyvt stillen dér flera baspar mellan DNA och sgRNA inte hade matchat med varandra (Wang
X et al. 2015). Antalet oonskade klyvningar skiljer sig ét i studierna och detta kan bero pa att
olika genom har olika sekvenser och det kommer darfor att finnas andra sekvenser dir DNAt
kan klyvas. Det kan dven vara beroende av vilka protofragment man véljer som mélsekvenser
for klyvningen (Lin et al. 2014). Systemet blir &nnu mer specifikt om Cas9 nickas anvénds pé
grund av att det da behdvs tva stycken specifika och aktiva sgRNA (Cho et al. 2014). Andra
modifieringar har d&ven gjorts av Cas9 for att minska odnskad klyvning. En av dessa gjordes
genom att fusera FokI till dCas9. Detta innebér att dCas9 fungerar som ett protein som endast
binder till DNA och inte har ndgon endonukleasaktivitet. FokI &r ett restriktionsenzym som
kan klyva DNA och som tidigare fuserats ihop med bland annat TALEs samt
zinkfingerproteiner som ndmnts tidigare. D& dCas9 sitts samman med Fokl behdvs tvd av
dessa komplex for att tillsammans kunna klyva varsin DNA-strdng. Denna teknik har visat sig
ha okat precisionen av klyvning 1 jimforelse mot Cas9, men har liknande aktivitet som parade
Cas9 nickas (Guilinger et al. 2014).



Diskussion

Forskning om CRISPR-Cas9 som ett bioteknologiskt verktyg har inte pagétt i mer dn fyra ar
och dr dirmed i utvecklingsstadiet. Det dr ddrfor extra viktigt att ha en kritisk instdllning till
studier som berdr detta &mne och till resultat som presenteras 1 artiklar. Da det ar ett nytt och
intressant forskningsfalt publiceras nya studier i1 en rask takt och verktyget forbéttras 16pande
genom att bli mer specifikt och effektivt i de olika anvéindningsomradena.

Efter upptickten av endonukleaset Cas9 gjordes studier dér resultaten tydde pa att det gick att
guida detta protein till specifika DNA-sekvenser for att utfora dubbelstrangsbrott (Jinek ez al.
2012, Cong et al. 2013, Mali et al. 2013). Det hade tidigare gjorts med hjilp av TALENSs och
ZFNs (Kim et al. 1996, Moscou & Bogdanove 2009, Christian et al. 2010). For att kunna
inducera specifik dubbelstrangsklyvning av DNA med hjilp av TALENs och ZFNs behover
man dock dndra proteinet for att det ska kunna guidas till en ny sekvens. Detta kraver att ett
nytt protein designas och syntetiseras for varje gang ett nytt stille i DNA ska redigeras, vilket
kan vara tidskrdvande och inte sdrskilt kostnadseffektivt (Kim et al. 1996, Christian et al.
2010). Det som gor CRISPR-Cas9 bra i jamforelse med dessa tva ér att det enda som behover
syntetiseras dr ett sSgRNA. Det gar darfor att enkelt dndra i RNA-sekvensen och pé ett sddant
sitt guida Cas?9 till ett helt annat stille (Jinek er al. 2012). Det gar dven att introducera flertalet
sgRNA simultant for klyvning pé olika stéllen 1 genomet. Forskningsresultat som visade att
Cas9 kunde fungera som ett endonukleas guidat av RNA gav sedan upphov till ett flertal nya
studier som visade att det kan finnas hinder med detta tillvigagéngsitt da klyvningen av DNA
dven kan ske pa oonskade stéllen, vilket skulle kunna ha forodande effekter om denna teknik
skulle appliceras pd méanniskor (Fu et al. 2013, Pattanayak et al. 2013, Cho et al. 2014, Lin et
al. 2014, Veres et al. 2014, Wang X et al. 2015). Da Liang et al. (2015) gjorde kliniska
studier pd ménskliga embryon véckte det debatt i forskarvirlden, och 1 samhillet 1 6vrigt, for
vad som &r acceptabelt och vad som inte ar det nir det kommer till geneditering i ménskliga
celler (Reardon 2015). Detta dr viktiga frdgor som hela tiden behover stéllas och diskuteras
for att rattfardiga forskningen (Se etikbilaga). Eftersom att tekniken gar fort fram ar det darfor
viktigt att de etiska perspektiven inte gloms bort eller inte hinner utvérderas innan forskningen
tillimpas 1 praktiken.

Mediciner for en médngd olika sjukdomar finns, men det saknas fortfarande bra metoder for att
behandla genetiska sjukdomar som bland annat cystisk fibros, thalassemi och sicklecellanemi.
Det dr dven svart att ta reda pa alla geners funktioner och hur de samspelar med varandra for
att ge upphov till olika sjukdomar. I och med detta ar det av stor vikt att 16sningar och nya
metoder utvecklas som kan bemota dessa problem. Forskning inom genterapi ser ut att bli ett
allt storre falt med goda potentialer att kunna skapa forutsattningar for framtidens behandling
av genetiska sjukdomar. Mojligheten att kunna skapa specifika modifikationer och formégan
att reglera genuttryck i méanniskoceller dr ndgra av grundstenarna inom genterapi och det &r
inom dessa omraden som mycket av forskningen ar fokuserad kring da det kan leda till nya
behandlingsmetoder for genetiska sjukdomar. Andra anvdndningsomraden visar dven en god
potential med anvindandet av dCas9 for att reglera genuttryck och for att mérka in sekvenser 1
genom (Qi et al. 2013Db, Gilbert et al. 2013, Chen et al. 2013).

