Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

CRISPR/Cas9

— for behandling av sicklecellanemi

Aven om man kanner till orsaken till manga genetiska
sjukdomar har de tidigare inte kunnat botas. Istallet har
man forsokt att lindra symptomen. | den har dvningen far
du félja hur man med hjalp av CRISPR/Cas9 forstker bota
patienter med sicklecellanemi.

Sicklecellanemi ar en arftlig blodsjukdom som orsakas av en punktmutation.
Formen pa de réda blodkropparna férandras (se bild nedan) vilket leder till att
de kan haka fast i varandra och tippa igen tunna blodkarl. Nar blodcirkulationen
forsamras kan syrebrist uppsta i kroppens vavnader vilket gér att man kan fa
akut smérta i olika delar av kroppen. Blodkropparna far ocksa férkortad livslangd
vilket ger blodbrist. Tillsammans kan detta leda till flera allvarliga komplikatio-
ner.

Hittills har patienter som lider av sicklecellanemi blivit behandlade med smart-
stillande medel, blodtransfusioner eller stamcellstransplantationer. Nu finns
vérldens forsta behandling baserad pa gensaxen CRISPR/Cas9. Den heter Cas-
gevy och ar en behandling dar patientens blodbildande stamceller redigeras
utanfér kroppen.
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Hemoglobin i roda blodkroppar

Roéda blodkroppar ar fyllda med hemoglobinmolekyler (Hb). De ar tatt packade
men flyter fritt inuti cellen. Det ar hemoglobin som transporterar syre till krop-
pens celler och underlittar transporten av koldioxid fran cellerna till lungorna.
Proteinet bestar av fyra polypeptider, tva a-globinkedjor och tva B-globinkedjor.
Generna som kodar for polypeptiderna heter HBA1, HBA2 och HBB. Det 4r muta-
tioner i HBB som kan leda till sicklecellanemi.

Har man en mutation i HBB-genen paverkas B-globin. Det blir klibbigt” och gér
att hemoglobinmolekylerna fastnar i varandra i lAnga kedjor inuti de réda blod-
kropparna. Formen pa blodkroppen &ndras frén att vara tillplattad och rund till
att se ut som en halvmaéne eller en skéra (sickle pa engelska).
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Friskt hemoglobin (bilden till vanster) flyter fritt omkring i de réda blodkropparna, medan den
mutation som ger upphov till sicklecellanemi gor att B-globin i en hemoglobinmolekyl att fas-
ter till B-globin i en annan hemoglobinmolekyl (vid de grona prickarna) och bildar langa kedjor
(bilden till hoger).

Hemoglobin hos foster

Fetalt hemoglobin (HbF) ar en typ av hemoglobin som vanligtvis bara finns hos
foster och mycket sma barn. Ett par manader efter férlossningen slutar barnets
blodbildande celler bilda fetalt hemoglobin och dvergar till att bilda adult (vuxet)
hemoglobin (HbA) istillet (se bild pa nista sida).

| bdda formerna av hemoglobin ingér a-globin, men i fetalt hemoglobin ingar
v-globin istéllet fér B-globin. BCL11A &r en transkriptionsfaktor som sténger av
produktionen av fetalt hemoglobin ndgra manader efter fédseln till férman for
adult hemoglobin.

| ett fosters roda blodkroppar finns fetalt hemoglobin dar y-globin ingar istéllet for B-globin.
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Sedan tidigare vet man att patienter med sicklecellanemi som fortsatter produ-
cera fetalt hemoglobin dven i vuxen alder (p& grund av en mutation som minskar
uttrycket av transkriptionsfaktorn BCL11A) har mildare eller inga symtom alls av
sjukdomen. Man vet alltsa att fetalt hemoglobin kan kompensera fér bristen av
ett fungerande adult hemoglobin.

Istéllet for att korrigera HBB-genen valde forskarna som utvecklat Casgevy att
redigera BCL11A-genen genom att stédnga av den med CRISPR/Cas9. De ville fa
de blodbildande stamcellerna att starta upp produktionen av fetalt hemoglobin
igen.

