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Gensaxen CRISPR/Cas9 – den gentekniska revolutionen

Undervisnings materialet har tagits fram av 
Genteknik nämndens kansli och Nationellt 
 resurscentrum för biologiundervising (2024). Allt 
material finns samlat på www.bioresurs.uu.se.

Undervisnings materialet har tagits fram av Genteknik nämndens kansli och 
 Nationellt resurscentrum för biologiundervisning (2024). Gentekniknämnden är 
en myndighet som ska sprida kunskap om genteknik samt överse en etisk 
användningavgenteknik.Merinformationfinnspåwww.genteknik.se.

Detta är del 2 i föreläsningsserien CRISPR/Cas9 och den gentekniska revolu
tionen.  

Lärandemål PPT 2:

• Fåenöversiktövernågraviktigahistoriskaupptäckterinomgenetikochgen
teknik,frånGregorMendeltilldagensCRISPR/Cas.

• Seexempelpåattbiologiskaupptäckterochdentekniskautvecklingen
hänger tätt samman.

Innehållet kan kopplas till:

Ämnesplanen i biologi för grundskolan:
• Kunskaper om biologins begrepp och förklaringsmodeller för att beskriva och 

förklara samband i naturen och människokroppen.

• Förmågaattanvändabiologiförattgranskainformation,kommuniceraochta
ställningifrågorsomrörmiljöochhälsa.

Centralainnehålletibiologiföråk7-9:
• Någragentekniskametodersamtmöjligheter,riskerochetiskafrågorkopp-

lade till genteknik.

Ämnesplanen i biologi för gymnasiet:
• Kunskaper om biologins begrepp, modeller, teorier och arbetsmetoder samt 
förståelseavhurdessautvecklas.

• Kunskaper om biologins betydelse för individ och samhälle.

Centralainnehålletibiologi1:
• Genetikensanvändningsområden.Möjligheter,riskerochetiskafrågor.

Centralainnehålletibiologi2:
• Cell-ochmolekylärbiologinsanvändningsområden.Möjligheter,riskeroch
etiskafrågor.
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Anteckningar till PPT 2

En historisk översikt
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• 2020fickJenniferDoudnaochEmmanuelleCharpentiertaemotNobelpriseti
kemi för att de utvecklat CRISPR/Cas9. 

• Hela CRISPR/Cas9systemet har sitt ursprung i bakteriers immunförsvar. För
lagantillCRISPR/Cas9finnsnaturligtibakteriersomendelavderasimmun
försvar. 

• Precis som oss drabbas bakterier av virusinfektioner. När det sker är en av 
bakteriernas försvarsmekanismer att ett Casenzym klipper sönder virusDNA. 
EnlitensnuttDNAfrånvarjevirussominfekteratbakteriensparasiengene
tiskt bibliotek hos bakterien. Biblioteket kallas för CRISPR och är en akronym 
för Clustered regularly interspaced short palindromic repeats. Den lilla snut
ten virus—DNA fungerar som en igenkänningsmolekyl som hänger ihop med 
ettCas-enzym,sånästagångsammasortsvirusinfekterarbakteriensåkänns
viruset igen, och klipper sönder det. 

• Upptäckten av detta system hos bakterier utvecklades till en genteknik i bör
janav2010-taletavJenniferDoudnaochEmmanuelleCharpentier.

• Igenkänningsmolekylen kallade de guideRNA. De kopplade ihop den mole
kylen med restriktionsenzymet Cas9. De visade att de enkelt kunde ompro
grammeraguide-RNA:tsåattdetkännerigenvilkenDNA-sekvenssomhelst
–ocheftersomCas9klipperdärmRNAmarkerarsåkanmanalltsåfåCas9att
klippa  i vilken DNAsekvens som helst. 

• Heltplötsligtharmanenspecifikgensaxsomkananvändastillattsökaupp
och klippa itu vilken DNAsekvens som helst.

• MeromhurCRISPR/Cas9fungeraridetaljbeskrivsiPPT3.

