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Sammandrag

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) ar en del av bakteriers och
arkéers immunfdrsvar mot virus och invasiva plasmider. Delar av virusets genom eller plasmidens,
tas upp och integreras i bakteriens/arkéens genom med lokalisering mellan korta
palindromsekvenser. Utdver detta finns det gener intill dessa CRISPR-regioner som kodar for
DNA-klyvande proteiner som kallas for Cas. Néasta gang bakterien eller arkéen blir attackerade av
samma sorts virus, kédnns dess DNA-sekvens igen via basparning mellan de lagrade DNA-
sekvenserna i CRISPR-regionerna och virusets genom. Vid en sadan hybridisering klyver sedan
Cas-proteinet DNA-strangen. Denna metod har lanats fran bakterier och arkéer for anvandning
inom biotekniken for en mangd olika applikationer och verkar fungera pa alla kdnda organismer.
Tekniken anvands for att utfora genetiska manipulationer. Man har visat att CRISPR/Cas9 kan
klippa sonder antibiotikaresistensgener hos bakterier och pa sa satt gora dem mer kansliga for
antibiotika. Tekniken har ocksa visat att det gar att inducera avbrott pa gener inom bakteriers
kromosomer och pa sa satt selektivt avddda en sorts bakterier i ett heterogent samhélle. Detta gor
tekniken till ett lovande alternativ inom antimikrobbehandling men den behdver utvecklas
ytterligare for att komma ifrdn mutationsrisken hos bakterier, det vill sdga att bakterierna muteras
och pa sa satt inte kan malsattas. Tekniken har dessutom bevisat att den kan anvéndas for att fora in
forandringar i gener i eukromatinet och heterokromatinet hos modellorganismer och har ocksa visat
sig fungera for att forandra gener i manskliga celler. Eftersom effektiv modifiering av genomet ér
en forutsattning for xenotransplantationer mellan icke-manskliga djur och ménniskor, kan
CRISPR/Cas9 saledes dven vara anvandbart inom detta omrade.

Inledning

Vi lever i en tid da ny teknologi utvecklas i rasande fart och behovet av utveckling 6kar i
takt med att vi manniskor okar i antal och lever langre liv. Vi lider stor brist pa tillgangliga
organ for transplantation och problem med mutationer i gener som orsakar sjukdomar. Ett
annat bradskande hot ar multiresistenta bakterier som inte langre svarar pa klassisk
antibiotika och utan nya tekniker kan en idag behandlingsbar infektion bli livshotande. En
banbrytande teknologi som har bdrjat uppvisa potential for att angripa de ovannamnda
problemen dr CRISPR/Cas9 systemet. CRISPR &r en forkortning pd ”Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats” och Cas9 ar ett dubbelstringat endonukleas som ér
associerat till CRISPR. Det finns flera olika varianter av CRISPR/Cas i naturen men
generellt &r CRISPR loci ungeféar det namnet antyder; palindromsekvenser som &r
regelbundet atskilda av sekvenser som inte ar palindromer, sé kallade spacers” och i den
har uppsatsen kommer de att bli refererade till som avstandssekvenser. Dessa loci finns i
genomet som sedan transkriberas, hos ungeféar 46 % av alla bakterier och i nastan 90 % av
arkéer. (Barrangou et al. 2013). Inom biotekniken gar det att utnyttja egenskaperna hos det
har systemet. Man kan till exempel syntetisera CRISPR-RNA (crRNA) specifikt for en
malsekvens som man vill bryta ned med hjalp av cas9, och sedan artificiellt aterskapa
sekvensen for att leverera till den cell man vill &t. Olika leveranssétt finns men en av de
genomgaende ar leverans genom injektion.

Antibiotikaresistens ar ett verkligt problem eftersom allt fler bakterier inte svarar pa
behandling langre och detta kréver nya tankesétt for att hantera infektioner. Ett alternativ ar



CRISPR/Cas9 som kan klippa i bakteriers antibiotikaresistensgener och pa sa séatt aterinfora
kanslighet for antibiotika. Ett annat satt att angripa problematiken skulle kunna vara att
direkt klippa i gener som ér livsviktiga for bakterien och pa sa satt doda specifika bakterier
I en heterogen population. Ett annat intressant satt att tillampa CRISPR/Cas9 systemet ar att
anvénda det for genomredigeringar eftersom detta ar en forutsattning for att kunna anvanda
organ fran icke-manskliga djur for transplantation till manniskor, sa kallade
xenotransplantationer.

Syfte

| den har uppsatsen beskrivs hur CRISPR/Cas9 systemet kan anvéandas inom tva valda
omraden. Uppsatsen kommer att behandla hur tekniken kan anvandas for att sla ut
antibiotikaresistensgener hos bakterier och pa sa satt fungera som ett komplement till
klassisk antibiotikabehandling. Tekniken kan dessutom tillampas for att direkt déda
bakterier vilket ar ett annat satt att motverka svarbehandlade infektioner utan att
Overhuvudtaget behdva anvéanda antibiotika. Dessutom kommer det att beskrivas hur
CRISPR/Cas9 kan anvandas for genomredigering for att producera organ. Forst beskrivs
experiment pad modellorganismer for att sedan beskriva genomredigering i djurceller och i
manskliga celler. Genomredigering kopplas darefter samman med lovande applikation
inom féltet xenotransplantationer. Syftet ar saledes att utforska ifall CRISPR/Cas9 skulle
kunna vara ett framgangsrikt verktyg inom ovannamnda omraden.

