Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

Anteckningar till PPT3

Sa fungerar CRISPR/Cas9

1-2

Materialet har tagits fram i ett samarbete mellan Bioresurscentrum och Gentek-
nikndmndens kansli. Gentekniknamnden dr en myndighet som ska sprida kun-
skap om genteknik samt Overse en etisk anvandning av genteknik. Mer informa-
tion finns pa www.genteknik.se. Illustrationer &r gjorda av Gunilla Elam.

Detta ar del 3 foreldsningsserien CRISPR/Cas9 och den gentekniska revolutionen.
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Larandemal PPT 3:
« Fa en forstaelse fér CRISPR/Cas som en del av bakteriers immunforsvar

+ Forstd de olika komponenterna nar CRISPR/Cas9 anvinds fér genomredigering
+ Forstd vad som hander nar Cas9 klipper och hur cellen reparerar skadan

+ Fa kdnnedom om olika metoder for att fa CRISPR-systemet in i cellen

« Fa kdnnedom om fler anvandningsomraden fér CRISPR-systemet

« Kanna till de utmaningar som finns for att fa till ett lyckat férsok

Innehallet kan kopplas till:

Amnesplanen i biologi fér grundskolan

* Kunskaper om biologins begrepp och férklaringsmodeller for att beskriva och
forklara samband i naturen och manniskokroppen.

« Fdrmaga att anvianda biologi for att granska information, kommunicera och ta
stillning i fragor som rér miljé och hilsa.

Centrala innehallet i biologi fér a4k 7-9

+ Négra gentekniska metoder samt maojligheter, risker och etiska fragor kopp-
lade till genteknik.

Amnesplanen i biologi fér gymnasiet

* Kunskaper om biologins begrepp, modeller, teorier och arbetsmetoder samt
forstaelse av hur dessa utvecklas.

* Kunskaper om biologins betydelse fér individ och samhille.

Centrala innehallet i biologi 1

’\‘,\‘ Undervisningsmaterialet har tagits fram av
J v Genteknikndmndens kansli och Nationellt
Gentekniknamnden resurscentrum for biologiundervising (2024). Allt UPPSALA

The Swedish Gene Technology Advisory Board material finns samlat pd www.bioresurs.uu.se. UNIVERSITET 1
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* Arvsmassans uppbyggnad samt arftlighetens lagar och mekanismer. Celldel-
ning, dna-replikation och mutationer. Genernas uttryck. Proteinsyntes, mono-
gena och polygena egenskaper, arv och miljo.

+ Genetikens anvandningsomréden. Mojligheter, risker och etiska fragor.
Centrala innehéllet i biologi 2

+ Cell- och molekylarbiologins anvandningsomraden. Méjligheter, risker och
etiska frégor.

4

Nagra viktiga begrepp fér eleverna att kdnna till:

* Vi sager genomredigering och inte genredigering. Det 4r samma sak, men det
ar mer korrekt att sdga genomredigering eftersom det inte alltid ar gener som
andras.

* Gensaxar ar de verktyg som anvands for genomredigering

« Ibland skriver vi CRISPR/Cas och 9:an ”saknas”, det beror pa att fler Cas-
enzym kan anvandas

+ CRISPR/Cas9 ar den absolut vanligast gensaxen och den vi kommer att
fokusera pa.

5

» CRISPR/Cas utvecklades runt 2010. Sedan dess har det gatt i en rasande fart
och tekniken anviands av manga forskare och inom maéanga forskningsomraden.
Nagra nya produkter har tagits fram med hjilp av genomredigering med
CRISPR/Cas9, till exempel:

- en genterapi for behandling av arftliga hemoglobinsjukdomar. (Extra: Sjuk-
domen innebér en brist pa fungerande hemoglobin vars uppgift bl.a. ar att
transportera syre i kroppen. Forskare har med CRISPR/Cas9 stingt av en
gen vilket resulterar i att kroppen borjar tillverka fungerande hemoglobin.
Mer om detta i PPT 5.)

- en réodbrax med dkad muskelmassa som finns att kdpa som matfisk pa
den japanska marknaden. (Extra: forskare har med CRISPR/Cas9 stidngt av
en gen som hammar muskeltillvixt vilket leder till att den far 20 % mer
muskelmassa jamfort med en vanlig rédbrax.)

