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CRISPR-Cas?

- den revolutionerende gensaks

De fleste af os har hgrt om det - enten i nyhederne, pd nettet
eller hos kollegaen. CRISPR-Cas?, det mest hypede klippevoerkig)
I den molekylcere voerkigjskasse i nyere fid. Men hvad er alt

det “fuzz about”? Hvad er CRISPR-Cas9, og hvad er det, som

ger CRISPR-Cas@? fil det mest omialte, revolutionerende og
debatskabende foenomen i vores tidsalder?

Af Ida Lauritsen og Morten H.H. Ngrholm, Danmarks
Tekniske Universitet, The Novo Nordisk Center for
Biosustainability

CRISPR-Cas9 revolutionerer biologien og har muliggjort, at vi
nu meget effektivt og precist kan “klippe og klistre” genetisk
materiale ind og ud af et utal af organismer. Denne enestaende
egenskab stammer oprindeligt fra bakteriers immunforsvar,
som beskytter mod fremmed DNA-indtrengen. Da kinesiske
forskere i 2015 redigerede det genetiske materiale i menne-
skeceller fra et tidligt fosterstadie, skabte det stor debat verden
over, men dbnede samtidig ogsa muligheder for nye mader at
bekempe genetiske sygdomme pa. CRISPR-bglgen er over os
og dette er kun begyndelsen.

“Hacking” af bakteriens immunforsvar
CRISPR-Cas9-systemet er oprindeligt en del af bakteriers
immunforsvar og bruges til at genkende og tilintetggre frem-
mede genetiske elementer ved at klippe dem i stykker [1]. Disse
elementer kan f.eks. stamme fra virus, som angriber bakterier

i naturen. Forkortelsen CRISPR star for ”Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats”, som hentyder til
bestemte gentagende DNA-sekvenser, der er blevet observeret

i det genetiske materiale fra forskellige bakterier [2]. I 2005
lavede forskere forblgffende opdagelser, da de fandt ud af,

at sekvenser som 1a mellem disse gentagede sekvenser, mat-
chede DNA-sekvenser fra forskellige vira - og is@r de sékaldte
phager, som angriber bakterier [3]. Derved fandt man ud af, at
information omkring angribende fremmede phager - et genetisk
mgnster - bliver gemt i bakteriens DNA. Hvis phagen angriber
igen, vil bakterien genkende den og have sit beredskab klar til
forsvar.

Men hvad er Cas9 sa? Cas9 (CRISPR-associated protein 9)
er det protein, der fungerer som den molekylare saks, der klip-
per det fremmede genetiske materiale i stykker, hvis bakterien
angribes igen. Denne saks er sa specifik, at den kun klipper,
hvis den genkender et bestemt stykke DNA, som passer sam-
men med skabelonen i bakteriens DNA [4], figur 1. For at have
et velfungerede CRISPR-Cas9 forsvarssystem i bakterien, er
det ngdvendigt at have to komponenter:

1) Cas9-gensaksen samt et tilhgrende hjelperkompleks og
2) en guidesekvens, som leder Cas9 til den DNA-sekvens, som
skal klippes.
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12012 fik en forskergruppe i Californien en idé - hvad hvis
man kunne “hacke” denne naturlige forsvarsmekanisme til at
styre Cas9 og klippe bestemte DNA-sekvenser [5]?

Dette kunne man f.eks. bruge til at genmodificere organis-
mer, s& de kunne fa nye, eller optimere, allerede-eksisterende
egenskaber. Hurtigt derefter blev systemet testet i forskellige
organismer, og det startede en biologisk revolution - en revolu-
tion, der muliggjorde, at man nu kunne modificere og @ndre det
genetiske arvemateriale yderst effektivt og med hgj precision.
Og lige siden har det kun taget fart. Nu rider alle forskere inden
for life-science med pa CRISPR-bglgen.

Universel gensaks
Ud over at kunne klippe hvilken som helst DNA-sekvens, sa
er en af de mest fascinerende egenskaber ved CRISPR-Cas9-
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Figur 1. CRISPR-Cas9-systemet som del af bakteriens
immunforsvar.

(1) Phager angriber bakteriecellen og inficerer med deres geneti-
ske elementer (red og orange).

(2) Phagernes unikke genetiske manster (A, B, C, D i forskellige
farver) bliver indsat i bakteriens DNA med gentagende sekvenser
imellem sig (grd). Her i DNA'et findes ogsé& genet, som koder for
Cas9-proteinet.

(3) De unikke genetiske manstre fra phagerne bliver lavet til en
guidesekvens og samlet i et CRISPR hjcelperkompleks. Samtidig
bliver Cas? (bl&) proteinet produceret i cellen.