En teknik tagen fran bakteriens immunologi

For att forsta hur CRISPR/Cas9 kan anvandas inom olika omraden &r det viktigt att ga
igenom hur det &r uppbyggt och dess generella mekanism. CRISPR/Cas9 teknologin &r
lanad fran bakterier och arkéer som anvander det for att skydda sig mot fager (Barrangou et
al. 2013). Bakterier och arkéer har som bekant inte ett immunférsvar som paminner om
immunsystem som aterfinns hos djur men deras immunférsvar har visat sig vara valdigt
specifikt. Orsaken till specificiteten aterfinns i avstandssekvenserna. Avstandssekvenserna
harror fran invasiva element sdsom virus eller plasmider och integreras in mellan
palindromsekvenserna som ofta ar runt 20 nukleotider langa (Bikard et al. 2014). Nar
bakterien eller arkéen blir utsatt fér angrepp av ett virus sparas en del av virusets arvsmassa
och ger pa sa satt immunitet nasta gang en liknande angripare forsoker sig pa att infektera
varden. Associerat till CRISPR loci finns Cas-gener som kodar for uttryck av en viss typ av
aktiva proteiner. Cas-proteinerna inducerar ett dubbelstrangat eller enkelstrangat avbrott pa
malsekvensens DNA nér avstandssekvenser ar komplementart till ett mal-RNA och pa sa
satt elimineras dessa invasiva element. CRISPR RNAt (crRNA) binder till malsekvenserna
genom Watson/Crick basparning mellan komplementara nukleotider.

CRISPR/Cas kommer i olika typer

Det finns olika CRISPR/Cas system, men generellt fungerar alla pa liknande satt genom ett
tre-stegssystem, namligen:

i) Adaption - nya avstandssekvenser integreras in i CRISPR loci.

i) Uttryck - CRISPR loci transcriberas till RNA och genomgar sedan modifiering till moget
CrRNA.

1ii) Interferens - crRNA véagleder Cas-proteiner till komplementéra nukleotidsekvenser
som da klyvs av Cas-proteinet.

Skillnaden mellan de olika varianterna av CRISPR/Cas systemen utgar fran anvandandet av
att olika slags Cas-proteiner som klyver pa olika satt. Det &r viktigt att forsta ar att CRISPR
loci varierar mycket inom organismen och mellan organismer. Antal avstandssekvenser och
antal palindrom skiljer sig at och ar dessutom inte statiska, utan kan bytas ut och laggas till



efter behov, till exempel beroende pa om en viss angripare finns i narmiljon (Barrangou et
al. 2013).

| vissa CRISPR/Cas-typer, bland annat de som utnyttjar Cas9 som protein, maste en
protospacer adjacent motif (PAM) finnas intill malsekvensen for att Cas9 ska klippa DNA
fragmentet. Detta system skyddar Cas9 fran att klippa i vardens eget CRISPR loci. En
PAM ér en sekvens som finns bredvid malsekvensen. PAM-sekvenser finns i alla genom da
PAM ar NGG, dar N star for vilken godtycklig nukleotid som helst och G &r guanin och
eftersom det ar en chans pa 1/4*1/4=1/16 att tva G star bredvid varandra ar det som vantat
véldigt vanligt med PAM-sekvenser i arvsmassan. Specificiteten kommer darfor
uteslutande fran avstandssekvensen. De olika komponenterna som behévs for
CRISPR/Cas9 ar foljande: i) Cas9 som dessutom fungerar som ett helikas och scannar
DNA-strangen hos malorganismen tills en PAM med tillhérande matchande sekvens hittas.
i) crRNAsom basparar till malet. iii) tracrRNA (som transkriberas fran CRSIPR loci och
behovs fér mognaden hos crRNA samt kopplar Cas9 till malet) och PAM.

Naér proteinet, crRNA och tracrRNA kommer in i malorganismen kommer crRNAL att
klyvas av vardens Rnaslll, ett vanligt endonukleas, som da klipper upp crRNA fran
plasmiden och crRNA, tracrRNA och Cas9 bildar komplex (Barrangou et al. 2013). For att
fa en klarare bild av hur de olika komponenterna ser ut och verkar se figur 1.
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Figur 1. Schematisk bild éver CRISPR/Cas9. (A) CRISPR loci tillsammans med proteinkodande delar for cas och
tracrRNA. | CRISPR loci symboliserar ruterformerna palindromsekvenserna som blir separerade av avstandssekvenser.
(B) CRISPR och tracrRNA blir transkriberade, vilket resulterar i ett pre-crRNA och i ett tracrRNA. ( C) pre-crRNA och
tracrRNA bildar komplex som sedan blir modifierat av cas9 och av RnaslI|I.

(D) Cas9, crRNA och tracrRNA- komplexet binder till den komplementara sekvensen i malDNA-strangen dar
PAM (NGG) finns brevid. (E) Nar det basparat inducerar Cas9 ett dubbelstrangat avbrott pA malDNA
strangen, vilket genererar tvd dndar (Lander 2016).



CRISPR/Cas9- ett nytt redskap inom biotekniken

Trots att CRISPR/Cas9-systemet som molekylarbiologiskt redskap bara ar nagra ar
gammalt finns det redan en betydande méangd forskning pa detta omrade. CRISPR-
systemen, i bemarkelsen att vara en del av bakteriers/arkéers immunologi, har varit ként
redan sedan 90-talet (Lander 2016). Det var dock forst 2010 som den forsta artikeln,
publicerad av Emanuelle Charpentier, dok upp. Hon hade da hittat interaktionen mellan
tracrRNA och crRNA vilket gor detta system enkelt att jobba med. Hon insag innebdrden
av vad hon hade hittat och inledde ett samarbete med Jennifer Doudna, for att vidare
utforska hur systemet kan appliceras inom genterapi (Abbott 2016).

Problematiken inom antibiotikaresistensen

Efter att Alexander Fleming upptéckte penicillinet har méanniskans halsa och livslangd
forbattrats dramatiskt Fran att tidigare ha kunnat do av relativt enkla infektioner har vi efter
antibiotikans intag kunnat kurera svara infektioner och vasentligt 6kat 6verlevandegraden i
den méanskliga populationen. Efter penicillinets upptackt har en mangd alternativa
antibiotika identifierats och utforskats, varav manga utnyttjar andra typer av molekylara
och cellulara mekanismer. Nagra av dessa mekanismer verkar genom att paverka bakteriens
amnesomsattning, proteinsyntes, cellvaggsyntes eller cellmembranfunktion (Blair et al.
2015). Vid 6kad anvandning av antibiotika har bakterierna utvecklat férsvar mot dessa
foreningar och manga av dess resistensmekanismer har visat sig vara horisontellt
overforbara genom 6verforing av antibiotikaresistensgener pa plasmider.

