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Sammandrag

CRISPR (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) ar namnet pa en form
av adaptivt immunforsvar som upptacktes relativt nyligen hos prokaryota organismer.
CRISPR-systemet ar en del av det prokaryota DNA:t och bestar av korta repetitiva sekvenser
varvade med intermediara segment. Dessa intermedidra segment har kopierats fran tidigare
hot, ofta bestaende av virusinfektioner. Genom de intermediara sekvenserna kan cellen kanna
igen viruset nasta gang det angriper cellen. Da uttrycks cas generna belagna en bit uppstroms
fran CRISPR-matrisen och deras genprodukter eliminerar det hotande DNA:t via klyvning.

CRISPR-systemet och i synnerhet ett av cas-proteinerna, Cas9, har en relativt simpel
uppbyggnad da det behdvs fa komponenter for att fullfolja funktionen. Pa artificiellt hall kan
systemet modifieras ytterligare och programmeras om till att binda till och klyva godtyckligt i
genomet. CRISPR/Cas9-baserad genteknik kan &ven appliceras inom genterapin for att
underlatta medicinsk forskning men ocksa for att undersoka potentialen inom mansklig
genterapi. | dagslaget sker forskning pa CRISPR/Cas9-baserad genterapi som behnadling for
en rad sjukdomar, bland annat cancer, HIV, och Duchennes muskeldystrofi. Utmaningarna ar
manga da det fortfarande maste utvecklas ett sakert leveranssystem av CRISPR/Cas? till
eukaryota celler som inte har systemet naturligt samt avlagsnande av potentiella bieffekter.

Inledning

Begreppet CRISPR, kommer fran engelskans clustered regularly interspaced short
palindromic repeats. Det saknas i nuldget en svensk dversattning men begreppet kan
Overséttas med: grupperade korta repeterade palindromiska sekvenser utplacerade med jamna
mellanrum. CRISPR ar en form av adaptivt forsvarssystem som har upptéckts hos prokaryota
mikroorganismer (Barrangou et al. 2007). Kortfattat ger CRISPR och Cas (CRISPR
associerade proteiner) bakterier ett effektivt och specifikt skydd mot frammande genetiska
element som hotar cellen. En avgorande mekanism ar systemets formaga att memorera delar
av en okand DNA sekvens for att sedan kénna igen och avlagsna den (Barrangou et al. 2007)
(Garneau et al. 2010). Trots att upptéckten av CRISPR skedde relativt nyligen har systemet
redan haft en betydande inverkan pa modern genteknik da det har blivit lattare an ndgonsin for
forskare att genomfora genmodifieringar (Doudna & Charpentier 2014). CRISPR-systemet
har visat sig vara ett kraftfullt forskningsredskap och med hjalp av CRISPR har aven
utvecklingen av genterapeutiska metoder accelererat (Hsu et al. 2014). Redan idag undersoks
mojligheterna kring hur CRISPR-baserad teknik kan anvéandas inom forskningen pa
sjukdomar som cancer (Sanchez-Rivera & Jacks 2015), HIV (Ebina et al. 2013) och
Duchennes muskeldystrofi (VandenDriessche & Chuah 2016).

Syftet med denna uppsats ar att utreda till vilken grad CRISPR kan anvéndas inom genterapi
och vilka utmaningar som annu kvarstar. Kan CRISPR-baserad genterapi i framtiden
anvandas vid behandling av sjukdomar?



CRISPR, prokaryoternas immunforsvar

CRISPR-systemet har ett valdigt specifik upplégg i det bakteriella DNA:t. CRISPR-matrisen
byggs upp av korta, repetitiva DNA-sekvenser som avbryts av korta intermediéra sekvenser,
sa kallade “’spacers” med en langd runt 30 baspar (Bolotin et al. 2005). Det har pavisats att
dessa intermediara segment &r helt eller delvis homologa med DNA fran bakteriofager
(Bolotin et al. 2005). CRISPR fungerar som en forsvarsmekanism mot frammande DNA som
hotar att invadera det egna genomet, ofta i form av utmaningar fran virus eller plasmider. Hos
bakterier som 6verlever en virusinfektion kan CRISPR/Cas-systemet memorera en kort
slumpmassig sekvens av DNA fran det hotande elementet och lagga till den till CRISPR-
matrisen som en ny mellanliggande sekvens. De hotande DNA-elementen har betackningen
protospacers, eftersom det ar fran dessa som den intermedidra sekvensen kopieras. Nasta gang
bakteriecellen blir utsatt for samma virus kommer det att kdnnas igen och med hjélp av Cas-
proteinerna kommer den frammande arvsmassan klippas bort och avlagsnas. Virusattacken
har darmed stoppats med framgang. Cas-proteinerna kommer att angripa det fraimmande
DNA:t s& lange den intermediara sekvensen fortfarande stammer éverens och det infekterande
viruset inte har muterat just dér. Det ar den korta intermedidra langan av DNA som &r
avgorande for CRISPR-systemets effektivitet och specificitet (Jinek et al. 2012).

CRISPR maskineriet

De mekanismer CRISPR-systemet anvander sig av vid inkorporering av fraimmande mobila
DNA segment sker i tre steg och kan beskrivas évergripande med generella termer:
anpassning, uttryck, och ingripande (eng. adaptation, expression, and interference).