- en tomat berikad med D-vitamin som &dven den siljs i Japan. (Extra: tomat-
sorten har genomredigerats med CRISPR/Cas9 si att den tillverkar fem till
sex ggr mer gammaaminosmorsyra (GABA) — som sédgs kunna sadnka blod-
trycket.)

- en banan som inte mdrknar nar den utsatts for tryck. (Extra: forskare har
anvant CRISPR/Cas9 for att stangt av en gen som kodar fér enzymet polyfe-
noloxidas hos banan som gor de inte mérknar.)

- en potatis som 4r motstandskraftig mot bladmogel. (Extra: forskare har an-
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vant CRISPR/Cas9 for att stingt av en kdnslighetsgen vilket gor att potati-
sen kan st& emot svampangrepp som orsakar bladmégel.)

- En ko som har kortare pals. (Extra: forskare har anvant CRISPR/Cas9 for
att inducera en mutation hos kor som gor att de far kortare pils aret runt.
Samma mutation har uppstatt spontant hos kor i tropiskt klimat.)

e Se PPT 4 for fler exempel.

6

« Varfér &r CRISPR/Cas9 sé revolutionerande? Jo — tekniken kan anviandas for
att inducera mutationer, allts& dndra i DNA-sekvensen i alla sorts organismer:
svampar, vaxter, bakterier och manniskor och andra djur.

« Andringen sker nir CRISPR/Cas9 klipper itu DNA-sekvensen inne i cellen och
cellens reparationssystem lagar skadan. Lagningen blir sallan perfekt och
négra baser férsvinner eller tillkommer, en mutation har d& uppstatt. Muta-
tionen &r riktad vilket innebar att den uppkommer pa ett specifikt stille som
bestamts pa férhand.

« CRISPR/Cas9 &r vildigt flexibel, och gar snabbt att “rikta om” till olika platser i
genomet. Tekniken &r ocksa relativt enkel och billig.

* CRISPR/Cas9 &r inte den férsta tekniken som kan anvandas for att rikta muta-
tioner. Tekniker som till exempel TALEN och ZNF (férkortningar av: transcrip-
tion activator-like effector nuclease och zink-finger nuclease) har funnits se-
dan 90-talet men de &r inte lika flexibla och har inte alls fatt samma spridning
inom sd manga omraden som CRISPR/Cas9. Vi ska aterkomma till varfor
CRISPR/Cas9 &r sa flexibel senare.

=

* Nya mutationer kan ge nya egenskaper. Det har undulaterna har inte genom-
redigerats, men illustrerar hur ett 30-tal mutationer som uppstatt spontant
ger dem deras variationsrika fjaderdrakt.

* Mer om mutationer finns i PPT 1 och PPT 5.

» https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/genetisk-variation/
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* CRISPR/Cas9 finns naturligt hos bakterien Streptococcus pyogenes och ar en
del i bakteriens férsvar mot virus.

» Liknande férsvar finns hos andra sorters bakterier och aven hos arkeér. Precis
som allt annat levande kan de drabbas av virusinfektioner.

+ Viruset faster d& pé ytan och sprutar in sitt genetiska material i bakterien. Vi-
ruset sjalv kan inte tillverka proteiner till nya virus-partiklar som kan spridas
vidare, sa dess livsstrategi ar att skicka in sitt DNA eller RNA i en vardcell och
kapa cellens proteintillverkning.

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 3
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« CRISPR/Cas9’s funktion i bakterier och arkeér ar att upptacka och klippa itu
DNA som kommer fran virus. Det leder till att viruset elimineras. CRISPR/Cas9
har allts& en igenkanningsfunktion som &r i form av en kort RNA-sekvens
som binder till virusets DNA. CRISPR/Cas9 har dven en klipp-funktion som ar
i form av enzymet Cas9 som klipper av virusets DNA pé den plats dar RNA-
sekvensen binder.

« Sma bitar av virusets DNA sparas i bakterien eller arkeéns eget genom som
ett minneskort. Det lokus dar virus-DNA:t inkorporeras heter CRISPR. Fran
varje minneskort bildas nya RNA som kanner igen just det virus som minnes-
kortet kommer ifran och de anvinds for att uppticka nya infektioner.

Extra:

« Arkeér dr sma encelliga mikroorganismer som saknar cellkdrna. Deras celler
fungerar annorlunda an bakterier och de raknas som en helt egen livsdoman.

* De virus som infekterar bakterier kallas bakteriofager, eller bara fager.

