Bakteriers
Immunsystem

abner dgren til en ny eera

for biologien

Bakteriers immunforsvar mod virus kaldet CRISPR-Cas viser vejen til
en teknologij, der rummer et enormt potentiale indenfor bioteknologien.
En teknologi, der preecist og effektivt kan eendre gener i organismer,
og som allerede har vist resultater i jordbruget.

RISPR-Cas er det sprade akronym for bakteri-

ers forsvar mod virus, et system som kan gen-
kende virus-DNA og klippe det over. Systemet blev
opdaget i 2012, og ikke lenge efter blev det klart,
at CRISPR-Cas er et effektivt varktgj til at klippe
og &ndre i DNA, ikke bare i bakterier, men ogsd i
dyr og planter. Nu stdr vi overfor en ny revolution
i biologi og medicin kaldet genredigering eller pree-
cisionsforedling. Det vil give os mulighed for at
@ndre en organismes kodende DNA (dvs. mutere
det) uden at tilfgre fremmed arvemateriale. Dette
har store perspektiver indenfor grundforskning, for
jordbrug og miske ogsd indenfor medicin.

Nar det bakeerielle immunsystem er i operation,
kan det fungere siledes: 1) en viruspartikel lander
pa bakterien og injicerer sit DNA med henblik pd
at tage kontrol over cellen; 2) ved hjelp af CRISPR-
Cas opdager bakterien, at DNA-strengen ikke er af
egen oprindelse, men kommer fra en virus; 3) ved

hjelp af CRISPR-Cas klipper bakterien DNA-stren-

gen over, og dermed er virus- DNA’et uskadeliggjort.

Et system med umadeligt potentiale.

I bakterier eksisterer der flere versioner af dette
system, der varierer i kompleksitet. De fleste af
disse systemer involverer flere forskellige Cas-prote-
iner, der alle klipper i DNA. Cas-proteinerne gui-
des frem af et lille stykke RNA, der matcher det
DNA, som skal klippes over. I praksis er det et for-
bleffende simpelt system til at genkende og klippe

i DNA, som nu har vist sig at kunne overflyttes til

andre organismer og som spas en lovende fremtid
som bioteknologisk redskab. Redskabet bestar af et
protein (Cas9), der er i stand til at klippe dobbelt-
strenget DNA over, samt en kort designet RNA-
streng, der guider proteinet til det DNA, der onskes
@ndret. De DNA-sekvenser, der koder for redska-
bets to elementer (dvs. protein og RNA-streng),
kan med nuvarende teknikker forholdsvist sim-
pelt inkorporeres i en organismes arvemasse, hvor-
efter redskaberne bliver syntetiseret af organismen
selv. Nér redskaberne har udfert deres opgave, er
det tillige relativt simpelt at avle redskabssekven-
serne ud af arvemassen igen. Resultatet vil vare en
organisme med de enskede @ndringer i arvemassen,
men uden spor af det anvendte biologiske verktgj.

I de tre &r, der er giet siden opdagelsen, er der sket
en eksplosiv veekst af forskning, der benytter sig af
genredigering ved hjelp af CRISPR-Cas9.

I forhold til andre metoder har CRISPR-Cas9-
systemet en rekke fordele. Det er enkelt at designe
det RNA, der skal guide Cas9 hen til det sted, hvor
der skal klippes. Arbejdsprocessen er relativt simpel,
hurtig og billig, hvilket gor det let at opskalere stor-
relsen af eksperimenter efter behov.

Genterapi

CRISPR-Cas9-teknologien spas en strilende frem-
tid bade inden for grundforskning og bioteknolo-
gien. Man har demonstreret CRISPR-Cas9 syste-
mets funktionsdygtighed i et vald af modelorganis-
mer lige fra gdsemad (modelorganismen for hojere
planter) til salamandre, zebrafisk og mus. Man
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Bakteriers immunforsvar Cellemembran

Immunforsvaret i bakterier beskytter mod virus
(som ogsa kaldes bakteriofager - eller blot fager)

N/ VirusDNA

og mod sma cirkulzere DNA-strenge kaldet plas- Virus-DNA

mider. Nar DNA fra en virus eller et plasmid kom- angrlbes og

mer ind i en bakterie, udtrykkes generne fra & klippes over

denne fremmede DNA. Der bliver derved dan-

net proteiner, der hjaelper sygdommen med \ Ny sekvens af

at virke og formere sig. For at forhindre Cas-RNA- Cas-kompleks virus-DNA indszettes
dette har bakterier et system, der gemmer kompleks
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gentaget DNA-sekvens
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sma sekvenser fra det fremmede DNA og
bruger det til at genkende sygdommen
nzeste gang, den traenger sig pa.