Antibiotikaresistens och CRISPR/Cas9

Hos bakterier och arkéer finns, som namnts ovan, CRISPR loci med tillhérande Cas-gener
naturligt som en del av deras immunsystem. Hos flercelliga eukaryoter férekommer inte
detta och for att anvandas av oss behover generna forst syntetiseras for att sedan
introduceras i malorganismen. Detta géller ocksa i de fall dar malorganismen i sig ar en
bakterie och att man t.ex. vill inducera ett avbrott pa bakteriens plasmid eller dndra i
organismens arvsmassa.

| ett experiment har forskarna anvént sig av CRISPR/cas9 tekniken for att

neutralisera “extended-spectrum beta-laktamases” (ESBL) producerande bakterier (Kim et
al. 2016). Beta-laktamas ar ett enzym som detoxifierar beta-laktamaser som &r den aktiva
molekylen i manga antibiotika. Beta-laktamas forhindrar cellvaggsyntesen hos bakterier
genom att stora peptidoglykansyntesen. ESBL-gener sitter pa plasmid DNA-strangen och
overfors darfor latt bakterier i mellan. ESBL-gener bar pa manga olika punktmutationer
vilket gor dem annu svarare att behandla eller att utveckla nya antibiotika for dem.
Punktmutationer kan gora det mojligt att forandringar sker i genuttryck vilket da paverkar
malet som antibiotikan ska verka pa. Dessutom brukar plasmider som innehaller ESBL-
gener dven béra pa resistens mot andra antibiotika ocksa. Detta &r ett stort problem och hot
mot var halsa (Zapun et al. 2008).

Kim et al. (2016) understkte vidare sina olika ESBL-mutanter och upptéckte att det bland
deras prover fanns éver 1000 stycken olika varianter, vilket gér CRISPR/Cas9 tekniken
olamplig att anvanda i praktiken da det blir for manga crRNAs att syntetisera. ESBL-gener
kommer ocksa i manga olika varianter. | den hér studien valde forskarna att rikta in sig

pa "TEM” och ”SHV” typer. Detta betyder att bakterierna har en slags beta-laktamas-
aktivitet. De tog sedan reda pa om det fanns en sekvens sparad i alla mutanter for de bagge
typerna av ESBL-gen-bérande bakterier och hittade en sekvens som lag 20 nukleotider ifran
en PAM sekvens. De valde da en representativ sekvens som matchade ett segment i bade



TEM och SHV typerna sa att de syntetiserade tva olika plasmider. De gjorde en negativ
kontroll som de dopte till pCAS9 som endast kodade fér cas9 proteinet och en plasmid som
kodade for cas9 och som ocksa inneholl crRNA, vilken fick heta pPRESAFREgsg. Som
mottagarcell valde de en Escherichia coli (E. Coli) och donatorplasmiden togs fran
bakterien Klebsiella Pneumoniae (K. Pneumoniae). De blandade ihop mottagar- och
donatorcellerna och lat inkubera dem. Sedan spreds cellerna pa plattor som innehdéll
ampicillin. De E. Coli som inneholl ESBL-gener blev tranformerade med pRESAFREgsgL
dar crRNA basparade till en konserverad del i ESBL. Dessa blev sedan utstrukna pa plattor
med ampicillin igen och forskarna raknade ut framgangen av pPRESAFREgsg. genom att
rakna antalet kolonier dagen efter.

De fann att 99 % av bakterierna som blivit transformerade med pRESAFREgsg,. dog av
ampicillin medan de som blivit utsatta foér kontrollbehandlingen dverlevde ampicillinet. De
testade darnést att odla tranformanterna pa cephalosporinplattor som ocksa visade sig ha en
avdodande effekt. Resistens mot cefphalosporin var inte malsatt i pPRESAFREgsg. hos ndgon
av ESBL typerna och var darfor inte vantad. | manga fall ligger, hos bakterierna,
antibiotikaresistensgenerna pa samma plasmid och darfoér antogs det att det kan vara mojligt
att det inducerade avbrottet pd malsekvensen gor att hela plasmiden blir forstord, vilket i s&
fall forklarar den nya kansligheten for cephalosporinet (Kim et al. 2016). Detta var nagot
forskarna ville folja upp varfor de provade att bland annat malsatta genen som finns i
plasmiderna de valde att arbeta med. De transformerade E.coli bakterier med tva plasmider
som bekraftats innehalla antibiotikaresistenta gener som ar kanda sen tidigare och bla-
genen (Kim et al. 2016). De sag ocksa till att det inte fanns en homolog sekvens till bla-
genen i E.colis genom. De konstruerade sedan tre nya plasmider, tva negativa kontroller
som antingen inneholl endast Cas9 eller endast crRNA och en plasmid som innehdll singel
guide RNA (sgRNA) som ar en ihopsattning av crRNA och tracrRNA och Cas9 och som de
dopte till pPRESAFRy.. De fick i de nya forsoken fram att de aterigen endast gav effekt da
bakterierna blev behandlade med pRESAFRp, dar 99 % av bakterierna dog vid inkubering
med ampicillin och ingen skillnad uppmattes med de negativa kontrollerna. De testade
dessutom att inkubera de olika behandlade bakterierna med tetracyklin och fick liknande
resultat. Da bla-genen, som i sig sjalv inte medierar antibiotikaresistens, aterfanns i
plasmiderna drog de slutsatsen att det ar riktigt att det inducerade avbrottet pa plasmiden
forstor hela plasmiden och inte bara genen som malsatts samt att ater-ligering inte
forekommer.

