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Sammanfattning 
Det finns idag flera tusen genetiska sjukdomar som inte kan botas med hjälp av dagens 

läkemedelsbehandlingar. Detta är något forskarna försöker finna en lösning på. Två nya 

potenta genredigeringsverktyg har utvecklats och tros kunna bota och behandla många av 

de idag kända genetiska sjukdomarna. Detta är clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats med CRISPR-associerade proteiner, CRISPR/Cas9 och prime editing. 

Tekniker som utvecklats från det adaptiva immunförsvaret hos prokaryoter. Både 

CRISPR/Cas9 och prime editing är RNA-guidade system med DNA som mål, de är även 

möjliga att programmera. Syftet med denna litteratursökning var att: 1) Jämföra teknikerna 

CRISPR/Cas9 och prime editing, 2) Undersöka vilka idag pågående kliniska prövningar 

som finns där någon av teknikerna används vid behandling av sjukdom. 3) Undersöka 

vilka sjukdomstillstånd som tros kunna botas och/eller behandlas med hjälp av någon av 

teknikerna samt 4) undersöka hur forskare ser på de etiska aspekterna av dessa tekniker. 

Information har hämtats under arbetets gång, främst från PubMed, Google och 

clinicaltrials.gov.  

 

Det finns idag 16 pågående studier där CRISPR/Cas9 används som behandlingsmetod. 

För prime editing finns det inga pågående studier. Sjukdomarna som forskarna hoppas 

kunna behandla med hjälp av metoderna är många, men de har kommit längst i 

utvecklingen av läkemedel för cancer, blodsjukdomar och ögonsjukdomar. De etiska 

diskussionerna har varit många och den stora frågan som diskuteras är hur tekniken skall 

regleras för att inte utnyttjas till sådant som potentiellt kan vara skadligt. Detta är två 

tekniker med hopp om nya behandlingsmetoder för genetiska sjukdomar, dock är de endast 

i början av sin utveckling och mer forskning och förfining av metoderna krävs innan de 

kan tillämpas kliniskt.   
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Nyckelord  
CRISPR/Cas9, Prime editing, Kliniska prövningar, Etiska aspekter 

 

Abstract 
Today, there are thousands of genetic diseases that cannot be cured with the help of 

today's drug treatments. This is something the researchers are trying to find a solution to. 

Two new potent gene editing tools have been developed and are believed to be able to 

treat or cure many of today's genetic diseases. These are Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats with CRISPR-associated proteins, CRISPR/Cas9 and prime 

editing. Techniques developed from the adaptive immune system of prokaryotes. Both 

CRISPR/Cas9 and prime editing are RNA-guided DNA-targeted systems that are 

programmable. The purpose of this literature search was to: 1) compare the CRISPR/Cas9 

and prime editing techniques, 2) investigate the current clinical trials in which any of the 

techniques are used to treat disease. 3) investigate which diseases that are believed to be 

cured and/or treated by using one of the techniques, and 4) investigare how researchers 

view the ethical aspects of these techniques. Information was gathered during a period 

between January to May 2020, mainly from PubMed, Google and clinicaltrials.gov. 

  

There are currently 16 ongoing studies using CRISPR/Cas9 as a treatment method. For 

prime editing there are no ongoing studies. The diseases that the researchers hope to be 

able to treat using the methods are many, but they have come the farthest in the 

development of a drug for cancer, blood diseases and eye diseases. There have been many 

discussions about the ethical side, but the big question being discussed is how the 

technology should be regulated so that it may not be used to harm instead of treat. These 

two techniques give hope of new treatment methods of genetic diseases, however, they 

are in the early stages of their development and more research and refinement of the 

methods is required before they can be applied clinically. 
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Förkortningar 
 

Base Editing  Genredigeringsvertyg som byter ut endast en nukleotid i 

DNA-strängen 

 

Cas9  CRISPR associated protein 9. Ett endonukleas i CRISPR 

klass II 

 

Cas9 H840A nickas Modifierat Cas9 som klyver endast en sträng i en 

dubbelhelix 

 

CRISPR-Cas  Clustered regularly interspaced short palindromic repeats, 

(CRISPR) med CRISPR-associerade proteiner 

 

crRNA  CRISPR-RNA, innehåller guide sekvensen som leder 

CRISPR-komplexet till korrekt sekvens i DNA-strängen 

 

Endonukleas  Ett enzym som klyver polydiesterbindningen DNA-strängen 

 

Engraftment  Då kroppen accepterat transplanterad benmärg och börjar 

producera egna blodkroppar 

 

Indels  Tillförsel (insertion) eller radering (deletion) av nukleotider 

slumpmässigt i DNA-strängen vid dubbelsträngsbrott 

 

In vitro  I glas, då celler eller vävnad studeras utanför kroppen, 

vanligen i provrör 

 

In vivo  Levande, i livet. Studie utförd i naturlig miljö  

 

Ledarsekvens (Leader sequence) En AT-rik sekvens som finns uppströms 

om och precis i anslutning till CRISPR-lokuset. 

Ledarsekvensen innehåller oftast promotorn som driver 

crRNA uttrycket samt igenkänningssekvensen för insättning 

av spacer  

 

Moratorium  Ett undantag av att använda sig av något, till dess att ett krav 

har uppfyllts eller ett tillstånd har upphört 

 

Patogen   Sjukdomsalstrande 

 

pegRNA  Består av tre delar, en sgRNA som är guiden, ett prime 

bindande site så omvänd transkription kan starta samt ett 

omvänt transkriptas templat innehållandes den sekvens som 

skall inkorporeras i DNA stängen 

 

pre-crRNA  (precursor CRISPR RNA) Transkriberas från repeat-spacer 

området, pre-crRNA klyvs sedan via enzymatisk klyvning 

till den aktiva formen crRNA 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/List_of_RNAs
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Prime Editing Genredigeringsverktyg baserat på CRISPR-Cas teknologi 

men som endast skapar ett enkelsträngsbrott i DNA-strängen 

 

Proliferation  Celldelning 

 

Promotor  En sekvens av baspar framför en gen som reglerar genens 

uttryck genom att olika typer av genregulatoriska proteiner 

binder till sekvensen 

 

Protospacern  De sekvenser som spacern härrör från 

 

 

sgRNA  Single-guide RNA. Ett komplex som består av tracrRNA och 

crRNA 

 

Refraktär  Ej mottaglig för stimuli/behandling 

 

Remission  Frånvaro av sjukdomssymptom hos person med kronisk 

sjukdom 

 

Repeat   Korta repetitiva palindroma sekvenser i CRISPR lokuset. 

 

Spacer Kort DNA sekvens som härstammar från ett främmande 

genom 

 

tracrRNA  trans-activating crispr RNA. Binder till crRNA och bildar ett 

komplex som hjälper crRNA att aktiveras 

 

 

 

 

 

 
  

https://en.wikipedia.org/wiki/Trans-activating_crRNA
https://en.wikipedia.org/wiki/List_of_RNAs
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1. Inledning  

1.1 Genetiska sjukdomar 

Det finns i skrivande stund fler än 6000 olika kända genetiska sjukdomar (1). En genetisk 

sjukdom uppstår när det skett en förändring i DNA-strängen. Det kan bero på så lite som 

att ett baspar muterat i en gen till att en kromosom tagits bort eller lagts till. Dessa 

sjukdomar kan ärvas eller förvärvas på olika vis. Monogena sjukdomar orsakas av en 

mutation i en gen, multifaktoriella sjukdomar orsakas av mutationer i flera gener. Utöver 

det finns det sjukdomar orsakade av en kombination av miljöfaktorer och genmutationer 

samt sjukdomar där kromosomen är påverkad, antingen genom strukturförändringar så 

som translokation eller förändringar i antal. Vissa sjukdomar ärvs från föräldrarna, 

tillexempel sickelcellanemi, medan andra sjukdomar utvecklas under livet och kan vara 

orsakade av externa faktorer så som strålning från solen vilket kan leda till cancer (2).  

 

I dagsläget finns det väldigt få behandlingar med bot mot genetiska sjukdomar, de 

tillgängliga behandlingar som finns kan hjälpa till att hålla sjukdomen under kontroll eller 

lindrar symptomen. De flesta av dagens behandlingar klarar inte av att ändra den 

underliggande genetiska mutationen. Det har dock börjat komma metoder där detta kan 

bli en möjlighet, genterapi. Med genterapi försöker forskare ändra den genetiska 

mutationen som orsakat sjukdomen, vilket skulle leda till att sjukdomen botas. Genterapi 

är dock fortfarande under utveckling, även genredigeringsmetoderna utvecklas hela tiden 

(3). Nya metoder så som genediteringsverktygen CRISPR/Cas9 och prime editing är 

resultat av denna utveckling. 

 

Fokus i detta arbete ligger på metoderna och skillnaderna i dessa två nya metoder, samt 

hur de kan appliceras vid behandling av sjukdomar och hur de då används. Inte själva 

sjukdomen och dess förlopp.  

 

1.2 CRISPR 

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR, tillsammans med 

dess CRISPR associated protein (CRISPR-Cas), utgör ett adaptivt immunförsvar hos 

prokaryoter, den klass av encelliga organismer där bakterier och arkéer ingår (4-6). Innan 

CRISPR-Cas systemet hittades hos prokaryoter trodde forskarna att ett adaptivt 

immunförsvar endast fanns hos eukaryoter (5). CRISPR-Cas är i dagsläget det enda kända 

adaptiva immunförsvaret hos prokaryoter (4) och har visat sig vara både ärftligt och 

specifikt riktat mot patogener, så som virus och plasmider (7). Genom att anpassa sig och 

komma ihåg angriparens genom kan bakterien försvara sig mot upprepade angrepp, detta 

liknar vårt egna adaptiva immunförsvar (6). Hittills har det visat sig att CRISPR-Cas 

systemet finns i majoriteten av det sekvenserade genomet hos arkéer samt i ca 48 % av 

bakteriernas genom (5, 7).  