Framtidens utmaningar

Utmaningarna for framtiden &r ménga innan det gér att anvinda CRISPR-Cas9 som ett RNA-
guidat endonukleas for att genmodifiera ménniskoceller i syftet att bota genetiska sjukdomar.
De oonskade klyvningarna d4r manga och behdver studeras d&nnu ndrmare. Sekvensering av
hela genom behover goras efter att klyvning skett med hjdlp av CRISPR-Cas9, istillet for att
endast sekvensera proteinkodande regioner for att fa en fullstindig bild dver alla eventuella
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odnskade klyvningar. Detta for att f4 en utokad forstaelse 6ver de oonskade effekterna. Ny
design av sgRNA och Cas9 ar dven nagot som skulle kunna minska de negativa effekterna,
som det redan gjorts med bland annat tru-gRNA och omvandlingen av Cas9 fran ett nukleas
till ett nickas (Cong et al. 2013, Fu et al. 2014). For att bli &nnu mer effektivt géller det att
hitta vektorer som pé ett sdkert och smidigt sétt kan introducera Cas9 och sgRNA till de
onskade cellerna. Cas9 dr dven beroende av PAMs vilket begrinsar antalet stdllen dir DNA-
strdngen kan klyvas (Mojica et al. 2009). Genom att utveckla en metod for att komma runt
detta hade det ddrmed gjort Cas9 effektivare. Da det gors forsok till att hitta ortologa protein
till Cas9 i andra virdorganismer skulle nya versioner av Cas9 kunna bredda antalet sekvenser
som gar att klyva (Ran et al. 2015). Detta da olika versioner av proteinet eventuellt anvinder
sig av olika PAM sekvenser for att mediera bindning till DNA. Framtiden for anvindandet av
CRISPR-Cas9 inom genterapi ser ljus ut da det finns ménga anviandningsomraden som detta
system kan tilldmpas inom. Det finns dock dven nackdelar som odnskad klyvning, men nya
studier genomfors dar utvecklande av metoder samt modifieringar av protein och RNA gors
for att CRISPR-Cas9 ska bli mer specifikt och effektivt (Cong et al. 2013, Fu et al. 2014,
Guilinger et al. 2014).
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Hur kan CRISPR-Cas9 anvandas inom genterapi?: etisk bilaga
Adrian Silberman
Sjalvstandigt arbete i biologi 2015

Ar det okej att genmodifiera manniskor?

Genterapi har den senaste tiden utvecklats till ett allt storre forskningsfalt da tekniker for
genmanipulering har blivit enklare och billigare. En av dessa d&r CRISPR-Cas9 som ér ett
RNA-guidat endonukleas och upptéicktes for bara fyra ar sedan (Jinek er al. 2012). Det finns
dock etiska perspektiv som ir viktiga att diskutera for att kunna rittfirdiga forskningen. Ar
det till exempel forsvarbart att anvdnda dessa tekniker for att genmodifiera ménskliga
embryon eller borde det forbjudas?

Ett hett amne som vicker debatt

”International Summit on Human Gene Editing” var ett toppméte som tillkallades efter att
flertalet forskare ville fi klarhet 1 hur tekniker som CRISPR-Cas9 far anvéndas for att
fordndra minskliga gener. Motet dgde rum under tre dagar (1-3 dec, 2015) och beslutet som
slutligen fattades var att genmodifiering pd minskliga embryon &r etiskt férsvarbart om
embryona inte dr tidnkta att anvandas for fertilisering. En genomgéende rapport kommer dven
att skrivas av motets deltagare dar en sammanstillning av forskningsféltet kommer goras
(Reardon 2015).

Borde det vara tillatet eller ska det forbjudas?

Det finns bade fordelar och nackdelar med att genmodifiera minskliga embryon. En av dessa
fordelar r att det for forskningen framat. En 6kad kunskap om teknikens applicerbarhet kan
da fas. I dagsldget pagar en hel del forskning pa ménskliga embryoniska njurceller {or att
kunna forstd tekniken samt de odnskade effekterna (Fu et al. 2013, Pattanayak et al. 2013, Lin
et al.2014, Wang et al. 2015). Dock kan dessa effekter skilja sig it i embryon. Det kan dérfor
vara av stor vikt att gora studierna i embryon frén borjan. Nackdelarna &r dock att det skulle
kunna leda till att forskningsgrupper bestimmer sig for att anvénda tekniken till att modifiera
embryon och sedan anvidnda dessa for fertilisering. Detta skulle kunna leda till férodande
konsekvenser om oonskade effekter skulle ses, d& generna sedan skulle foras vidare till
generationen efter. Att infora ett forbud mot denna forskning tror jag inte dr ritt vag att ga da
vi hade gatt miste om potentiella framsteg inom omradet. Det hade ddrmed gjort det svarare
att hitta behandlingar till genetiska sjukdomar. Jag tycker dock att det kan vara for tidigt att
applicera CRISPR-Cas9 i minskliga embryon tillsvidare innan fler studier har gjorts pa
oonskade effekter.

Forskningsetik

Jag tycker att jag har anvént mig av tillforlitliga primérartiklar i min uppsats. Jag tycker dven
att jag har redovisat informationen pa ett 6ppet sitt for att framja ett nyanserat arbete.
Uppsatsen och mina egna argument har varit vdl underbyggda med 16pande hinvisningar i
texten.
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