• På1800-taletundersöktedenösterrikiskamunkenGregorMendelhuregen
skaperärvshosärtorsomhanodladeiklosterträdgården.Mendelfastslog
 genetiska principer och myntade begrepp som vi använder än idag – till exem
pel att en egenskap kan vara dominant eller recessiv.

• Under Mendels tid kände man ännu inte till DNAmolekylen eller gener eller  
hurgenernaärvsvidare,kunskapenomhurdetfungerarpåmolekylärnivå
komförst100årefterattmunkenMendellevde.

• Imittenpå1900-taletfastslogsdetattDNAär”ärftlighetens molekyl”(se
kommande bilder).

• I och med det stora genombrottet tog den moderna molekylärbiologins era 
fart. Flera forskares arbete ledde fram till att vi idag vet exakt hur DNAmole
kylenäruppbyggd,hurdenkopierasochärvsfrånföräldrartill avkomma.De
forskaresomstodbakomupptäcktenvarblandandraFrancisCrick,James
Watson,MauriceWilkinsochRosalindFranklin.Detreförstabelönadesår
1962 med ett Nobelpris för sina insatser.
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• FriedrichMiescher(1844–1895,schweiziskbiokemistochprofessoriBasel)
lyckades öppna cellkärnor och fann där en substans med oerhört mycket fos
for och kväve. Han kallade substansen för nuklein. 

• Intressantnogsåspekuleradehansenareisittliviattnukleinkundevarain
blandatiärftlighetochattdetkundefinnasnågotsomliknandeettalfabet
som kunde förklara den variation vi ser runt oss.

• Ibörjanpå1900-taletupptäcktePhoebusLevene(1869–1940,rysk-amerikansk
biokemist)attsubstansennukleinbeståravtredelar;enfosfatgrupp,socker-
arten deoxiribos och en kvävebas som kan vara antingen Adenin, Tymin, Gua
nin, eller Cytosin. 

• Hanbeskrevhursockerochfosfatbindersammankvävebasernailånga
strängar.Hankalladevarjegruppförnukleotid.

• År1951fotograferadeRosalindFranklin(1920–1958,brittiskbiofysiker)och
Maurice Wilkins (1916–2004, nyzeeländskbrittisk fysiker och molekylärbiolog) 
DNA-strukturenmedhjälpavröntgenstrålar.Detvaravgörandeförbeskriv
ningen av hur DNAmolekylen ser ut och fungerar. 

• Rosalind Franklin dog ung och var inte med och delade Nobelpriset med 
Maurice  Wilkins och Watson & Crick (nästa bild).

• JamesWatson(född1928,amerikanskbiolog)ochFrancisCrick(1916–2004,
brittisk biofysiker) beskrev hur DNA är uppbyggt och i stora drag hur den ko
pieras och nedärvs. 

• DevisadeattstrukturenavDNAärendubbelhelixdärtvålångakodsträngarär
tvinnade runt varandra som en vriden stege. 

• Kvävebasernapådenenasträngenärkoppladetillkvävebasernapådenandra
strängen via vätebindningar som utgör stegpinnarna. Socker och fosfat bildar 
stegens sidor. Tomrummet mellan stegpinnarna gör att andra molekyler kan 
läsa av och kopiera koden. 

• DNAvridersigåthögerochbasernaärriktadeinåtidubbelspiralen.Kväve
basernakopplasistegpinnenenligtettgivetmönster,ettApåenasträngen
kopplartillettTpådenandra,ochCkopplartillG.Detbildarpåsåsätt
basparochdetkallasattdebindertillvarandra”komplementärt”.Denena
strängenlagrarinformationuppifrånochnerochdenandranerifrånochupp
(uppär5´ochnerär3´).
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• Nu har vi kommit fram till mitten av 1900talet och nu vet vi att DNA är ärft
lighetensmolekylochattdenbärpåenkodsombeståravlångasekvenserav
nukleotider. Men vad betyder koden?

• MarshallNirenberg(1927–2010,amerikanskbiokemist),gavossennyckeltill
vad koden betyder. 