 

CRISPR kallas en del av bakteriens kromosom (ett lokus), som består av korta repetitiva 

palindroma sekvenser som kallas repeats vilka är ca 21-48 baspar långa (7). Det är mellan 

dessa repeats i CRISPR-lokuset i bakteriens kromosom som små fragment av angriparens 

genom (dubbelsträngat DNA eller enkelsträngat RNA), så kallade spacers kommer 

inkorporeras under själva immuniseringsprocessen. Det är dessa spacers som utgör själva 

minnet av patogenen och hjälper bakterien att försvara sig vid kommande angrepp från 

samma patogen (5, 8).  
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Om bakterien angrips av samma patogen en gång till kommer Cas-proteiner känna igen 

patogenens genom och kan då klyva det dubbelsträngade DNAt eller singelsträngade 

RNAt och på så sätt inaktivera det och förhindra en attack (7, 9), se figur 1. 

 

 
 

Figur 1. Då en bakterie infekteras av en patogen kommer en del av den angripande patogenens 
genom klippas ut (spacer) och inkorporeras i bakteriens egna genom, i CRISPR-lokuset. Detta 

lokus består av en del som kodar för Cas proteinet följt av korta repetitiva palindroma bitar som 

kallas repeats. Mellan dessa repeats kommer spacern inkorporeras. Om bakterien angrips av 

samma patogen en gång till kommer Cas-proteiner känna igen patogenens genom och kan då 

klyva DNAt eller RNAt och på så sätt inaktivera det och förhindra en attack. Anpassat från ref 

(6).  

 

1.3 CRISPRs utformning  

CRISPR-Cas systemet delas in i två större klasser, vilka i sin tur delas in i tre olika typer 

vardera. Klass 1 delas in i typ I, III och IV, denna klass består av ett multiproteinkomplex. 

Klass 2 med typerna II, V och VI består av endast en stor polypeptid (5). CRISPR utgörs 

av repeats, vilket är korta repetitiva palindroma sekvenser i DNA-strängen. Mellan dessa 

sekvenser finns så kallade spacers, små fragment av DNA som härstammar från de 

patogen som tidigare infekterat bakterien (5). I nära anslutning till dessa repeat-spacer 

områden finns Cas-gener. Ett CRISPR lokus kan bestå av allt från 2 till 249 repeat-spacer 

enheter och en bakteries genom kan innehålla mer än ett CRISPR-Cas system (7). Genom 

användandet information i CRISPR-lokuset, kan CRISPR-Cas systemet hitta främmande 

DNA och motverka ett angrepp från till exempel en bakterie (10). 

 

CRISPR-Cas systemet består av ett precursor CRISPR RNA (pre-crRNA) vilket 

transkriberas från repeat-spacer området, pre-crRNA klyvs sedan enzymatiskt till den 

aktiva formen CRISPR RNA (crRNA) (9, 11). crRNA finns i alla CRISPR-Cas system. 

För typ II system finns även ett andra RNA, trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA) 

(12). Både crRNA och tracrRNA är icke kodande RNA (13), vilket är RNA som inte 

kodar för ett protein (14). crRNAt är den del som tillsammans med ett eller flera Cas-

proteiner kan finna och paras samman med komplementära främmande gener, vilket leder 

till att dessa gener tystas innan de gör skada på bakterien.  

 

I klass 1 system är det specialiserade Cas-endonukleaser som klyver pre-crRNA till 

crRNA, när väl detta skett bildar flera crRNA tillsammans med Cas ett större komplex, 

ett multi-Cas protein. Det är detta komplex som identifierar de gensekvenser som är 

komplementära till crRNAt och klyver dessa (9). I typ II systemet är det en tracrRNA 
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som är komplementär till crRNA dessa bildar ett komplex, tracrRNA:crRNA, och kan 

interagera med det främmande genomet, tillsammans med Cas9 (12). crRNA och Cas-

proteinet bildar ett ribonukleoproteinkomplex (12). crRNA aktiverar Cas-proteinerna och 

guidar dem till de korrekta nukleotidsekvenserna i det främmande DNAt, där de binder 

in och Cas-proteinet klyver den främmande DNA-strängen (4, 9, 15). CRISPRs typ II 

system-komlexet, är det vanligaste systemet inom forskningen, då systemet endast 

behöver ett Cas-protein (15), jämfört med klass 1 system där multikomplexsystem 

används (5, 9). Detta system kan simplifieras ytterligare genom att kombinera tracrRNA 

med crRNA så att ett single guide RNA (sgRNA) bildas (15), detta skapas syntetiskt i 

laboratorier (8).   

 

1.4 Protospacer Adjacent Motif, PAM  

Ett PAM är en kort (2-6 baspar (16)) sekvens bestående av nukleotiderna NGG eller NAG 

(där N = A, T, C eller G (17, 18)) för typ II system (15) som föregås av en 17-20 baspar 

lång sekvens vilken är komplementär till guide-RNA komplexet som binder samman med 

Cas9 (13, 15). I det främmande DNAt är PAM lokaliserad nedströms eller uppströms om 

protospacern (5). PAM krävs för att Cas9 skall kunna lokalisera var det främmande DNAt 

skall klyvas och förvärva spacers från det främmande DNAt. Saknas PAM kommer ingen 

klyvning ske (19). PAM är viktig både i adaptionssteget, då protospacer väljs ut, samt i 

interferensfasen, då CRISPR-Cas systemet skall känna igen och binda in till det 

främmande DNAt, klyva det och på så sätt förstöra det (10, 16). Den PAM sekvens som 

krävs för igenkänning av CRISPR-Cas systemet i det främmande genomet, finns ej i den 

egna CRISPR repeat sekvensen. Tack vare detta ser värden till att då en spacer 

inkorporeras i det egna CRISPR-lokuset kommer denna inte utsättas för en endogen 

attack och klyvas (10).  

 

1.5 Cas9 – en gensax 

Även om det finns flera olika CRISPR-Cas system, så är CRISPR-Cas9 det systemet med 

mest fokus på i dagsläget (6). Detta på grund av dess enkla uppbyggnad av 

tracrRNA:crRNA komplex och endast ett Cas-protein (15). Cas9 är ett stort endonukleas 

som består av två distinkta lober, en alfa-helix igenkänningsdomän kallad REC samt en 

lob innehållande nukleasdomänen HNH och RuvC kallad NUC som klyver 

dubbelsträngat DNA (dsDNA). Klyvning sker i anslutning till protospacer adjacent motif 

(PAM) (8). Klyvning sker med hjälp av de två nukleasdomänerna RuvC och HNH och 

sker 3 baspar från PAM i det främmande DNAt (8, 10).  

 

För att Cas9 skall kunna binda specifikt till dsDNA krävs det ett guide-RNA med en 

komplementär sekvens till DNA-stängen på ca 17–20 nukleotider som efterföljs av en 

PAM, efter inbindning kan sedan Cas9 klyva DNAt (13, 15). HNH klyver den DNA-

sträng som är komplementär till sgRNA och RuvC klyver den motsatta strängen. Detta 

ger ett dubbelbrott på dsDNAt (8) (figur 2). Ibland kan sgRNA-Cas9 komplexet binda in 

trots att exakt matchning med basparen inte finns och trots detta klyva DNA-strängen. 

Detta fenomen kallas ”off-target” klyvning och är ett av de problem som uppstått under 

utvecklingen av CRISPR-cas9. Off-target klyvning kan leda till att gener slutar fungera 

normalt eller helt och att genomet blir instabilt (17). 
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Figur 2. Schematisk bild över hur CRISPR-Cas9 binder till det främmande DNAt och klyver det. 

Då sgRNA interagerar med Cas9 proteinet sker en konformationsförändring som aktiverar 

proteinet. a) Cas9 inaktiv fas. b) sgRNA binder in och Cas9 genomgår en 
konfirmationsförändring och proteinet hamnar i en pretarget-stage redo för målsökning. c) Cas9 

har bundit in till PAM-sekvensen i det främmande DNAt. d+e) Det dubbelsträngade DNAt öppnas 

så sgRNAt kan binda in och para samman med befintliga nukleotider. f) Full matchning mellan 

DNA och sgRNA har uppstått och nukleasdomänen klipper dubbelsträngen. Anpassat från ref 

(8). 

 

1.6 Immuniseringsprocessens tre steg 

CRISPRs immuniseringsprocess sker i en specifik sekvens som kan delas upp i tre steg, 

adaption/anpassning, uttryck och mognad samt interferens/ingripande (4, 5, 8, 9). 

Tidigare trodde forskarna att Cas9 endast var verksam i steg 2 och 3 i 

immuniseringsprocessen för typ II system, dock har det visats att Cas9 behöver vara 

närvarande även i adaptionsfasen för att klyvning av det främmande DNAt skall ske (10). 

 
1.6.1 Adaption/anpassning 

Cas-proteiner finns närvarande i alla studerade CRISPR-Cas system då en spacer 

inkorporeras, Cas1 och Cas2. Dessa två protein anses essentiella och själva 

adaptionsfasen skulle inte fungera utan dessa två proteiner, som tillsammans bildar ett 

komplex (4, 5, 10). Cas1 är ett endonukleas, dess förmåga att klyva DNA anses essentiell 

för adaptionsfasen medan Cas2 kan klyva både DNA och RNA, denna förmåga anses ej 

vara essentiell för den adaptiva fasen (4, 5). 

 

I den adaptiva fasen identifierar Cas-proteinet det angripande DNAt (virus eller plasmid 

DNA) och inkorporerar korta sekvenser om ca 30–40 baspar till CRISPR regionen. Detta 

är en ny spacer i det egna genomet. De sekvenser som spacern härrör från kallas 

protospacer (5, 7, 9). Inkorporering av spacer sker i den proximala änden av CRISPR-

lokuset och sker i glappet mellan den första sekvensen, så kallad ledarsekvensen och det 

första repeatet. Ledarsekvensen är en AT-rik sekvens i direkt anslutning till CRISPR-

lokuset och är belägen uppströms från området (figur 3a). Denna sekvens innehåller 

oftast både den promotor som driver uttrycket av crRNA samt den sekvens som känns 

igen vid inkorporering av en spacer (5). Spacers inkorporeras på det mest fördelaktiga 
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viset: i CRISPR-lokuset med en polaritet mot ledarsekvensens ände i lokuset. Genom att 

spacers inkorporeras på samma ställe i lokuset varje gång skapas en kronologisk ordning 

på spacers i genomet, den senast integrerade spacern är den mest proximal till 

ledarsekvensen (5) (figur 3b). 