» Det genetiska materialet hos virus kan vara DNA eller RNA. Sars-cov-19 som
orsakar covid-19 ar t.ex. ett RNA-virus.

* CRISPR = Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats (forkla-
ras péa sidan 26)
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« De hér tva forskarna ar de som framst férknippas med CRISPR/Cas9. Jennifer
Doudna och Emmanuelle Charpentier. De "uppfann” inte CRISPR/Cas9 men
Oversatte det till en teknik.

+ Tillsammans férenklade och programmerade de om CRISPR/Cas9 sé att det
kan anvandas for att séka upp och klippa itu DNA-sekvenser fran alla organis-
mer, alltsa inte bara virus.

« Att en DNA-sekvens helt gar av, ett sa kallat dubbelstriangsbrott, &r den varsta
skadan pa DNA en cell kan raka ut for. Hos alla flercelliga organismer och dven
hos bakterier finns darfér snabba och effektiva reparationsmekanismer som
lagar brottet. En mutation uppkommer ofta nar lagningen inte blir helt per-
fekt, en eller ett par baser kanske tillkommmer eller forsvinner.

« Dar ar genomredigeringen! Guide-RNA:t riktar in Cas9 pa en specifik sekvens
som den klipper och i lagningen uppstar en mutation. DNA-sekvensen har
andrats.
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+ Pa foljande bilder beskrivs CRISPR/Cas9 mer detaljerat. Lanken leder till en
animering som kan visas innan eller efter foljande bildserie.
https:/media.hhmi.org/biointeractive/click/CRISPR/

« CRISPR/Cas9 bestar i huvudsak av tva komponenter, enzymet Cas9 och ett
guide-RNA.

* Cas9 ar att endonukleas, en typ av enzymer som klipper i DNA. Det har flera
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olika doméaner som har olika funktioner, till exempel en doman som Sppnar
upp den dubbla DNA-helixen, en som kopplar till ett guide-RNA och tvé do-
maner som utfor sjalva klippet, en i var strang av DNA:t.

+ Ett guide-RNA &r en 20 baser lAng RNA-sekvens som har designats pa férhand
infor varje redigering. Det ar sjadlva s6k-funktionen hos CRISPR/Cas9 som goér
tekniken specifik. Ett guide-RNA har designats s& att det basparar, alltsa bin-
der komplementart till, exakt den sekvens som man vill redigera. Vi ska titta
pé hur det har gar till steg for steg.
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* Enzymet Cas9 ror sig langs DNA-molekylen och soker efter ett sarskilt motiv
som kallas for PAM-sekvens.

« PAM &r en forkortning av engelskans protospacer adjecent motif och ar en 3
nukleotider lang DNA-sekvens som kinns igen av Cas9.

* PAM-sekvensen forkommer frekvent i genomsekvensen

* PAM-sekvensen for Cas9 skrivs ibland ut som "NGG” vilket indikerar att den
kan borja med vilken bas som helst (A, T, G, C) men slutar med GG. Andra
Cas-enzym som klipper i DNA har andra PAM-sekvenser.
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« NA&r Cas9 hittar en PAM-sekvens dppnar det upp den dubbla DNA-spiralen. P&
sé satt exponeras kvdvebaserna i DNA-sekvensen och det guide-RNA som
Cas9 ar kopplat till forsoker baspara.
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* Om inte alla 20 baser i guide-RNAt kan baspara med DNA-sekvensen vid just
denna PAM, s& slapper Cas9.

* DNA-strdngarna sluts samman igen och Cas9 letar vidare efter ndsta PAM.
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+ Om det blir en perfekt matchning mellan guide-RNA och DNA-sekvensen sé
klipper Cas9 av den dubbla DNA-spiralen tre baspar uppstréms (5°) om PAM.
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+ Vid ett dubbelstrangsbrott s& trader en av tva olika reparationsmekanismer
i cellen in for att laga skadan. Det som oftast hdnder ar att DNA-sekvensen
bara fogas samman igen, det kallas fér icke-homolog sammanfogning (pa eng-
elska: non-homologous end-joining, NHEJ).

* Den hir typen av reparation kan dga rum nar som helst under cellcykeln.
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* Lagningen blir sidllan perfekt utan en eller ett par baser laggs till eller forsvin-
ner, det ar en sorts mutation som kallas fér en insertion respektive en dele-
tion. Nar baser forsvinner och laggs till i en gen sa férskjuts lAsramen och ett
nytt stoppkodon uppkommer i regel i sekvensen som gor att transkriptionen
avslutas och genen i princip stings av.

