Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

Lararhandledning

CRISPR/Cas?9

— for behandling av sicklecellanemi

For att forklara hur CRISPR/Cas9 fungerar har vi gjort en
o6vning med fokus pa hur Cas9-enzymet hittar en specifik
sekvens och klipper DNA. Ovningen har konstruerats som
ett fall dar metoden knyts ihop med den forsta godkanda
medicinska behandlingen for att bota patienter med
sicklecellanemi.

Eleverna far med denna dvning en forstdelse for hur CRISPR/Cas9 kan anviandas
for att utféra genomredigeringar och hur genterapin Casgevy fungerar, som ar
den férsta CRISPR/Cas9-baserade behandling som nar patienter utanfér kliniska
prévningar. Ovningen inleds med en text som beskriver orsaken till sjukdomen
sicklecellanemi, en beskrivning av CRISPR/Cas9 och hur det anvands vid genom-
redigering for att bota patienter med sicklecellanemi.

Uppgiften fortsatter darefter som en klipp-och-klistra-évning for att forstd hur
Cas9-enzymet tillsammans med guide-RNA fungerar och hittar var det ska klip-
pa i en DNA-sekvens. Utbver detta far eleverna besvara fragor till den inledande
texten samt om metoden.

Ovningen gar ocksa bra att genomféra utan koppling till sicklecellanemi och
Casgevy-terapin. Principen dr densamma for all anvandning av CRISPR/Cas9. Om
man bara vill jobba med metoden maste man dock ta bort vissa delar fran elev-
instruktionen.

Till denna dvning ingar:

* en elevinstruktion

+ ett utskriftsmaterial

* samt denna lararhandledning

Infér dvningen rekommenderar vi att man har gatt igenom CRISPR/Cas9 med
eleverna, se garna i PPT3: S@ fungerar CRISPR/Cas9. Genterapin Casgevy be-
skrivs mer i detalj i PPT5: Medicinska tilldmpningar. De bilderna passar bra om
man vill inleda évningen med att kort g& igenom genterapi och sicklecellanemi
eller géra en kort sammanfattning efter genomférd 6vning.

Tidsatgang fér dvningen ar cirka 60 min.

P4 féljande sidor finns facit pa fragorna i elevinstruktionen samt lastips.

’\‘,\‘ Undervisningsmaterialet har tagits fram av
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Svar pa fragor om sicklecellanemi och hemoglobin
1. Vilka subenheter bygger upp adult hemoglobin?

a-globin B-globin v-globin

2. Vilka subenheter bygger upp fetalt hemoglobin?

a-globin B-globin v-globin

3. Vilken gen ar muterad nar man har sicklecellanemi?

HBAT HBA2 BCLIA

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

a-globin B-globin v-globin

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

Det bildas mycket fetalt hemoglobin.

@ lite fetalt he@

6. Vad vill forskarna goéra for att 6ka produktionen av fetalt hemoglobin hos en
patient med sicklecellanemi (idldre 4n 3 manader)?

Forskarna vill 6ka produktionen av BCL11A-protein.

Forskarna vill stanga av genen som kodar fér BCL1T1A.

Forskarna vill korrigera HBB-genen som kodar fér -globin.

ﬂ
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Ovning 1. CRISPR/Cas9 klipper DNA

Till genomférandet av pappersdvningen behdver eleverna fa en enkelsidig ut-
skrift i farg av Cas9-enzymet, guide-RNA 1 och DNA-sekvens 1. Dessutom beho-
ver eleverna ha tillgang till sax, firgpenna och eventuellt lite haftmassa for att
hélla de olika bitarna péa plats.

Svar pa fragorna om CRISPR/Cas9

1. Hur manga nukleotider l&ng 4r den guidande regionen pé guide-RNA?

Den guidande regionen dr 20 nukleotider lang.

2. Binder guide-RNA till PAM-sekvensen?

Nej, det dr Cas9-enzymet som binder till PAM-sekvensen.

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

PAM-sekvensen finns pd det DNA som man vill redigera. Det &r den sekvens
som Cas-enzymet kdnner igen. Ndr Cas9 hittar en PAM-sekvens 6ppnar det
upp den dubbla DNA-spiralen. P& s§ sdtt exponeras kvdvebaserna i DNA-sek-
vensen och det guide-RNA som Cas9 dr kopplat till férséker baspara.

| bakteriernas férsvarssystem &r PAM-sekvensen en kombination av nukleo-
tider som inte finns i bakteriens eget genom, pd sd vis férstér Cas-enzymer
inte bakteriens eget DNA. Om Cas-enzymer dndd hittar en PAM-sekvens sG
har det stétt pd virus-DNA inne i cellen. Enzymer klipper dd ut en bit virus-
DNA, precis bredvid PAM-sekvensen, som fogas in i bakteriens genom som ett
minneskort (kallas fér en spacer).

4. Var klipper Cas9 DNA i férhallande till PAM-sekvensen?
Cas9-enzymet klipper DNA tre baspar uppstréms (mot 5 -dnden) av strédngen
med PAM-sekvensen.

5. Vilken PAM-sekvens géller for Cas9?
5" NGG 3~

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

baserna)?