Specifik avdddning och immunisering av bakterier

Mojligheten att kunna ta dod pa patogena bakterier ar onekligen mycket viktigt men trots
det ar det en stor del bakterier som vi behover i vara kroppar och man kan nastan saga att
var bakterieflora i sig sjalvt ar ett extra organ. Upprepade storningar av var mikro flora i de
gastrointestinala trakterna kan leda till bland annat tarminflammationer eller fetma (Mondot
et al. 2013). Om bakterierna ar mottagliga tar antibiotika dod pa dem utan nagon som helst
specifitet. Som visat ovan gar det att vara mycket specifik med CRISPR/Cas9 systemet och
klippa bort utvalda gener pa plasmider, vilket aterinfor kansligheten hos bakterierna sa att
de sedan kan avdddas med antibiotika. Det gor bakterien i sig kanslig for antibiotika och
den dor, samtidigt dor dock manga andra ”goda” bakterier. Men hur skulle det te sig om det
skulle kunna finnas ett satt att ta dod pa mer specifikt utvalda bakterier eller till och med
om man skulle kunna sprida immunitet for horisontell gendverforing av resistensgener utan
att doda bakterierna i fraga?

CRISPR/Cas9 for celldod
I en annan studie har man undersdkt om det ar mojligt att selektivt avdéda



antibiotikaresistenta och virulenta stammar av Staphylococcus aureus (S. aureus) i en
heterogen population genom att utnyttja CRISPR/Cas9. Detta skulle i sa fall kunna betyda
att antibiotika inte behodver anvandas (Bikard et al. 2014). Dessa forskare studerade ocksa
om det ar mojligt att sprida immunitet for antibiotikaresistens mellan bakterier (Bikard et al.
2014). Arbetet bygger pa att det tidigare har bevisats att vid framgangsrika avbrott pa E.
coli och Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) kromosomer leder detta till celldéd
(Gooma et al. 2014) da bakterier till skillnad fran eukaryoter antingen har valdigt daligt
eller inget sétt att reparera dubbelstrangade avbrott i arvsmassan. Detta tas upp senare i
arbetet. FOr att kunna behandla infektioner kréavs ett bra satt att leverera CRISPR systemet.
| deras forsok anvande de sig av fagemider, vilket ar plasmider som &r designade att baras
av bakteriofager, for att leverera in cas9- och CRISPR-guiderna. De designade en fagemid
med en cas9-gen, tracrRNA och crRNA som skulle baspara med aph-3 kanamycin
resistansgenen och packade in i bakteriofager och blandade med S.aureus celler. De matte
overlevnaden genom att mata forhallandet mellan antal kolonibildande enheter mellan
behandlade och icke behandlade celler. Da det &r normalt att bakterier kan bli lyserade av
bakteriofager och do av infektionen skulle inte detta experiment sdga sa mycket om
effektiviteten hos CRISPR/Cas9. Darfor anvande de S.aureus stammar som de visste var
resistenta mot infektion av normala fager. De anvande sig av TU/ul (6verférda enheter av
CRISPR/Cas9 i ul) som representerar antal partiklar av CRISPR/Cas9 per plackformad
enhet av fager (PFU/ul). | forsdket hade de 24 % TU/PFU. For att kunna kvantifiera hur
mycket av TU som behdovs for avdodandet sa matte de hur manga TU det fanns per
bakteriecell. Ar det mer dn en TU per bakteriecell raknas det som att bakterien blivit
behandlad. | experimentet visades att ett TU hogre an ett gav resultat, men att effektiviteten
pa dodandet blev hégre ju fler TU man tillsatte per cell. Aven om avdddningen tkade sé&
fanns det fortfarande dverlevande celler. Vilka faktorer kan ha bidragit till detta? De kom
fram till fyra mojligheter, ndmligen:

i) Olika celler i populationen har olika affinitet for att ta upp fagemiderna och alla celler har
alltsa inte samma sannolikhet att ta upp det infekterande materialet

i) Fagemiden tas upp men kan forloras innan cas9 hinner klippa i genen

iii) Fagemiderna hos de dverlevande cellerna ar undermaliga och CRISPR systemet
fungerar inte som det ska.

iv) Genom att inducera mutationer i den egna genen som CRISPR &r malsatt till, kan
bakterierna undkomma att bli avdddade.

Fagemiden innehdll ocksa crRNA som var komplementért med en bit av genen for
kloramphenikolresistens i S.aureus stammarna de jobbade med. Saledes skulle, i de fall
fagemiden togs upp, bakterierna ha blivit kansliga for kloramphenikol. For att understka
detta strok de celler fran de 6verlevande populationerna pa plattor med kloramphenikol och
fann att 6/8 kolonier blev paverkade av antibiotikan. De tva 6verlevande kolonierna
undersoktes med genetiska studier och man fann att ingen av bakteriecellerna hade muterats,
det berodde troligen pa scenario iii for dem kolonierna d.v.s. det var undermaligt
CRISPR/Cas9-system i fagemiderna.

Immunisering av bakterier

pUSAO02 ar en plasmid som innehaller resistensgener mot tetracyklin som kan foras over
horisontellt i S.aureus stam USA300. | en studie testade man om det gick att immunisera
S.aureus stammar som inte har pUSAO02 plasmiden for att kunna ta upp resistensgenerna
via horisontell gentverforing (Bikard et al. 2014). De syntetiserade en fagemid som
malsatter pUSAO02 plasmiden och behandlade S.aureus celler som var bade bérare och icke
barare av pUSAO02 plasmiden. De cellerna som inte var barare av den men utsatta for
fagemiden blandades sedan med celler som inte blivit behandlade men var barare av



plasmiden. De spred sedan de bakterierna pa tetracyklinplattor. Under sadana
omsténdigheter brukar resistensplasmider éverféra material mellan varandra. Men det
visade sig att bakterierna dog av tetracyklinbehandlingen, slutsatsen blev att behandling av
CRISPR/cas9 pa naiva celler dven forebyggde horisontell gendverforing. Den slutsatsen
kunde dras da en kontrollgrupp som hade blivit utsatta for fagemider utan crRNA, under
samma omstandigheter, var resistenta mot tetracyklin.

Genomeditering med CRISPR/Cas9

Hittills har arbetet behandlat hur CRISPR/Cas9 kan anvandas som antibiotikakomplement
eller som en ny sort antibiotikafri antimikrob-behandling. Den inriktningen och
applikationen av tekniken ar bara en av manga. Som namnts i borjan av arbetet sa kan
CRISPR/Cas9 &ven anvandas for att redigera i arvsmassan och detta verkar kunna goras
brett da tekniken verkar fungera for alla organismer.