Anpassning

Det forsta steget, anpassning, innebér att cellen erhaller en ny intermediér sekvens, harledd
fran angripande DNA. Denna mellanliggande sekvens kommer att fungera som minne av en
tidigare infektion. Det ar annu inte helt klarlagt hur denna immunisering gar till. Hittills pekar
data pa att det ar proteinerna Cas1 och Cas2 som interagerar med det frammande DNA.-
elementet och antingen kopierar eller klipper ut den korta sekvens som &r den blivande
intermediéra sekvensen (Horvath & Barrangou 2010). Generna casl och cas2 ar de enda som
ar konserverade och finns nérvarande i alla kdnda CRISPR-system (Nufiez et al. 2014). Det
har dessutom visats att deras genprodukter, proteinerna Casl och Cas2 ar viktiga vid
erhallandet av intermediéra sekvenser (Yosef et al. 2012). Vid anpassning bildar Cas1 och
Cas2 tillsammans ett proteinkomplex. Det ar okant exakt hur det gar till, men
proteinkomplexet bildar den nya intermedidra sekvensen, antagligen via klyvning av DNA,
och leder den sedan till CRISPR-lokuset dar den inkorporeras (Nufiez et al. 2014). Cas1-Cas2
komplexet hittar den blivande intermediara sekvensen bland restprodukter fran DNA-
replikation eller reparation av det virus som haller pa att infektera (Levy et al. 2015).

Uttryck

Under den foljande fasen transkriberas hela CRISPR-matrisen och skrivs om till RNA.
Transkriptet inkluderar bade de repetitiva och intermediara segmenten och kallas for
prekursor crRNA (pre-crRNA). En annan typ av icke-kodande sma RNA, tracrRNA (eng.
trans-activating crRNA), rekryteras for att bearbeta pre-crRNA:t genom basparning. Det som
bildas ar ett duplex bestaende av pre-crRNA och tracrRNA. Duplexet klyvs av enzymet
RNase 111 och slutprodukten &r fardiga korta crRNA som bestar av endast ett unikt
intermediért segment och ett repetitivt segment (Deltcheva et al. 2011) .
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Ingripande

Det slutgiltiga steget &r ingripande av CRISPR-systemet och foljaktligen avvérjande av
protospacern, det vill sdga det angripande DNA:t. Exakt hur det gar till varierar beroende pa
vilket CRISPR-system som behandlas. Den generella processen &r att relevanta Cas-proteiner
bildar komplex med det fardiga crRNA som &r komplementért med protospacern. crRNA:t
basparar och binder till protospacern vilket medfor att Cas-proteinerna rekryteras till platsen
och kan ingripa. Ingripandet bestar av nukleasaktivitet av nagot slag, alltsd DNA-klyvning
som leder till degradering av protospacern (Staals et al. 2016). Det kravs ytterligare ett
element for att komplexet ska binda till protospacern; en sa kallad PAM-sekvens (eng.
protospacer-adjacent motif). PAM ar en fem till tre baspar lang konserverad DNA-sekvens
med foljande utseende "NGGNG”. PAM-sekvensen ar belagen ett kort stycke nedstréms fran
protospacern (Gasiunas et al. 2012). Det ar tack vare PAM-sekvensen som CRISPR-
maskineriet kan skilja den egna intermediara sekvensen fran protospacern som ska
degraderas, och den &r avgorande for ett fungerande forsvar.

Beskrivningen ovan tacker i generella drag hur CRISPR fungerar. Emellertid finns det
variationer vilket leder till att det finns en systematik och ett antal klassificeringar av
CRISPR-system.

Klassifikation av CRISPR

Det finns tva klasser av CRISPR-system, som vidare kan delas in i sex typer och 16
undertyper. Klass 1 CRISPR bestar av typerna I, Il, och 11l medan typ IV och V CRISPR
ingar i klass 2. Klass 1 inkluderar alla de CRISPR-system dar crRNA bildar komplex med
flera olika proteiner vid ingripande fasen. Komplexet som bestar av crRNA och flera olika
protein kallas for crRNA-effektor komplex och innehaller flera subenheter. | klass 2 system ar
det istéllet ett enda protein som ar ansvarigt for ingripandet och saledes tacker alla funktioner
som proteinerna ingaende i effektorkomplexet har. Darefter delas CRISPR-lokusen upp i
typer beroende pa gener som ar unika eller karaktaristiska for ett visst CRISPR-lokus. Till
exempel ar cas3 signaturgenen for typ 1 CRISPR. Signaturgenen for typ 11 CRISPR &r cas9
medan cas11 &r signaturgenen for typ 11l CRISPR. Den foljande indelningen av typer till
undertyper baseras pa definierbara genetiska arrangemang som &r speciella for varje undertyp.
undertyperna skrivs ut med bokstéver, exempelvis typ 11-B som &r den vanligaste versionen
av typ Il CRISPR-system. Overlag &r det typ | CRISPR som &r vanligast bland arkéer (~64%
av alla CRISPR-lokus) och bakterier (~60% av alla CRISPR-lokus). (Makarova et al. 2015)

Den genetiska saxen

Det &r specifikt CRISPR av typ Il som har varit intressant nar det galler genmodifieringar.
Karaktéristiskt for CRISPR-system av denna typ &r genen cas9 och den tillhérande
genprodukten Cas9. Det CRISPR/Cas9-system som upptacktes hos Streptococcus pyogenes
och Streptococcus thermophilus &r det som sedan har renats fram och modifierats till dagens
genetiska verktyg (Jinek et al. 2012).