(4) Hvis den samme phag angriber bakterien igen, matcher
guidesekvensen phagens inficerende genetiske element, som
derved genkendes og klippes af Cas9.
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systemet, at det fungerer i et utal af organismer. Dette er blandt
andet bakterier som Escherichia coli, geer, svampe, planter, dyr
- ja selv i menneskeceller [6]. Dette betyder altsa, at systemet
er universelt - ligesom DNA er. Pa Center for Biosustainability
(CFB) pa Danmarks Tekniske Universitet bruger vi dagligt
CRISPR-Cas9 til at designe og optimere cellefabrikker. ”Cel-
lefabrikker” er celler fra forskellige organismer, der bruges
som arbejdsheste til at producere forskellige vaerdifulde stoffer,
som f.eks. medicin, brendstoffer eller kemikalier i industriel
skala. Ved at udnytte cellefabrikker kan man producere store
mengder af stoffer som maske naturligt kun forekommer i sma
mangder i den oprindelige organisme, under ekstreme eller
ikke-miljgvenlige forhold.

Klassiske eksempler pa sddanne stoffer er artemisinin og
lycopen, som henholdsvis er et anti-malaria medikament og en
vigtig antioxidant, der begge oprindeligt er produceret i lang-
somtgroende planter i begreensede mangder [7].

Et klip i DNA'et kan give en produktiv cellefabrik
Det genetiske arvemateriale for alle organismer bestar af
ufattelig mange gener, der koder for proteiner. Disse proteiner
kan vare enzymer, der kan omdanne ét stof til et andet. For
at kunne producere stoffer i cellefabrikker, som ikke natur-
ligt kodes for i en organismes genetiske arvemateriale, ma
man “tilfgje” nye enzymer, redigere eller fjerne de allerede-
eksisterende. Dette krever molekylere verktgjer, som kan
modificere de gener, der koder for enzymerne. Vaerktgjer til at
udfgre genetisk redigering har eksisteret l&nge, men det som
ggr CRISPR-Cas9-systemet sd enestaende til dette formal, er,
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at genetisk redigering kan ggres med meget stor pracision og er
billigt. Der er ikke behov for dyre maskiner, og teknologien er
tilgengelig for alle forskere - da CRISPR-Cas9-komponenterne
kan bestilles pé internettet.

CRISPR-Cas9-systemet klipper ved en bestemt kort DNA-
sekvens, styret af en guidesekvens. Et klip i vores genetiske
arvemateriale - DNA’et - forarsaget af CRISPR-Cas9 kan vere
fatalt for de fleste organismer. Men hvordan udnyttes systemet
sa til at kunne @ndre det genetiske materiale?

Dette afhanger af maden, som cellen reparerer skaden i
DNA’et pa. Der findes forskellige mader at reparere skaden,
hvor den mest velkendte involverer brugen af et DNA-erstat-
ningsstykke, som passer ind i den position, hvor klippet er
sket [8]. Ger er en eukaryot (organisme med en cellekerne)
og mester til at bruge stykker af erstatnings-DNA til at fikse et
klip. Hermed kan vi inds@tte en ny DNA-sekvens eller fjerne
en sekvens i den position, hvor klippet er sket, figur 2a, side 16.
Med CRISPR-Cas9 kan vi derfor “’klippe og klistre” de gener,
vi gerne vil have ind og ud af organismens DNA - vi kan lave
genetisk redigering.

Anvendelsen af CRISPR-Cas9-systemet til genetisk redi-
gering er dog lidt anderledes i de fleste bakterier, som ofte
ikke er gode til at reparere deres DNA - de dgr af et klip i det
genetiske materiale [9]. Dette skyldes blandt andet, at bakte-
rier er prokaryoter (uden cellekerne) og mindre komplekse.

Vi kombinerer derfor andre metoder med CRISPR-Cas9 for at
kunne lave genetisk redigering i bakterier, hvor CRISPR-Cas9
bruges til at fjerne de celler, som ikke har faet &ndret deres
genetiske materiale, figur 2b, side 16. P4 denne méde kan vi
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Figur 2. Brugen af CRISPR-Cas9 i cellefabrikker fil produktion af veerdifulde stoffer. Bde geer- og bakteriecellen indeholder generne (a
og b), der koder for enzymer, som omdanner substratet (illustreret som en lysegragn trekant) fil et veerdifuldt stof (markegrgnne cirkel).
Dog har begge disse organismer et enzym (kodet af gen ¢), som omdanner substratet fil et ugnsket biprodukt (blé firkant). For at und-
gd at producere mindre af det veerdifulde stof, mé& enzymet, kodet af gen ¢, inhiberes. Genetisk redigering bruges derfor til at indscette

et stopsignal i gen ¢, s& det ikke kan producere et aktivt enzym.

