CRISPR/Cpfl - Vart nasta stora verktyg for

genmanipulationer?
Ida Isolehto
Sjalvstandigt arbete i biologi 2016

Sammandrag

Upptackten av de prokaryota immunsystemen CRISPR/Cas har haft en stor inverkan pa
utvecklingen av bioteknologiska verktyg for genmodifiering. CRISPR-systemen &r
anpassningsbara och fungerar in vivo genom att spara sekvenser fran invaderande DNA som
sedan anvénds for att snabbt k&nna igen och eliminera en upprepad infektion. CRISPR-
proteinerna har formagan att klyva DNA och styrs till malsekvensen av ett RNA som
harstammar fran en infekterande bakteriofag eller plasmid. Cas9 ar det mest valstuderade
CRISPR-systemet och har utvecklats till ett bioteknologiskt verktyg med ménga
anvandningsomraden. Framst anvands CRISPR/Cas9 for att sla ut gener men ocksa for att
gora punktmutationer eller inséttningar och raderingar av sekvenser ur genomet. Trots att
CRISPR har sitt ursprung i prokaryoter fungerar CRISPR/Cas9 i bade prokaryota och
eukaryota celler. CRISPR-systemet CRISPR/Cpf1 har liknande egenskaper som
CRISPR/Cas9 och tillhr samma klass av CRISPR-proteiner men skiljer sig fran Cas9 i flera
avseenden. Cpfl binder till DNA vid andra sekvenser, har ett klyvningsmodnster som
resulterar i dverhadngande dndar, systemet dr avsevart mindre &n CRISPR/Cas9 och Cpfl har
en helt unik proteinstruktur. Sammantaget gor detta att Cpfl har lovande egenskaper for att
utvecklas till ett kompletterande verktyg till Cas9.

Inledning

Precis som manniskor ar mikroorganismer utsatta for diverse infektioner, av bade virus (sa
kallade bakteriofager) och andra bakterier. Foljaktligen har skyddande immunférsvar
evolverat fram dven hos dem. Ett sadant &r CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Repeats) som tillsammans med Cas (CRISPR associerade proteiner) aterfinns hos ungefar
halften av alla bakterier och néstan alla arkéer (Horvath et al. 2010). Vid en infektion av en
bakteriofag eller en annan bakterie utsatts cellen for fraimmande genetiskt material i form av
viralt DNA (och i vissa fall RNA) eller bakteriella plasmider. CRISPR-systemen sparar
fragment av det infekterande DNA:t i den egna kromosomen (Jinek et al. 2012). Fragmenten
kan sedan anvandas som ett ”minne” fran tidigare infektioner sa att en upprepad infektion
snabbt kan elimineras. CRISPR-biblioteket ar uppbyggt av palindroma, repetitiva sekvenser
separerade av dessa DNA-fragment (Bolotin et al. 2005). Den engelska termen for
fragmenten ar “’spacers” vilket skulle kunna 6versittas till mellanrum. Namngivningen av
dessa skedde innan dess funktion var kand och beskriver hur de separerar de repetitiva
sekvenserna. Detta sager dock inget om dess funktion varfor de fortsattningsvis kommer
refereras till som igenkénningssekvenser. Vid en upprepad infektion anvands
igenkanningsekvensen for att kdnna igen det fraimmande DNA:t. Uppstréms om CRISPR-
biblioteket kodas Cas-proteinerna och vissa ickekodande RNA (Figur 1). Det finns flera olika
Cas-proteiner i CRISPR-loci som har olika funktioner i systemet. Cas-proteinerna behtvs
béde for insamlingen av nya igenkanningssekvenser och for att bryta ned fraimmande DNA
(Marrafini & Sontheimer 2010).
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Figur 1. Struktur for CRISPR-loci. Markerat i svart ar de repetitiva sekvenserna som separerar de olika
igenkanningssekvenserna (gult, blatt, gront, rétt). Uppstréms om CRISPR-biblioteket kodas Cas-proteinerna.
Réda pilar indikerar riktningen for transkriptionen. Figuren ar omarbetad med tillstand fran [iGEM Uppsala
2016] (http://2016.igem.org/Team:Uppsala/Project/CRISPR.) copyright (2016).

Mekanism och klassificering av CRISPR/Cas-system

Eftersom CRISPR-systemen aterfinns hos sd manga arter finns en stor diversitet av system
som alla delar samma funktion men skiljer sig nagot i mekanism och struktur (Marrafini &
Sontheimer 2010). Systematiseringen av CRISPR-system har flera nivaer. Forst delas de in i
klasser som huvudsakligen baseras pa om de har enkla endonukleas (protein som klyver
DNA) eller om dess endonukleas bildar komplex och hur de komplexen verkar (Makarova et
al. 2011a). Klasserna delas sedan vidare in i typer utefter systemets funktionella egenskaper
och evolutiondra ursprung. CRISPR-systemens mekanism for att mediera immunitet kan
delas in i tre olika stadier: Insamling av nya igenkanningssekvenser, uttryck och bearbetning
och slutligen interaktion med malsekvensen (Makarova et al. 2015).

Insamling av igenkanningssekvenser

CRISPR-systemet &r ett dynamiskt och anpassningsbart immunsystem. Vid infektioner
samlar CRISPR-systemet hela tiden in nya igenk&nningssekvenser vilket gor att systemet
anpassas efter vilka infektioner cellen blir utsatt for.