Cas9 &r ett speciellt protein eftersom det ensamt star for en stor del av CRISPR funktionen
(Jinek et al. 2012). I typ 11 CRISPR/Cas-system &r Cas9 det enda protein som behovs for att
bilda komplex med crRNA. Mekanismen i typ Il CRISPR-system &r relativt enkel. Den kréver
endast ett fatal komponenter: tracrRNA och RNase 111 som under narvaro av Cas9 bearbetar
pre-crRNA till moget crRNA. Det mogna crRNA:t bildar sedan komplex med Cas9 och



protospacern som slutligen klyvs och bryts ned (Gasiunas et al. 2012). Den enkla mekanismen
beror pa Cas9 som ar ett multifunktionellt jatteprotein (Makarova et al. 2006). Den viktigaste
funktionen hos Cas9 aterfinns under ingripandet dar proteinet kan inducera dubbelstrangsbrott
pa protospacern. Det & majligt da proteinet har tva klyvande doméaner med varsitt aktiva sate
som inducerar brott pa varsin DNA strang (Gasiunas et al. 2012).

En viktig upptackt kom 2012 da forskare upptéckte att systemet kunde forenklas ytterligare
till ett tva-komponentssystem (Doudna & Charpentier 2014). tracrRNA-crRNA komplexet
ersatts med sgRNA (eng. single guide RNA) som behaller tva vasentliga funktioner: en kort
dubbelstrangad sekvens som binder till Cas9-proteinet och en 20 baspar lang é&nde som
motsvarar mal DNA:t. | och med att sgRNA kan skapas pa artificiellt hall innebéar det att Cas9
ar ett programmerbart protein. Forutsatt att det finns passande sgrRNA kan dubbelstrangsbrott
placeras var som helst i genomet. Darmed har gentekniken fatt ett nytt effektivt verktyg (Jinek
etal. 2012).

Genteknikens anvandning/tillampningar av CRISPR/Cas9

Genteknik ar ett brett forskningsfélt och innefattar alla tillfallen dar DNA manipuleras.
Upptackten av Cas9 har saledes fatt ett stort genombrott da proteinet later forskare gora
precisa modifieringar av gener pa ett latt och effektivt satt. Cas9-baserad genteknik har
anvants inom forskning riktad mot: genreglering, epigenetik, genetisk screening, gendrivare,
GMO och genterapi.

Artificiell genreglering

Genom inaktivering av de tva klyvningsdoméanerna hos Cas9 kan proteinet byggas om till en
transkriptionsfaktor kapabel till att ddmpa genuttryck (Terns & Terns 2014). Det modifierade
proteinet, dCas9 (eng. dead Cas9) har forlorat sin nukleasaktivitet men kan fortfarande binda
till DNA sa lange sgRNA som passar uttrycks tillsammans med proteinet (Qi et al. 2013).
Genom att designa sgRNA som ar komplementért med en gensekvens kommer det inaktiva
Cas9-proteinet att bilda komplex med sgRNA:t och binda till DNA-malet. Om detta DNA-
mal motsvarar en position i genen som &r relevant for transkriptionsapparaten, exempelvis
avgorande delar av promotorsekvensen eller RNA polymerasets bindningssate, kommer det
att negativt paverka transkriptionen av den genen. Beroende pa var exakt Cas9-sgRNA
komplexet binder i gensekvensen kan olika delar av transkriptionen ddmpas, till exempel
initiering av transkriptionen eller elongering av transkriptet. Den har metoden har fatt namnet
CRISPRI (eng. CRISPR interference) da CRISPR-systemet har anpassats till att ingripa och
tysta genuttryck (Qi et al. 2013).

Det ar inte bara typ Il CRISPR som har modifierats i genreglerande syfte. | typ | CRISPR-
system bildar Cas-proteinerna och crRNA tillsammans ett komplex som kallas for Cascade.
Cascade-komplexet har till syfte att genomsoka cellen i jakt efter fraimmande DNA (Rath et
al. 2015). Nar komplexet detekterar detta DNA rekryteras ytterligare ett protein, Cas3, till
komplexet for att mal-DNA:t ska degraderas. Likt dCas9 kan Cascade-komplexet vid franvaro
av Cas3 programmeras om till ett verktyg for att tysta genuttryck med crRNA-komponenten
som guide. I synnerhet ar Cascade-komplexets bindning till mal-DNA:t specifik och i princip
permanent (Rath et al. 2015).



Aktiv genetik

Ett annat falt CRISPR/Cas9-baserad teknik kan appliceras pa ar forskningen kring gendrivare.
Konceptet gendrivare baseras pa sa kallade sjalviska genelement. Sjélviska genelement syftar
pa gener som Okar i frekvens inom en population 6ver flera generationer trots att genen ifraga
inte Okar fitnessen hos bararen eller har nagot evolutionart 6vertag. Gendrivare kan till och
med spridas inom en population d&ven om den paverkar fitnessen negativt. Mendelsk genetik
fastslar att vid sexuell reproduktion har bada allelerna 50% mojlighet att foras vidare till
avkomman. Gendrivare undgar genetiska konventioner da méjligheten att de &rvs vidare ar
avsevart storre jamfort med den andra allelen vid sexuell reproduktion (Champer et al. 2016).

