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Gensaxen: ett redskap for att forandra livets kod

Emmanuelle Charpentier och Jennifer Doudna tilldelas 2020 ars Nobelpris i kemi for upptéckten av
ett av genteknikens skarpaste verktyg: gensaxen CRISPR/Cas$9. Med hjalp av den kan forskare med
hég precision férandra arvsmassan i djur, vaxter och mikroorganismer. Tekniken har revolutionerat
de molekylara livsvetenskaperna, oppnar nya mojligheter till vaxtforadling, bidrar till innovativa
cancerterapier och kan gora verklighet avdrémmen om att bota arftliga sjukdomar.

Till vetenskapens lockelser hor att den ir
ofdrutsigbar. Det gir aldrig att i forvig veta

vart en idé eller fragestillning kommer att leda.

Ibland hamnar den vetgiriga i en dtervinds-
grind, ibland i en sndrig labyrint som det tar
dratal act reda ut. DA och di inser hon plotsligt
att hon - som den forsta mianniskan i virlden -
tittar ut 6ver en vidstrickt horisont av oanade
mojligheter.

Till de ovintade upptickter vars utsikter har
fatt mangen att tappa andan hor gensaxen
CRISPR-Cas9. Nir Emmanuelle Charpentier
och Jennifer Doudna borjade utforska immun-
forsvaret hos en streptokockbakterie, var en
tanke att de kanske skulle kunna utveckla en
ny form av antibiotika. Istillet upptickte de ett
molekylirt redskap som kan anvindas for att
gora precisa snitt i en arvsmassa. Dir snittet dr
lagt, gir det sedan att pi ett enkelt vis forindra
livets kod.

Ett kraftfullt verktyg som paverkar alla

Bild 1. Med hjalp av gensaxen kan forskare forandra arvsmassan i allt levande.

Endast atta ar efter deras upptickt har gensaxen omdanat livsvetenskaperna. For biokemister och

cellbiologer dr det numera enkelt att underséka hur olika gener i celler fungerar och vilken roll de

spelar i ett sjukdomsforlopp. Inom vixtforidlingen kan forskare med hog precision ge vixter nya

egenskaper, som att motsta torka i ett varmare klimat. Inom medicinen bidrar gensaxen till nya

cancerterapier och de forsta studierna dir man forsoker bota idrftliga sjukdomar pagér.

Exemplen pa hur gensaxen kan anvindas dr nirmast oindliga. De rymmer édven oetiska tillimp-

ningar. Som alla kraftfulla tekniker behover gensaxen regleras, mer om det senare.

Att det var ett livsavgérande mote hade vare sig Emmanuelle Charpentier eller Jennifer Doudna en

aning om nir de forsta gdngen triffades 2011 pa ett kafé i Puerto Rico. Vi bérjar med att presentera

Charpentier, som var den som foreslog ett samarbete.



Charpentier fascineras av sjukdomsframkallande bakterier

Driven, uppmirksam och noggrann, har vissa kallat henne. Andra menar att Emmanuelle Charpentier
alltid letar efter det ovintade. Sjilv citerar hon Louis Pasteur: ”Slumpen ler bara mot det férberedda
sinnet.” Lusten att fi uppticka nya saker och 6nskan om att f vara fri och oberoende, har styrt hennes
vig. Inriknat doktorandstudierna vid Pasteurinstitutet i Paris, har hon bott i fem olika linder, sju
olika stider och arbetat vid tio olika institutioner.

S4 miljoerna och infallsvinklarna har skiftat, men det mesta av hennes forskning har haft en gemensam
nimnare: sjukdomsframkallande bakterier. Varfor blir de s aggressiva? Hur utvecklar de sin mot-
stindskraft mot antibiotika? Och gir det att hitta nya behandlingar som kan stoppa deras framfart?

Nir Emmanuelle Charpentier 2002 startade sin egen forskningsgrupp vid universitetet i Wien
fokuserade hon pé en av de bakterier som goér minskligheten storst skada: Streprococcus pyogenes.
Varje ar infekterar den miljontals personer. Oftast orsakar den littbehandlade infektioner som hals-
fluss och svinkoppor, men den kan dven ge livshotande blodforgiftningar och bryta ner kroppens
mjukdelar. Dirfor har den ett rykte om sig att vara en kottitare.