« Om lagningen blir perfekt, finns mdjlighet for CRISPR/Cas9-komplexet att ater
forséka baspara och sedan klippa upp DNA:t har.

« Om vi tanker tillbaka pa bilden av exemplen pa produkter som tagits fram
med CRISPR/Cas9 (bild 5) - sa var strategin bakom alla produkter att stanga
av en gen och péa sé sitt dndra en egenskap. Det &r det hittills vanligaste och
enklaste sittet att anvianda CRISPR/Cas9 pa.
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+ Den andra reparationsmekanismen kallas homologistyrd reparation (pé& engel-
ska homology directed repair, HDR) och ar betydligt mindre frekvent. Vid den
lagningen anvands en mall, till exempel samma sekvens i systerkromatiden.

» Har ges ocksa tillfille att féra in en ny DNA-sekvens sd att resultatet av repa-
rationen blir mdjlig att styra.

* Homologistyrd reparation kan bara ske under visa faser av cellcykeln (G2 och
S-fasen) sa det giller att optimera férhallandena i cellen samt tillsatta en mall
till lagningen som kallas for donator-DNA.
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« For att géra en genomredigering med CRISPR/Cas9 sa behdvs sekvensinfor-
mation. Det finns ju fér ménga organismer, inklusive manniska, tillgangligt
i Oppna databaser tillsammans med mycket annan information om geners
funktion, uppbyggnad och vanliga genetiska variationer i gener. Med sekvens-
informationen och online-program kan du designa ett guide-RNA for den redi-
gering du vill gora och kontrollera att det ar specifikt.

* Flera on-line program kan hjalpa till i design av ett specifikt guide-RNA, kva-
litetskontroll och analys av potentiella off-targets. Off-targets innebar att
CRISPR inte klipper pa ratt plats i genomet.

+ Att designa ett nytt guide-RNA gar snabbt och &r enkelt och billigt jamfért
med att sitta upp experiment med andra genomredigeringstekniker som
TALEN och ZFN. De teknikerna anviander bada protein och inte RNA som igen-
kanningsmolekyl. Infér varje nytt experiment maste ett protein tillverkas och
kopplas samman med ett enzym som utfor klippet.

* Det &r guide-RNA:t som ger CRISPR/Cas9 dess oerhdrda flexibilitet och gor
tekniken s& anvandbar.
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« CRISPR/Cas9 behdver ocksa ta sig in i cellen dar DNA finns och déar redige-
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ringen ska ske. Det kan foras in i olika form, vanligt ar att gener som kodar for
guide-RNA och Cas9 klistras in i en plasmid och transporteras in med hjalp av
avvapnade virusvektorer som modifierats sé att de inte orsakar sjukdom, men
har kvar virusets forméaga att ta sig in i och infektera celler.

» Vil inne i cellen sa transkriberas generna till ett guide-RNA och ett Cas9-
mMRNA. Cas9-mRNA anvands av ribosomerna for att tillverka det fardiga protei-
net, alltsd enzymet Cas9.

« CRISPR/Cas9 kan ocksé féras in till exempel med en lipid nanopartikel i RNA-
form, guide-RNA &r dé i sin fardiga form och ett mRNA fér Cas9 Oversitts inne
i cellen till det fardiga enzymet.

« Det gar ocksé att anvdnda elektroporering, da gors tillfalliga sma hal pa cell-
membranet med hjélp av elektrisk spanning och CRISPR/Cas9 i sin fardiga
form kan slinka in.

» Mer fakta om transport in till celler finns i PPT 4 och PPT 5.
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+ Till vaxtceller kan en speciell bakterie anvdndas som heter Agrobacterium
tumefaciens. Det ar en jordbakterie vars livsstrategi bygger pa att modifiera
vardvaxtens genom. Den tar sig in i vaxtceller och satter in sina egna gener i
vaxtens genom sé att vaxten bdrjar tillverka mer naring till bakterien (mer in-
formation i PPT 4). Vaxtforskare kan f& bakterien att i stillet sitta in de gener
som forskaren vill. | det har fallet en gen som kodar for Cas9 och en gen som
kodar fér guideRNA:t. Vaxten blir da transgen i och med att den bar de hir ge-
nerna. Om man Onskar en icke-transgen vaxt kan vixten nar genomredigering-
en utférts korsas med en icke-transformerad, och sa far man halla reda pa
genomredigeringen och Cas9-GuideRNA-generna i avkomman, och selektera i
en senare generation den vaxt som har genomredigeringen men inte generna
for Cas9 och guideRNA:t.