Hos CRISPR-system av klass | och Il &r insamlingen av igenk&nningssekvenser beroende av
en PAM-sekvens i det invaderande DNA:t (Figur 2) (Makarova et al. 2011b). PAM-
sekvensen bestar av en kort nukleotidsekvens bredvid malsekvensen och tros vara ett satt att
skilja mellan frammande DNA och cellens egna genom (Anders et al. 2014). Vid en infektion
kanns PAM-sekvensen i det invaderande genomet igen av Cas-proteinet som plockar upp en
ny igenkanningssekvens intill PAM-sekvensen. Till skillnad fran system av klass | och |1
kréver upplockningen av igenkanningssekvenser hos system av klass 111 ingen PAM-sekvens
(Makarova et al. 2011b).

Om en potentiell igenk&nningssekvens hittas klyvs denna (vanligtvis till en langd av ungeféar
30 nukleotider) och inkorporeras i CRISPR-biblioteket av Cas1 och Cas2 (Figur 2) sa att den
sedan kan uttryckas och anvéndas vid en upprepad infektion (Figur 3). Nér en ny
igenké@nningssekvens satts in i CRISPR-biblioteket sker det alltid ndrmast Cas-operonet och
den repetitiva regionen dubbleras sa att bibliotekets struktur bevaras (Makarova et al. 2011b).
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Figur 2. Insamling av igenkanningssekvenser. Insamlingen av igenkanningssekvenser (ljusblatt) medieras av
Cas-proteiner i de olika klasserna av CRISPR-system, exakt vilka Cas-proteiner ar dock dnnu ej klarlagt. System
av klass 1 och Il & beroende av en PAM-sekvens (rétt) i det invaderande DNA:t till skillnad frén system av klass
I11. Cas-proteinerna binder till det invaderande DNA:t och med hjélp av Casl och Cas2 integreras en ny
igenkanningssekvens mellan de repetitiva regionerna (blatt) i CRISPR-biblioteket. Insattningen sker i d&nden
narmast Cas-operonet. Figuren ar omarbetad med tillstdnd frén Macmillan Publishers Ltd: [NATURE
REVIEWS MICROBIOLOGY] (Makarova, K. S., Haft, D. H., Barrangou, R., Brouns, S. J. J., & Charpentier,
E., Evolution and classification of the CRISPR-cas systems) copyright (2011).

Uttryck och bearbetning

CRISPR-biblioteket uttrycks till ett langt prekursor transkript (pre-crRNA) som innehéller bade
igenkanningssekvenser och de repetitiva regionerna. Pre-crRNA:t bearbetas sedan pa olika vis av de
olika klasserna av CRISPR-system for att skapa det mogna crRNA:t som kan styra endonukleaset till
malsekvensen (Figur 3). Bearbetningen kan antingen utforas av komplex eller av enkla
endoribonukleaser, och i vissa fall med hjalp av ett ytterligare RNA (Marrafini & Sontheimer 2010).

I Klass | bildar flera av Cas-proteinerna ett komplex som kallas for Cascade. | detta komplex
ingar Cas6 som klyver pre-crRNA:t till moget crRNA. Efter bearbetningen rekryteras Cas3
till Cascadekomplexet (Makarova et al. 2011b). Hos system av klass Il uttrycks férutom pre-
crRNA dven ett transaktiverande CRISPR-RNA (tracrRNA). TracrRNA:t binder till pre-
crRNA:t vilket i sin tur mojliggér bindning av Cas9. N&r bindningen mellan Cas9, tracrRNA
och pre-crRNA har skett kan Cas9 tillsammans med RNasllI generera det mogna crRNA:t
(Deltcheva et al. 2011). | system av klass 111 utférs bearbetningen precis som i klass | av
Cas6, men efter bearbetningen dverfoérs crRNA:t till ett annat Cas-complex (Csm eller
Cmr)(Makarova et al. 2011b).
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Figur 3. Uttryck och bearbetning. CRISPR-biblioteket uttrycks till ett pre-crRNA som innehaller
igenkanningssekvensen (ljusblatt) och repetitiv region (mérkblatt). Genom klyvning av pre-crRNA
(klyvningspositioner utmérkta med pilar) genereras det mogna crRNA:t. | system av klass | bearbetas pre-
crRNA av Cascadekomplexet och det mogna crRNA:t fortsétter att vara bundet till komplexet. | detta stadium
rekryteras Cas3 till Cascadekomplexet. | klass Il bearbetas pre-crRNA:t av Cas9 och RNasll med hjalp av
tracrRNA. 1 klass 111 bearbetas det av Cas6 varpa crRNA:t éverfors till Csm eller Cmr. Figuren dr omarbetad
med tillstdnd fran Macmillan Publishers Ltd: [NATURE REVIEWS MICROBIOLOGY] (Makarova, K. S.,
Haft, D. H., Barrangou, R., Brouns, S. J. J., & Charpentier, E., Evolution and classification of the CRISPR-cas
systems) copyright (2011).

Interaktion med malsekvensen

Eftersom crRNA:t innehaller igenkanningssekvensen som ursprungligen kommer fran en
tidigare infektion kan det efter bearbetningen styra endonukleaset till malsekvensen i det
invaderande genomet. Styrningen sker genom att igenkanningssekvensen i crRNA:t basparar
med den komplementéra sekvensen i det invaderande DNA:t (Horvath et al. 2010). System
av klass I och 11 ar bada beroende av en PAM-sekvens intill malsekvensen (Makarova et al.
2011a). Basparningen mellan crRNA:t och malsekvensen mojliggor for endonukleaset att
klyva malsekvensen och pa s vis eliminera hotet som det invaderande DNA:t utgor.