 

Det är ingen slump vilka sekvenser som kommer inkorporeras från Protospacern, då det 

i direkt anslutning till den sekvens som valts ut finns en PAM. Denna PAM kommer 

kännas igen av den specifika PAM-igenkännings domänen hos Cas9 i typ II CRISPR-Cas 

system. På så sätt är det Cas9 som är ansvarig för att välja ut sekvenser (4, 11). Cas9 krävs 

i typ II system för att en protospacer skall väljas ut (4), men ej för dess nukleasaktivitet 

(klyvning med hjälp av RuvC och HNH), dock behövs Cas9 för att klyvning av 

protospacerns genom skall ske med hjälp av Cas1och Cas2 (5, 10). Efter att spacern 

inkorporerats dupliceras repeat i.e. immunisering av bakterien (7), spacern är det 

immunologiska minnet (5).  

 
1.6.2 Uttryck och mognad  

Mognaden av crRNA skiljer sig i klass 1 och klass 2 system. För typ I och III system 

(klass 1), transkriberas ett pre-crRNA från CRISPR lokuset, detta pre-crRNA mognar 

sedan med hjälp av Cas-proteiner till flera mindre crRNA (4, 5). Det mogna crRNAt 

består av en spacer sekvens i 5´ änden och en repeat sekvens i 3´ änden. crRNAt bildar 

oftast en hårnåls struktur (4).   

 

För typ II system (klass 2) krävs ytterligare ett RNA, ett tracrRNA för att ett moget crRNA 

skall bildas. tracrRNA och pre-crRNA bildar tillsammans ett komplex som stabiliseras 

av Cas9. Detta komplex känns igen av värdens egna ribonukleas: RNase III, vilket klyver 

dubbelsträngat RNA. RNase III klyver komplexet till ett mellansteg, som senare trimmas 

ytterligare till ett moget crRNA (4, 7). crRNAt innehåller en sekvens som är variabel och 

komplementär till det attackerande genomet, en spacer-sekvens, samt en konserverad 

repeat-sekvens (10) (figur 3c). crRNA är guiden till att finna den komplementära 

nukleotidsekvensen i det främmande DNAt (9).  

 
1.6.3 Interferens/ingripande 

Cas-crRNA komplexet skannar cellen efter inkräktande DNA, med sekvenser 

komplementära till crRNAt. Då komplementära sekvenser hittas binder komplexet in till 

DNA-strängen och Cas-proteinet klyver den, detta förhindrar proliferation och 

fortplantning av det inkräktande DNAt (5, 7). För typ I system rekryteras Cas3, ett Cas-

protein som utför klyvning. För typ II system är det Cas9 med dess nukleasdomäner RuvC 

och HNH som utför klyvningen av det dubbelsträngade DNAt (4) (figur 3d). 
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Figur 3. a) I bakteriens kromosom organiseras CRISPR/Cas genen i lokuset med en gen som 

kodar för Cas-proteinet samt ett CRISPR-område innehållandes en ledarsekvens (grå) följt av 
repeat-spacer sekvenser. b) Under adaptionsfasen förvärvas en protospacers från det främmande 

DNAt med hjälp av Cas-proteinet. Denna protospacer integreras i bakteriens CRISPR-lokus och 

en duplicering av den första spacern sker. c) Under uttryck och mognadsfasen transkriberas 
CRISPR-området till ett moget crRNA, som består av en spacer och en bit av repeatområdet. 

Tillsammans med Cas-proteinet bildar dessa ett ribonukleoproteinkomplex. d) I interferenssteget 

identifieras det främmande DNAt med hjälp av ribonukleoproteinkomplex som känner igen PAM-
sekvensen och kan binda till DNAt genom basparning. Nukleasdomänerna i Cas-proteinet klyver 

det främmande DNAt och på så vis har angreppet stoppats. Anpassat från ref (5, 8). 

 

1.7 DNA reparation 

Efter att det dubbelsträngade DNAt delats behöver det repareras. Det är i detta steg 

förändring av gener kan ske. Det finns olika metoder att sammanfoga DNA-strängarna 

igen där Non-homologues end joining (NHEJ) och Homology Directed Repair (HDR) är 

de vanligaste (4) (figur 4). 
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1.7.1 Non-homologues end joining, NHEJ 

NHEJ är en reparationsmekanism som används vid dubbelsträngsbrott. Den verkar 

genom att tillföra eller ta bort nukleotider slumpmässigt, så kallade indels. Detta leder till 

att punktmutationer eller frameshift mutationer kan framkallas, vilket kan leda till att 

genen störs eller slås ut helt och slutar fungera. Denna metod är enklare än HDR, men är 

mer benägen att generera fel (4, 13, 15, 20). NHEJ är aktiv i både delande och icke 

delande celler (8). 

 
1.7.2 Homology Directed Repair, HDR 

Även detta är en reparationsmekanism för dubbelsträngsbrott. Denna metod är mer precis 

i sitt utförande än NHEJ, den använder sig av ett DNA-templat då den lagar brottet. HDR 

fungerar endast i delande celler (sen S och G2 fas i cellcykeln) då en homolog region av 

DNA är tillgängligt (8, 21). Med metoden kan en korrekt lagning ske då ett homogent 

templat används, samt att specifika sekvenser kan tillföras om ett exogent templat 

används. Metoden kan också användas för att tillföra önskad gensekvens då ett brott på 

DNA-strängen lagas, det är detta som banat vägen för användandet av Cas9 som en 

gensax i tillexempel människa (4, 13, 15, 20). DNA templatet kan vara både 

dubbelsträngat DNA (dsDNA) och singelsträngat DNA (ssDNA), forskarna har lyckats 

skapa upp till 3000 nukleotider långa strängar, vid användandet av HDR-reparation (22). 

 

 
 

Figur 4. Då Cas9 med hjälp av dess sgRNA funnit målsekvensen i det främmande DNAt och 

bundit in genom basparning klyver nukleasdomänerna i Cas-proteinet det dubbelsträngade 
DNAt. Då klyvning skett påbörjas reparationsprocessen, antingen via Non-homologues end 

joining (NHEJ), vilket leder till slumpmässiga mutationer, eller Homology Directed Repair 

(HDR), vilket ger en förutbestämd kopia från ett DNA-templat. Anpassat från ref (8, 15).  

 

1.8 Prime Editing  

Base Editing är ett tidigare genombrott inom genredigeringen och är baserat på CRISPR 

teknologi och RNA-guidade endonukleaser som byter ut en kvävebas till en annan utan 

att klippa båda DNA-stängarna via transitions. Denna teknik gör så att indels kan 

undvikas (23, 24). Prime Editing (PE) är en vidareutveckling och förfining av denna 

teknik och baseras även den på CRISPR-Cas teknologin. Då CRISPR-Cas gör ett 

dubbelsträngsbrott i DNAt kan PE utföra genredigering utan att skapa dessa 
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dubbelsträngsbrott. Detta minskar risken för oönskade indels i genomet (24). Med hjälp 

av PE kan utbyte av de fyra kvävebaserna ske både via transitions och transversions (23). 

Transitions är då kvävebaserna A↔G eller T↔C byts ut (dessa liknar varandra 

utseendemässigt) mot varandra, detta kan ske på fyra olika sätt. Transversion kan ske på 

tolv olika sätt, här kan alla kvävebaserna bytas mot varandra (25) (figur 5).  

 

Genom att redigera ett Cas9 enzym och fusera detta med en omvänt transskriptas skapas 

grunden till PE, Cas9 klyver DNA-strängen och omvänt transskriptas kan med hjälp av 

ett RNA templat skapa ett komplementärt DNA (24, 26). Den RNA sträng som används 

som templat kallas prime editing guide RNA (pegRNA) (24) och består av tre delar, en 

sgRNA innehållandes en spacer region så Cas9 finner sitt mål, ett primebindande site 

(PBS) på ca 8-15 baser så omvänd transkription kan starta samt ett omvänt transskriptas 

templat innehållandes den sekvens som skall inkorporeras i DNA-stängen (26). Det 

alternerade Cas9 proteinet tillsammans med pegRNA binder in till DNA-strängen och 

klipper ut den önskade sekvensen, denna sekvens ersätts med hjälp av det omvända 

transkriptaset som använder pegRNA som mall och genom omvänd transkription fås en 

komplementär DNA-sträng. Originalsekvensen ersätts på båda strängarna i dubbelhelixen 

(24). Anzalone (2019) m.fl. har lyckats inkorporera upp till 44 baspar, samt ta bort upp 

till 80 baspar långa sekvenser ur DNA-strängen med denna metod. Prime editing tekniken 

har utvecklats i tre steg där man gått från prime editor 1 (PE1) till prime editor 2 (PE2) 

och slutligen till prime editor 3 (PE3) och prime editor 3b (PE3b). I alla steg har 

förbättringar i tekniken gjorts vilket givit en högre effektivitet (26).  

 
Figur 5. Kvävebaserna Adenin (A) och Guanin (G) är puriner 

och innehåller två ringar i sin kemiska struktur, medan 

Cytosin (C) och Tymin (T) är pyrimidin och innehåller endast 

en ring.  
Transitions är då kvävebaser som liknar varandra (purin och 

pyrimidin) byts ut mot varandra vilket kan ske på fyra olika 

sätt (lila pilar). Vid transversion kan alla kvävebaserna bytas 
mot varandra vilket ger tolv olika möjligheter till byte (gröna 

och lila pilar). Anpassat från ref (25). 

 

 
1.8.1 Prime editor 1  

Vid ett första försök att skapa ett verktyg som kunde korrigera kvävebaserna i DNA-

strängen fuserade forskarna en human cell med en plasmid. Denna plasmid innehöll ett 

komplex med Musleukemivirus omvänt transskriptas (M-MLV RT), ett RNA-beroende 

DNA polymeras som sammanfogats med C-terminalen på Cas9 H840A nickas, ett 

endonukleas med det ena nukleaset inaktiverat (23, 26, 27). Även en plasmid 

innehållandes ett pegRNA tillfördes cellen (23, 26).  

 
1.8.2 Prime editor 2 

Med hjälp av screening av olika mutationer hos M-MLV RT skapades en mer effektiv PE 

med avseende på dess förmåga att introducera ändringar i genomet. Denna PE kallas den 

andra generationen prime editors, PE2 (23, 26). 