Fetalt hemoglobin (HbF) Adult hemoglobin (HbA)
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Bildkélla: Bioresurs efter en bild fr@n artikeln: Frangoul et al., CRISPR-Cas9 Gene Editing for Sickle Cell Disease and
B-Thalassemia. NEJM Dec 5 2020

Under fosterstadiet produceras mest fetalt hemoglobin (HbF) som bestar av 2 subenheter,
a- och y-globin. Nar barnet blivit ndgra manader gammalt forandras hemoglobinet och fram-
forallt adult hemoglobin bildas istéllet. Det bestér av samma a-globin, men den andra sub-
enheten ar istallet B-globin. Vid cirka 3 manaders alder kan en bebis f& symptom pé sickle-
cellanemi.
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Hangde du med?

Fragor om sicklecellanemi och hemoglobin. Ringa in de ratta svaren (ibland finns
flera ratta svar):

1. Vilka subenheter bygger upp adult hemoglobin?
a-globin B-globin y-globin

2. Vilka subenheter bygger upp fetalt hemoglobin?
a-globin B-globin v-globin

3. Vilken gen dr muterad nadr man har sicklecellanemi?
HBAT HBA2 HBB BCLT1A

4. Vilket protein stdnger av produktionen av fetalt hemoglobin ndr man ar ny-
fodd?

a-globin B-globin y-globin BCLTMA

5. Hur paverkas produktionen av fetalt hemoglobin nir det bildas mycket
BCL11A-protein?

Det bildas mycket fetalt hemoglobin.

Det bildas lite fetalt hemoglobin.

6. Forskarna som utvecklat Casgevy vill 6ka produktionen av fetalt hemoglobin
hos patienter med sicklecellanemi (dldre 4n 3 manader). Pa vilket satt?

Forskarna vill 6ka produktionen av BCL11A-protein.
Forskarna stdnga av genen som kodar fér BCL11A.

Forskarna vill korrigera HBB-genen som kodar for B-globin.
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CRISPR/Cas-systemet

For att forsta vad forskarna har gjort behdver du kdnna till CRISPR/Cas-systemet
som finns i bakterier. Precis som manniskor kan bakterier ndmligen drabbas

av virusinfektioner. Nar ett DNA-virus tar sig in i en bakterie klipper bakteriens
Cas-enzymer sonder virusets DNA, som en forsvarsmekanism. Olika bakterier
har olika Cas-enzymer. Vissa 6ppnar upp och klipper DNA medan andra klipper i
RNA (férsvarsmekanism mot RNA-virus). En kort DNA-sekvens fran de virus som
tidigare infekterat bakterien sparas i ett genetiskt bibliotek. Biblioteket kallas for
CRISPR (Clustered regularly interspaced palindromic repeats).

CRISPR/Cas9 som genomredigering

Det var de tva forskarna, och Nobelpristagarna, Jennifer Doudna och
Emmanuelle Charpentier som Oversatte det har férsvarssystemet i bakterier till
en genomredigeringsteknik som kan anvdndas dven i eukaryota celler. De visade
hur man med hjalp av en modifierad RNA-molekyl kan matcha en DNA-sekvens
och darmed styra ett Cas-enzym (Cas9) till att klippa i genomet (arvsmassan) vid
en speciell plats.

Den modifierade RNA-molekylen kallas fér guide-RNA och &r en 20 baser lang
RNA-sekvens som binder komplementért (basparar) med den DNA-sekvens man
vill &ndra, till exempel en bit av en gen. Forskare kan designa och lata tillverka
ett nytt guide-RNA till varje redigering.

Enzymet de valde att anvidnda heter Cas9 och &r fran bakterien Streptococcus
pyogenes. For att Cas9 ska fungera behdver det vara bundet till guide-RNA som
viker ihop sig, hakar tag och faster i enzymet. Nar guide-RNA sitter ihop med
enzymet Cas9 kan det kdnna igen och 6ppna DNA-spiralen vid en speciell sek-
vens, som forkortas PAM. Den PAM-sekvens Cas9 kanner igen ar 5-NGG-3’, dar
N kan vara vilken nukleotid som helst (A, T, C eller G).

Cas9-enzymet binder till PAM-sekvensen p& DNA och ppnar upp DNA-strang-
arna for att guide-RNA sedan ska kunna binda till DNA. Om de 20 nukleotiderna i
guide-RNA ar komplementara till DNA-sekvensen klipper Cas9 av DNA-strangen
- om inte, lAmnas strangarna orérda och atergar till dubbelstrangad form (se figur
nedan och pa nasta sida).