Hos klass | &r det Cas3-subenheten i Cascade-komplexet som utfor klyvningen medan det hos
klass Il & Cas9 (Figur 4). System av klass 111 sdrskiljer sig dels genom att vissa system har
formagan att klyva bade DNA och RNA, och dels genom att de inte ar beroende av en PAM-
sekvens. Klyvningen i klass I11-system utfors av Csm- eller Cmr-komplexet. Eftersom
systemet inte anvander sig av en PAM-sekvens forlitar det sig istéllet pa strukturen i
CRISPR-biblioteket for att skilja mellan sitt eget och det invaderande genomet (Makarova et
al. 2011b).
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Figur 4. Interaktionen mellan endonukleaset och malsekvensen. 1 system av klass | klyvs malsekvensen (svart)
av Cas3, i klass Il av Cas9 och i klass I11 av Csm/Cmr. Klyvningen (indikerat med pilar) r beroende av en
PAM-sekvens (rétt) i system av klass 1 och Klass II. Figuren ar omarbetad med tillstdnd fran Macmillan
Publishers Ltd: [NATURE REVIEWS MICROBIOLOGY] (Makarova, K. S., Haft, D. H., Barrangou, R.,
Brouns, S. J. J., & Charpentier, E., Evolution and classification of the CRISPR-cas systems) copyright (2011).

CRISPR/Cas9

En typ av system, CRISPR/Cas9, har sedan upptéckten fétt sarskilt stor uppmarksamhet pa
grund av dess stora anvandbarhet inom bioteknologin. Man kan ndmligen utforma egna
system som med hjalp av Cas9 klyver DNA vid en dnskad position i valfritt genom (Hsu et
al. 2014). De enda komponenter som behdvs for att klyva i genomet med hjélp av Cas9 &r
endonukleaset i sig, en igenkanningssekvens transkriberad till crRNA, ett transaktiverande
tracrRNA och en malsekvens med en intilliggande PAM-sekvens (Jinek et al. 2012). For att
forenkla anvandningen av systemet som bioteknologiskt verktyg har man skapat en fusion
mellan crRNA och tracrRNA sé att de bildar en enkel enhet, ett sé kallat syJRNA. SgRNA:t
kan designas till att matcha vilken sekvens man énskar sa den enda restriktionen for var man
kan vdlja att klyva i genomet ar huruvida det finns en intilliggande PAM-sekvens eller inte
(Jinek et al 2012).

Modulariteten och specificiteten i CRISPR/Cas-systemen har 6ppnat upp en helt ny varld av
mojligheter inom biotekniken. Anvandningsomradena fér CRISPR-baserade verktyg ar
sannerligen omfattande och stracker sig fran basforskning, bioteknik och medicin till framtida
genterapi. Sedan upptéckten av Cas9 och dess stora anvandbarhet har man isolerat och
karaktariserat manga olika Cas-proteiner fran olika organismer i jakten pa fler system som
kan 6ka effektiviteten eller komplettera Cas9. Ett sddant system som har visat lovande
egenskaper dr CRISPR/Cpfl (Fonfara et al. 2016). Denna litteraturstudie fokuserar pa detta
nyupptickta CRISPR-system och undersoker hur det skiljer sig i struktur och mekanism fran
det numera valstuderade CRISPR/Cas9-systemet. Méjliga anvandningsomréaden dar Cpfl kan
vara mer fordelaktig att anvanda an Cas9 diskuteras aven.

CRISPR-system av klass Il

Ar 2015 publicerades upptéckten av Cpfi, ett Cas-protein som har liknande verkan som Cas9
men med en del andra egenskaper. Cpf1 k&nner igen andra PAM-sekvenser och har ett annat
klyvningsmonster. Till skillnad fran Cas9 som klyver nara PAM-sekvensen och lamnar
trubbiga andar klyver Cpfl Iangt nedstroms om PAM-sekvensen och lamnar 6verhangande
&ndar (Zetsche et al. 2015). Detta klyvningsmonster gor att Cpfl har potential att vara mer
effektiv &n Cas9 for att anvandas till andringar i genomet baserat p4 homolog rekombination.
CRISPR/Cpf1 &r dessutom det mest minimalistiska CRISPR system man hittills upptéckt,



béde pé grund av att dess guidande RNA &r avsevirt kortare och pé grund av att det sjalv
bearbetar sitt crRNA och varken &r beroende av ett tracrRNA eller cellens egna RNaser
(Fonfara et al. 2016).

Klassificering av Cpfl

Bade Cas9 och Cpfl ar CRISPR-system av klass I1. Detta innebar att de har ett enda nukleas
som utfor klyvningen till skillnad fran klass I och I11-system som karaktariseras av komplex
av flera proteiner (Makarova et al. 2015). Trots att de har ganska liknande egenskaper finns
det ocksa stora skillnader mellan Cpf1 och Cas9. Efter indelningen i klasser delas systemen
vidare in i typer. CRISPR/Cas9 &r ett klass I1- typ 1l-system, men CRISPR-locus for Cpfl
liknar strukturellt mer de loci som hittas hos klass | och Il &n hos Kklass 1l. Medan CRISPR-
locus hos Cas9 innehaller bade ett tracrRNA och ett pre-crRNA har Cpfl-locus bara ett pre-
crRNA (Deltcheva et al. 2011, Fonfara et al. 2016). Dessutom har Cpfl endast en aktiv
nukleasdoman som &r kand sedan tidigare, till skillnad fran Cas9 som har tva
valkaraktériserade aktiva nukleasdoméner (Zetsche et al. 2015, Makarova et al. 2011b).
Strukturen och uppbyggnaden av bade locus och det aktiva proteinet antyder att Cpfl har vitt
skilda verkningsmekanismer dn Cas9 (Makarova et al. 2015). Man kan dérav dra slutsatsen
att Cas9 och Cpfl ar evolutionart skilda trots att de har vissa funktionella likheter. Darfor har
Cpf1l kategoriserats som en ny typ av klass Il endonukleaser, typ V.