Genutslagning pa modellorganismer

CRISPR/Cas9 anvands inte kliniskt an, da det kravs mer forskning och experiment pa
ryggradsdjur kraver dessutom speciell tilldtelse. Drosophila melanogaster ar en
modellorganism for djurceller da den har snabb generationstid och &r representativ da den
uppvisar manga cellulara proceser som férekommer hos hogre eukaryoter.

| en studie av Yu et al. (2013) undersokte forskarna effektiviteten for att sla ut gener, sa
kallade gen knock-outs med CRISPR/Cas9. Vid dubbelstrangade avbrott behtver cellen
system for lagning, da avbrott i generna ar farligt for alla organismer. Nar Cas9 klipper
finns det olika system som lagar de avbrott som uppstar, dels icke-homolog
sammanfogning ’non homologous end-joining” (NHEJ) och dels homolog rekombination
som &r den vanligaste typen av "Homology directed repair” (HDR). NHEJ-systemets
funktionalitet bygger pa att det vid avbrottet introduceras oférutsagbara deletioner,
alternativa nukleotider eller tillforsel av ytterligare baser. Samlingsnamnet for
deletationerna och insertionerna kallas for ”indelmutationer”. Genen tas inte bort men
ramen for transkriptionen av genen blir forskjuten och genen kan darfér inte uttryckas. |
HDR-systemet inkorporeras nya sekvenser, det gar alltsa att lagga in nya bitar i genomet.
Vid genomredigeringar av organ for till exempel xenotransplantationer &r HDR den
metoden som man behdver anvéanda. | celler hos hogre eukaryoter ar det NHEJ som oftast
anvands i cellerna da den kan genomforas i alla delar av cellfaserna till skillnad fran HDR
som kraver att cellen ar i S-fasen. HDR kraver att genetiskt material fran en donator finns
tillgangligt (Maruyama et al. 2015). Det gar inte att forutsdaga ifall cellen kommer att
anvanda sig av HDR eller NHEJ for att laga avbrottet (Geuting et al. 2013). For att
astadkomma gen-knockouts som genomredigering behdvs inte HDR utan det racker med
NHEJ som dessutom har visat sig anvandas naturligt av cellen hos hogre eukaryoter
(Maruyama et al. 2015).

| studien av Yu et al. (2013) anvénde sig forskarna av CRISPR/Cas9 for att sla ut olika
gener. De experimenterade bland annat med att sla ut locus ms(3)k81 som vid mutationer
ger infertilitet hos Drosophila hanar. Vid det locuset finns en restriktionspunkt for
restriktionsenzymet Rsal. De syntetiserade ett tracr+crRNA (sgRNA) i syfte att leda Cas9
till att klippa i1 den restriktionspunkten. Detta for att de senare skulle kunna genomféra en
PCR och fa fram DNA-fragment som inte kunde klippas av Rsal.

Av 17 hanar som deltog i experimentet hade hela 100 % av dem blivit sterila, vilket ar en
hog siffra. Den hoga siffran var forvanande eftersom en viss proportion av indelmutationer
brukar vara for sma for att ge knock-outs, da ramen for transkription inte forskjuts



tillrackligt, eller sa tas inte cas9 upp av alla testsubjekt. Drosophila ar dessutom en diploid
organism med tva homologa kromosomer och eftersom alla 17 hanar blivit sterila betyder
det att b4gge homologa kromosomer for detta locus blivit klippta av Cas9 hos alla
testexemplar. Det gjordes en PCR amplifiering av dessa hanar och en restriktionsklyvning
for att se om steriliteten berodde pa indelmutationer. Hos de hanar som blivit behandlade
kunde Rsal inte klyva dér restriktionspunkten borde finnas men hos kontrollgruppen
fungerade det. Av detta kunde de dra slustatsen att Cas9 hade orsakat en mutation i
ms(3)k81 locuset. Ms(3)k81 locuset ligger i eukromatinet hos Drosophila. Eukromatinet ar
den del av kromatinet som &r transkriptionellt tillgangligt medan heterokromatinet ofta
benamns som inaktivt. Hur skulle det fungera att redigera gener som aterfinns i
heterokromatinet?

CRISPR/Cas9 editering av gener i heterokromatin

Centromeren och pericentromeren &ar regioner som framfor allt forekommer i
heterokromatinform (Feng et al. 2016). | valkédnda organismer dar det mesta av genomet
eller for den delen, hela genomet &r kartlagt gar det att valja ut gener som ar lokaliserade till
just de omradena for malsattning med CRISPR/Cas9 systemet. For att testa CRISPR/Cas9
systemets effektivitet for genomeditering hos gener i heterokromatinet valdes 12 gener som
finns i heterokroamtinet hos Zea Mays (majs). De malsatte gener som saval blir
regulatoriskt transkriberade som gener som haller sig inaktiva (Feng et al. 2016). De
syntetiserade sgRNA for delar pa var och en av de 12 generna. De forberedde plasmider
som sedan injicerades in i majsprotoplaster. Sedan genomfdrdes en PCR med féljande
sekvensering av generna for att upptacka om det skett ndgon mutation. | fem av 12 generna
upptacktes indelmutationer med varierande effektivitet. | de andra sju generna var det
ytterligare sex som inte fatt ndgon mutation och en déar det inte kunde avgoras (se tabell 1).