• HanvisadeattDNAlagrarinformationsom”ord”omtrebokstäversomsvarar
motnågonavde20aminosyrorsombyggeruppdeproteinerenorganismbe
stårav.Varjeenhetmedtre”bokstäver”kalladehankodon.

• Detfinnskodonförstartochstoppoch60olikaandrakodonsomsvararmot
de 20 aminosyrorna. 

• Ibörjanav70-taletbörjademanocksåbättreförstårestriktionsenzymeroch
hur dessa kan användas inom gentekniken. 

• WernerArber(född1929,schweiziskmikrobiolog),DanielNathans(1928-1999,
amerikanskgenetiker)ochHamiltonSmith(född1931,amerikanskmikro-
biolog)fickNobelprisfördetta1978.

• Restriktionsenzymer är en del av bakteriers antivirala försvar som kan utvin
nas och användas för att klippa av DNAsträngarna.

• Hundratals olika restriktionsenzymer har upptäckts och de kan användas 
inom molekylärgenetiken för att klippa itu DNA.

• OmDNAklippsavieneukaryotcellsåfinnsettsofistikeratreparationssystem
somlagarskadanpåDNA-strängen.

• Det är en väldigt viktig aspekt i genomredigering eftersom mutationer kan 
uppståvidlagningen.

• Hurdettagårtillvisadebl.a.TomasLindahl(medicinskmolekylärbiologfrån
Sverige,född1938),PaulLawrenceMondrich(född1946,amerikanskmedi
cinskmolekylärbiolog) ochAzizSancar(född1946,turkisk-amerikanskmedi
cinskmolekylärbiolog)under70-och80-talet.

1. EttrestriktionsenzymsökeruppenspecifikDNA-sekvens(envissordningav
nukleotider)ochklipperituden.Ibildenärdetljusgrönafältetenillustration
avsjälvaenzymet).

2. Närenzymetklipperbildastvå“överhäng”påvarjeDNA-sträng.Överhängenär
enkelsträngade.
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3.(4) De enkelsträngade fragmenten – som matchar, kan klistras ihop igen med 
hjälpavettreparationsenzymsomkallasDNA-ligas(detljusblåfältetibilden)
som försluter sekvensen.

• Vadkandennakunskapanvändastill?

• Sefortsättningpånästasida.

Man kan göra det här: 

• Isoleraochklippauppenplasmidfrånenbakterieochklistrainennygen,
kanskeengenfrånenheltannanart.VårtochallaandraorganismersDNAär
juuppbyggtpåsammasätt.

• ProkaryotersDNAliggerfritti cellen ochbeståravenkromosomochnågra
ringformade strukturer som kallas för plasmider.

• Närplasmidenförstillbakainienbakteriecelligenkandenbörjaproducera
proteinetfråndengensekvenssomharklistratsiniplasmiden.

• I det här exemplet klistras den humana genen för insulin in i en bakterie
plasmidisyfteattfåbakterienatttillverkainsulin.Dethärärettsättatttill
verkainsulinsomgestilldiabetiker,attlåtaengenetisktmodifieradbakterie
göradetiställetföratt,somtidigare,utvinnainsulinurbukspottskörtelnpå
slaktade grisar. 

• Nären DNA-sekvensintegrerasien organisms genom bildas rekombinant
DNA.

• Förattproteinernaskatillverkasfråndenrekombinantaplasmidenmåsteden
transporteras in i en cell.

• Devitapilarnabetyderattplasmidernafinnsinutibakterierna,ochdemåste
tasutfrånbakteriernaförattklippasochklistrasmed.Dessutomärplasmid
bildernaimittenmycketförstoradeiförhållandetillmikroskopbildernapå
bakterierna.

• VäxtforskareupptäckteattenjordbakterieAgrobacterium tumefaciens är 
ennaturliggenmodifieraresomkundeanvändasföratttransporterainen
plasmidmedennygenienväxtochpåsåsättändraväxtensegenskaper.

• Inaturenorsakarbakterienkrongallsjuka,ensjukdomsomyttrarsigsom
tumörartadeutväxterpådeninfekteradeväxten.