Igenkanningssekvensen

For att igenkanningssekvensen ska kunna styra Cas-proteinet till ratt malsekvens maste den
forst transkriberas till pre-crRNA och sedan bearbetas till moget crRNA. Pre-crRNA:t
innehaller bade igenkanningssekvensen och de flankerande repetitiva sekvenserna (Zetsche et
al. 2015). Langden och strukturen av det mogna crRNA:t ligger devis till grund for
klassifikationen av Cpfl. Det mogna crRNA:t for Cpfl ar 42-44 nukleotider (nt) langt och
inkluderar i 5°- dndenl19 nt repetitiv sekvens foljt av 23-25 nt med ursprung i
igenkédnningssekvensen i 3’-anden, vilket liknar uppbyggnaden hos klass I- och I11-system
(Fonfara et al. 2016). Typ Il CRISPR/Cas-system, som Cas9 tillhor, har istallet omvénd
ordning pé igenkanningssekvens och repetitiv region sé att igenkanningssekvensen sitter i 5°-
anden och den repetitiva sekvensen i 3’-d4nden (Makarova et al. 2011). Langden pa crRNA:t
skiljer sig ockséa nagot i typ 11-system jamfort med system av typ V da de har en
igenkénningssekvens pa mellan 20 och 24 nt och en repetitiv region pa 22 nt.

PAM-sekvensen

Cas-proteinerna guidas till malsekvensen av crRNA, men enbart en matchning mellan
crRNA:t och malsekvensen racker inte for att klyvning ska ske i system av klass I1 (som bade
Cas9 och CPF1 tillhor). Nukleasaktiviteten &r beroende av att det finns en PAM-sekvens intill
malsekvensen. Cpfl kanner igen thymidinrika PAM-sekvenser lokaliserade uppstréms om
igenkénningssekvensen (Zetsche et al. 2015), till skillnad fran Cas9 som kanner igen
guaninrika PAM-sekvenser nedstroms om igenkanningssekvensen (Deltcheva et al. 2011).
PAM-sekvenserna skiljer sig mellan olika CRISPR-system men de kan ocksé variera nagot
mellan samma system hos olika arter. Till exempel & PAM-sekvensen for Cpf1 fran
Francicella Novicida 5’-TTN-3" medan den frdn Acidaminococcus sp ar 5>-TTTN-3". Det
finns en viss flexibilitet i igenkdnningen av PAM-sekvenserna och for Cpfl har den mittersta
thymidinbasen storst betydelse for igenkanningen (Zetsche et al. 2015, Fonfara et al. 2016).
Specificiteten for olika PAM-sekvenser och lokaliseringen av dessa forklaras av hur
nukleasets aktiva doméner &r strukturerade.



Karnsekvensen

Om det finns en komplementar malsekvens och ratt PAM-sekvens kan endonukleaset klyva
DNA:t. Ju hogre komplementaritet det &r mellan igenkanningssekvensen och malsekvensen
desto hogre effektivitet far klyvningen, men klyvning kan ske trots att sekvenserna inte ar
fullt komplementara till varandra. Sekvensen narmast PAM-sekvensen maste dock vara fullt
komplementar till igenkénningssekvensen for att endonukleaset ska kunna binda in till
DNA:t. Denna del av igenkéanningssekvensen kallas karnsekvensen och &r olika lang for olika
CRISPR-system. Karnsekvensen for Cpfl ar 5-8 nt 1ang och lokaliserad i 5°-anden (Zetsche
et al. 2015) medan den for Cas9 &r 13 nt i 3’-&nden (Jinek et al. 2012). Cpfl kan tolerera
enstaka icke-komplementdra nukleotider utanfor kdrnsekvensen medan dubbla néstan helt
reducerar aktiviteten (Kim et al. 2016, Kleinstiver et al. 2016). Detta innebdr att Cpfl &r
mycket specifik for den tilltankta malsekvensen.

Bearbetning av pre-crRNA

Som tidigare ndmnt transkriberas igenkanningssekvenserna i CRISPR-loci till pre-crRNA
som maste bearbetas (Figur 3). De flankande repetitiva sekvenserna omvandlas genom
klyvning till det mogna crRNA:t. Cas 9 kraver transkription av bade pre-crRNA och
tracrRNA som binder till varandra och tillsammans med RNas |11 bearbetar pre-crRNA:t till
moget crRNA (Deltcheva et al. 2011). Cpfl daremot behdver inget tracrRNA eller RNas for
att bearbeta sitt crRNA (Zetsche et al. 2015). Istéllet bearbetar nukleaset sjélv sitt eget pre-
crRNA genom att forst klyva det uppstroms fran 3°-harnalsstrukturen och sedan vidare
bearbeta det genom en innu ej kartlagd mekanism. 1 5°-dnden behalls den repetitiva
sekvensen sd att det mogna crRNA:t kvarhéller en stamloop (Figur 5). Baserat pa
nukleotidsekvensen forutségs denna bilda sekundarstrukturen av en harnal, men analys av
kristallstrukturen har visat att den snarare bildar en pseudoknut (Zetsche et al. 2015, Yamano
et al. 2016, Gao et al. 2016). Denna sekundérstruktur refereras till som 5’-handtaget.
Bindningen mellan Cpfl och crRNA:t sker via 5°-handtaget och ar beroende av bade struktur
och sekvens (Fonfara et al. 2016).
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Figur 5. Bearbetning av pre-crRNA. Overst visas pre-crRNA med de repetitiva regionerna markerade i svart och
igenkénningssekvensen i lila. Cpfl-proteinet (gront) binder till pre-crRNA vilket leder till en
konformationséndring. Pre-crRNA:t klyvs uppstroms om 3’-sekundérstrukturen och genererar ett moget crRNA
med ett 5°-handtag. Figuren ar omarbetad med tillstdnd frn [iGEM Uppsala 2016]
(http://2016.igem.org/Team:Uppsala/Project/ CRISPR.) copyright (2016).