Med CRISPR/Cas9-baserad genteknik det bli mdjligt att skapa konstgjorda gendrivare i labb,
nagot som forskare lange efterstravat. Artificiella gendrivare skulle gora det mojligt att aktivt
paverka organismers genetik och har potentialen att appliceras inom viktiga omraden sasom
global halsa, miljofragor, och jordbruk (Esvelt et al. 2014). Med effektiva gendrivare skulle
det bli mojligt att utrota insektsburna infektionssjukdomar, det framsta exemplet malaria. Det
skulle dessutom bli mojligt att aterinfora kanslighet i insekter, parasiter, eller
bakteriepopulationer som blivit resistenta mot antibiotika eller olika typer av
bek&mpningsmedel (Esvelt et al. 2014).

CRISPR/Cas9 baserad genterapi

Genterapi syftar pa manipulation av arvsmassan med malet att férebygga eller behandla
genetiska sjukdomar. Tidigare har genterapi mest behandlat modifieringar i form av
gentillséttning, det vill sdga inférandet av en hel funktionell gen som ska komplettera den
felaktiga versionen. Genterapin har till viss del fatt en ny form med upptéckten av ett sa
specifikt och mangfacetterat verktyg som Cas9. Utvecklingen pa omradet genterapi har
darmed fortskridit i en rasande fart. CRISPR/Cas9-medierad genterapi har en lang rad
tillampningar, exempelvis mojligheten att géra genomtéckande studier och systematiskt
analysera genetiska funktioner (Doudna & Charpentier 2014).

Generellt kan CRISPR/Cas9-ingripande pa en DNA strang fa tva olika utfall. Nar Cas9 klyver
DNA-strangen skapar den sa kallade trubbiga andar. Det innebér att maskineriet som ska
reparera skadan pa DNA:t inte kan anvanda den ena strangen som mall. Detta leder ofta till en
icke-homolog sammanfogning av andarna, NHEJ (eng. non-homologous end joining) (Mali et
al. 2013). NHEJ é&r ofta felbendgen och leder till mutationer i form av insattningar eller
raderingar av baspar. Den har typen av mutationer kallas for frameshift-mutationer da de leder
till att den genetiska lasramen forskjuts och fel protein byggs ihop vid translation av
sekvensen.

En annan mojlighet &r att det Cas9-inducerade brottet repareras genom homolog
rekombination (HDR, eng. homology directed repair) (Cong et al. 2013). HDR innebér att en
sekvens som &r homolog, det vill sdga stimmer 6verens med det kluvna segmentet, rekryteras
for att anvandas som mall. Till skillnad fran NHEJ har HDR hog noggrannhet. Genom att
leverera en DNA-sekvens tillsammans med Cas9 och sgRNA kan HDR anvénda den som
mall och leda till att en ny DNA-sekvens intar platsen dér klyvningen intraffade.

Leveranssystem
En fraga som lange varit viktig inom genterapin ar utvecklingen av leveranssystem som gor
det mojligt att tillfora de gentekniska verktygen till ratt celltyp och vévnad. Genterapi som falt
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utvecklas i takt med att gentekniken forfinats vilket gor det viktigt att fungerande
leveranssystem finns att tillga for genomforandet av in vivo experiment (Nelson & Gersbach
2016). De vanligaste leveranssystemen idag &r virusvektorer. Virus har via evolution
utvecklat satt att undvika de hinder som finns naturligt i cellen med syfte att stoppa intrade av
frimmande material. Det ar frdmst tre virustyper som har anvénts inom gentekniken (Nelson
& Gersbach 2016).

Adenoassocierade virus

Adenoassocierade virus (AAV) &r bland de mest anvanda leveransvektorerna idag och ett
populart verktyg att nyttja inom kliniska prévningar och in vivo experiment (Nelson &
Gersbach 2016). AAV har flera fordelar. Det ar sakert, da viruset i forsta hand inte integrerar
in i vardkromosomen, och har i regel hdga nivaer av genuttryck. Vidare kan AAV-vektorer
modifieras sa att de begransas till enskilda vavnader, till exempel levern, hjarnan, 6gat, och
hjart- och skelettmuskulatur (Nelson & Gersbach 2016). Nackdelen med AAV ér att genomet
ar relativt litet. Det bestar av cirka 5 tusen baspar. Det ar inte tillrackligt for att packa in bade
Cas9 och sgRNA samt transkriptionsfaktorer och genmallar som ar nddvandiga for att uppna
de dnskade genmodifieringarna. Det ar majligt att fullfélja leveransen anda genom
anvandandet av ytterligare en vektor, men det ar kopplat med lagre effektivitet (Trapani et al.
2014).

Lentivirus

En annan popular virusvektor grundar sig pa lentivirus. Lentivirus har modifierats for att
undkomma begransningar sasom oférmaga att na celler som inte genomgar celldelning och
risken att orsaka ett immunsvar (Persons 2010). De modifierade vektorerna har en storlek pa
ungefar 10 tusen baspar och kan infektera bade delande och icke-delande celler. En intressant
aspekt ar att lentiviruset endast uttrycks tillfalligt vilket ar en fordel da malet med leveransen
ofta ar att inducera en engangshandelse sasom en permanent genmodifiering. | det fallet ar
fortsatt uttryck av de gener som packats in i vektorn onédigt. Lentivirusvektorer anvands
framst i T-lymfocyter och humana stamceller (Nelson & Gersbach 2016).