« En genkanon kan ocksé anviandas pa vaxtceller. Det innebéar att man skjuter in
mycket sma guldpartiklar. Dessa kan vara tickta med DNA, som kan integrera
i genomet, men de kan ocksa bdra med sig enzymet Cas9 och guide-RNA
direkt.

« Det gar ocksé att anvdnda elektroporering, da gors tillfalliga sma hal péa cell-
membranet med hjélp av elektrisk spanning och CRISPR/Cas9 kan slinka in.

+ Om CRISPR/Cas9-komplexet fors in direkt kan det utféra genomredigeringen
och sedan degraderas de komponenterna och spads ut med celldelning och
férsvinner.

 Hur tar sig CRISPR/Cas9 in i cellkdrnan? Jo Cas9 har fatt en kdrnlokaliserings-
signal (kallas pa engelska fér NLS som &r en férkortning av engelskans nuclear
localization signal), en specifik signal-peptid i proteinet som inne i cellen be-
rattar att det proteinet ska till cellkdrnan.
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« Ungefar 50 % av alla bakterier, och 90 % av arkeér verkar ha nagon form av
CRISPR/Cas-system. CRISPR/Cas9 har utforskats och anviants flitigast och har
sitt ursprung i bakterien Streptococcus pyogenes — men det finns fler med
andra nidra besldktade nukleas till exempel Casl13a, Cas12a, Casl4a, Casl2b.

« CRISPR/Cas12a kommer fran bakterien Francisella novicida och skiljer sig fran
CRISPR/Cas9 pa flera sitt. Det har till exempel en annan PAM-sekvens och ett
mindre guide-RNA (endast crisprRNA och inte tracrRNA).

« Ett annat exempel &r CRISPR/Cas13 som finns naturligt i bakterien Lep-
totrichia shahii och som klipper i RNA istédllet for DNA och det behdver ingen
PAM-sekvens.

* Nya endonukleas och CRISPR/Cas-system med andra egenskaper an CRISPR/
Cas9 uppticks kontinuerligt av forskare och verktygsladan utdkas hela tiden
med uppdaterade tekniker.

21

» Utvecklingen av CRISPR/Cas9 till en teknik for genomredigering var startskot-
tet fér manga uppfoljare. Flera tekniker anvander sig bara av CRISPR/Cas9 s
féorméga att séka upp en specifik sekvens utan att klippa av den.

« Ett exempel dr s& kallade bas-redigerare som kan dndra enskilda baser pa ett
kontrollerat satt, de kan andra C till T eller A till G. Cas9 &r i en basredigerade
inaktiverat och klipper inte utan har ett annat enzym, deaminase, kopplat till
sig som utfor sjalva redigeringen.

22

« Ett annat verktyg dr CRISPR off och CRISPR on. Det baseras pé ett inaktiverat
Cas9 enzym som inte klipper itu DNA-striangarna.

* | CRISPRoff ar Cas9 utbytt mot ett annat protein som faster en metylgrupp
(CHas), intill en gen. Det kallas for DNA-metylering och det ar guide-RNA:t som
visar vid vilken gen metylgruppen ska fastas.

« Uttrycket av den genen kommer d& hdammas av metylgrupperna som sitter i
vagen for transkriptionsfaktorer. Metylgrupper som faster vid DNA ar den van-
ligaste formen av epigenetisk forandring.

* Med CRISPR-on ar det mgjligt att istallet ta bort metylgrupper vilket goér att
genen transkriberas.

o https:/www.genteknik.se/crisproff-ett-nytt-verktyg-for-att-stanga-av-gener

23

* Nu har vi talat mest om tekniken CRISPR/Cas9 som utvecklats fran ett for-
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svarssystem i en bakterie. Nu gér vi vidare med hur olika CRISPR/Cas fungerar
i bakterier och arkeér.

« Frén och med nu séger vi CRISPR/Cas for att det inte langre bara giller CRIS-
PR/Cas9 och hanvisar till bakterier, men det kan lika giarna vara arkeér.

24

* Virus som infekterar bakterier, kallas for bakteriofager eller bara fager.

» De faster vid bakteriens yta och injicerar sitt DNA (eller RNA om RNA-virus)
in i bakterien. Viruset kapar sedan bakteriens proteinfabriker s& att de borjar
tillverka proteiner som viruset anvander for att dela sig (replikera) och spridas
vidare.