Systemet benytter sig af de fremmede

sekvenser sammen med en raekke proteiner,
der er i stand til at klippe i DNA. Nar sekven-
serne kombineres med disse proteiner, danner de

et kompleks, der er i stand til at genkende den frem-
Efter Horvath &

mede DNA og klippe den i stykker. Saledes forhin- Barrangou, 2010.

dres sygdommen i at fa fat, og bakterierne klarer sig bedre.

Navnet CRISPR-Cas har sit ophav i maden, hvorpa de fremmede struktur er ophav til betegnelsen CRISPR, som er en forkortelse af
DNA-sekvenser lagres i bakteriernes immunhukommelse. De frem- Clustered regularly-interspaced short palindromic repeats, og det
mede sekvenser befinder sig i en region af bakteriernes arve- forklarer ogsa betegnelsen for Cas-proteinerne, der simpelthen
masse adskilt af en regelmaessigt gentaget DNA-sekvens. Denne star for CRISPR associated.

Genredigering med CRISPR-Cas9

Sted for gnsket mutation Princippet i at bruge CRISPR-Cas9-
systemet til genredigering:

Gen i organismens arvemasse (genomisk DNA) denipatchenbiiiiceilion s
det sted, man gnsker at a&endre;

Guide RNA streng

2) RNA-guidesekvensen indfgres i
organismen sammen med Cas9-prote-

CRISPR-Cas9

genkendelsessekvens inet, der kan klippe i DNA. Cas9-protei-

net ledes af RNA-guidesekvensen frem
til det matchende sted i arvemassen;

g ‘ 3) Efter at vaere blevet ledt pa rette
2 \ " \ \ plads klipper Cas9-proteinet organis-
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\\ Cas9 Protein

4) Organismens eget system til at ved-

ligeholde arvemassen reparerer det

dobbeltstrengede brud, men systemet

3 Mmmmmm W har en relativt hgj fejlrate, sa der kan
opsta fejl (eendringer = mutationer) i
det reparerede DNA.

Reparation af bruddet resulterer i mutation



har desuden vist, at CRISPR-Cas9 systemet fun-

gerer i humane celler. I humane celler dbner dette
op for et veeld af muligheder, fx at skabe store bib-
lioteker af celler med forskellige mutationer for s&

at undersege virkningen af nye legemiddelkandi-
dater. En anden mulighed er at bruge systemet til
genterapi. Det er i teorien muligt at reparere anleg
for nogle arvelige sygdomme ved at redigere i arve-
massen. Ved hjelp a CRISPR-genredigering er det
saledes lykkedes forskere at kurere mus for ster ved
at rette en af de arvelige mutationer, der forarsager
sygdommen. Det er dog tvivlsomt, om genterapi er
noget, vi vil se i mennesker i den nare fremtid. Da
det tidligere i ar blev rapporteret, at et forskerhold
havde brugt CRISPR-Cas9 til at redigere i arve-
massen i humane embryoer, blev der fra mange for-
skeres side rdbt vagt i gever, og diskussionen om de
etiske retningslinjer for human genterapi er stadig
langt fra lost.

Erfaringer med CRISPR-Cas9 i jordbruget
Interessant nok er situationen nasten omvendt i
planter. I arbejdet med foradling af kulturplan-
ter har man siden midten af det tyvende drhund-
rede benyttet sig af tilfeldigt genererede mutatio-
ner. Traditionelt foregdr det ved at benytte radio-
aktiv striling eller kemiske mutagener til at skabe
en stor mangde tilfeldige mutationer i planter.
Derefter udvalger man interessante mutationer

og bruger muterede planter med disse trek i den
videre avl. Mutationsforadling af kulturplanter er
altsd accepteret praksis i dag. Til gengeld er der en

sterk modvilje mod genmodificerede planter — dvs.

planter der har faet tilfojet gener fra andre orga-
nismer for at give dem enskede kvaliteter.

Gener der er flyttet (fransporteret) mellem orga-
nismer pa tvers af artsbarrierer kaldes rransgener.
Nér CRISPR-Cas9 anvendes til at skabe en muta-
tion i en plante, vil den forste generation af plan-
ter efter forseget godt nok vare “transgene”, da
CRISPR-Cas9-varktojet (som indbefatter trans-
gener) stadig findes i dem, men efter et antal til-
bagekrydsninger med den oprindelige plante, vil
dette verktgj vere forsvundet, og tilbage vil vare
planter, der er identiske med udgangspunktet pa
ner den onskede mutation. De resulterende plan-
ter er sdledes ikke transgene. Sporgsmalet er s,
om brug af CRISPR-Cas-9-systemet skal betrag-
tes som genmodificering og de resulterende plan-
ter som GMOVer, eller om systemet frit kan bruges
som et supplerende verktgj i almindelig plantefor-
®dling. Dette juridiske spergsmal er ikke endeligt
lgst i EU, men i Sverige har den regulerende myn-
dighed for nylig sldet fast, at planter foredlet ved
brug af CRISPR-Cas9, og som ikke lengere berer
pa transgent arvemateriale, ikke skal kategoriseres
som GMO.
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1 Meldug er en svamp, der
angriber bl.a. hvede med
store tab for landbruget
verden over. Med CRISPR-
Cas9-teknikken kan for-
skere fremavle planter, der
er modstandsdygtige over-
for meldug.