Adenovirus

Vektorer baserade pa adenovirus ar i sarklass storst da de har en kapacitet uppemot 36 tusen
baspar, vilket ocksa &r den storsta fordelen. Det stora genomet gor det mojligt att leverera
CRISPR/Cas9-system som inkluderar manga olika sgRNA. Adenovirus anvéands framst som
ett ex vivo verktyg da risken ar hog att den inducerar ett immunsvar i levande celler. | det fall
dér adenovirus anvénts in vivo for att leverera Cas9 har det lett till utvecklandet av
antikroppar riktade mot Cas9. Denna respons &r inte enbart negativ utan skulle kunna
utnyttjas inom cancerrelaterad genterapi dar ett immunsvar mot cancersjuka celler skulle vara
onskvért (Nelson & Gersbach 2016).

Framjande av cancerforskning

Ett omrade som majligen kan fa ett lyft via CRISPR/Cas9-medierad genteknik ar forskningen
kring cancerbiologi (Barrangou & Doudna 2016). Vid cancerforskning &r genetiska analyser
valdigt angelagna da sjukdomen har en rad genetiska aspekter. Speciellt intressanta ar sa
kallade tumorsuppressorgener och tumdorframkallande onkogener. Hittills baseras mycket av
metodiken pa att alstra mutationer som antingen okar eller slar ut funktionen hos de har
typerna av gener. Cancerforskningen har till stor del varit fokuserad pa embryonala stamceller
och genmodifierade musmodeller (GEMMs, fran engelskans genetically engineered mouse



models). | stamcellerna har man inducerat mutationer pa specifika positioner med hjalp av
homolog rekombination och det har varit mojligt for forskare att generera en mangd olika
GEMM s (Sanchez-Rivera & Jacks 2015). Problemen har dock varit att homolog
rekombination har Iag specificitet. Arbetet som kravs for att modifiera stamceller samt
uppfodandet av moss med den dnskade genotypen &r ocksa valdigt tidskravande.

Inom cancerforskning kan CRISPR/Cas9-systemet tillampas for att forbattra den redan
befintliga metodiken. Med CRISPR/Cas9-medierad genmodifiering blir det lattare utveckla
nya GEMM:s pa ett satt som ar bade snabbare och mer effektivt an tidigare. (Wang et al.
2013). Foljden blir att forskare lattare kan studera tumorutveckling i detalj. Dessutom gar det
att skapa ett storre bibliotek av cellinjer fran embryonala stamceller med olika kombinationer
av cancerframkallande mutationer i onkogener och tumdérsuppressorer. 1 och med att den
gentekniska metoden forenklas kan det alstras och studeras nya, mer komplexa GEMM:s med
distinkta genotyper som ett forsta steg i ledet mot individualiserad cancerterapi.

Forutom att skapa nya GEMM:s kan CRISPR/Cas9 anvandas for att vidare studera de
musmodeller som finns idag. Genom Cas9 kan nya mutationer introduceras i existerande
GEMM:s for att undersdka huruvida mutationer samarbetar med varandra och eventuellt
farliga interaktioner kan utvarderas. CRISPR/Cas9 mojliggor ocksa genetiska modifieringar i
somatiska celler. Ar 2013 gjordes ett forsok dar forskare utnyttjade CRISPR/Cas9 for att
inducera mutationer i genen trp53, en valkand tumdérsuppressorgen, under en rad olika
forhallanden (Malina et al. 2013). Det visade sig vara mojligt att med Cas9 andra i alleler och
selektera for just den mutation man skapat. Detta gick att gora i cellinjer fran bade madss och
manniskor. Forsoket kunde dessutom goras ex vivo pa levande moss. Ex vivo innebdr att
cellerna tas ut fran levande vavnad, modifieras, och sedan aterfors till kroppen. | detta fall
injicerades lymfatiska celler med sgRNA-Cas9. Med CRISPR/Cas9 blir det genomforbart att
direkt modifiera arvsmassan hos vuxna mdss och forandra sekvensen i cancerrelevanta gener
(Xue et al. 2014).

HIV-forskning

Ett annat falt som har tittat narmare pa CRISPR/Cas9-medierad genteknik &r forskningen pa
HIV (Guan et al. 2016). Idag finns det behandling som haller HIV-infektionen i schack
genom att hindra virusets fran att replikera men dnnu finns det inte ett fullstandigt botemedel
inom rackhall. Dagens behandling innebar att viruset fortfarande kan stanna kvar i kroppen
genom att stdnga av transkriptionsverksamheten och ligga vilande i vardens DNA. Att hitta ett
sétt att bekdmpa den inaktiva formen av viruset ar en av nyckelfragorna for att i framtiden
kunna eliminera viruset fran infekterade individer (Ebina et al. 2013). En méjlig utvag ar att
guida Cas9 i riktning mot virusgenomet genom att skapa ett passande sygRNA och pa sa satt
inducera mutationer. HIV-genomet ar linjart och innehaller en sa kallad LTR (eng. long
terminal repeats) som finns i bada dndar av genomet. LTR-regionen ar essentiell for virusets
genuttryck da den fungerar som promotor och transkriptionsfaktor. Genom att designa sgRNA
som matchar denna region ar det mojligt att tysta viruset. Eftersom LTR finns pa bada andar
av virusgenomet och regionerna &r kopior av varandra kan Cas9 dessutom anvandas for att
avlagsna viruset fran vardcellens kromosom (Ebina et al. 2013).