For att bittre forstd S. pyogenes borjade Charpentier grundligt utreda hur bakteriens olika gener reg-
leras. Just detta beslut dr det forsta steget mot upptickten av gensaxen. Men innan vi vandrar vidare
pé den vigen, ska vi lira kiinna Jennifer Doudna bittre. For medan Charpentier synar S. pyogenes i
sommarna, fir Doudna for forsta gdngen hora en forkortning som hon tycker later som crisper.

Vetenskap - lika aventyrligt som en deckarhistoria

Redan under sin uppvixt pd Hawaii kiinde Jennifer Doudna en stark kunskapstorst. En dag lade
hennes far James Watsons bok Den dubbla spiralen pi hennes sing. Den deckarliknande historien om
hur James Watson och Francis Crick l6ste strukturen pd DNA-molekylen liknade ingenting som hon
hade list i sina skolbdcker. Hon fingslades av den vetenskapliga processen och insig att vetenskap ir
mer in bara fakta.

Nir hon sjilv borjade 16sa vetenskapliga mysterier riktade hon dock inte sin uppmirksamhet mot
DNA, utan dess molekylira syskon: RNA. Ar 2006 — nir vi triffar henne - leder hon en forskar-
grupp vid Berkeleyuniversitetet i Kalifornien och har tva decenniers erfarenhet av att arbeta med
RNA. Hon ir kind som en framgangsrik forskare med nisa for banbrytande projekt, och de senaste
dren har hon gett sig in i ett nytt glodhett omride: RNA-interferens.

Linge hade forskare dé trott att de kinde till RNA:s grundliggande funktioner i cellen. Men si
upptickte de plotsligt att det finns miangder av smd RNA-molekyler i celler, som bidrar till att
reglera genernas aktivitet. Att Jennifer Doudna ir engagerad i just RNA-interferens, ir skilet till
varfor hon 2006 blir uppringd av en kollega, som arbetar vid en annan institution.

Bakterier bar pa ett uraldrigt immunférsvar

Kollegan, som ir mikrobiolog, berittar for Doudna om en firsk upptickt: nir forskare har jamfort
koden i arvsmassan mellan vitt skilda bakterier, och dven arkéer (ett slags mikroorganism), hittar
man en egenartad sekvens som ér forvinansvire vilbevarad. Samma kod upprepas om och om igen,
men mellan dessa upprepningar finns helt unika sekvenser som skiljer sig at (bild 2). Det dr som om
ett och samma ord skulle upprepas mellan varje unik mening i en bok.
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Sekvensen kallas clustered regularly interspaced short palindromic repeats, vilket forkortas CRISPR. Det
intressanta dr att de unika delarna tycks matcha arvsmassan frin olika virus. Dirfor tror man nu att
detta dr en del av ett urdldrigt immunforsvar, som skyddar bakterier och arkéer mot virus. Hypotesen
ir att om en bakterie har lyckats 6verleva en virusinfektion, ligger den in en bit av virusets genetiska
kod i sin egen arvsmassa som ett minne av infektionen.

Ingen vet dnnu hur allt detta fungerar, berittar kollegan, men man misstinker att mekanismen som
bakterierna anvinder sig av nir de oskadliggor virus liknar den Doudna studerar: RNA-interferens.

Doudna kartlagger ett komplext maskineri

Nyheten ir bide anmirkningsvird och rafflande. Om det dr sant att bakterier har ett urdldrigt
immunforsvar, ir det ingen smésak. Jennifer Doudnas sinne for molekylira mirkligheter vaknar till
liv och hon liser in sig pA CRISPR-systemet.

Det visar sig att forutom CRISPR-sekvensen har forskare upptickt speciella gener som de kallar
CRISPR-associerade gener, vilket forkortades cas. Det som Doudna finner intressant ir att dessa gener
har stora likheter med gener for redan kinda proteiner, som man vet dr specialiserade pa att linda
upp och klippa av DNA. S har Cas-proteinerna samma funktion? Klipper de sénder virusets DNA?