Klyvningsmonster

En aspekt som har stor betydelse &r att klyvningsmonstret skiljer sig at mellan Cpf1 och Cas9
(Figur 5). Cas9 klyver den komplementéra strangen till igenk@nningssekvensen tre baspar
uppstroms om PAM-sekvensen. Den ickekomplementara strangen klyvs en eller flera ganger
vid 3 till 8 baspar uppstroms om PAM-sekvensen och bearbetas sedan av exonukleaser s att
trubbiga andar lamnas (Garneau et al. 2010). Viktigt att notera ar att Cas9 alltsa klyver
malsekvensen inom karnsekvensen. Cpfl daremot klyver DNA-strangarna vid olika
positioner nedstrdms om PAM-sekvensen, vilket &r utanfor kdrnsekvensen. Den
komplementéara strangen klyvs vid 23 nt och den ickekomplementara vid 18 nt nedstréms fran
PAM-sekvensen. Eftersom Cpfl klyver de bada strangarna vid olika positioner lamnar den
Overhéngande &ndar (Figur 5). Klyvningen resulterar i fyra till fem nukleotiders dverhang i
5°-andorna av strangarna (Zetsche et al. 2015). Cpf1 kan likt Cas9 klyva béde linjart och
Overtvinnat DNA (Jinek et al. 2012, Zetsche et al. 2015).
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Figur 5. Klyvningsmonstret hos Cas9 och Cpfl. Endonukleasen styrs till malsekvensen av crRNA (rott) genom
basparning med igenkanningssekvensen (lila). Cas9 kraver dven tracrRNA (grént) och klyver mélsekvensen 3 nt
uppstréms om PAM-sekvensen (orange) vid samma position pa bdda DNA-stréngarna vilket resulterar i trubbiga
andar. Cpfl klyver DNA-strangarna i malsekvensen vid 18 respektive 23 nt nedstroms om PAM-sekvensen
(orange) och ldamnar dverh&ngande andar. Klyvningspositionerna ar markerade med pilar. Figuren & omarbetad
med tillstnd frén [iGEM Uppsala 2016] (http://2016.igem.org/Team:Uppsala/Project/CRISPR) copyright
(20186).

Proteinstruktur

CRISPR-proteinernas struktur avgor dess egenskaper béde vad galler klyvningsménster och
PAM-specificitet. Cas9 har tva aktiva nukleasdomaner som liknar HNH- och RuvC-
endonukleaser (Makarova et al. 2011). Hos Cas9 klyver HNH-domanen den komplementéra
strangen medan RuvC-domaénen Klyver den ickekomplementéra. Via inaktivering av dessa
kan man skapa ett Cas9 som bara klyver den ena eller andra strangen, ett s kallat nickas.
Man kan ocksa inaktivera bada nukleasdomanerna och pé sa vis skapa ett endonukleas som
binder till malsekvensen men helt saknar nukleasaktivitet (Jinek et al. 2012). Sadana
modifierade endonukleaser kan vara anvéndbara for att reglera uttryck av specifika gener
genom att binda till regulatoriska regioner.

I stora drag finns en strukturell likhet mellan Cas9 och Cpfl da de bada bestar av tva lober
som forbinds av en helixbrygga och bildar en aktiv kanal runt cr-RNA:t. Cpfl har likt Cas9
en RuvC-liknande nukleasdomén (Figur 6). Trots att deras strukturer liknar varandra finns
ingen storre homologi mellan proteinernas sekvenser utdver den som aterfinns i RuvC-
domaénen (Yamano et al. 2016). Den forsta studien av Cpfl antog att denna stod for
klyvningen av béada strangarna (Zetsche et al. 2015). Om RuvC-domanen inaktiveras forlorar
Cpf1l helt sin endonukleasaktivitet till skillnad fran Cas9 som da bara klyver den ena DNA-
strangen. Detta resultat 1ag till grund for antagandet att RuvC-domanen skulle klyva bada
strangarna vilket i sin tur forklarades med att Cpf1 skulle verka som en dimer. Denna hypotes
styrktes i studien av att Cpf1 vid rening hade en molekylvikt pa ca 300 kDa (ungefar dubbla
molekylvikten) (Zetsche et al. 2015). Senare studier har dock indikerat att Cpfl verkar som
en monomer da de observerat en molekylvikt pa 187 kDa, vilket ocksa styrkts av studier av
kristallstrukturen (Fonfara et al. 2016, Gao et al. 2016, Yamano et al. 2016). Istéllet foreslas
hypotesen att Cpfl har en andra nukleasdoman som inte &r k&nd sedan tidigare och som
klyver den ena strdngen men &r beroende av RuvC-doménen (Fonfara et al. 2016, Gao et al.
2016, Yamano et al. 2016). Cpf1 har dven en aktiv RNas-doman som star for bearbetningen



av pre-crRNA (Fonfara et al. 2016). For aktivitet krdver de narvaro av katjoner av
magnesium eller kalcium (Fonfara et al. 2016).