CAS9 CRISPR/Cas9 bestar i huvudsak av tva komponenter,
enzymet Cas9 och ett guide-RNA:

Cas9 ar en typ av enzym som klipper DNA.

Det har flera olika domaner med olika funktio-
_Iﬂ'\i) ner, till exempel en dom&n som dppnar upp
den dubbla DNA-stréangen, en som kopplar till
ett guide-RNA och en doman som utfor sjélva
klippet.

Ett guide-RNA &r en 20 baser lang RNA-sek-
vens som har designats sa att det basparar
med (binder komplementart till) exakt den
sekvens som man vill redigera. Det ar sjélva
sokfunktionen hos CRISPR/Cas9 som gor
tekniken specifik.

guide-RNA
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@ Igenkanning av PAM. Enzymet Cas9 @ Basparning. Nar Cas9 hittar en
ror sig langs DNA-molekylen och PAM-sekvens Oppnar det upp den
s6ker PAM-sekvensen som ar NGG. dubbla DNA-spiralen

@ 20 nukleotider maste matcha. Om @ DNA-strangen klipps. Om det blir en
inte alla 20 baser i guide-RNAt kan perfekt matchning mellan guide-
baspara med DNA-sekvensen vid RNA och DNA-sekvensen sa klipper
just denna PAM, sa slapper Cas9. Cas9 av den dubbla DNA-spiralen
DNA-strangarna sluts samman igen tre baspar uppstroms (5°) om PAM.

och Cas9 letar vidare efter nasta
PAM-sekvens.

CRISPR/Cas9 i en blodbildande stamcell

For att minska symtomen av sicklecellanemi ville forskarna f& kroppens blod-
bildande stamceller att ater bérja producera y-globin. Kunde man gora det
genom att paverka transkriptionsfaktorn BCL11A som stinger av produktionen

av y-globin? Man kom fram till att forsoka redigera patientens blodbildande
stamceller genom att klippa i en reglerande DNA-sekvens som styr uttrycket

av BCL1A. Om den reglerande DNA-sekvensen &r klippt och muterad kan inte
transkriptionsfaktorer (aktivatorer) binda lika bra, vilket behovs for att genen
BC11A ska uttryckas. Med mindre av den reglerande transkriptionsfaktorn hoppa-
des man att cellerna skulle starta igdng produktionen av y-globin igen.

Patientens blodbildande stamceller redigerades utanfér kroppen i en sé kall-
lad ex vivo behandling. D4 isoleras de blodbildande stamcellerna och férandras
genetiskt i laboratoriet innan de férdokas upp och fors tillbaka till patienten som
behandling. En férdel med att behandla utanfoér kroppen ar att man enklare kan
kontrollera vilken typ av celler som férdndras och att bara modifierade celler
fors tillbaka till patienten.
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Ovning 1. CRISPR/Cas9 klipper DNA

Plocka fram sax, tejp, penna och en enkelsidig utskrift av Cas9-enzymet, guide-
RNA 1 och DNA-sekvens 1. Syftet med pappersmodellen &r att simulera hur CRISPR/
Cas9 klipper DNA.

1. Ta fram sidan med Cas9-enzymet. Klipp langs den streckade linjen dnda
fram till pilspetsen. Den lilla gula fyrkanten markerar enzymets igenkan-
ningsplats fér PAM-sekvensen, alltsa det stille i enzymet som
kdnner igen och interagerar med PAM-sekvensen i fraimmande
DNA.

Cas9-enzymet

cccccccc

2. Klipp ut guide-RNA 1 langs den streckade linjen. Klipp ocksé
ett snitt fram till den gula rutan. Passa ihop de klippta bitarna
(lagg omlott) sé att de gula rutorna passar till varandra (se bild).
Enzymet binder till ett guide-RNA.

3. Klipp ut DNA-sekvens 1. Sekvensen pa remsan motsvarar en
styrsekvens som reglerar uttrycket av transkriptionsfaktorn BCL11A.

4. Placera DNA-remsan tvdrs 6ver Cas9-modellen i det ljusgrona faltet. Skjut
DNA-remsan fran vanster till héger tills PAM-rutan p& Cas9-enzymet match-
ar en PAM-sekvens (5" -NGG) pa DNA. Alla PAM-sekvenser ar gulmarkerade.