Vidare forskning har gjorts pa HIV in vitro for att utveckla mer precisa metoder som kan
avlagsna hela HIV-genomet fran den infekterade cellen med CRISPR/Cas9-baserad teknik
(Kaminski et al. 2016). Framgangsrika forsok har gjorts dar Cas9 och sgRNA modifierades



till att kanna igen de tva olika LTR-segmenten i &ndarna av HIV-genomet. Cas9-sgRNA
konstruktionen injicerades in i en speciell variant av immunforsvarets T-hjélparceller som ar
speciellt mottagliga for latenta HIV-infektioner. T-hjélparcellerna var hamtade fran en
mansklig cellinje, vilket ger studien 6kad relevans. En rad intressanta fynd gjordes. Till att
borja med visar resultaten att det med hjalp av Cas9-sgRNA gar att effektivt avlagsna flera
kopior av det integrerade virusgenomen fran olika platser i vardcellens kromosomer
(Kaminski et al. 2016). Vidare kunde studien pavisa att det avlagsnade virala DNA:t bryts ner
vilket hindrar det fran att infektera cellen anyo pa en annan plats i arvsmassan. Med fortsatt
uttryck av Cas9-sgRNA minskade risken for ny infektion av HIV och cellen blev oférmdgen
att underhalla viral replikation. Skyddet mot viruset 6kade dessutom i samband med mangden
Cas9 som uttrycktes.

| samband med forsoket undersoktes de potentiella negativa effekterna av Cas9-aktiviteten.
Allt som allt kunde ingen signifikant eller kvarstaende negativ pafoljd upptackas gallande
genuttrycket av gener positionerade nara klyvningssajten. Inte heller kunde forskarna
upptacka att Cas9 inducerat mutationer pa oonskade positioner i vardgenomet som bieffekt
(Kaminski et al. 2016). En avslutande upptéckt som gjordes var att friska T-hjalparceller
kunde skyddas fran att infekteras genom leverans av Cas9-sgRNA via lentivirusvektorer.
Detta ex vivo experiment ledde till inaktivering av virusreplikation och inhiberade infektionen
av HIV i humana celler (Kaminski et al. 2016).

CRISPR/Cas9 systemets forebyggande formaga mot HIV har undersokts ytterligare. Ett
CRISPR/Cas9-system, inklusive sgRNA, som &r optimerat for manskliga celler kan anvéndas
for att angripa viruset under olika steg av virusets livscykel och i olika delar av virus-DNA:t
(Liao et al. 2015). Forsoket designas med mal att undersoka flera variabler och utfors bade i
en human cellinje av T-celler och humana pluripotenta stamceller. Cas9 kan attackera viruset
i tva steg. Det kan agera direkt pa virusets arvsmassa nar det forst gar in i vardcellen och
fortfarande befinner sig utanfor cellkérnan, eller efter att viruset har integrerat in i vérdcellens
DNA. | bada fallen racker det med Cas9-aktivitet for att stora infektionen. Cas9 kan leda till
en permanent inhibering nar det agerar mot det integrerade virusets genuttryck. Oavsett nar i
virusets livscykel som Cas9 angriper okar effektiviteten om det levereras till cellen
tillsammans med flera olika sgRNA. Det 6kar antalet méjliga maltavlor och leder till att
mutationer introduceras flerfaldigt i viruset (Liao et al. 2015). Dessutom tyder data pa att
insattande av ett konstant uttryckt CRISPR/Cas9-system kan ge ett langsiktigt skydd mot
HIV-1i T-lymfocyter (Liao et al. 2015).

Genterapi och Duchennes muskeldystrofi

Duchennes muskeldystrofi (DMD) ar en hdgintressant sjukdom fran ett genterapeutiskt
perspektiv eftersom det & en monogen sjukdom. Det innebér att den orsakas av skador pa en
enda gen. Skadorna innefattar mutationer som orsakar sjukdomen genom raderingar av ett
eller flera exon, det vill séga kodande regioner av genen. Raderingen leder till en ny l&sram
och att fel proteinkedja byggs vid translation. Produkten av genen ar proteinet dystrofin.
Dystrofin dr ett stort strukturprotein som ar essentiellt for cellmembranet i muskelceller.
Symptomen fran DMD innefattar forlorad rorlighet och fortskridande muskelsvaghet da
musklerna i kroppen degenererar. Duchennes muskeldystrofi leder till forkortad livslangd och
for tidig dod, ofta i samband med hjartproblem eller att andningsapparaten fallerar.
Sjukdomen &r recessiv och X-bunden, darav ar det néastan bara pojkar som drabbas (Long et
al. 2014) (Nelson et al. 2016).



En annan anledning till att DMD ér ett angelaget mal for genterapi ar att det i nulaget inte
finns ndgot botemedel mot sjukdomen. Den enda behandling som ér tillganglig ar i form av
kortison som endast har en lindrande effekt. Trots att den genetiska bakgrunden lange varit
val karaktariserad har réatt teknik saknats. Med CRISPR/Cas9 har dock nya dorrar 6ppnats.
Forsok har gjorts for att undersoka huruvida genetiska modifieringar kan férebygga
sjukdomen. Long et al (2014) designade en studie dar CRISPR/Cas9-baserad genteknik
anvandes for att modifiera moss med mutationen. Studien genomférdes pa zygoter som
injicerades med Cas9, sgRNA, och en kort gensekvens med funktion att fungera som
rattningsmall. Resultatet visade att &ven om korrigering ej skedde i alla muterade celler rackte
det med att minst 17% av cellerna hade forlorat mutationen och korrigerats for symptom inte
skulle utvecklas (Long et al. 2014). Darmed kunde denna studie visa att in vivo anvéndning av
CRISPR/Cas9-medierad genteknik har formagan att korrigera mutationen som orsakar DMD
och férhindra att sjukdomen uppstar.