Genom att studera kristallstrukturen har man bekréftat att Cpf1 bildar en struktur av tva lober
bestdende av en alfahelix-igenkénningslob (REC) och en nukleaslob (NUC) som skapar en
positivt laddad aktiv kanal runt crRNA:t och mal-DNA:t (Figur 6) (Gao et al. 2016, Yamano
et al. 2016). Loberna binds samman av en helixbrygga som interagerar med socker-
fosfatryggraden i mal-DNA:t. REC-loben bestar av tvd doméaner, REC1 och REC2, och
NUC-loben av RuvC-doménen samt domanerna WED, Pl och Nuc vilka har unika
domanstrukturer som aldrig tidigare observerats utanfér Cpfl-familjen (Figur 6)( Gao et al.
2016, Yamano et al. 2016). Domanerna WED och PI hos Cpf1 &r inte strukturellt
nérbeslaktade med, men har liknande funktion som, WED- och PIl-dom&nerna hos Cas9
(Anders et al. 2014, Gao et al. 2016, Nishimasu et al. 2015, Yamano et al. 2016).

PI-doménen bestammer PAM-specificiteten och interagerar med PAM-sekvensen bade
genom att justera igenkanningssekvensen till ratt position i férhallande till malsekvensen och
genom att fungera som ett topoisomeras (Anders et al. 2014). Topoisomerasfunktionen
kommer av att PI-doméanen binder till PAM-sekvensen vilket far DNA:strangen att vridas.
Detta leder till att bindningen mellan DNA-strangarna i malsekvensen destabiliseras och
DNA:t borjar lindas upp. Upplindningen av DNA:t mojliggdr basparning mellan
malsekvensen och igenkanningssekvensen och ett RNA-DNA-heteroduplex bildas.
Basparningen destabiliserar ytterligare bindningen mellan malsekvensen och den icke-
komplementéra strdngen och lindar ytterligare upp DNA:t. Detta forklarar varfor
missmatchningar inom karnsekvensen (narmast PAM-sekvensen) inte tolereras for att
klyvning skall ske (Anders et al. 2014). Nar igenk&nningssekvensen basparar med
malsekvensen undergar Cpfl forandringar i konformationen (Gao et al. 2016, Yamano et al.
2016).

WED-domanen deltar tillsammans med REC-loben i att kdnna igen 5’-handtaget i crRNA:t
sd att crRNA:t kan bilda komplex tillsammans med Cpf1(Yamano et al. 2016). RuvC-
domanen och Nuc-doménen innehéller de aktiva klyvningssatena (Figur 6). Nuc-domanen
klyver den komplementara DNA-strangen i mélsekvensen (Gao et al. 2016, Yamano et al.
2016). Inaktivering av Nuc-doménen resulterar i ett nickas som bara klyver den
ickekomplementéra strangen, medan inaktivering av RuvC-domanen helt inaktiverar
klyvningsaktiviteten. Detta tyder pa att RuvC forst maste klyva den ickekomplementara
strangen for att Nuc ska kunna klyva den andra strangen (Gao et al. 2016, Yamano et al.
2016).
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Figur 6. 3D-struktur for Cpfl bundet till crRNA. For att ge en enklare dverblick visas ej REC1- och PI-
doménerna. REC- och NUC-loberna binds samman av en helixbrygga (grént). WED-doménen (gul) binder till
5’-handtaget i crRNA (rod) tillsammans med REC2 (grd).. Malsekvensen ar markerad i svart och crRNA i rétt
och PAM-sekvensen i lila. Nuc-doménen (lila) och RuvC-doménen (turkos) har de aktiva sdtena som klyver
DNA. Det aktiva centret markerat med en ring. Under basparningen med malsekvensen genomgar proteinet
strukturella férandringar som méjliggér interaktion mellan malsekvensen och de aktiva sitena. Ovan strukturen
visas en schematisk bild av basparningen mellan malsekvensen och crRNA:t med klyvningspositionerna
markerade med pilar. | grétt visas de sekvenser som inte &r synliga i strukturbilden. Figuren &r aterpublicerad
frdn [CELL (CAMBRIDGE)] (volume 165, Yamano, T., Nishimasu, H., Zetsche, B., Hirano, H., & Slaymaker,
I. M,. Crystal structure of Cpfl in complex with guide RNA and target DNA, sidorna 949-962.) copyright
(2016), med tillatelse fran Elsevier.

Diskussion

Utvecklingen inom forskning och bioteknink gar standigt framat och ju mer vi lar oss desto fler nya
upptackter kan vi ocksé gora. CRISPR/Cas-systemen ar ett utmarkt exempel pa en sddan upptackt som
i sin tur lett till en mycket storre forstéelse for andra system. Genom att anvanda sig av CRISPR/Cas-
system kan man nu pa ett mycket mer effektivt sétt an tidigare utforska gener och deras funktioner.
Cas9 har redan kommit att bli ett oumbarligt tillskott i den genetiska verktygsladan och med vidare
forskning har Cpf1 potential att kanske till och med 6vertraffa Cas9 inom vissa anvandningsomraden.

Anvéndningsomraden for Cas9

For att forenkla anvandningen av Cas9 har man skapat en fusion mellan tracrRNA och
crRNA s3 att de bildar ett enkelt sgRNA som guidar Cas9 till malsekvensen. | sgRNA:t &ar
igenkanningssekvensen och harnalsstrukturen i 3’-dnden av crRNA:t fuserat till 5’-a4nden av
tracrRNA:t (Jinek et al. 2012, Cong et al. 2013). Igenk&nningssekvensen kan designas fritt
for att klyva i genomet vid 6nskade positioner. Till f6ljd av klyvningen skapas ofta
mutationer som foréndrar lasramen vilket kan leda till ett trunkerat protein eller inaktivering
av genen i frdga beroende pé var i genen man véljer att klyva. Detta ar en smidig metod som
anvands till att studera funktionen hos olika gener.