Hon siitter sin forskargrupp i arbete, och inom loppet av ndgra dr har de lyckats avsloja funktionen
hos flera olika Cas-proteiner. Parallellt med detta studerar en handfull forskargrupper vid andra
universitet det nyupptickta CRISPR/Cas-systemet. Dessa kartliggningar visar att bakteriers
immunforsvar kan se vildigt olika ut. Det CRISPR/Cas-system som Doudna har studerat tillhor
klass 1. Det ir ett komplext maskineri som kriver minga olika Cas-proteiner for att oskadliggora ett
virus. Skillnaden ér stor mot klass 2-systemen, som ér betydligt enklare. Och ett sddant system har
Emmanuelle Charpentier just snubblat Gver i en annan del av virlden. Ater till henne.

En ny okand pusselbit i CRISPR-systemet

Nir vi limnade Emmanuelle Charpentier bodde hon i Wien. Men 2009 fick hon en tjinst med fina
forutsittningar for forskning vid Umed universitet. Vissa varnade henne frin att flytea till en s
avligsen del av virlden. Men hon finner att den mérka och langa vintern skdnker arbetsro.

Och arbetsro behover hon. Hon intresserar sig ocksd for smé genreglerande RNA-molekyler och har
i ett samarbete med forskare i Berlin kartlagt alla de smd RNA som finns i S. pyogenes. Resultatet
har gett henne en del att tinka pa. For en av de smad RNA-molekyler som férkommer i stor mingd

i bakterien ir en hittills okdnd variant, och den genetiska koden for detta RNA ligger vildigt nira
den mirkliga CRISPR-sekvensen i bakteriens arvsmassa.

Nirheten mellan de tva fir Charpentier att misstinka att de har med varandra att géra. En nog-
grann analys av de genetiska koderna avsldjar ocksa att en del av den lilla okinda RNA-molekylen
matchar den del av CRISPR som dterkommande upprepas. Det dr som att hitta tva pusselbitar som
passar varandra perfeke (bild 2).

Charpentier hade aldrig jobbat med CRISPR, men hennes forskargrupp piborjar ett mikrobiolo-
giskt detektivarbete for att kartligga CRISPR-systemet i S. pyogenes. Sedan tidigare visste man att
detta system, som alltsé tillhor klass 2, bara kriver ett enda Cas-protein, Cas9, for att klippa av
virus-DNA. Charpentier visar att den okinda RNA-molekylen, som fir namnet srans-activating
crispr RNA (tracrRNA), ocksa fyller en helt avgérande funktion. Den behovs for att det linga RNA
som skapas frin CRISPR-sekvensen i arvsmassan ska mogna och anta sin aktiva form (bild 2).
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Streptokockens naturliga
immunsystem mot virus: CRISPR/Cas?
Nér virus infekterar en bakterie, skickar de in sitt skadliga DNA i bakterien.
Overlever bakterien infektionen, infogar den en del av virusets DNA i sin
arvsmassa. Det blir som ett minne av viruset. Detta DNA anvands sedan

for att skydda bakterien mot nya infektioner.
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Efter ett intensivt och milmedvetet experimenterande publicerar Emmanuelle Charpentier
upptickten av tractrRNA i mars 2011. Hon inser att hon ir ndgot riktigt spinnande pa spéren. Sjilv
har hon ling erfarenhet av mikrobiologi, och i det fortsatta utforskandet av CRISPR-Cas9-systemet
vill hon samarbeta med en biokemist. Jennifer Doudna ir ett sjilvklart val. S& nir Charpentier
samma vir bjuds till en konferens i Puerto Rico for att beritta om sitt fynd, dr hennes mal att triffa
den skickliga Berkeleyforskaren.

Ett livsavgérande méte pa ett kafé i Puerto Rico

Av en slump méts de pa ett kafé under konferensens andra dag. En kollega till Doudna presenterar de
tvé for varandra och nista dag foresldr Charpentier att de ska utforska de gamla delarna av huvud-
staden tillsammans. Medan de strosar pa de kullerstensbelagda gatorna, borjar de prata om sin
forskning. Charpentier undrar om Doudna ér intresserad av ett samarbete. Vill hon vara med och
studera hur Cas9 fungerar i . pyogenes enkla klass 2-system?