 
1.8.3 Prime editor 3 

För att ytterligare förbättra tekniken och få högre precision, minska oönskade indels och 

få en högre effektivitet med önskade editeringar på DNA-strängen lades ytterligare ett 

sgRNA till. Detta sgRNA skapar ett brott i den oförändrade DNA-strängen med hjälp av 

det redan existerande Cas9 H840A nickaset (27). Tester utfördes för att ta reda på var på 
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den oförändrade strängen detta brott kunde inkorporeras, i förhållande till det inducerade 

pegRNA-brottet på den editerade DNA-strängen, utan att skapa dubbelsträngsbrott. 

Denna utveckling kallas PE3 och visade sig var upp till 55% mer effektiv än PE2 (27). 

Genom att skapa en sgRNA med en spacer som matchade den editerade strängen, men 

inte originalallelen skapades brottet på den oförändrade strängen efter det att den 

editerade strängen lösts upp, detta har visat sig minimera risken för oönskade indels och 

dubbelsträngsbrott. Denna utveckling av PE3 kallas PE3b (27) (figur 6).  

 

 
 

Figur 6. a) Cas9 nukleaset i prime editing komplexet öppnar upp DNA-strängen på målsträngen 
så att det omvända transkriptaset kan använda pegRNA som mall och korrigera DNA-strängen. 

b) den överblivna original DNA-strängen kapas av och kvar finns en originalsträng och en 

redigerad sträng. c) Cas9 nukleaset i prime editing komplexet öppnar nu upp den oförändrade 

DNA-strängen så att d) cellens egna reparationssystem kan laga den med den korrigerade 

trängen som templat. Nu är båda strängarna korrigerade. Anpassat från ref (27, 28). 

 

 

1.9 Genredigering med CRISPR-Cas  

CRISPR-Cas metoden har visat sig vara ett effektivt verktyg med sitt kraftfulla 

programmerbara RNA-guidade system där DNA är dess mål. Det kan bland annat 

användas till genredigering, avbildning av genomet, störning av transkription samt 

epigenetisk modulering (8). Genom användandet av ett programmerat sgRNA kan 

praktiskt taget vilken gensekvens som helst med precision moduleras (8). Genom att 

tillföra flera olika sgRNA kan Cas9 programmeras till att redigera flera gener samtidigt. 

Detta innebär att fler dsDNA-brott kan erhållas samtidigt och translokation av 

kromosomer kan skapas, eller orrearrangering av gener i en kromosom. Detta gör att 

forskarna kan imitera hur sjukdomar arrangerar om gener i kroppen och på så sätt skapa 

en större förståelse för hur sjukdomen utvecklas (29).  

 

Det är inte bara inom mänsklig genforskning som CRISPR-Cas visat sig vara effektivt 

utan det kan även appliceras inom bland annat läkemedelsutveckling, genterapi, 

djursjukdomsmodellering, biobränsleteknik samt genmodifierad växtteknik (18). 
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Genom användandet av specialdesignade CRISPR-Cas-proteiner kan tekniken även 

användas för att förstå geners olika funktioner vid tillexempel sjukdomsutveckling, hur 

onkogener skall inaktiveras, hur tumörsuppressorgener kan aktiveras samt öka förståelsen 

för korrigering av mutationer som orsakar sjukdom (8). Detta ger hopp om att en dag inte 

bara kunna behandla, utan också även bota genetiska sjukdomar inklusive 

neurodegenerativa sjukdomar, cancer i olika former, Duchennes muskeldystrofi, katarakt, 

beta-thalassemi, sickelcell anemi, immunologiska och kardiovaskulära sjukdomar samt 

cystisk fibros och virala infektioner så som HIV, Hepatit B, Humant Papillomvirus (HPV) 

och Epstein-Barr virus (EBV) (8, 29).  

 

Cas9 kan moduleras på olika vis, ett sätt är att inaktivera de två nukleasdomänerna HNH 

och RuvC och på så vis erhålla ett nucleas-deactivated Cas9 (dCas9). dCas9 har 

fortfarande förmåga att finna och binda in till specifika sekvenser i DNA-strängen men 

saknar förmågan att klyva den. Detta gör att dCas9 kan, via att programmeras bli en 

specifik effektor såsom en epigenetisk modulator eller en aktivator för 

transkriptionsfaktorer (29).  

 

Dagens konventionella DNA-redigeringstekniker så som transkriptionsaktivatorliknande 

effektornukleas (TALEN) och zinkfingernukleas (ZFN) skiljer sig från hur CRISPR-Cas 

fungerar. De verkar genom att proteiner känner igen DNAt medan CRISPR använder 

RNA för att finna den specifika DNA sekvensen. Detta gör att CRISPR är enklare att 

använda då det endast är att ändra RNA-sekvensen, jämfört med att producera och klona 

ett protein. Skapandet av proteiner är tidskrävande i jämförelse med att korrigera RNAt 

(29). Då det är enklare att arbeta med RNA och att CRISPR har förmågan att angripa flera 

gensekvenser samtidigt blir CRISPR metoden ideal för undersökning av flera sekvenser 

samtidigt och en bredare variation på genredigeringen fås (4, 29). Då forskarna arbetar 

för att ta fram och skapa bibliotek med genkodande sekvenser, som mål för sgRNA, kan 

CRISPR-Cas användas för att screena efter gener i olika biologiska processer så som 

cancer för att utnyttja dessa som möjliga läkemedelsmål (29).  

 

Tack vare dessa bibliotek och hjälpmedel som finns tillgängliga via web-baserade 

plattformar har CRISPR-Cas tekniken spridits ”som en löpeld” inom forskningen.  

Med dessa hjälpmedel är det möjligt att välja ut sgRNA-sekvenser baserat på deras 

specificitet och effektivitet. Det är den stora mängden screeningsdata som skapats med 

CRISPR-Cas metoden som ligger till grund för de algoritmer som används idag och 

baseras både på nukleotidsekvensen, bindningsstället samt den relativa positionen av 

bindningsstället i genmodellen (15). Något som visat sig vara svårt är att beräkna 

specificiteten av sgRNA då de så kallade off-target bindningarna inte resulterar i 

fenotyper som går att detektera utan måste identifieras experimentellt. Idag finns inte nog 

mycket information från screeningar för att kunna detektera dessa off-target då de delar 

många sekvenser som liknar den specifika målsekvensen (15). 

 

1.10 Leveranssystem 

Trots att CRISPR teknologin har revolutionerat genteknologin finns fortfarande flera 

hinder för att tekniken skall kunna användas och fungera på ett önskvärt sätt in vivo. Ett 

av dessa hinder är hur CRISPR-baserade system skall kunna levereras in vivo samt att ta 

sig till kärnan där DNA finns för att undvika oönskade off-taget mutationer (20). Andra 

problem som behöver lösas är att värdcellen bryter ned CRISPR-systemet med hjälp av 

lysosomer, RNAser eller proteaser då immunförsvaret reagera på det främmande 

komplexet. Därför behövs leveranssystemet vara utformat på ett sådant sätt att det inte 

aktiverar värdcellens egna immunsystem (30). För att CRISPR systemet skall fungera 
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korrekt krävs att alla beståndsdelar (Cas9 och dess sgRNA) förs in i värdcellen men detta 

komplex är relativt stort, vilket försvårar leveransprocessen (31).  

 
1.10.1 Leveransformat 

Införsel av det CRISPR-baserade systemet kan ske i olika format; direktleveran av ett 

redan färdigt Cas9-protein, ett plasmid-DNA (pDNA) som kodar för Cas9, eller som ett 

mRNA (20) (figur 7). De tre olika formaten har unika mekanismer för att introducera det 

CRISPR-baserade systemet i cellen så redigering av värdcellens DNA kan ske. 

Slutprodukten i alla tre system är det samma, ett fungerande Cas9-sgRNA 

ribonukleoprotein (Cas9 RNP) (20). De tre olika leveransformaten har både fördelar och 

nackdelar, så som olika tidsåtgång till dess att genredigering påbörjas. Detta behöver 

hållas i åtanke då de olika formaten skall användas i terapeutiska syften (30). Proteiner 

och mRNA är båda snabba att påbörja genredigering då dessa har färre checkpoints 

intracellulärt innan ett aktivt Cas9 RNP skapats. mRNA behöver translateras till ett Cas9 

RNP medan Cas9-proteinet redan är aktivt vid leverans. pDNA däremot behöver först 

transkriberas och sedan translateras för att bli ett aktivt Cas9 RNP (20). mRNA och 

proteiner är även enklare att dosera då de ger en direkt verkan i den cell de levererats till, 

medan uttrycket av pDNA (och där med slutgiltig dos) är beroende av plasmidens design 

(vilken promotor och enhancer som tillförts), samt celltyp och dess aktivitet (20).  

 

 
  

Figur 7. Leverans av det CRISPR-baserade systemet kan ske i tre olika format a) ett plasmid-
DNA (pDNA) som kodar för Cas9 b) ett mRNA eller c) direktleveran av ett redan färdigt Cas9-

protein. Slutprodukten i alla tre system är det samma, ett fungerande Cas9-sgRNA 

ribonukleoprotein (Cas9 RNP), (lilla bilden till höger). Anpassat från ref (20). 

 

Annat att tänka på är begränsningen i form av storlek hos protein och pDNA, detta gör 

det svårt att kapsla in dem och använda virus som leveransmetod och det är även svårt att 

kapsla in dem i en icke-viral vektor för transport in i cellen. mRNA däremot, är litet och 

därför enklare att både kapsla in i ett virus och en icke-viral vektor (20). En fördel med 

pDNA är dess flexibilitet då den kan designas och använda olika promotorer och 

enhancers, detta gör att de kan göras mer specifika för önskade vävnads- eller cell-

specifik redigering. Detta kan hjälpa till att minska off-target redigering (20). Dock kan 

användandet av plasmid leda till en förlängd redigeringsperiod, vilket kan vara positivt 

om en ökad redigering önskas, men det kan även leda till ökade off-target redigeringar 

vilket kan ses hos just pDNA (30). En annan fördel med pDNA är dess stabilitet, framför 

allt i jämförelse med mRNA som lätt kan brytas ned med hjälp av RNAser (20, 30). 
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1.10.2 Intracellulär leverans 

Intracellulär leverans av CRISPR-baserade system in vivo delas in i virala och icke-virala 

leveransmetoder. De icke-virala leveransmetoderna kan delas in i kemiska och fysiska 

metoder (20). Se figur 8 för de generella leveransvägarna av CRISPR. 