Cas9 kan ocksa anvindas for att gora bade stora och sma raderingar ur genomet. Genom att
anvanda tva olika igenkdnningssekvenser kan man klippa ut en DNA-sekvens (Cong et al.
2013). P4 sa vis kan man till exempel ta bort en hel gen eller en specifik doman ur ett protein.
Man kan ocksa anvinda sig av homologibaserade mekanismer for att gora olika typer av
forandringar i genomet. D4 forser man cellen med en DNA-sekvens som har homologa dndar
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till positionen varvid man klipper. Cellen kan da anvanda denna DNA sekvens som templat
for att laga brottet i genomet. Pa detta satt kan man géra punktmutationer, insattningar och
raderingar (Cong et al. 2013).

Anvandningsomraden for Cpfl

Eftersom Cpfl har andra egenskaper &n Cas9 har systemet potential att anvandas som ett
kompletterande verktyg men har ocksa potential att Gvertraffa Cas9 inom vissa
anvandningsomraden. Cpf1 har isolerats fran ett flertal organismer och alla Cpf1-nukleaser
fungerar inte for klyvning i humanceller. A andra sidan fungerar inte heller alla Cas9 for detta
andamal. Tva olika Cpf1l har visat liknande effektivitet som Cas9 for klyvning i humana
celler, Cpf1 frdn Acidaminococcus sp och Lachnospiraceae bacterium (Zetsche et al. 2015,
Kim et al. 2016). Eftersom Cas-proteinerna tillater en varierande grad av missmatchningar
innebér det att de kan klyva pa fler stéllen i genomet an det 6nskade. Detta ar problematiskt
eftersom klyvningen ofta resulterar i mutationer, vilket man optimalt vill undvika pa andra
positioner an i sin malsekvens. Cpfl har visat sig vara mycket specifik for klyvning i humana
celler med markant lagre aktivitet utanfér malet &n Cas9 (Nishimasu et al. 2015, Kim et al.
2016, Kleinstivier et al. 2016).

De olika klyvningsmaénstren och positionerna hos Cas9 och Cpf1 gér ocksa att de producerar
olika mutationer efter klyvning. Cpfl har en langre frekvens av inséttning och radering av
enstaka nukleotider an Cas9 men en hogre frekvens av punktmutationer (Kim et al. 2016).
Detta betyder att Cas9 ar mer effektiv for att sla ut gener eller skapa trunkerade proteiner
medan Cpfl & mer effektiv for att generera mutationer som bevarar uttrycket av genen. Likt
Cas9 kan Cpfl muteras for att skapa ett inaktivt nukleas som bara binder till mélsekvensen
eller ett nickas som bara klyver den ena DNA-strangen. Dock kan man enbart skapa ett Cpf1-
nickas som klyver den icke-komplementira strangen pa grund av att Nuc-doménens
nukleasaktivitet ar beroende av RuvC-domanen. Genom att inaktiva nukleaser och designa
sgRNA som binder till regulativa regioner kan man reglera genuttryck, vilket ar anvandbart
nér man studerar geners funktioner. SJRNA:t kan levereas till cellen antingen som PCR-
amplikon eller i en plasmid. I humanceller &r resultatet mer effektivt och specifikt om man
anvander sig av en plasmid. Detta kan mojligtvis forklaras av att risken for felaktiga sgRNA
ar stérre vid PCR-amplifiering an vid uttryck fran en plasmid. Om sgRNA ar inkorrekta
minskar specificiteten da det leder det till klyvning utanfér malsekvensen (Kim et al. 2016).

Det kanske allra mest intressanta med Cpf1 &r dess klyvningsmonster som har lovande
egenskaper for genmodifiering béde via ickehomolog sammanfogning och via homolog
rekombination. Eftersom Cpfl l[&mnar éverhdngande &ndar skulle man kunna anvéanda Cpfl
for att klistra in DNA-sekvenser i genomet med hjélp av mekanismen for icke-homolog
sammanfogning genom att designa sekvenser med matchande 6verhdngande &ndar. Cpfl
skulle ocksa kunna anvandas for att an mer effektivt gora modifikationer via homolog
rekombination. Detta anvands Cas9 till just nu men effektiviteten r lag pa grund av att
reparationsmekanismerna som baseras p& homolog rekombination inte &r lika vanligt
forekommande som de for ickehomolog sammanfogning. Det innebér att vid de flesta
klyvningar kommer brottet att lagas via ickehomolog sammanfogning. Det ar darfor svart att
astadkomma modifikationer med hég effektivitet via homolog rekombination. Det faktum att
Cpf1 klyver bortom karnsekvensen gor att &ven om klyvningen skapar en mutation kan Cpfl
fortsatta att klyva i genomet tills dess att den 6nskade sekvensen har rekombinerat in. For att
Cpfl inte ska fortsétta att klyva efter att den dnskade sekvensen har rekombinerat in kan man
designa sekvensen som anvénds som templat med punktmutationer som férdndrar PAM-
sekvensen eller kdrnsekvensen. Hos Cas9 leder sjélva klyvningen till en férandring i
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karnsekvensen vilket far som konsekvens att Cas9 inte kan fortsitta att klyva. Man har alltsa
bara ett klyvningstillfalle pa sig att rekombinera in den 6nskade sekvensen om man anvander
sig av Cas9 medan man med Cpf1 bor fa flera chanser (Zetsche et al. 2015). Detta betyder att
teoretiskt bor Cpfl vara mer effektiv for genmodifiering via homolog rekombination. Utéver
detta 6ppnar ocksa den thymidinrika PAM-sekvensen upp for annu fler potentiella
malsekvenser och kan vara ett komplement till Cas9:s guaninrika PAM-sekvens (Zetsche et
al. 2015).