• Bakteriernaföringenersomkodarförproteinersompåverkartillväxtochtill
verkningavopineriväxtensgenom.Genernaförtillväxthormongörattde cel
ler sombakteriernamodifieratdelarsigokontrolleratochdeopinersompro
ducerasgerbakteriernanäring.Bakteriernaskaffarsigettegetskafferi.

• Detforskarnagjordevarattbytautdegenerbakteriernaföriniväxtenmot
gener av intresse (den rekombinanta plasmiden) och lät bakterierna trans
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porterainplasmideniväxtensceller.Jordbakterienintegrerardennyagenen
slumpmässigt i växtens genom. 

• Sedandessharandrateknikerförattmodifieraväxterutvecklats,menfors
kareanvänderfortfarandeistorutsträckningnaturensegengenmodifierare.

• https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/historikgmo/

• https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/gentekniskt-modifiering-av-vaxter/

• År1977utveckladestvåsekvenseringsmetoderparallellt.

• Sekvenseringsmetodernautveckladesförattbestämmaordningsföljdenav
kvävebaserna adenin (A), tymin (T), guanin (G) och cytosin (C). Med sekvense
ringkundeforskareblandannatstuderaenskilda gener ochjämföraDNAmel
lanarter.Detblevocksåmöjligtattkopplasammangenetiskavariantermed
olikaegenskaperochmedsjukdomar.

• Den metod som kom att användas mest kallas för Sangersekvensering efter 
upphovsmannenFrederickSanger(1918–2013,brittiskbiokemist).Sangerfick
Nobelprisettvågånger(1958förbestämningavinsulinetsstruktur,och1980
för DNAsekvensering)!

• UnderdesenastetvåårtiondenahardentekniskautvecklingeninomDNA-
sekvenseringgåttväldigtsnabbt.Idagkanen organisms hela genom sekven
seraspåbaranågratimmarmeddenyametodernasomharsamlingsnam
net Next Generation Sequencing (NGS).Meromdetpåslide19.

• https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/sekvensering2/

• SlutligendåPCR,PolymeraseChainReaction,somutveckladesavKaryMullis
(1944–2019,amerikanskbiokemist)på80-talet.

• TeknikengördetmöjligtattkopieraupputvaldaDNA-sekvensertillmiljontals
kopiorochliggertillgrundförattsekvenseringsteknikernatogfartochsjälva
kartläggningen av arters hela genom kunde genomföras. 

• VidenPCRtillverkasmiljontalskopioravenutvaldDNA-sekvensmedhjälpav
enzymet DNApolymeras, fria nukleotider (A, T, C, G), primers och upprepade 
temperaturcykler. 

• BeroendepåhurprimerdesignaskopierasolikadelaravDNAupp.Medstora
mängderDNAkanmångaandrametodertavidiundersökningar.

• https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/pcr/
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• SekvenseringsteknikenhartagitnågrasjumilaklivsedanSangerlanseradesin
metod1977ochidagkallasdetförNextgenerationsequencing.

• Förstutattkartläggasvargenomenfråndeklassiskamodellorganismerna
sombacktrav,bananflugaochmusochdetförstautkastettillmänniskans
genom publicerades 2001, men inte förrän 2022 lades de sista pusselbitarna. 
Idagärgenomfrånnästan100000artersekvensbestämda.

• Medhjälpavsekvensinformationenvetvivar,tillexempelpåvilkenkromo
som,engenfinnsochdetfinnsdatabasersomvisarvilkenfunktiondenhar,
vilkavanligavariantersomfinnsigenen,ivilkapopulationerochvilkafenoty
piska konsekvenser de kan ha. 

• Detärocksåintressantattseattantalgenerellerstorlekpågenomintekan
kopplastillhuravanceradenartär.Engranharungefärsjuggrsåstortge
nomjämförtmedossochveteharmångaflergener.Förutomattkännatill
genernaochhurdefungerarharmangenomattjämföraolikaarterförstått
hurandradelaravgenometfungerar,attdetfinnsicke-kodanderegionersom
reglerar geners aktivitet till exempel. 