Ytterligare in vivo experiment har genomférts med CRISPR/Cas9-baserad genteknik och fler
metoder har utforskats. Ett alternativ ar att avlagsna specifika exoner for att aterstalla
lasramen. Metoden resulterar i ett funktionellt om nagot forkortat protein (Nelson et al. 2016).
| det har fallet anvandes redan fullvuxna mdéss som injicerades med CRISPR/Cas9-system i
somatiska celler. Systemet kunde levereras framgangsrikt till den relevanta vavnaden med
hjélp av adenoassocierade virus (AAV), vilket ar lovande for framtida forskning. Det har
visats att CRISPR/Cas9 kan levereras med AAV vektorer bade lokalt till en enskild muskel
och till ett organsystem, exempelvis hjértat (Tabebordbar et al. 2016)

Diskussion

En sak star séaker, med upptackten av CRISPR/Cas9 och systemets odndliga potential ser
framtiden for genteknik onekligen ljus ut. Man kan sdga att genetiken har inlett en ny era och
vissa forskare menar att Cas9 kan jamféras med den inverkan uppfinnandet av PCR-maskinen
hade pa 90-talet. Den storsta orsaken till CRISPR/Cas9-systemets genomslag &r hur
latthanterligt och kostnadseffektivt det &r som verktyg. Det finns andra metoder vars
effektivitet avseende genmodifieringar inte skiljer sig avsevart fran Cas9. Problemet med
metoder som dessa, till exempel ZFN och TALEN:s, ar det faktum att det kravs mycket
forberedande arbete med proteinerna som ska utféra genmodifieringarna (Gaj et al. 2013).

Framtida utmaningar

For CRISPR/Cas9-baserad genterapi och sjukdomsforskning ser framtiden det lovande ut.
Studierna som gjorts pa teknologin fokuserar hittills mycket pa den potential som Cas9 har
som genetiskt verktyg. De publikationer som finns ar till stor grad konceptbevis, alltsa
amnade att bevisa vad som ar mojligt att géra med Cas9. Emellertid kvarstar manga viktiga
hinder att 6verkomma innan forskningen appliceras pa kliniska situationer. En av de framsta
utmaningarna ar att hitta ett effektivt leveranssystem som gor det magjligt att introducera
CRISPR/Cas9 till cellen i fraga pa ett effektivt sétt utan att stora cellens funktion (Nelson &
Gersbach 2016). Tidigare har jag beskrivit de leveranssystem som &r populéra idag och som
anvants till stor framgang i in vivo forsok. Anda ar effektiviteten mycket lagre an énskat. For
att leveransen ska vara tillracklig injiceras forsoksdjuren ofta med doser som &r langt dver det



som skulle vara rimligt eller tillatet i en klinisk studie pa manniskor. Om man gar in i mer
detalj har dessutom alla de redovisade leveranssystemen sina nackdelar.

Lentivirus har den stora nackdelen att de kan integrera var som helst i vdrdens DNA. Darmed
ar risken stor att vektorn slar ut funktionen hos en essentiell gen. De &r dessutom dyrt att
producera lentivirusvektorer i tillrackligt stor mangd (Persons 2010). AAV-vektorer kan
specificeras till enskilda vavnader och &r relativt ofarliga, men leveranskapaciteten ar till
storre delen otillracklig. Ett annat hinder for klinisk applicering av AAV ar det faktum att en
signifikant andel av jordens befolkning har antikroppar &mnade att neutralisera
adenoassocierade virus (Nelson & Gersbach 2016). Inte forran problematiken géllande
effektiv leverans av CRISPR/Cas9-system har 16sts kan man dvervaga om CRISPR/Cas9
baserade genmodifieringar kan anvandas i terapeutiskt syfte.

En annan utmaning ar att utreda till vilken grad Cas9 leder till bieffekter som till exempel
genmodifieringar pa odnskade positioner i genomet. Ett Cas9-protein som inducerar klyvning
och darmed mutationer pa fel plats kan potentiellt vara mycket farlig. For att anvandning av
CRISPR/Cas9 inom mansklig genterapi ska vara genomforbart maste systemet vara fullandat.
De studier jag tittat pa har an sa lange inte hittat bevis pa att Cas9 skulle ha allvarliga
bieffekter i det har avseendet. Dock ar det viktigt att poéngtera att dessa antaganden baseras
pa undersokning av positioner i genomen som férmodas vara mal for ett missriktat Cas9. Det
ar alltsa baserat pa bioinformatiska forutsagelser. For att bekréfta att Cas9-aktivitet inte ger
nagra bieffekter kravs det in vivo verifiering samt sekvensering och analys av hela genomet.

Det finns dessutom en aterkommande problematik som har tagits upp i flera studier. Ett av de
stora malen med CRISPR/Cas9-baserad genterapi &r att genomfora permanenta
genkorrigeringar i somatiska celler. For att uppna det kravs det att dubbelstrangsbrottet som
Cas9-proteinet har inducerat repareras med homolog rekombination. Dock har det observerats
att homolog rekombination rent naturligt forekommer med l&gre frekvens an icke-homolog
sammanfogning. Dessutom &r homolog rekombination valdigt ineffektiv i celler som redan
har genomgatt celldelning (Long et al. 2014).