An en ging kittlas Jennifer Doudnas kinsla for nydanande projekt och via digitala méten drar de
bada forskarna tillsammans med sina medarbetare upp planerna f6r projektet. Deras misstanke 4r att
CRISPR-RNA behovs for att identifiera ett virus-DNA, och att Cas9 ir sjilva saxen som klipper av
DNA-molekylen. Men nir en de testar detta i ett provrorsforsok hinder ingenting. DNA-molekylen
forblir intake. Varfor? Ar det nigot fel pa experimentforhillandena? Eller fyller Cas9 en helt annan
funktion?

Efter mycket brainstormning och en hel del misslyckade experiment, tillsitter forskarna till slut
ocksa tracrRNA till férsoket. Innan trodde de att tracrRNA endast behévdes nir CRISPR-RNA
klovs till sin aktiva form (bild 2), men nir Cas9 nu far tillging till tcractRNA hinder det alla vintat
pé: DNA-molekylen klyvs i tva delar.

Ofta har evolutionens l6sningar 6verraskat forskare, men detta var nigot utover det vanliga. Det vapen
som streptokocker har utvecklat som skydd mot virus idr enkelt och effektivt, for att inte siga genialt.
Hir skulle historien om gensaxen ha kunnat sluta. Charpentier och Doudna hade avslojat en grund-
liggande mekanism hos en bakterie som orsakar minniskor méngder av lidande. Den upptickten var
stor nog, men mot sinnen som ir férberedda ler slumpen.

Ett epokgorande experiment

Forskarna bestimmer sig for att forsoka forenkla gensaxen. Med hjilp av den kunskap de har skaffat
sig om hur gensaxen fungerar, funderar de ut hur de kan koppla ihop tractRNA och CRISPR-RNA
till en enda molekyl, som de kallar guide-RNA. Med denna forenklade variant av gensaxen genomfor
de sedan ett epokgorande experiment: de undersoker om de kan styra gensaxen si att den klipper av
DNA pa ett av forskarna forutbestimt stille.

Vid det hir laget férstdr de att de dr nira ett stort genombrott. De tar en gen som redan finns i en
frys pi Doudnas laboratorium och viljer ut fem olika stillen dir genen ska klippas av. Sedan férindrar
de CRISPR-delen av saxen si att koden matchar koden dir snitten ska liggas (bild 3). Resultatet dr
overvildigande. DNA-molekylerna gar av pé exakt rite stillen.
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Gensaxen CRISPR/Cas9

Nar forskare ska forandra en arvsmassa med hjalp av gensaxen bygger de pa
konstgjord vag ett guide-RNA, som matchar DNA-koden dar klippet ska goras.
Saxproteinet Cas9 kopplar till guide-RNA, som styr saxen till den plats i
arvsmassan dar klippet ska goras.

GUIDE-RNA

ARVSMASSA
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Forskarna kan ata cellen sjalv reparera klippet i Vill forskarna infoga, reparera eller forandra en
arvsmassan. Det leder i de flesta fall till att genens gen, kan de specialdesigna en liten mall av DNA for
funktion slas ut. detta. Cellen kommer att anvanda mallen nar den
reparerar klippet i genen. Det leder till att koden
forandras.
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Bild 3

Gensaxen forandrar livsvetenskaperna

Strax efter att Emmanuelle Charpentier och Jennifer Doudna publicerar upptickten av gensaxen
CRISPR/Cas9 dr 2012, visar flera forskargrupper att gensaxen gir att anvinda for att modifiera
arvsmassan i celler frdn bide méss och minniskor. Detta leder till en explosionsartad utveckling.
Forut var det tidsédande och ibland oméjligt att genférindra en cell, vixt eller organism. Med
gensaxens hjilp kan forskare i princip gora ett snitt i vilken arvsmassa de vill. Sedan ir det ldct ate
utnyttja cellens naturliga system f6r DNA-reparation, sé att de skriver om livets kod (bild 3).

6(8) NOBELPRISET | KEMI 2020 * KUNGL. VETENSKAPSAKADEMIEN * WWW.KVA.SE



Eftersom gensaxen ir sd lite att anvinda, har den fatt stor spridning inom grundforskningen. Den
anvinds for att forindra DNA i celler och forsoksdjur, i syfte att forstd hur olika gener fungerar och
samspelar till exempel under ett sjukdomsforlopp.