 
1.10.2.1 Virala leveransmetoder 

I dagsläget är virala leveransmetoder de mest effektiva (20). Den mest frekvent använda 

virusvektorn är ett adenoassocierade virus (30). Andra virus som används är lentivirus, 

adenovirus och retrovirus (32). Med denna metod kan CRISPR systemet levereras i 

form av pDNA eller RNA, dessa inkorporeras antingen direkt in i värdgenomet eller 

uttrycks extrakromosomalt, beroende på vilken viral metod som används (20).  

 

Tidigare var lentivirus den mest använda vektorn, men då de gav patienter problem med 

oönskad inkorporation av virusgenom vilket leder till mutationer som ger tumörer, har 

forskarna bytt fokus till nya vektorer. Adenovirus och adenoassocierade virus kan 

användas till transduktion av både celler som är delande och icke delande, de uttrycks 

extrakromosomalt och det har även visats att de inte ger de oönskade biverkningarna i 

samma utsträckning som lentivirus (20). Nackdelar med virusvektorer är att de är dyra att 

framställa (20), kan aktivera immunförsvaret och de kan leda till mutagenes samt 

carcinogenes (31). De har även en begränsning vad gäller packningskapacitet, i vissa fall 

är det svårt att få plats med CRISPR systemet (30, 31). 

 
1.10.2.2 Icke-virala leveransmetoder 

De icke-virala metoderna har flera fördelar gentemot viral leverans. Till exempel kan den 

storleksbegränsning som finns hos den virala vektorn bortses från helt, samt att riskerna 

för att oönskade gener tillförs minskar då virus inte används (30). De icke-virala 

metoderna har även mindre påverkan på det egna immunförsvaret vilket minskar risken 

för att en aktivering av värdens immunförsvar skall startas, vilket är en risk vid 

användandet av virala vektorer (20). 

 
1.10.2.2.1 Fysiska leveransmetoder  

Till fysiska leveransmetoder räknas tillexempel mikroinjektion, nanoinjektion, 

hydrodynamisk injektion samt elektroporering (20, 32). Vid mikroinjektion används en 

nål i mikroskala som penetrerar cellen och CRISPR systemet kan föras direkt in i cellen, 

en nackdel med denna metod är att varje cell måste injiceras en och en, manuellt, vilket 

är tidskrävande och inte optimalt för terapeutisk användning (30). Vid nanoinjektion 

används en än tunnare nål än vid mikroinjektion, en så kallad lans, tillsamman med 

elektricitet för att leverera CRISPR systemet, genom att använda ett specialtillverkat 

mikrochips i silikon kan flera celler injiceras samtidigt (32). En hydrodynamisk injektion 

då injiceras CRISPR/Cas9-komponenten tillsammans med en extrem mängd vätska 

intravenöst med ett högt tryck. Detta leder till att stora makromolekyler kan levereras in 

vivo. Den stora mängden vätska och det höga trycket skapar tillfälliga porer i kärlen där 

makromolekylen kan ta sig till önskad vävnad (30). Idag används dock inte 

hydrodynamisk injektion kliniskt för terapeutiska medel (20, 33), pga att det krävs så 

stora mängder vätska vid injektionen för att skapa det höga trycket. I försök med råtta har 

det krävts ca 10% av råttans kroppsvikt för att den hydrodynamiska injektionen skall 

fungera (30). Vid elektroporering då utnyttjas ett elektriskt fält vilket omorganiserar 

cellmembranet. Detta gör det mindre selektivt och mer permeabelt för större partiklar, 

vilket leder till att biomolekyler så som CRISPR/Cas9 komponenten kan ta sig in i cellen 

utan att hindras av membranet (30). Denna metod är dock begränsad till att användas in 

vitro (20).  
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1.10.2.2.2 Kemiska leveransmetoder 

De kemiska leveransmetoderna kan utformas på två olika vis. Genom att kemiskt 

modifiera själva substansen som skall levereras eller att kapsla in hela substansen så den 

kan ta sig över membranet in i cellen utan att refuseras och brytas ned (30). Lipida system, 

oorganiska nanopartiklar, polymerer eller en kombination av dessa metoder är exempel 

på kemiska leveransmetoder (20). De lipida leveranssystemen består framför allt av 

miceller, som är sammansatta av nukleinsyror eller proteiner tillsammans med laddade 

lipider. Dessa bildar då ett dubbelt lipidlager där CRISPR/Cas9 komponenten kapslas in 

i den bildade micellen. Micellen fuserar med cellmembranet och CRISPR/Cas9 

komponenten släpps in i cellen (20). Nanopartiklar av guld är ett exempel på de 

oorganiska nanopartiklarna forskarna undersöker med goda resultat. Polymerer med 

katjoner är en vanlig metodför leverans in vivo, detta då de är relativt billiga, enkla att 

massproducera och kan moduleras på många olika vis. Polymerer med katjoner 

interagerar och fuserar med proteiner och negativt laddade nukleinsyror (20). Det forskas 

även på om virala och icke-virala leveransmetoder kan kombineras och på så sätt undvika 

off-target-mutationer och immunaktivering (32).  

 

 
Figur 8. De generella leveransvägarna för CRISPR/Cas9-komplexet med hjälp av virala vektorer 

(dubbel- och singel-strängat DNA), Kemiska vektorer (Cas9 RNP, pDNA, mRNA) samt fysiska 

metoder (HDI, Elektroporation, pDNA) för cellulär inkorporering. Anpassat från ref (20). 
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2. Syfte och frågeställning 

Syftet med denna studie var att undersöka och jämföra skillnaderna mellan de två 

genredigeringsmetoderna CRISPR-Cas9 och prime editing vad gäller utförande och 

resultat. Undersöka vilka kliniska prövningar som utförs idag där någon av metoderna 

används, vilka sjukdomar som metoderna kan användas till, samt de etiska aspekterna 

med metoderna. 

 

2.1 Frågeställningar 

 

1. Vad är skillnaden mellan de två metoderna CRISPR-Cas9 och prime editing? 

 

2. Vilka kliniska prövningar pågår där någon av metoderna CRISPR-Cas9 och prime 

editing används för behandling av sjukdomstillstånd? 

 

3. Vilka sjukdomar inriktar sig forskningen mot i dagsläget, vilka sjukdomar tros 

metoderna kunna användas till i framtiden? 

 

4. Hur ser forskarna på dessa nya metoder ur ett etiskt perspektiv? 

 

3. Metod 

Sökningar på PubMed och Google har utförts kontinuerligt under tiden arbetet skrivits 

(januari till maj 2020) för att finna artiklar och studier som handlar om metoderna 

CRISPR-Cas9 och Prime Editing samt de etiska aspekterna med att använda dessa 

metoder.  

 

På hemsidan clinicaltrials.gov har information om pågående och registrerade studier med 

sökorden CRISPR, CRISPR-Prime Editing och Prime Editing hämtats.  

 

Det fanns inga studier för prime editing (sökning gjordes på både CRISPR-Prime editing 

samt endast Prime editing). Av de 33 funna studierna var åtta studier avslutade, 

suspenderade eller tillbakadragna, fem studier använde CRISPR som en 

detekteringsmetod av biomarkörer i prover, två studier använde CRISPR-tekniken i den 

sekundära utfallsvariabeln samt en studie där de endast arbetade med celler, utan att 

cellerna administrerades till patienter. För två av studierna som registrerats på 

clinicaltrial.gov fanns ingen uppdatering till protokollet sedan registrering, med 

anledning av detta valdes även dessa studier bort. Av de resterande 16 studierna valdes 

nio studier ut och beskrivs mer i detalj nedan, de övriga sju studierna redan behandlats i 

ett tidigare examensarbete och uteslöts därför.  
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4. Resultat 

 

4.1 Skillnaden mellan metoderna CRISPR-Cas9 och prime editing 

Både CRISPR/Cas9 och prime editing (PE) är två nya metoder inom gentekniken, 

CRISPR/Cas9 beskrevs första gången under 2012 (34) och för PE kom den första 

forskningsrapporten ut under hösten 2019. Båda teknikerna har sitt ursprung i en 

gemensam metod, de använder sig av Cas9-nukleaset, som kan programmeras till att 

detektera en specifik gen. Detta utförs med hjälp av Cas9s inbyggda guidesystem, 

sgRNA, vilka programmeras genom att korrigera och ändra på den 18–22 långa 

nukleotidsekvens (spacer) som matchar området i den önskade genen (23).  

 

Hos CRISPR/Cas9 är Cas9-nukleaset uppbyggt av två lober, REC och NUC som känner 

igen och klyver dsDNA. Klyvning sker i anslutning till PAM (8) med hjälp av två 

nukleasdomäner: RuvC och HNH som finns i NUC-loben, detta sker tre baspar från PAM 

i mål-DNAt (8, 10). För att inbindning av Cas9 skall ske till det dsDNAt krävs det ett 

sgRNA innehållande en komplementär sekvens till DNA stängen (ca18–22 nukleotider 

lång) efterföljs av en PAM. Efter inbindning kan sedan Cas9-nukleaset klyva DNAt (13, 

15) vilket leder till ett dubbelsträngsbrott (8). Hos prime editing är Cas9-nukleaset fuserat 

med ett omvänt transskriptas, samt hela Cas9-nukleaset är inte aktivt (därför klyvs endast 

den ena strängen) (20, 22). Det alternerade Cas9-nukleaset tillsammans med ett pegRNA 

binder till DNA-strängen där den klipper ut den önskade sekvensen (24). Det är dessa 

strängbrott som är en stor och avgörande skillnad mellan metoderna, CRISPR/Cas9 och 

användandet av dubbelsträngsbrott och prime editing med ett enkelsträngsbrott.  

 

Dessa strängbrott lagas sedan via olika mekanismer. CRISPR/Cas9s 

reparationsmekanism baseras på att antingen laga dubbelsträngsbrottet via NHEJ eller 

HDR. NHEJ kan både ta bort och tillföra sekvenser, så kallade indels, vilka i sin tur kan 

leda till att gener tystas. HDR använder ett DNA-templat vilket är den tillförande sekvens 

tänkt att införa i genen (4, 13, 15, 20). Prime editing använder inte ett DNA-templat, utan 

ett RNA-templat, RNAt i sin tur gör det möjligt att använda ett omvänt transskriptas 

domän (24, 26).  