Att kunna géra omfattande genmodifieringar pd s manga stallen i genomet som Cpf1 tillater
skulle vara ett mycket anvandbart verktyg inom manga typer av medicinsk, genetisk och
molekylarbiologisk forskning. Dess specificitet och effektivitet verkar aven lovande for
utvecklingen av nya genterapier. For att gora genetiska modifieringar i humana genom pa ett
sakert satt &r det synnerligen viktigt att modifieringarna 4r bade specifika och effektiva. Om
vi lyckas utveckla verktyg som kan leva upp till detta skulle samhallsnyttan vara mycket
betydande da genetiska sjukdomar i dagslaget ofta &r allvarliga och svarbehandlade.
Genterapi bestar just nu framst av att férse cellen med en fungerande kopia av den defekta
genen, men om vi kan anvénda oss av CRISPR/Cas-system skulle man istéllet permanent
reparera den genetiska defekten. Den stora inneborden i detta &r att patienten slipper
upprepade dyra behandlingar och livslanga medicineringar, vilket givetvis ér fordelaktigt for
patientens livskvalitet men ocksa ur ett samhallsekonomiskt perspektiv. Just nu sker pdgéende
forskning kring att implementera Cas9-baserade system som behandlingsmetod for ett brett
spektrum av genetiska sjukdomar, och om Cpfl kan vara en an mer effektiv och séker metod
aterstdr att se. Sammanfattningsvis kan man konstatera att det behévs mer forskning kring
Cpfl och en lamplig infallsvinkel bor vara att underséka om hypotesen kring dess effektivitet
for genmodifiering baserad pd homolog rekombination stammer.

Tack

Till Magnus Eklund for vagledning och goda rad, Bjorn Greijer, Freja Sorenby, Karin
Vickberg och Marten Ljungberg for konstruktiv kritik under uppsatsens utformande, till
iGEM Uppsala 2016 som vackte mitt intresse for Cpfl och slutligen Federico Turco som varit
ett bollplank under min process att forsta mekanismerna bakom Cpf1.
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[CRISPR/Cpf1-Vart nasta stora verktyg for genmanipulationer?]:
Etisk bilaga

Ida Isolehto

Sjalvstandigt arbete i biologi 2016

Genmanipuleringar av humana genom

Anvandningsomradena for CRISPR/Cas-system ar breda men den huvudsakliga forskningen
riktas mot att ta fram verktyg for genmanipulering i humanceller med syftet att utveckla nya
metoder for genterapi. Dagens genterapi gar ut pa att forse celler med en extra kopia av
genetiskt material som kompenserar for den genetiska defekten, men med hjélp av
CRISPR/Cas kan man istéllet permanent korrigera den genetiska defekten. Men &r det
moraliskt riktigt att gora permanenta forandringar i det manskliga genomet?

En viktig aspekt for att besvara fragan &r att undersoka i vilket syfte detta gors och att vaga
nyttan mot vilka risker som det innebér. De storsta riskerna med CRISPR/Cas-baserade
metoder ar framforallt att 1ag specificitet kan leda till att forandringen sker pa andra &n den
Onskade positionen i genomet. Men om vi kan utveckla verktyg med hdg specificitet blir
riskerna ocksa ganska sma i relation till nyttan. Att permanent reparera en genetisk defekt
skulle innebéra att patienten slipper upprepade behandlingar, livslanga medicineringar och
minskat lidande for individen. Det finns redan idag manga behandlingsmetoder dar man gor
omfattande, permanenta, kroppsliga forandringar sasom till exempel organtransplantationer,
och sa lange vi talar om behandling av somatiska celler (som ej nedarvs) bér CRISPR/Cas-
baserad behandling utvarderas pa samma satt som vilken annan medicinsk behandling som
helst. Ett begrepp som ofta florerar i diskussioner kring genmanipulationer &r ”naturlighet”
och det anses inte “naturligt” att gora fordndringar i genomet. ”Naturlighet” ar ett
svérdefinierat begrepp som ofta bygger pa en subjektiv upplevelse av vad som anses
“naturligt”. Det &r dnda intressant att fraga sig hur det kan anses mer naturligt” att till
exempel forflytta en njure fran en manniska till en annan an att byta ut enstaka molekyler i en
cell. Kanske kdnns det mindre “naturligt” eftersom vi inte kan observera férdndringen med
blotta 6gat. A andra sidan anvénder vi oss redan idag av mediciner som altererar kemiska
strukturer i vara kroppar vars verkan vi inte kan observera mer an i abstrakta termer.

Sa skall vi gora detta? Om vi kan utveckla metoder for att permanent behandla genetiska
sjukdomar bor det sjalvklara svaret vara ja! Man kan ocksa vanda pa frdgan, om vi kan bota
dessa sjukdomar, ar det moraliskt riktigt att avstd? Nej skulle jag svara, men det gdr inte att
undkomma att det uppkommer féljdfragor sdsom vem som har réatt till behandling och pa
vilka grunder och hur den genetiska informationen skall skyddas vilket behdver diskuteras
och regleras.
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