a. (1) I gcercellen bruges CRISPR-Cas? til atf klippe i gen ¢, (2) og skaden repareres med et stykke erstatnings-DNA, hvor et stopsignal
(fremhcevet i rgd) er indsat. (3) Med et inhiberet gen ¢ (redt kryds) producerer cellen mindre af biproduktet (pil ned ved blé firkant) og
mere af det veerdifulde stof (pil op ved markegren cirkel). Geoerceller, som ikke har brugt erstatnings-DNA’et til reparation af skaden, kan
f.eks. fikse skaden ved aft klistre DNA'et sammen igen, men disse producerer lige s& meget voerdifuldt stof som den oprindelige celle.

b. (1) | bakteriecellen bruges bestemte molekyloere metoder til at indscette et stopsignal i gen ¢, (2) og CRISPR-Cas? bruges her til at
fierne de celler, som stadig har et funktionelt gen c. (3) Cellen med et inhiberet gen ¢ producerer mere veerdifuldt stof (pil op) og min-
dre aof biproduktet (pil ned). Bakterieceller, som stadig har et funktionelt gen ¢, vil blive klippet i DNA'et og dg p& grund af mangel p&

effektiv DNA-reparation (grd bakteriecelle).

lettere finde de celler, som er blevet @ndret. Som eksempel skal
man uden CRISPR-Cas9-systemet sgge 100 celler for at finde
én celle, som er korrekt genetisk modificeret, hvorimod man
med CRISPR-Cas9 kun skal lede 10 igennem eller feerre [10].

I vores forskningsgruppe arbejder vi med bakterier og bruger
CRISPR-Cas9-systemet, nar vi laver genetisk redigering for at
skabe bestemte bakteriestammer, hvor f.eks. et gen er inak-
tiveret. Dermed kan vi studere betydningen af enzymet, som
netop dette gen koder for. Vi ggr dette for at udvikle og teste
nye molekylere varktgjer til brug i cellefabrikker samt for at
studere gener, som kan vare vitale for cellens evne til at mutere
sit genetiske materiale for at tilpasse sig et bestemt nyt milj@.

Hvad er nceste skridt?
Umiddelbart lyder CRISPR-Cas9-systemet til at have abnet
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utallige dgre inden for biologien. Systemet er veltestet i bade
bakterier, dyreceller samt gaer, men bliver stadig optimeret og
videreudviklet. Nu findes der sagar versioner af systemet, som
kan bruges til at op- og nedregulere udtrykkelsen af bestemte
gener uden at klippe dem, men hvor man udnytter den specifik-
ke DNA-findende egenskab [11,12]. Udover brugen i cellefa-
brikker, kan man bruge CRISPR-Cas9-systemet til f.eks. at lave
planter, der er mere robuste i ekstreme miljger som tgrke, mere
naringsrige grgntsager der smager af mere samt undersgge
grundleggende spgrgsmal vedrgrende @ldning, evolution og
udviklingen af kreeft [13].

Et af de mest omdiskuterede CRISPR-Cas9-baserede ekspe-
rimenter fra 2015 involverede en kinesisk forskningsgruppe,
som formaede at fjerne et sygdomsgen i menneskeceller fra et
tidligt fosterstadie i et reagensglas [14].
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Dette eksperiment startede etiske diskussioner vedrgrende
brugen af CRISPR-Cas9. Men uanset hvor kontroversielt dette
eksperiment var, viste det tydeligt, at teknologien kan bruges
til at modificere sygdomsgener i de tidligere stadier af udvik-
lingen, og allerede i 2016 gav det amerikanske medicinske
forskningsrad National Institutes of Health grgnt lys til at pa-
begynde brugen af CRISPR-Cas9 i menneskeforsgg til bekem-
pelse af kreaft [15].

Denne udvikling kan potentielt vise sig at have stor be-
tydning for, hvordan vi kommer til at bekempe og behandle
genetiske sygdomme fremover.

Hvordan fremtiden ser ud vedrgrende brugen af CRISPR-
Cas9 vides ikke, men hvad der er ganske sikkert, er, at CRI-
SPR-Cas9 har @ndret biologien, og hvor lang tid vi fortsat vil
ride pd CRISPR-bglgen, kan kun tiden vise.

E-mail:
Ida Lauritsen: idla@biosustain.dtu.dk
Morten H. H. Ngrholm: morno @biosustain.dtu.dk
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