5" AGG 3°
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Ovning 2. Reparera och mutera

Eleverna boérjar med att ta fram DNA-sekvens 1 som de har klippt isar. De ska-
par en deletion genom att klippa bort nagra nukleotider fran bada dndarna vid
klippet dir Cas9 gjorde ett dubbelstrangsbrott. | instruktionen star det att det
ofta &r 0-5 nukleotider fran varje sida av dubbelstrangsbrottet som laggs till eller
tas bort och eftersom de nu gér en deletion ska nukleotider klippas bort. (De far
sjélva valja hur ménga nukleotider mellan 0-5 de klipper bort.) Sedan jamfér de
sin DNA-sekvens 1 med den Oversta sekvensen i bilden och markerar (ringar in)
vilka nukleotider det &r som nu saknas.

Svar pa fragorna (fran fraga 4)

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

Del av reglerande sekvens for BCLTA:

L,ETVLIOVOOD 10VIOD 1109V LID1IOVVIOVVVVLIVO 191009 VOOD 10011090 VVVIOOOVOVOLVYVYLDODD™, 9

CErrrrrrrrrrrrr e e et et e e et e e e
5 .. TAGTCCAGTGCAAGCTAACAGTTGCTTTTATCACAGGCTCCAGGAAGCGT T TGGCCTCTGATTAGGG...3’

En muterad sekvens:

L€V LOVOD LOVOODLIOOV LIOD1IOVVIOVVYVY OVO LD LO0DVOOD 1001 1090VVYVIOODOVOVILVYVLIODD ™ S
Crrrrrrrrrrerrrrererrrrererrrnrrrerrr et e e e
5 .. TAGTCCAGTGCAAGCTAACAGTTGCTTTTAICTCACAGGCTCCAGGAAGCGTTTGGCCTCTGATTAGGG... 3"

Den hér gangen har det skett en insertion.

5. Hur begransar en PAM-sekvens mojligheten att rikta Cas9 till exakt den DNA-
sekvens man vill klippa?

Det mdste finnas en PAM-sekvens i ndrheten av just den sekvens dédr man vill ha
klippet.

6. NHEJ introducerar slumpvisa férandringar. Efter forséket behéver man darfor
kontrollera om cellerna producerar RNA for BCL11A. Forklara varfor.

Eftersom det hér handlar om en mutation som ska leda till att BCLT1A inte ut-
trycks bér man kolla att férséket har fungerat genom att se att det inte finns RNA
fér BCL11A kvar. (Det kan unders6kas med metoderna kvantitativ RT-PCR).

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

Gensaxen kan férvéxla tvd snarlika platser pG DNA sG att genférdndringen ham-
nar pd helt fel stdlle, vilket innebdr att ett dnskat klipp i DNA kan féra med sig
andra, obnskade férdndringar med oférutsedda konsekvenser.

Det &r ocksd viktigt att ta reda pd om alla celler har fatt férandringen. Annars
kan sa kallad mosaicism uppkomma ndr inte alla celler redigeras. Gensaxen klip-
per ocksa itu bada DNA-stréngarna i dubbelhelixen vilket gér att det kan vara
svart att kontrollera vilka mutationer som uppstar.
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Ovning 3. Skapa ett eget guide-RNA

| 6vning 3 ska eleverna sjilva konstruera ett guide-RNA. Papperet med Cas9-enzy-
met &teranvands men man far plocka bort guide-RNA 1 och sitta dit guide-RNA 2
istéllet. De ska sedan klippa ut DNA-sekvens 2 med en rosa ruta. Den rosa rutan
ar till for att visa ett omréde i DNA som &r extra kanslig for férandringar.

Svar pa fragorna (fran fraga 6)

6. Fyll i den sekvens du skulle vilja pa guide-RNA for att f& Cas9-enzymet att
klippa DNA-strangen inom det markerade omradet.

Hdar dar 6vningen gjord sG att det bara finns en PAM-sekvens som ger ett klipp
inom det rosa féltet. Guide-RNA sekvensen blir dd: GAAGCAACUCGAACACUAUU

7. Vad &r viktigt att tdnka pa nir man konstruerar ett guide-RNA?

Man mdste vélja en specifik sekvens pd guide-RNA sa att den klipper pd rétt
plats i genomet, det dr viktigt fér att undvika off-target-effekt.

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

Tips!
Det finns manga teoretiska 6vningar pa engelska som beskriver genomredigering och flera

av dem har varit inspiration till denna 6vning.

Biorad har en teoretisk 6vning som ar kopplad till deras laboration Out of the blue,
https://www.bio-rad.com/en-se/applications-technologies/crispr-cas-gene-editing-teach-
ing-resources?ID=Q58I0DWDLBV5

Minipcrbio har évningar om hur CRISPR/Cas kan anvandas for att bota sicklecellanemi el-
ler for att sl& ut gener i snackor, https://www.minipcr.com/educational-resources/

Webbplatsen HHMI har en animering som visar CRISPR-metoden, https:/media.hhmi.org/
biointeractive/click/CRISPR/

Las aven artiklarna Nya genterapier med CRISPR/Cas9 och CRISPR i skolan i Bi-lagan nr 1
2022.

Las mer om Varldens forsta CRISPR-terapi som ar godkand inom EU pé gentekniknamn-
dens sida, https:/www.genteknik.se/varldens-forsta-crispr-terapi-godkand-i-storbritan-
nien/

Elevinstruktion, utskriftsmaterial, powerpoints mm hittar du p& Bioresurs webbplats
under Resurser > Bioteknik samlat i rutan: Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska
revolutionen

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