5. Draremsan till du ser att guide-RNA matchar DNA-sekvensen. Kontrollera
att hela DNA-sekvensen ar komplementér till RNA-sekvensen (U-A och C-G).
Stanna nar du ser att PAM-sekvensen &r péa ratt stalle och att DNA och RNA
ar komplementéra. Vand pa DNA-sekvensen om du inte hittar den komple-
mentdra RNA-sekvensen.

6. Cas9 gor nu ett dubbelstrangsbrott i DNA. Det gor den 3 baspar uppstréms
(mot 5" -anden) av strangen med PAM-sekvensen. Den prickade linjen visar
var Cas9 klipper DNA-strangarna. Anvand en penna for att rita en vertikal
linje dver bada strangarna vid denna position.

7. Klipp DNA-remsan vid den platsen. Behall bitarna till del 2.

Fragor om CRISPR/Cas9

1. Hur manga nukleotider l&ng 4r den guidande regionen pa guide-RNA?
2. Binder guide-RNA till PAM-sekvensen?

3. Var finns PAM-sekvensen och vad har den fér funktion?

4. Var klipper Cas9 DNA i férhallande till PAM-sekvensen?

5. Vilken PAM-sekvens géller for Cas9?

6. Efter vilken PAM-sekvens klippte Cas9-enzymet i detta exempel (fyll i kvave-

baserna)?
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Reparation och mutation

Nar den eukaryota cellen upptéacker att DNA har blivit klippt startar den sitt
reparationssystem. Den vanligaste reparationsmekanismen kallas fér NHEJ (Non
homologous end joining). Nar cellen lagar DNA pa det sattet slutar det ofta med
att en mutation skapas da det laggs till eller tas bort négra f& kvavebaser. Det
kallas for indel (insertion eller deletion). En sddan mutation kan férstéra funk-
tionen for just den genen.

Patientens blodbildande stamceller redigeras s att den reglerande DNA-sek-
vensen for BCL1A klipps itu. Nar den har klippts itu (och reparerats med en
mutation som f6ljd) minskar uttrycket av transkriptionsfaktorn BCL11A, som
vanligtvis hammar tillverkningen av y-globinkedjor. Detta leder till att cellen ater
startar tillverkning av y-globinkedjor. De nya y-globinkedjorna kopplar ihop sig
med a-globinkedjor och bildar fetalt hemoglobin (HbF).

Ovning 2. Reparera och mutera

1. Titta pé& den dversta sekvensen fér BCL11A nedan. Ta fram DNA-sekvens 1
som du har klippt isar.

2. Du ska skapa en deletion genom att klippa bort ndgra nukleotider fran bada
andarna i din DNA-remsa dér Cas9 gjorde ett dubbelstrangsbrott. Ofta ar det
0-5 nukleotider fran varje sida av dubbelstringsbrottet som laggs till eller
tas bort.

3. Lagg ihop de tvd dndarna igen. JAmfdr din DNA-sekvens 1 med den dversta
sekvensen nedan. Markera vilka nukleotider som saknas.

4. Titta pa bada sekvenserna nedan och jamfér dem. Ringa in skillnaden i den
muterade DNA-sekvensen. Ar det en insertion eller en deletion?

5. Hur begransar en PAM-sekvens mgjligheten att rikta Cas9 till den DNA-sek-
vens man vill klippa?

6. Reparationsmekanismen NHEJ introducerar slumpvisa forandringar. Efter
forséket behéver man darfér kontrollera om cellerna producerar RNA for
BCL11A. Férklara varfor.

7. | forskningsfasen ar det ocksa viktigt att kontrollera att det inte finns nédgra
off-target-effekter. Fundera. Vad innebéar det?