* | samband med att viruset sprids, sker en lysering av bakterien och viruset in-
fekterar nésta bakterie.

25

« Det finns ménga sitt som bakterier kan férsvara sig pa och ett av dem ar med
olika CRISPR/Cas.

* Vi ska titta vidare pa vad CRISPR/Cas-systemet gor efter att viruset injicerat
sitt genetiska material i bakterien.

26

« Nytt virus-DNA som kommer in i bakterien fangas upp av tva Cas enzym (Cas1
och Cas2) som arbetar tillsammans. De cirkulerar fritt i bakterien och letar
efter en PAM-sekvens, en sekvens som inte finns i bakteriens eget genom (pa
sé vis férstér Cas inte “sitt eget” DNA).

+ N&r enzymen hittar en PAM sé& betyder det att de stdtt pa virus-DNA inne i
cellen. Enzymen klipper da ut en bit virus-DNA bredvid PAM som fogas in i
bakteriens genom som ett minneskort (kallas for en spacer, S).

* Lokuset som anvinds som ett bibliotek for alla minneskort dr CRISPR, det ar
alltsd en plats i bakteriens genom.

« P& varje sida om en spacer infogas repetitiva sekvenser (repeats, R).

« Foérkortningen CRISPR kommer ifran: Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, som beskriver hur den delen av bakteriens genom ser ut
som innehéller CRISPR (spacers och repeats). Gener som kodar for olika Cas
ligger angransande till CRISPR; Cas star for CRISPR-associerat protein.

27

Obs! | bilden finns textrutor som dr dolda i redigeringsldget men kommer fram i
bildvisningslége.
+ Nar DNA-sekvensen som finns i CRISPR transkriberas bildas ett lAngt pre-
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crispr-RNA. Olika Cas-enzymer klipper sedan upp den langa RNA-striangen i
mindre delar med en spacer i varje och bildar komplex som cirkulerar i bakte-
rien i jakt pa virus-DNA.

* De repetitiva sekvenserna transkriberas till den del av crispr-RNA som utgor
“harnélen” eller “dglan”. Dess funktion &r bl.a. att ge RNA-molekylen stabilitet.
De repetitiva sekvenserna kallas fér en palindrom. De bestar av nagra baser
som efterféljs av baser som ar komplementéra till de forsta — fast baklanges.
(Palindrom i sprak ar ord som har samma betydelse vare sig man laser det
fram- eller baklanges t.ex. "kajak” eller "naturrutan”).

« Foérst nu ar det mojligt att helt forstd vad férkortningen CRISPR kommer ifrén:
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, som beskriver hur
den delen av bakteriens genom ser ut som innehaller CRISPR (spacers och re-
peats). Gener som kodar for olika Cas ligger angriansande till CRISPR.

« Nar bakterien delar sig s& kopieras allt DNA inklusive CRISPR och "minnet” av
olika virusinfektioner nedarvs.

» Just CRISPR/Cas9-systemet i bakterier har inte palindrom-sekvenser och dar-
for inga harnélar i sitt crisprRNA. Darfér behdvs ytterligare ett RNA som kallas
for tracRNA, som i stéllet for att RNA:t basparar med sig sjilv, sa basparar
tracRNA med den repeterade sekvensen och ger en dubbelstrangad molekyl
har. | tekniken CRISPR/Cas9 har dessa tva sammankopplats till en molekyl, ett
guide-RNA.

28

* Varje spacer ger upphov till ett unikt crispr-RNA som kopplas samman med
ett Cas. Tillsammans cirkulerar de inne i bakterien i jakt pa fraimmande DNA.

e Cas letar efter en PAM-sekvens och 6ppnar upp DNA-spiralen for crispr-RNA
som férsdker baspara. Matchar crispr-RNA s& klipper Cas.

+ Cas9 gor ett klipp men andra Cas klipper pa andra sitt. Casa3 till exempel
fungerar mer som en grasklippare som kor éver och klipper sénder hela sek-
vensen som crispr-RNA basparar med. Resultatet ar det samma: viruset elimi-
neras.
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Har ar en Sversiktsbild av vad som gatts igenom:

* Hur CRISPR/Cas9 fungerar som en del av bakteriers immunsystem (prokaryot
cell) och som teknik (eukaryot cell).

30

* Anvandbara lankar
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