Tabell 1. CRISPR/Cas9 medierade mutationer pa 12 gener hos majs. Tabellen visar 12 olika gener
placerade pa kromosom tva & fem inom centromeren & pericentromeren hos majs som blivit malsatt med
CRISPR/Cas9. Hos fem av generna har indelmutationer pavisats genom PCR (Feng et al. 2016)

Site name Gene ID Chromosoime Eelative expression Nutation detected by
level PCR-ERE

Hsg 1 GEMZN2G021313 2 5.64 No

Hsg2 GEMZM2G083933 2 15.99 No

Hsg 3 GRMZNM2G332562 5 O 26 Yes

Hzz 4 GEMZN2GOR0120 3 26.24 Yes

Hsg 3 GEMZNM2G1T0577 5 4.23 No

Hsg 12 GEMZNM2G438243 2 30.93 Yes

Hzz § GEMZNM2G170386 2 1] Yes

Hsg 7 GEMZNM2G029380 2 ] Yes

Hsg 8 GREMZNM2G000411 5 ] No

Hzg 0 GREMZN2G420781 5 1] No

Hsg 10 GREMZNM2(G135228 3 ] Undetermined
Hsg 11 GREMZM2G342426 3 ] No

Trots att mindre &n halften av de malsatta generna uppvisade indelmutationer i studien av
Feng et al (2016) drog de slutsatsen att CRISPR/Cas9 ar ett framgangsrikt verktyg for att
inducera gen knock-outs aven pa gener inom heterokromatinet. Detta arbete bygger till viss
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del pa tidigare kunskap om studier av samma sak fast hos celler fran Drosophila. | den
tidigare forskningen hade man testat att malsatta tre gener inom heterokromatinet, varav en
satt pa Y-kromosomen och tva pa autosomala kromosomer (Yu et al. 2013). Genen pa Y-
kromosomen som malsattes var kl-3 vilket ar en fertilitetsfaktor hos Drosophila. Hos
hanarna i forsoket blev hela 100 % av férsoksdjuren sterila vilket skulle betyda att kl-3
locuset blev muterat hos alla hanar. Detta skedde troligen pa grund av att CRISPR/Cas9
systemet inférde mutationer. Genom PCR analys fann man mycket riktigt att kl-3 locuset
hade blivit muterat. Hos de andra malsatta generna inom heterokromatinet visades det
ocksa att indelmutationer uppstatt, hos den ena hade det skett till 100 % precis som i kI-3
genen men i den andra endast till 18 % (Yu et al 2013).

CRISPR/Cas9 tekniken och manskliga celler

CRISPR/Cas9 har visat sig fungera pa prokaryoter, véxtceller och insektceller, i bade
eukromatin och heterokromatin men hur har det hittills fungerat pa manskliga celler?

I en sentida studie har man borjat med att modifiera cas9-proteinet genom att optimera
kodonen for proteinet sa att cas9 fatt en nuklear lokalisering signal varpa man klonat in
detta i ett mammaliskt system (Mali et al 2013). En nukleéar lokalisering signal behdvs da
det ar reglerat vad som far transporteras in och ut ur cellkarnan. Man valde sedan att borja
malsatta modifierade gener som inte finns nativt i cellens genom. En stabil cellinje
etablerades av leverceller som kodar for gront fluorescerande proteiner (GFP) men som inte
kan uttryckas da de infort en bit av manniskans AAVS1 locus inom den kodande regionen
for GFP. Tanken var att man genom att anvanda HDR fran en lamplig donator med
reparerande material skulle kunna goéra proteinet fluorescerande igen. De tillverkade
sgRNA som skulle malsatta AAVS1 locuset och 20 timmar efter transfektion kunde de
uppmata att 3-8 % av de transfekterade celler fluorescerade genom flow-activated cell
sorting” (FACS). Med de positiva resultaten gick de vidare och testade systemet pé nativa
gener, utan integrerade sekvenser i genomet.

De anvéande sig av tva sgRNA for AAVS1 locuset pa PPP1R12C genen pa kromosom 19.
Denna gen ar lamplig att malsétta da den uttrycks i de flesta vavnader (Mali et al. 2013).
Det ar taktiskt att experimentera pa gener som uttrycks i manga olika vavnader eftersom att
trots att vi har samma DNA i alla celler differentieras cellerna och transkriptionen skiljer
sig, vilket man skulle kunna téanka eventuellt kan gora skillnad i teknikens effektivitet. De
transfekterade tre olika slags celler, en levercell, en inducerad pluripotent cell och en
human kronisk myelogen leukemicell, med sgRNA och Cas9 och analyserade resultatet
med next-generation sequencing (NGS). Hos alla tre cellerna sdg man att SgRNA och Cas9
transfektionen resulterat i indelmutationer med varierande effektivitet mellan 2-25 %. Med
hjalp av sekvenseringen kunde de ocksa se att mutationerna skett kring de malsatta
omradena vilket starker faktumet att CRISPR/Cas9 ar specifikt. Att mutationerna skett pa
ratt plats visar ocksa att ospecifik basparning inte ar sa vanligt, vilket skulle kunna vara ett
stort bekymmer vid genterapi.

Genetiskt modifierade grisar

Sist kommer det att understékas om CRISPR/Cas9 systemet ar effektivt for
xenotransplantationer. Vilket definieras som organtransplantation fran icke-manskliga djur
in till manniskor. For detta kravs modifiering av organen sa att de inte stots bort av
maéanniskokroppen. Da det &r stor brist pa organ idag skulle detta kunna vara en
revolutionerande applikation inom medicin.

Grisar en bra modeller for att undersoka manniskans olika sjukdomar. Olika gentekniker har
testats pa grisar och sedan anvénts. Dessvarre har tidigare tekniker visat sig vara ganska ineffektiva



i det avseendet (Hammer et al. 1985). Att kunna genmodifiera grisar &r en forutsattning for att
xenotransplantationer mellan gris och manniska ska kunna fungera da kroppen annars skulle stéta
bort organet. Uppsatsen har tidigare behandlat hur man framgangsrikt genmodifierat andra
organismer, S. aureus, E. coli, D. melanogaster och Z. mays. Aven om informationen fran dessa
studier tyder pa att CRISPR/Cas9 ar effektivt for genmodifiering i dessa och troligen i alla
organismer sa behovs det bevis pa effektiviteten hos tekniken hos grisar och andra djur som lampar
sig for xenotransplantationer.