 

CRISPR/Cas9 kräver ett extra tillfört DNA-templat utöver Cas9-nukleaset och sgRNA 

för att HDR skall kunna laga dubbelsträngsbrott och tillföra en önskad sekvens (15), för 

PE finns denna information i pegRNA (24, 26). Detta innebär att inget extra förutom det 

modifierade Cas9-nukleaset och pegRNA behöver tillföras. sgRNA fungerar som en 

guide för Cas9-nukleaset till den önskade sekvens i DNA-strängen genom att dess 

sekvens är komplementär med DNA-strängen, samt att en PAM region finns tre baspar 

från denna komplementära sekvens (13, 15). pegRNA i sin tur består av tre delar, ett 

guide-RNA innehållande en spacer-region så Cas9-nukleaset finner sin målsekvens, ett 

prime bindande site (ca 8-15 baspar) fungerande som primer och startar den omvända 

transkriptionen samt ett templat innehållande den sekvens som det omvända 

transkriptaset skall inkorporera i DNA-strängen (26).  

 

I den första artikeln om PE i Nature från oktober 2019 (27) påvisade Anzalone m.fl. att 

PE har en mycket lägre frekvens av off-target editing i jämförelse med CRISPR/Cas9 

editing. Jämförelsen gjordes på tre olika editeringsformer, PE, Cas9 med pegRNA samt 

CRISPR/Cas9 editing. HEK293T-celler kunde behandlas med antingen 16 st pegRNA, 

programmerade med fyra olika lokus som mål. Alla innehöll minst fyra 

väldokumenterade Cas9-off-target sites (HEK3, HEK4, EMX1 och FANCF) eller 4 
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sgRNA med samma lokus som mål. Därpå var det möjligt att tillföra PE2 eller PE3 till 

celler med 16 pegRNA, Cas9 till celler med pegRNA eller Cas9 till celler med sgRNA. 

Resultatet av dessa tester visade att Cas9 med sgRNA gav en off-target frekvens på 

16±16%, 60±26%, 48±28% samt 4,3±5,6% på respektive off-target site. Cas9 

tillsammans med pegRNA gav ett 4,4 gånger lägre off-target genomsnitt än vad Cas9 med 

sgRNA gav. PE2 och PE3 med pegRNA gav endast ett detekterbart svar på 3 av 16 kända 

off-target site, av dessa var det endast en som påvisade en off-target editing effekt på 1% 

eller mer. Resultatet för de fyra kända off-target siten HEK3, HEK4, EMX1 och FANCF 

för prime editing var <0,1%, <2,2±5,2%, <0,1% samt <0,13±0,11% för respektive off-

target site. Detta resulterar i att Anzalone m.fl. drar slutsatsen att PE introducerar mycket 

färre indels i genomet än Cas9 gör i de kända Cas9-off-target siten. Då Anzalone m.fl. 

jämförde PE3 med HDR blev resultaten att HDR vid alla försök introducerade den 

önskade sekvensen men med en högre frekvens av indels än vad PE3 gav. Detta påvisar 

att HDR introducerar önskade sekvenser i genomet med likvärdig effektivitet som PE3, 

dock introduceras en högre andel oönskade indels i de fyra testade humana cellinjerna.  

 

Då HDR som reparationsmekanism endast kan utföras i sen S och G2 fas i cellcykeln 

innebär det att CRISPR/Cas9 (DNA-templat användes) endast kan vara applicerbar i en 

delande cell (21), PE kan dock användas både i en icke delande och en delande cell. Det 

beror på att ett RNA-templat används till det omvända transkriptaset (35). Vilket innebär 

att PE kan användas i celler med låg celldelningsförmåga, så som muskelceller. För en 

överblick av skillnader mellan metoderna (tabell I samt figur 9).  
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4.1.1 Sammanfattning över skillnader mellan CRISPR/Cas9 och prime editing 

 

Tabell I. Strukturella och funktionella skillnader mellan CRISPR/Cas9 och prime 

editing. 

 
 CRISPR/Cas9 Prime Editing 

Typ av strängbrott Dubbel Enkel 

Antal fungerande 

nukleasdomäner 
2 1 

RNA typ sgRNA pegRNA 

Templat typ DNA RNA 

Metod att laga brottet 

på strängen  
NHEJ eller HDR Omvänt transskriptas 

Förmåga att byta ut 

endast ett baspar 
Nej Ja 

Aktivitet i cellcykel 

NHEJ - Aktiv i både 

delande och icke-delande 

cell  

HDR -Aktiv i endast 

delande cell (s och G2 fas) 

Aktiv i både delande 

och icke-delande cell 

Off-target % i de 4 

väldokumenterade 

Cas9-off-target siten  

ca 4,3±5,6% - 60±26% ca <0,1% - <2,2±5,2%,  

 

 
 

Figur 9. a) CRISPR/Cas9 editering. Cas9 och sgRNA söker efter målsekvens på DNA-strängen. 

Cas9 klyver och ett dsDNA-strängsbrott fås. Reparation av DNA med hjälp av HDR. Möjliga 

utfall 1, Önskad sekvens inkorporeras i DNA-strängen med hjälp av HDR. 2, ej önskad sekvens 

inkorporeras, eller en del av strängen försvinner. b) Prime editing (PE). Det fuserade 
proteinkomplexet Cas9-omvänt transskriptas tillsammans med pegRNA söker efter målsekvens 

på DNA-strängen. Cas9 skapar ett jack på den ena DNA-strängen. PE använder den öppnade 

DNA-strängen som primer till omvänt transskriptas där templatet är inkorporerat i pegRNA. 
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Överbliven DNA-sträng klipps av. En oförändrade DNA-sträng och en editerad DNA-sträng 

erhålls. Cellens egna reparationsmekanism känner igen missmatchningen mellan basparen och 

korrigerar den oförändrade strängen, detta ger en fullständigt editerad DNA-sträng. Anpassat 

från ref (35). 
 
 

4.2 Kliniska prövningar där metoderna CRISPR-Cas9 eller prime editing 

används för att behandla sjukdomstillstånd 

 

I studie 4.2.3 och 4.2.4 där studieläkemedlet CTX001 används, mäts engraftment av 

neutrofiler och trombocyter som en surrogatmarkör då röda blodkroppar är det egentliga 

målet. Röda blodkroppar har en livslängd på ca 120 dagar, vilket gör det svårt att mäta 

andelen friska celler. Därför används istället neutrofiler och trombocyter då dessa har en 

halveringstid på ca 6 dagar respektive 9 dagar, vilket gör det möjligt att mäta engraftment. 

 
4.2.1 Safety of transplantation of CRISPR CCR5 modified CD34+ cells in HIV-
infected subjects with hematological malignances (NCT03164135) 

Pågående och rekryterande, oblindad klinisk prövning med en behandlingsarm. Studien 

startades i maj 2017, vid en kinesisk klinik och beräknas pågå till maj 2021. Forskarna 

beräknar att fem patienter kommer ingå i studien. För att inkluderas i studien behöver 

patienten bland annat vara mellan 18 och 60 år, båda könen inkluderas, de skall ha 

hematologisk cancer (tumörer i blod eller blodbildande vävnad såsom benmärg och 

lymfvävnad) samt HIV-1 R5 tropic virus utan CXCR4-tropic eller R5/X4 dual-tropic 

HIV. De skall även ha en matchande HLA donator som givit sitt medgivande till 

donationen. Meningen med studien är att studera säkerheten hos CD34+ hematopoetiska 

stamceller vars CCR5-gen modifierats med hjälp av CRISPR/Cas9 hos patienter som 

utvecklat AIDS och hematologisk cancer. Patienten kommer innan transplantation av 

CD34+ celler behandlas med antiviral terapi för att trycka ned HIV-1 viruset så det ej är 

detekterbart i perifert blod.  

 

Den primära utfallsvariabeln för studien är: 

• Uthålligheten hos CCR5 gener som modifierats i implanterade celler under en 12 

månaders period. 

Patienter transplanteras med CD34+ celler som behandlats med CRISPR/Cas9 för att 

störa CCR5-genen. Uthålligheten hos de CCR5 genmanipulerade inplanterade cellerna 

utvärderas genom sekvensering.  

 
4.2.2 A Safety and efficacy study evaluating CTX120 in subjects with relapsed or 
refractory multiple myeloma (NCT04244656) 

Pågående och rekryterande, oblindad klinisk prövning i fas 1 med en behandlingsarm. 

Studien är en multicenterstudie och utförs på en klinik i Australien och två kliniker i USA. 

Studien startade januari 2020 och beräknas avslutas januari 2027. Forskarna beräknar att 

80 patienter skall rekryteras. För att inkluderas i studien skall patienten ha en 

återkommande och/eller refraktärt multipelt myelom, med definition enligt International 

Myeloma Working Group (IMWG) kriterierna för respons av behandling samt behandlats 

med minst två av de primära behandlingsmetoderna. Patienten behöver vara över 18 år 

och båda könen inkluderas. Patienten behöver även ha en status 0 eller 1 på eastern 

cooperative oncology group (ecog) performance skalan. Det är även viktigt att patienten 

har en adekvat funktion av njurar, lever hjärta samt lungor för att inkluderas.  
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Studien utgörs av två delar, där den första studerar doseskalering samt säkerhet hos 

CTX120 och hur väl patienten tolererar läkemedlet medan den andra delen studerar svaret 

och resultatet av injektionerna. CTX120 är B-cellmognad antigen (BCMA)-styrd T-

cellimmunoterapi som innefattar allogena T-celler som ex vivo blivit genetiskt 

modifierade med hjälp av CRISPR/Cas9 genteknik. Läkemedlet administreras som en 

singeldos via intravenös infusion och efterföljs av lymfocytdepleterande kemoterapi. 

 

Den primära utfallsvariabeln för studien är: 

• Del A (doseskalering): Allvarliga biverkningar under tidsspannet från infusion av 

CTX120 upp till 28 dagar efter infusion.  

o Allvarliga biverkningar definieras som dos-begränsande toxicitet.  