Etiska fragestallningar

Det &r inte bara tekniken som utmanar tillampandet av CRISPR/Cas9-baserad genterapi.
Eftersom genterapi &r amnat att anvandas pa manniskor som en form av behandling medfoljer
en rad etiska fragestallningar som inte kan asidosattas. Till att borja med maste tekniken vara i
fullandad innan den kan Gvervagas som ett seriGst alternativ inom sjukvarden. | dagslaget ar
det tillatet att genomfcéra genmodifieringar pa manskliga celler sa lange cellerna i fraga ar
somatiska celler. Nar det géller celler fran arvslinjen, det vill saga kdnsceller eller andra celler
som star for den tidiga utvecklingen, &r det i nulaget forbjudet att modifiera dessa.

Tidigare under 2016 publicerades en artikel av en kinesisk forskargrupp som genomfort en
CRISPR/Cas9-baserad studie pa humana embryon (Kang et al. 2016). Embryona som
anvandes i studien var inte livsdugliga och hade donerats till forskningen. Alltjamt fick
artikeln mycket kritik och det var i samband med dess publicering som diskussionen om
forbud mot anvandandet av just humana embryon hettade till. Jag forutspar att diskussionerna
kring etiska aspekter bara kommer att 6ka med tiden. | dagslaget &r tekniken inte ddr, men det
ar inte omojligt att CRISPR/Cas9-baserad genteknik i framtiden kan anvéndas for att
permanent modifiera manskliga celler.
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Utmaningarna ar manga nar det avser CRISPR/Cas9-systemets framtida utveckling, men det
ar viktigt att notera att forskare ar val medvetna om vad som kvarstar att undersoka innan
tekniken ar fullandad. Med tanke pa den utveckling av CRISPR-teknik som har skett

hittills tyder mycket pa att dessa hinder kommer att Gvervinnas.

Tack
Tack till Josefin Pettersson, Linnéa Hamberg och Mariam Khammari for vardefull
aterkoppling. Stort tack ocksa till min handledare Anna Larsson.
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[Hur kan CRISPR anvandas inom mansklig genterapi?]: etisk bilaga
Ebyon Mohamud Hassan
Sjalvstandigt arbete i biologi 2016

Introduktion

CRISPR (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) ar namnet pa ett
biologiskt system som upptécktes nyligen hos prokaryota organismer (Barrangou et al. 2007).
Funktionen hos CRISPR kan liknas vid det immunfdrsvar som finns hos méanniskor da det ger
vardcellen mojligheten att avvarja angrepp fran angripande virus. Mekanismen baseras pa att
CRISPR-systemet och associerade proteiner kan kdnna igen frammande DNA och degradera
det. Ar 2012 kom forskare fram till att ett av de hér proteinerna, Cas9, med enkla
modifieringar kan programmeras om till att klyva vilken DNA sekvens som helst (Jinek et al.
2012).

Med denna upptackt fick det gentekniska forskningsfaltet tillgang till ett kraftfullt verktyg.
Cas9 baserad genteknik har potentialen att appliceras pa ett flertal omraden, daribland
genterapi. Det har dock vackt ett antal etiska fragor. Bor det vara tillatet att anvanda Cas9 for
att introducera permanenta modifieringar hos manniskor?

Ett valdigt starkt argument for tillatandet av mansklig genteknik ar maojligheten att kunna
behandla sjukdomar som tidigare varit omojliga att rada bot pa och som skapat stort manskligt
lidande. Sjukdomar som mojligen skulle kunna behandlas inkluderar Duchennes
muskeldystrofi, HIV, och eventuellt cancer.

Det finns dock de som &r skeptiska till anvandandet av genteknik pa manniskor. I nulaget ar
det ledande motargumentet bristen pa kunskap gallande bade konsekvenserna och verktyget i
sig. For att Cas9-medierad genterapi ska vara relevant maste tekniken vara sa perfekt som
mojligt. Till exempel behdvs ett sétt att effektivt leverera proteinet till relevanta celler och
eliminering av risken for bieffekter av proteinets aktivitet. | dagsléget ar detta fortfarande
nagot som forskare jobbar pa.

Ett ytterligare motargument ar det sa kallade sluttande planet. Vissa menar att risken &r stor att
tekniken som tagits fram for att behandla sjukdomar i framtiden kan anvandas for att
modifiera gener endast i kosmetiska syften. Var ska gransen dras nar foraldrar far mojligheten
att paverka arvsmassan hos sina barn?

Avslutning

Tekniken ar langt ifran fardigutvecklad men jag tycker att det ar viktigt att samtal kring de
etiska aspekterna paborjas redan nu sa att samhallet i stort ar forberett nar det en dag blir
mojligt att genomfora permanenta genmodifieringar pad manniskor. Personligen ser jag positivt
pa mansklig genterapi da det kan minska lidandet hos det manskliga samfundet, vilket &r ett
mycket Overtygande argument. Att hjalpa andra borde vara ett fokus nar det kommer till
forskning som denna. | nuldget sallar jag mig daremot till skeptikerna da vi vet alldeles for lite
och risken for dubbla anvandningsomraden kan inte underskattas. Med den kunskap som finns
idag ar genterapi pa manniskor inte relevant. Det finns en framtida potential for mansklig
genteknik, men for att den potentialen ska uppfyllas finns det ett stort behov for uppsattande
av strikta regelverk och konsensus inom forskarsamfundet.
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