Foto: Lise Nistrup Jorgensen
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Den franske forsker

Emmanuelle Charpentier
(nu pa Umea Universitet)
opdagede sammen med
amerikaneren Jennifer
Doudna CRISPR-Cas9
systemet i 2012. Emma-
nuelle Charpentier er pa
Time Magazines liste
over verdens 100 mest
indflydelsesrige perso-
neri2015.

Foto: Wikimedia Commons

Foraedling af kulturplan-
ter som ris har betydet,
at der over tid er akku-
muleret tilfeeldige muta-
tioner, der pavirker risens
egenskaber negativt.
CRISPR-Cas9 vil veere et
oplagt veerktgij til at repa-
rere disse mutationer.

Foto: Colourbox

Ny GMO-teknik

Nar en mutation opstar, skyldes det oftest en fejl i det repa-
rationsmaskineri, der findes i celler til at beskytte deres
arvemasse. En oplagt metode til at generere mutationer er
derfor at sla DNA-strengen i stykker, sa cellen tvinges til at
reparere det. | alt liver arvemassen gemt i dobbeltstrenget
DNA, og nar man forsgger at sla denne dobbeltstreng i styk-
ker, kan det derfor ske, at en enkelt streng slas i stykker et
sted eller, at begge strenge slas i stykker eller klippes over.
Disse dobbeltstrengsbrud har adskillige fordele: | enkelt-
strengsbrud repareres den gdelagte DNA-streng ved, at de
manglende basepar kopieres fra den intakte del af dobbelt-
strengen. | tilfeelde, hvor begge strenge er brudt, kan dette
ikke lade sig gore, og en af to reparationsmekanismer szet-
ter ind.

Den fogrste mekanisme forsgger at seette de to brudte stykker
sammen igen. Denne mekanisme har en hgj rate af fejl og er
derfor seerdeles interessant, hvis man gnsker at mutere
DNA’et. Den anden mekanisme benytter sig af DNA, der lig-
ner enderne af den DNA-streng, der blev brudt. Dette nye
stykke DNA bliver brugt som skabelon for at reparere stren-
gen, og er som oftest den anden tilsvarende DNA pa den til-

Det forste eksempel pa en kulturplante, der er
blevet ndret med CRISPR-Cas9, er brodhvede.
Allerede i september 2014 viste kinesiske forskere
sdledes, at de ved hjelp af denne teknik vil kunne

fremavle planter, der er modstandsdygtige mod
den skadelige svamp meldug, der angriber hvede
og byg med store negative folger for udbyttet. For-
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svarende kromosomkopi. Det kan dog ogsa veere andet DNA,
og man kan eksperimentelt tilfgje DNA med en del, der ligner
de brudte ender. | dette stykke DNA kan man frit &ndre pa
den kode, der ligger imellem de ende-lignende stykker. Det
giver mulighed for meget preecist at redigere DNA-sekvensen
omkring brudstedet og kaldes genredigering. Forskere har
derfor laenge veeret interesseret i metoder, hvormed man
kunne klippe DNA-dobbeltstrenge over praecist pa de steder,
hvor man gnsker at redigere.

Fokus har i mange ar veeret pa at designe sammensatte pro-
teiner bestaende af en nuklease, en type protein, der er i
stand til at klove DNA-strenge, og proteiner, der binder DNA
ved specifikke DNA-koder. Designet af sadanne proteiner har
dog vist sig at veere saerdeles omstaendeligt, da kodningen af
de dele af proteinerne, der genkender DNA, kraever sammen-
saetningen af mange mindre stykker syntetiseret DNA.
Selvom der er sket store fremskridt pa dette omrade de
seneste ar, er disse fusionsproteiner nu ved at blive overhalet
indenom af CRISPR-Cas9-systemet, der dukkede op i 2013
fra en til dels uventet retning, den mikrobiologiske forskning i
bakteriers adaptive immunforsvar.

skerne havde kunnet slukke for alle seks kopier

af et gen og dets varianter i hvede, der koder for

et protein, der sidder pa overfladen af hvedes cel-
ler, og som meldugsporerne skal genkende, inden
de kan spire. Det bemarkelsesvardige er, at hve-
deplanternes modstandsdygtighed ikke skyld-

tes, at de havde fiet tilfort nyt DNA — i princippet
kunne disse mutationer lige sd godt vere opstiet i
naturen.