Del av reglerande sekvens for BCL1A:

,ETVLOVOOD LOVIOOL1IDOVLIIODIOVVIOVVVYVLILVOLO1D09VOODL0D01109I3VVVIOIO9OOVOVILVYVLIDDD™,§

Frrrrrrrrrrerrrrerrrrrererrrrerrrrrrrrrrrrrrrr et rrrrrr e e e el
5 ..TAGTCCAGTGCAAGCTAACAGTTGCTTTTATCACAGGCTCCAGGAAGCGT T TGGCCTCTGATTAGGG...3’

En muterad sekvens:
LETVALOVOD 1LOVOD 110DV LI1ID1IDVVIOOHVYVVYVVVLIOVOLIDIOIDVHODLIDL1DDIOVVVIIODHVYVOVOLVYVYLODD ™ ,S

Crrrrrrrrerrrerrrrererrerrrrrrerrrrerrrerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrd
5 ... TAGTCCAGTGCAAGCTAACAGTTGCTTTTACTCACAGGCTCCAGGAAGCGTTTGGCCTCTGAT TAGGG...3’
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Ovning 3. Skapa ett eget guide-RNA

Ta fram sax, tejp, penna, éverstrykningspenna och en enkelsidig utskrift av
guide-RNA 2 och DNA-sekvens 2. Nar forskare vill anvdanda CRISPR/Cas9 for att
stora en DNA-sekvens testar de vanligtvis flera olika guide-RNA.

1. Ta bort guide-RNA 1 fran Cas9-enzymet.

2. Klipp ut guide-RNA 2. Denna guide &r tom. Passa ihop de klippta bitarna sa
att den gula rutan passar till varandra.

3. Klipp ut DNA-sekvens 2. Den del av sekvensen som ar markerad med en
rosa ruta vet man ar extra kanslig for férandringar. Man har markt att en
forandring i detta lilla omréade av DNA-sekvensen ofta leder till minskad pro-
duktion av BCLT1A.

4. Anvand en dverstrykningspenna och markera alla PAM-sekvenser pa DNA-
remsa 2.

5. Placera DNA-remsan tvars dver Cas9-modellen i det ljusgrona faltet. Skjut
DNA-remsan fran vénster till héger till PAM-rutan pa Cas9-enzymet matchar
en PAM-sekvens (5" -NGG) pa DNA.

6. Fylli den sekvens du skulle vilja pa guide-RNA fér att fa Cas9-enzymet att
klippa DNA-strangen inom det markerade omradet.

7. Vad ar viktigt att tanka péa i sekvensen nar man konstruerar ett guide-RNA?
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Patientpaverkan

Det som du har gjort i den har évningen motsvarar den genomredigerande be-
handling av sicklecellanemi som under hésten 2023 godkidndes av lakemedels-
myndigheter i Storbritannien och USA, och i EU i borjan av 2024.

De blodbildande stamcellerna som ska redigeras finns normalt inte i blodet
utan i benmaérgen. For att de ska vandra ut i blodet och kunna isoleras fran ett
blodprov kravs att patienten forbehandlas med lakemedel som leder till kraftig
celldelning i benmargen. Stamcellerna tar sig da ut i blodbanan och skérdas ef-
ter cirka en vecka, vilket innebér att blodet cirkulerar genom en maskin, stam-
cellerna sorteras ut och 6vriga blodkroppar fors tillbaka till kroppen.

Efter att stamcellerna isolerats redigeras de i ett laboratorium. De aterférs se-
dan till patienten som en stamcellstransplantation vilket kraver att man férsoker
fa bort sa& mycket av de kvarvarande stamcellerna som majligt, de som har sjuk-
domsmutationen. Detta kallas konditionering och gors oftast med cytostatika.
De biverkningar som har registrerats i samband med Casgevy kommer fran det
har aggressiva steget i behandlingen.

Ett hundratal patienter har redan fatt behandlingen i kliniska prévningar och ef-
fekten har varit mycket positiv. Efter behandlingen har patienterna féljts noga
for att se om blodcellerna har fatt med sig férandringen.

Hur har det gatt fér patienterna?
e 1 ar efter behandlingen finns redigerade celler kvar i stabila nivaer.

» Fetalt hemoglobin tillverkas och den totala koncentrationen av hemoglobin
har 6kat.

* Av de patienter med sicklecellanemi som genomgick behandlingen var alla
utan smartlindring ett ar senare.

Tips
Las mer om hur CRISPR/Cas9 fungerar:

https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifiera-
de-organismer-gmo/tekniker/genomredigering/

Las mer om den forsta godkanda CRISPR/Cas9-genterapin:

https:/www.genteknik.se/varldens-forsta-crispr-terapi-godkand-

i i-storbritannien/

. .
................................................................................................
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