Gensaxen har ocksa blivit till ett standardverktyg inom vixtféridlingen. De metoder som forskare
tidigare nyttjade for att modifiera vixters genom, krivde ofta att de forde in gener for antibiotika-
resistens i vixten. Nir vixterna sedan planterades ut, fanns en risk att antibiotikaresistensen spred
sig till mikroorganismer i omgivningen. Tack vare gensaxen slipper forskare dessa ildre metoder.
Numera kan de gora vildigt precisa forindringar av arvsmassan. De har bland annat oskadliggjort
de gener som gor att ris suger upp giftiga tungmetaller frin jorden, vilket har gett nyttigare rissor-
ter som innehéller ligre halter av kadmium och arsenik. Forskare har ocksd utvecklat grédor som
klarar torka bittre i ett varmare klimat, och motstar insekter och andra skadedjur som annars maste
bekimpas med pesticider.

Hopp om att kunna bota arftliga sjukdomar

Inom medicinen bidrar gensaxen till nya immunoterapier mot cancer och dessutom héller man p3 att
uppnd en énskedrom: ate kunna bota irftliga sjukdomar. I kliniska studier undersoker forskare redan
om de kan dtgirda genskador som orsakar blodsjukdomarna sicklecellanemi och beta-thalassemi samt
irftliga 6gonsjukdomar.

De utvecklar 4ven metoder for att kunna laga gener i storre organ, som musklerna och hjirnan. I
djurforsok har de visat att specialutformade virus kan leverera gensaxen till 6nskade celler och man
har behandlat forédande adrftliga dkommor som muskeldystrofi, spinal muskelatrofi och Huntingtons
sjukdom. Tekniken behover dock vissas ytterligare innan den kan provas pd minniskor.

Kraften i gensaxen behover regleras

Vid sidan av allt gott kan gensaxen ocksd missbrukas. Den kan till exempel anvindas for att skapa
genetiskt modifierade embryon. Sedan manga ar tillbaka finns det dock lagar och regler som styr hur
gentekniken far tillimpas, och det ir till exempel férbjudet att férindra den minskliga arvsmassan
pé ett vis som gor att forindringen gar i arv. Experiment som involverar minniskor och djur méste
ocksa alltid granskas och godkinnas av etiska kommittéer, innan de fir genomforas.

En sak ir siker: gensaxen beror oss alla. Den kommer att stilla oss infor nya etiska frigor, och kan
bidra till act 16sa manga av de utmaningar som minskligheten stir infér. Genom sin upptickt har
Emmanuelle Charpentier och Jennifer Doudna tagit livsvetenskaperna in i en ny era. De har fatt
oss att titta ut éver en vidstricke horisont av oanade majligheter och nigonstans péd vigen — nir vi
utforskar dessa nya marker — kommer vi garanterat att gora nya ovintade fynd.
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LAS MER

Mer information om &rets priser, bland annat en vetenskaplig bakgrundsartikel pa engelska, finns pa
Kungl. Vetenskapsakademiens webbplats, www.kva.se, och p& www.nobelprize.org. Dar kan man ocksa
titta pa presskonferenser, Nobelféreldsningar och annat videomaterial. Mer information om utstallningar
och aktiviteter kring Nobelprisen och Ekonomipriset finns p& www.nobelprizemuseum.se.

Kungl. Vetenskapsakademien har beslutat utdela Nobelpriset i kemi 2020 till

EMMANUELLE CHARPENTIER JENNIFER A. DOUDNA

Fodd 1968 (51 ar) i Juvisy-sur-Orge, Fodd 1964 (56 ar) i Washington, D.C, USA.
Frankrike. Fil.dr 1995 vid Institut Pasteur, Fil.dr 1989 vid Harvard Medical School,
Paris, Frankrike. Director for Max Planck Boston, USA. Professor vid University of
Unit for the Science of Pathogens, Berlin, California, Berkeley, USA och Investigator,
Tyskland. Howard Hughes Medical Institute.

Yfor utveckling av en metod for genomeditering”
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