 

• Del B (expansion): Objektiv responstid under tidsspannet från infusion av 

CTX120 upp till 60 månader efter infusion. 

o Objektiv responstid tolkas enligt IMWG kriterierna för respons av 

behandling. 

 
4.2.3 A Safety and efficacy study evaluating CTX001 in subjects with tranfusion-
dependent β-thalassemia (NCT03655678) 

Pågående och rekryterande, oblindad klinisk prövning i fas 1 och fas 2 med en 

behandlingsarm. Studien är en multicenterstudie och utförs på totalt åtta kliniker, tre 

kliniker i USA, två kliniker i Canada, två kliniker i Tyskland, och en klinik i 

Storbritannien. Studien påbörjades i september 2018 och beräknas pågå till maj 2022. 

Beräknad rekrytering är 45 patienter. För att inkluderas i studien behöver patienten bland 

annat vara mellan 18 och 35 år, båda könen inkluderas. Patienten skall vara, enligt läkaren 

som utför studien, kapabel att ta emot en transplantation av autologa stamceller. Patienten 

skall vara diagnosticerad med transfusionsberoende β-thalassemi vilket definieras enligt 

följande: 

 

1. Compound heterozygot β-thalassemi vilket inkluderar β-thalassemi/hemoglobin 

E (HbE) eller dokumenterad homozygot β-thalassemi. Patienter kan inkluderas 

med tidigare diagnos som grund, dock skall genotyp bekräftas innan patienten 

påbörjar behandling med busulfan. 

 

2. En historik där transfusion av röda blodkroppar givits till patienten med minst 100 

ml/kg/år eller fler än 10 enheter/år under de två åren innan inkludering i studien.  

 

Studieläkemedlet CTX001 utgörs av autologa CD34+ humana hematopoetiska stamceller 

och progenitorceller (hHSPCs) som genmodifierats med hjälp av CRISPR/Cas9-tekniken 

vid den erytroid-linjespecifika förstärkaren av BCL11A-genen. Patienten får en sigeldos 

av studieläkemedlet CTX001 via intravenös infusion i en central venös kateter som följs 

av läkemedlet busulfan. 

 

De primära utfallsvariablerna för studien är följande: 

• Hur stor andel personer som uppnått transfusionsminskning under minst sex 

månader (TR6) mätning utförs under 3–24 månader efter infusion av TXC001. 

• Hur stor andel personer med lyckad engraftment där absolut mängd neutrofiler 

(ANC) skall vara: ANC ≥ 500 μl under tre på varandra följande dagar. Detta 

värde mäts inom 42 dagar från det att CTX001 administrerats.  
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• Tidsspannet för engraftment av neutrofiler och trombocyter att normaliseras. 

Detta mäts kontinuerligt från infusion av CTX001 till dess att engraftment 

detekteras. 

• Allvarlighetsgrad samt frekvens hos rapporterade allvarliga biverkningar. Detta 

mäts från det att medgivande att delta i studien signerats tills patientbesök i 

månad 24.  

• Antal dödsfall relaterade till transplantationen. Mäts innan transfusionen ges 

(baseline), efter 100 dagar samt ett år efter att CTX001 administrerats. 

• Antal dödsfall i studien oavsett orsak. Detta mäts från det att medgivande att delta 

i studien undertecknats tills patientbesök i månad 24. 

 
4.2.4 A Safety and efficacy study evaluating CTX001 in subjects with severe sickle 
cell disease (NCT03745287) 

Pågående och rekryterande, oblindad klinisk prövning i fas 1 och fas 2 med en 

behandlingsarm. Studien är en multicenterstudie och utförs på totalt 12 kliniker, var av 

åtta kliniker i USA, en klinik i Belgien, en klinik i Canada, en klinik i Tyskland, samt en 

klinik i Italien. Forskarna beräknas rekrytera 45 patienter. För att inkluderas i studien 

behöver patienten bland annat vara mellan 18 och 35, båda könen inkluderas. Patienten 

skall, enligt läkaren som utför studien, vara kompatibel att ta emot en transplantation av 

autologa stamceller. De skall vara diagnosticerade med allvarlig sickelcellanemi enligt 

följande kriterier: 

 

1. Dokumenterad genotyp på sickelcellanemi. 

 

2. Minst två allvarliga kärlocklusiva händelser per år, de två åren innan patienten 

inkluderats i studien.  

 

Studieläkemedlet CTX001 utgörs av autologa CD34+ humana hematopoetiska stamceller 

och progenitorceller (hHSPCs) som genmodifierats med hjälp av CRISPR/Cas9 tekniken 

vid den erytroid-linjespecifika förstärkaren av BCL11A-genen. Patienten får en singeldos 

av studieläkemedlet CTX001 via intravenös infusion i en central venkateter som följs av 

busulfan. 

 

De primära utfallsvariablerna för studien är följande: 

• Hur stor andel personer som har stabilt HbF ≥20% under minst tre månader vid 

tiden för analyser med start sex månader efter infusion. Mätning utförs från sex 

månader upp till två år TXC001. 

• Hur stor andel personer med lyckad engraftment där absolut mängd neutrofiler 

(ANC) skall vara: ANC ≥ 500 μl under tre på varandra följande dagar. Detta värde 

mäts inom 42 dagar från det att CTX001 administrerats.  

• Tidsspannet för engraftment av neutrofiler och trombocyter att infinna sig. Detta 

mäts kontinuerligt från infusion av CTX001 upp till två år efter infusion. 

• Allvarlighetsgrad samt frekvens hos rapporterade allvarliga biverkningar. Detta 

mäts från det att medgivande att delta i studien signerats tills två år efter infusion 

med CTX001.  

• Antal dödsfall relaterade till transplantationen. Mäts 100 dagar efter att CTX001 

administrerats. 

• Antal dödsfall relaterade till transplantationen. Mäts ett år efter att CTX001 

administrerats. 

• Antal dödsfall i studien oavsett orsak. Två år efter mobilisering. 
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4.2.5 A Long-term follow-up study in subjects who received CTX001 
(NCT04208529) 

Detta är en uppföljningsstudie där patienter som deltagit i studierna ”A safety and efficacy 

study evaluating CTX001 in subjects with tranfusion-dependent β-thalassemia”, 

NCT03655678 och ”A safety and efficacy study evaluating CTX001 in subjects with 

severe sickle cell disease”, NCT03745287, som beskrivs ovan bjuds in till att delta, 

rekrytering sker endast genom inbjudan. Studien har inte startat men planeras att påbörjas 

i februari 2021 och beräknas pågå fram till september 2039. Studien är endast en 

observationsstudie och inget studieläkemedel kommer administreras. Studien kommer 

genomföras på fyra av de tidigare deltagande klinikerna, tre i USA och en i Italien. Alla 

patienter som deltagit i de två tidigare studierna kommer bjudas in att delta i denna 

långsiktsuppföljning av studieläkemedlet CTX001. För att inkluderas krävs det att 

patienten fått studieläkemedlet CTX001 samt att de accepterar att delta i 

uppföljningsstudien. 

 

De primära utfallsvariablerna för uppföljningsstudien är följande: 

• Nya maligniteter under tidsspannet från dess att patienten inkluderas i studien tills 

15 år efter infusion av CTX001. 

• Ny eller förvärrad hematologisk sjukdom under tidsspannet från dess att patient 

inkluderats tills 15 år efter infusion av CTX001. 

• Antal dödsfall i studien oavsett orsak under tidsspannet från dess att patient 

inkluderats tills 15 år efter infusion av CTX001. 

• Allvarliga biverkningar upp till fem år efter infusion av CTX001. Detta mäts från 

det att patient inkluderats tills fem år efter infusion med CTX001.  

• CTX001 relaterade allvarliga biverkningar under tidsspannet från dess att patient 

inkluderats tills 15 år efter infusion av CTX001.  

 

 
4.2.6 A safety and efficacy study evaluating CTX110 in subjects with relapsed or 

refractory B-cell malignancies (NCT04035434) 

Pågående och rekryterande, oblindad klinisk prövning i fas 1 och fas 2 med en 

behandlingsarm. Studien är en multicenterstudie och utförs på totalt sex kliniker, var av 

fyra i USA och två i Australien. Studien påbörjades i juli 2019 och beräknas pågå till 

augusti 2026. Forskarna beräknas rekrytera 95 patienter. För att inkluderas i studien 

behöver patienten bland annat vara över 18 år, båda könen inkluderas. De skall vara 

diagnosticerade med refraktärt non-hodgkins lymfom eller fått ett återfall. Detta skall 

bevisas genom att patienten behövt genomgå minst två cykler av standardbehandling för 

non-hodgkins lymfom. Patienten behöver även ha en status 0 eller 1 på eastern 

cooperative oncology group (ecog) prestationsskalan. Det är även viktigt att patienten har 

en adekvat funktion av njurar, lever hjärta samt lungor för att inkluderas. För att delta 

behöver patienten godkänna att delta i en ytterligare studie, en långtidsuppföljning för 

patienter som har fullföljt studien.  

 

Studien utgörs av två delar, där den första studerar doseskalering samt säkerhet hos 

CTX110 och hur väl patienten tolererar studieläkemedlet medan den andra delen studerar 

hur lång tid det tar att få ett resultat av injektionerna. CTX110 är en allogen CAR-T 

cellterapi med CD19 som mål, den har ex vivo blivit genetiskt modifierade med hjälp av 

CRISPR/Cas9 genteknik. CTX110 är tänkt att behandla CD19+ malignicitet, 

studieläkemedlet administreras via intravenöst efter att lymfodepleterande kemoterapi 

utförts på patienten.  
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Den primära utfallsvariabeln för studien är: 

• Del A (doseskalering): Allvarliga biverkningar under tidsspannet från infusion av 

CTX110 upp till 28 dagar efter infusion.  

o Allvarliga biverkningar definieras som dos-begränsande toxicitet.  

 

• Del B (expansion): Objektiv responstid under tidsspannet från infusion av 

CTX110 upp till 60 månader efter infusion. 