I november 2015, lige for deadline af denne arti-
kel, kom et storre gennembrud i bekempelsen af
plantesygdomme. Tre grupper fra hhv. Kina, USA
og Saudi-Arabien kunne vise, at de havde overfort
CRISPR-Cas9-systemet til planter, siledes at de
nu er beskyttet mod udvalgte virus, der angriber
planter. Virus i mange former angriber planter og
forarsager enorme skader i jordbruget hvert &r. De
udviklede planter kunne genkende virus, ndr det
kom ind i deres celler, og klippede derefter effek-
tivt deres DNA over ved hjelp af CRISPR-Cas9-

systemet.

CRISPR-Cas9 i fremtidens jordbrug?
Kgbenhavns Universitet valgte for nylig at stette
et tvaervidenskabelig projekt kaldet Plants for

a changing world, hvor forskere pd tvers af fag-
grenser skulle diskutere og analysere, om CRI-
SPR-Cas9 og andre teknikker kan anvendes til at
hjelpe med at sikre et baredygtigt jordbrug, der
kommer klimazndringerne i forkebet, og som



er etisk og samfundsmessigt forsvarligt. Der bli-
ver flere munde at mette i fremtiden, og der bliver
derfor brug for mere mad. Den skal kunne dyr-
kes uden at belaste naturen mere end, vi allerede
gor, sd vi skal bruge mindre plads, gode mindre og
sprojte mindre. Denne vision kaldes ogsd beredyg-
tig intensivering, og selvom den kan lyde umulig,
er dens realisering vigtig for at kunne redde vores
planet fra overudnyttelse af de store, men i sidste
ende begrensede, ressourcer, den stiller il ridig-
hed. Udover planteforskere deltager jurister, fode-
vareokonomer, samfundsforskere, etikere og filo-
soffer i projektet.

Det forste resultat af denne analyse blev publice-
ret i december 2014 og vakte interesse verden over.
Det blev sdledes foresldet, at CRISPR-Cas9 og
andre precisionsforedlingsteknikker kunne bru-
ges til at rette pa fortidens fejl. Dyvs. rette pa util-
sigtede mutationer, der er opstdet pa et eller andet
tidspunke i lebet af tusinde 4rs foredling og som
kan have svakket kulturplanterne og gjort dem
mindre modstandsdygtige mod plantesygdomme,
skadedyr, torke, kulde, varme og naringsman-

gel. Det var sdledes ikke et forslag om at give
planterne nye egenskaber, men at give dem deres
gamle egenskaber tilbage. Denne bestrebelse pa at
fore utilsigtede mutationer tilbage til deres oprin-
delige form er blevet kaldt “tilbage-til-naturen-for-
zdling”.

Forzedling pa naturens egen made

I lobet af 2015 er der kommet en rekke artikler, der
bekrafter hypotesen om, at der i foredlingens tids-
rum er akkumuleret mutationer i vores kulturplan-
ter, som har @ndret deres egenskaber pd utilsigtet
vis. Specielt har kinesiske forskere kunnet dokumen-
tere dette i ris. Her har forskellige tilfzldigt opsta-
ede enkeltmutationer pavirket kulturrisens evne til
at optage kvelstofholdig gadning effektivt, til at
modstd kulde og til at klare ekstrem varme. Det vil
vare oplagt at reparere skader, hvor de er opstaet,
ikke bare i de rissorter, der dyrkes nu, men i andre
kulturplanter, hvor de métte vare opstdet. CRISPR-
Cas9 vil vare et oplagt verktej til dette formal.

Et andet resultat af projektgruppens arbejde, der
blev publiceret i maj 2015, er, at sddanne styrkede
planter skal danne basis for fremtidens gkologi-

ske jordbrug. @kologien har vist vejen frem mod et
baredygtigt jordbrug, men ekologisk jordbrug lider
under manglende produktivitet sammenlignet med
det konventionelle jordbrug. Saledes er det bereg-
net, at hvis al konventionel jordbrug skal overg3 til
at blive gkologisk, krever det 40% mere landbrugs-
areal end det, der anvendes nu. Dette er utenkeligt,
hvis vi skal bevare vor jordklode i sin nuverende
tilstand. Med CRISPR-Cas9 er der hib om, at vi
kan udvikle planter, der er styrket pa naturens egen
mdde, si de ikke behgver si meget input, men giver
mere output. L]
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