• Sekvenseringavhelagenomärettarbetesompågårochdetärviktigtattför
ståattviintevetvadallagenergör,ochhurdesamspelarmedvarandraoch
medmiljöfaktorer.

Exempel på vad man kan göra med sekvensdata:
• Diagnosticeragenetiskasjukdomarmolekylärt,detvillsägabekräftaatten
patientharenmutationsommanvetorsakarenvisssjukdom.

• Identifieratidigareokändamutationersomorsakarensjukdom.

• Identifierakällantillkontaminationavmikroorganism,tillexempelenbakterie,
i en produkt.

• Karaktäriseragenersomgervissabakterier resistens mot antibiotika.

• DiagnosticerainfektionssjukdomargenomattsekvenseraDNA(eller RNA)från
ett angripande virus eller bakterie. Resultatet är vägledande för vilken be
handlingpatientenskafå.

• Karaktäriseravilkabakteriersomfinnsitarmfloranhosenperson.

• Konstruera fylogenetiska träd som visar hur olika arter är släkt med varandra.

• https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/sekvensering2/

• Ibörjanav2000vardenmolekylärgenetiskagrundenförgenomredigering
lagd. 

• Vihadesekvensinformation(ordningenavnukleotiderihelagenom),hur
mångagenerserut,påvilkenkromosomdefinnsimångaolikaarter,vadde
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kodar för, vilka processer i cellen och kroppen de styr. 

• VihadeocksålärtossattklippaochklistraiDNA,attDNAlagasavcellenoch
att vi kan föra in nya gener i celler. 

• Men,mansaknadeeneffektivmetodförattgörasmåspecifikaförändringar
ellerförainennygenpåettspecifiktställe.

• NärEmmanuelleCharpentierstuderade Streptococcus pyogenes, en bakterie 
somkanattackerablodcellerochgeupphovtillsjukdomochdöd,upptäckte
honentidigareokänd molekyl, tracrRNA,somvisadesigvaraendelavCRIS
PR/Cas9. Ett tracrRNA är en del av den igenkänningsmolekyl som leder Cas9 
till virusDNA och som oskadliggör infekterande virus (bakteriofager) genom 
att klippa sönder deras DNA.

• EnlitensnuttDNAfrånvarjevirussominfekteratbakteriensparasiengene
tiskt bibliotek hos bakterien. Biblioteket kallas för CRISPR och är en akronym 
för Clustered regularly interspaced short palindromic repeats. Den lilla snutten 
virusDNA transkriberas (översätts) till RNA och kallas för crRNA. Den fung
erar tillsammans med tracrRNA som en igenkänningsmolekyl som hänger ihop 
medettCas-enzym,sånästagångsammasortsvirusinfekterarbakterien
känns viruset igen, och klipps sönder. 

• Charpentierpubliceradeupptäckten2011.Sammaårinleddehonettsamar
betemedJenniferDoudna,enerfarenbiokemistmedstorkunskapomRNA.
Tillsammanslyckadesdefågensaxen,Cas-enzymet,frånbakteriensimmun
försvar att fungera i ett provrör, och de förenklade saxens molekylära kompo
nentersåattdenblevlättareattanvända.

• De kopplade till exempel ihop tracrRNA och crRNA till en enda RNAmolekyl 
somdenamngav guide-RNA.

• I ett epokgörande experiment programmerar de sedan om gensaxen. I sin 
naturligaformkännergensaxenigenDNAfrånvirus,menCharpentieroch
DoudnavisarattdetgårattstyragensaxensåattdenklipperavvilkenDNA-
molekylsomhelstpåettförutbestämtställe.Därklippetliggerärdetsedan
lätt att skriva om livets kod.

• Nuharmanenspecifikgensaxsomkananvändastillattsökauppochklippa
itu vilken DNAsekvens som helst.

• 2020fickJenniferDoudnaochEmmanuelleCharpentiermottaNobelpriseti
kemi för att de utvecklat CRISPR/Cas9. 

• MeromhurCRISPR/Cas9fungeraridetaljbeskrivsiPPT3.

• https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/tekniker/genomredigering/
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