| en studie har man anvént sig av CRISPR/Cas9 for att géra en knock-out pa tre olika gener, tva
stycken endogena fran grisgenomet och en transgen (GFP) (Whitworth et al. 2014). De anvande sig
av oocyter och zygoter framstéllda in vitro. Man hade olika tekniker for inforandet av
CRISPR/Cas9. For oocyterna inforde de sgRNA och Cas9 genom somatisk cellkérne éverforing
(SCNT) vilket gar ut pa att anvanda sig av ett 4gg utan cellkdrna som transfekteras av en genetiskt
modifierad cellkarna fran somatiska celler. For att infora materialet i zygoterna anvande de sig av
RNA injektion. De modifierade zygoterna introducerades sedan in och utvecklades till vaxande
embryon. Introduktionen av CRISPR/Cas9 till somatiska celler gav varierande resultat. Att fa cellen
att anvénda sig av HDR visade sig ineffektivt, en knock-out via NHEJ fungerade battre. Detta var
dock inte helt tillforlitligt da vissa sgRNA guider fungerade béttre an andra for vissa gener. Det
behdver utforskas mer noggrant i detta fall vilka av sgRNAs som ger resultat. | experimenten med
oocyterna och SCNT behdvde en del grisar avlivas da dem blev sjuka. Man vet inte om det berodde
pa just den tekniken som anvandes eller om det & CRISPR/Cas9 som &r toxiskt.
Zygottranformationen gav béttre resultat. Tva stycken sgRNA infordes per gen. Detta ckar
sannolikheten att en storre bit av genen ska rubbas &n om man valt att inducera en indelmutation
och hoppats pa att mutationerna ska resultera i ett icke-fungerande protein och pa sa satt fa en
specifik deletation av genen. FOr introduktionen av zygoterna i vdxande embryon anvéande sig
forskarna av en mindre mangd CRISPR/Cas9 da det annars kan bli toxiskt, mindre mangd orsakar
mindre stress for embryot. Forskarna menar att det &r mer effektivt att anvanda sig av den senare
experimentmetoden. | dagslaget finns det inte sérskilt mycket forskning kring &mnet och fler
experiment behover genomforas for att fa en tydligare bild om huruvida det ar effektivt eller inte.

Diskussion

I det har arbetet sammanstéllde jag hur CRISPR/Cas9 systemet kan anvandas inom
antimikrobbehandling, genomeditering och xenotransplantationer. Det ar ett nytt redskap
men det finns redan trots detta valdigt mycket forskning pa effektiviteten hos CRISPR/Cas?.

I experimentet dar Kim et al.(2016) bevisade att det gick att gora antibiotikaresistenta
bakterier kansliga for antibiotika igen, forefaller detta vara en bra teknik for att fa bukt med
invasiva bakterier. Det har &n sa lange bara gjorts laboratoriestudier och man behover
darfor goras tester ocksa pa patienter som ar infekterade med multiresistenta bakterier.
Innan man har testat in vivo kan man inte veta hur interaktionen mellan bakteriecellen,
CRISPR/Cas9 och de méanskliga cellerna paverkar effektiviteten. Det kan alltid finnas
oftrutsedda faktorer och mekanismer som skulle kunna géra behandlingen mindre effektiv
eller ha negativa hélsoeffekter. Sedan har vi problematiken med antibiotikabehandling som
vid upprepad anvandning kan ge storningar av var bakterieflora i matsméaltningssystemet
vilket kan leda till inflammationer och en stérd matsmaltning (Mondot et al. 2013). Man
har lyckats aterinfora antibiotikakansligheten hos multiresistenta bakterier som man sedan
behandlar med antibiotika. Detta leder till att de patogena bakterierna dér. Dock elimineras
samtidigt manga bakterier som ingar i var normalflora. Nar en stor méngd bakterier
forsvinner vid antibiotikabehandling 6ppnas fler nischer upp fér andra bakterier, eller
samma som innan for den delen, som da kan kolonisera magtarmkanalen. Pa sa sétt kan en
ny bakterieflora uppkomma vilket kan vara pa gott eller ont. Det blir en chanstagning som
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foljd av behandlingen da det inte gar att forutsaga hur floran kan komma att férandras. Att
behandla infektioner ar nodvandigt och utan nagra andra effektiva och palitliga alternativ
har antibiotikan varit det man lutat sig emot men idag finns det fler alternativ med de
framgangar vi har inom biotekniken. Nu har CRISPR/Cas9 tekniken visat att det gar att ta
dod pa specifika bakterier i en heterogen kultur (Bikard et al. 2014) vilket saledes betyder
att man kan bli av med patogena bakterier utan att goda bakterier behdver stryka med. Man
behdver inte heller bli av med en lika stor mangd bakterier och det &r inte en lika stor nisch
som kan upptas av andra bakterier. Det ar en effektiv metod men den resulterar inte i 100 %
avdodning och alltsa kommer det att finnas vissa individer kvar. Detta ger saledes en risk
for atervaxt av de patogena bakterierna. For att gora den risken sa liten som mojligt ar det
viktigt att utforska vilken den optimala mangden ar som krévs av CRISPR/Cas9 samt att
utforska vilket leveranssatt som ar det mest effektiva mojliga.

Studierna som uppsatsen behandlat tyder pa att CRISPR/Cas9 metoden kan bli mycket
anvandbar for framtida antimikrob-behandlingar men visar ocksa att det kravs fler studier.
Aven om studierna visat att metoden ar mycket effektiv ar det inte orimligt att bakterierna
kan komma att mutera sina gener sa att de inte blir mottagliga for CRISPR/Cas9. Det blir
troligen mycket utmanande att syntetisera crRNA for specifika gener som Kklarar
anvandning i stor skala da risken att bakterierna muteras blir vasentligt stérre. Detta kan
gora det kostsamt och svart i praktiken att anvanda systemet men trots detta, ar
CRISPR/Cas9 antagligen det basta alternativet idag.

Att kunna redigera gener och inaktivera gener pa utvalda stéllen i genomet kravs for att vi
ska kunna anvanda oss av organ fran icke-manskliga djur. Det har visat sig fungera bra att
skapa knock-outs via NHEJ men det har visat sig svarare att framgangsrikt inkorporera nytt
genetiskt material, vilket endast kan goras via HDR. Det hela ar till viss del opalitligt
eftersom att man i dagsléaget fortfarande inte kan avgora vilken av mekanismerna som
aktiveras vid injektion av cas9 och sgRNA. Jag tror absolut att det finns potential att
anvanda CRISPR/Cas9 for xenotransplantationer men att det ar en lang vag tills att det
anvands kliniskt. Rent tekniskt tror jag dock att det kommer att fungera da
mutationsproblematiken inte finns hos djurceller pa samma satt som hos bakterier. Det ar
dock den etiska aspekten pa xenotransplantationer som far metoden att kannas tveksam da
man kommer att systematiskt foda upp och utnyttja de djur som anvands fér andamalet.

Det finns ytterligare en aspekt hos anvandningen av CRISPR/Cas9 som hér endast har
namnts i forbigaende, namligen ospecifika basparningar. Da det finns véldigt manga PAM i
ett genom och for att fa specificitet skall avstandssekvensen matcha nukleotiderna vid PAM.
Med en avstandssekvens pa 20 nukleotider far man en ganska sdker matchning da det inte

ar sa hog sannolikhet att just de sekvenserna finns pa ett annat stalle vid en annan PAM i
den ordningen. Men cas9 kan klyva dven da basparningen inte dr 100 % mellan crRNA och
malet. Det kan leda till oanade skador pa cellerna om en individ blir injicerad med crRNA
och cas9 eftersom det tillater viss ospecifik basparning.

Sammanfattningsvis kan man saga att CRISPR/Cas9-systemet ter sig mycket effektivt och
att det troligen ar ett av de basta alternativen vi har idag mot patogena bakterier och for
genomredigering. Det &r sannolikt att vi kommer att se storre anvandning av systemet inom
en ganska snar framtid.

Tack
Tack till min handledare Stefan Bertilsson som har bidragit med konstruktiv kritik och
vagledning. Jag vill dessutom tacka min van Anna Broberg som hjalpt mig att skapa figurer.
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Genetisk modifikation med CRISPR/Cas9: etisk bilaga
Linn Syding
Sjalvstandigt arbete i biologi 2016

CRISPR/Cas9- Ett anvandbart verktyg inom
biotekniken

CRISPR/Cas9 och modifiering av genom

CRISPR/Cas9 &r ett system som ar lanat fran bakteriers immunologi och som skyddar dem mot
angripande virus. Detta sker genom att ett kort fragment pa cirka 20 nukleotider av angriparens
genetiska material sparas och lagras i bakterien. Nasta gang en liknande inkraktare visar sig kan det
fragmentet tillsammans med ett endonukleas (cas9) baspara till matchande nukleotider. Vid denna
basparning kan proteinet inducera ett dubbelstrangat avbrott i genen hos angriparen vilket leder till
degradering av viruset (Barrangou et al. 2013). Den tekniken gar att anvanda inom biotekniken och
kan malséatta valfri gen hos vilken organism som helst, manniskor inkluderat. Pa sa sétt ar det
mojligt att blockera genuttryck och inkorporera nytt material hos malorgansimen (Mali et al.
2013). Att kunna modifiera genom, ar en forutsattning for organtransplantation mellan icke-
manskliga djur och manniskor (xenotransplantationer), detta skulle kunna géras med
CRISPR/Cas9.

Genetisk modifikation hos manniskor

CRISPR/Cas9 har visat sig kunna effektivt modifiera gener hos manskliga celler. Detta medfor en
hel del etiska fragestallningar. Det &r i dagslaget mojligt att upptacka allvarliga genetiska sjukdomar
redan pa fosterstadiet och med den har tekniken skulle det kunna ga att redigera de
sjukdomsframkallande generna. Skulle det vara etiskt acceptabelt att lata en individ fodas med
sjukdomar som skulle kunnat ha gatt att bota? Om man gor genetisk modifiering av foster lagligt
vart gar gransen for vilka slags sjukdomar som man véljer att bota?

Jag tror att metoden skulle kunna géra mycket gott i det avseendet att manniskor inte behdver fodas
med sjukdomar som skulle kunna féra med sig mycket lidande. Daremot &r det mycket viktigt att
instifta en tydlig laglig grans for vilka genetiska sjukdomar som far redigeras. Vid en vagare
lagstiftning skulle det kunna vara majligt att rubba pa granserna for vilka akommor som hanteras.
Det skulle daven vara mojligt att sjalv designa en individ efter eget tycke. Det tycker jag inte &r
moraliskt férsvarbart pa grund av att detta forutsatter att alla ska ha tillgang till tekniken for att fa
samma chans i samhallet, vilket inte kénns realistiskt. Genom att sjalv designa sitt barn tar man
ocksa pa sig ratten att bestamma 6ver nagon annans kropp och det ar problematiskt att sétta granser
for vilka redigeringar som ska tillatas och vilka som ar éverflodiga.

CRISPR/Cas9 och xenotransplantationer

| dagens lage rader det stor brist pa organ och véntelistan for att motta ett ar valdigt lang. Att
producera organ fran icke-manskliga djur som passar manniskor skulle kunna lésa det problemet.
Det har visat sig mojligt att genetiskt modifiera grisar med CRISPR/Cas9 (Whitworth et al. 2014). |
en framtid dér det &r praxis att foda upp grisar for att sedan anvanda deras organ till
transplantationer kommer man in pa djurhaliningsetiken. Grisar ar kannande djur som i sa fall
skulle fodas upp for att systematiskt utnyttjas. Dar blir fragan om konsekvensen, att radda en
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maénniskas liv, rattfardigar behandlingen av djuret. Ifall det skulle komma att bli en framtida
anvandning blir det mycket viktigt att sdtta en lagstiftning sa att djuret far en bra behandling under
tiden. Personligen ar jag emot anvandandet av djur och tycker inte att xenotransplantationer k&nns
som ett bra alternativ, detta endast pa grund av respekt for djuren, tekniken i sig har potential.

Forskningsetik

| uppsatsen jag har skrivit om @mnet har jag endast anvént mig av vetenskapliga artiklar som blivit
granskade av andra forskare inom faltet. Jag gjort mitt béasta for att behandla &mnet rattvist och ge
en bred bild av det nuvarande forskningslaget och hur det kan tillampas i framtiden.
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