 

 
4.2.7 Cell therapy for high risk T-cell malignancies using CD7-specific CAR 
expressed on autologous T-cells (NCT03690011) 

Ej startad, oblindad klinisk prövning i fas 1, med två behandlingsarmar där båda armarna 

får de genetiskt modifierade CAR T-cellerna tillsammans med antingen fludarabine eller 

cytoxan. Studien skall utföras på två kliniker i USA. Studien beräknas att starta i mars 

2021 och beräknas pågå fram till maj 2038. Beräknad rekrytering är 21 patienter. 

Inkluderingskriterier är högst 75 år, båda könen inkluderas i studien, diagnosticerad med 

någon av följande sjukdomar; T-cells akut lymfatisk leukemi, T-cells akut lymfoblastiskt 

lymfom eller T-non-hodgkins lymfom. Patienten behöver även vara passande att få en 

allogen hematopoetisk stamcellstransplantation (HSCT). Att via ett FACT ackrediterat 

donationscenter finna en donator samt vara villig att ta emot transplantationen av HSCT 

om patienten hamnar i remission och fortfarande är passande för donation.  

 

Studien ämnar utreda dos-respons av genmodifierade T-celler. Antikroppar och T-celler 

är en av kroppens försvar mot sjukdomar och infektioner, i denna kliniska prövning 

kombinerar forskarna dessa två med varandra. Genom att använda anti-CD7 antikroppar, 

vilka detekterar ett protein på tumörcellens yta och binder samman den med T-cellen, 

detta komplex kallas en chimärreceptor. Forskarna tillför även CD28 för att T-cellen skall 

mogna och växa samt överleva längre i kroppen vilket ger dem en bättre chans att döda 

tumörcellerna. Även T-celler uttrycker CD7 på sin cellyta, så för att inte anti-CD7 

chimärreceptorerna skall attackera T-cellerna har forskarna med hjälp av CRISPR/Cas9 

avlägsnat CD7 från dess yta. Det är dessa CD7 chimärreceptor T-celler med CD28 som 

utgör själva prövningsläkemedlet.  

 

Den primära utfallsvariabeln för studien är: 

• Antalet patienter med dos-begränsande toxicitet under en sex veckorsperiod. 

o Utredning av säkerhet hos ökande doser av autologa perifera T-lymfocyter 

(ATLs) genetiskt modifierade till CD7 chimärreceptor T-celler med CD28 

i kombination med att supprimera lymfocyter och T-celler i patienter med 

återfall/refraktär T-cells malignitet. 

 
4.2.8 CRISPR (HPK1) edited CD19-specific CAR-T cells (XYF19 CAR-T cells) for 
CD19+ leukemia or lymphoma. (NCT04037566) 

Pågående och rekryterande, oblindad klinisk prövning i fas 1 med en behandlingsarm. 

Studien utförs på en klinik i Kina och startade i augusti 2019 och beräknas pågå fram till 

augusti 2024. Forskarna beräknas rekrytera 40 patienter. För att inkluderas i studien 

behöver patienterna bland annat vara i en ålder mellan 18 och 55 år, båda könen 

inkluderas i studien. De skall ha dokumenterat återfall/refraktär CD19+ B-cell 

hematologiska maligniteter, de skall ha en adekvat organfunktion i lever, njure, lungor 

samt hjärta. De skall kunna ta emot en intravenös infusion och inte ha fått en annan 

anticancer behandling de senaste fyra veckorna. Av de 40 patienterna planerar man att 
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inkludera ca 20 patienter med B-cells akut lymfoblastisk leukemi (B-ALL) och 20 

patienter med B-cells lymfom. Dessa patienter skall även uppfölja något av följande;  

 

• Ej lyckas uppnå full remission efter minst två olika cancerbehandlingar där 

patienten inte varit kompatibel för hematopoetisk stamcellstransplantation, 

(HSCT) varken autolog eller allogen transplantation. 

• Patient fått ett återfall efter full remission och inte ha möjlighet att genomgå 

HSCT, varken autolog eller allogen transplantation. 

• Patienten uppnår varken remission eller återfall trots HSCT 

 

I denna kliniska prövning skall forskarna för första gången administrera studieläkemedlet 

till människa. Studien skall testa CD19-specifika CAR-T celler som fått den endogena 

HPK1 (XYF19 CAR-T celler) genen editerad med hjälp av CRISPR/Cas9 ex vivo. 

Läkemedlet administreras via intravenös injektion, patienterna genomgår först en 

lymfodepleterande kemoterapi med antingen fludarabin eller cyklofosfamid. 

 

De primära utfallsvariablerna för studien är följande: 

• Allvarliga biverkningar som kan härledas till behandlingen med XYF19 CAR-T 

cellerna kommer utredas. Detta under en tid på 30 dagar efter administrering. 

o Allvarliga biverkningar tolkas enligt National Cancer Institute Common 

Terminology Criteria for Advers Events CTCAE v05  

• Högsta tolererbara dos uträknat med hjälp av dos-begränsande toxicitet under en 

30 dagars period.  

o Högsta tolererbara dos definieras som den dos då färre än 33% upplever 

dos-begränsande toxicitet enligt CTCAE. 

 
4.2.9 Single ascending dose study in participants with LCA10 (NCT03872479) 

Pågående och rekryterande, oblindad klinisk prövning i fas 1 och fas 2. Studien beräknas 

ha fem behandlingsarmar med tre doser. Studien utförs på fyra kliniker i USA.  

Studien startade i september 2019 och beräknas pågå fram till mars 2024. Forskarna 

beräknas rekrytera 18 patienter. För att kunna inkluderas i studien behöver personen vara 

av en ålder från 3 år och äldre, båda könen inkluderas. Patienten skall vara diagnosticerad 

med CEP290-relaterad retinadegeneration orsakad av en homozygot eller en specifikt 

sammansatt heterozygotmutation i CEP290 genen. Patienterna kommer delas in i fem 

olika armar där alla får en singeldos av AGN-151587 (EDIT-101) administrerat via en 

subretinal injektion i det ögat som skall ingå i studien. Behandlingsdoserna är vuxen 

lågdos, vuxen mellandos och vuxen högdos samt barn mellandos och barn högdos.  

 

AGN-151587 är ett CRISPR- baserat studieläkemedel (fortfarande under utveckling) för 

behandling av Lebers kongenitala amauros, eller tidig form av retinitis pigmentosa, (36). 

Hela det genredigerande komplexet administreras via en subretinal injektion för att direkt 

nå fotoreceptorcellerna i ögat. 

 

De primära utfallsvariablerna för studien är följande: 

• Frekvens av allvarliga biverkningar relaterade till studieläkemedlet, AGN-151587 

under ett års tid efter administrering 

• Antal deltagare som fått allvarliga biverkningar relaterade till 

administreringsprocessen under ett år efter administrering 

• Antal incidenser av dos-begränsande toxicitet under ett år efter administrering 
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4.3 Sjukdomar som är framtida mål för CRISPR/Cas eller prime editing   

Det finns fler än 75 000 kända genetiska variationer/mutationer i det mänskliga genomet 

som ger upphov till sjukdomar. De flesta av dessa variationer kan inte behandlas eller 

korrigeras idag (27). Enligt Anzalone (2019) m.fl. kan PE vara nyckeln till att lösa och 

korrigera upp till ca 90 % av de idag kända genetiska variationerna som ger upphov till 

sjukdomar. Vilket skullebetyda att när tekniken är utvecklad och anses vara säker, 

kommer i stort sett varje sjukdom orsakad av en mutation kunna behandlas och/eller 

botas. Dock är detta planer som ligger långt in i framtiden eftersom mycket forskning 

återstår innan metoderna kan tillämpas kliniskt. Följande sjukdomar är några av dem där 

forskarna använder sig av CRISPR tekniken för att finna en behandling, detta är i ett tidigt 

skede och inga kliniska prövningar pågår: 

 

Svår kombinerad immunbrist (SCID), en immunbristsjukdom, där lymfocyter (både 

T- och B celler) saknas, vilket gör att det adaptiva immunförsvaret uteblir och patienten 

blir extremt känslig för alla sorters infektioner. En naturligt förekommande autosomal 

recessiv mutation i JAK3 genen leder till att B- och T-celler ej mognar som de skall, det 

är framför allt T-cellerna som påverkas av mutationen. Försök pågår att korrigera den 

muterade JAK3 genen med hjälp av CRISPR/Cas9, vilket skulle ge normal T-

cellsmognad, vilket inkluderar mogna T-celler och dess receptorer. Experimenten i denna 

studie har gjorts in vitro (37).  

 

Alzheimers sjukdom (familjär), en familjär form av Alzheimers sjukdom kan uppstå på 

grund av mutation i amyloidprecursorproteinet (APP). Normalt klyvs APP av α-sekretas 

men vid Alzheimers sjukdom klyvs den av β- och γ-sekretas och amyloid β (Aβ) bildas. 

Aβ är den peptid som bildar extracellulära plack vid Alzheimers sjukdom. I denna studie 

undersökte forskarna om de med hjälp av CRISPR/Cas9 kan förhindra den mutation som 

uppstår på APP vilket leder till den ökade halten Aβ vilket är drivande i 

sjukdomsutvecklingen. Dessa tester gjordes först in vitro för att sedan utföras in vivo på 

mus, resultaten visar att CRISPR/Cas9 kan användas för att störa APP-mutationen på de 

möss som användes till försöken (38).  

 

Cystisk fibros (CF), en sjukdom där genen som kodar för en kloridkanal med namnet 

cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) och är en mutation på kromosom 7. Den 

vanligaste mutationen kallas delta F508. Sjukdomen kännetecknas av produktion av 

segare sekret och slem, vilket kan täppa till utförsgångar i t.ex. pankreas, lever och njurar. 

Även lungorna påverkas och cilierna får det svårare att avlägsna främmande substanser 

t.ex. mikroorganismer från lungorna vilket kan leda till en kronisk inflammation (39). I 

denna studie användes pluripotenta stamceller från CF-sjuka patienter med mutationen 

delta F508, där användes CRISPR/Cas9 för att redigerade den muterade genen in vitro. 

Studien påvisade att stamcellerna, med hjälp av CRISPR/Cas9 återfick en fungerande 

CFTR. Studien är en proof of concept studie för att visa att denna genteknik kan användas 

i behandlingen av CF (40). 

 

Duchennes muskeldystrofi, en mutation på genen DMD som kodar för proteinet 

dystrofin, lokaliserad på X-kromosomen vilket gör att det är flest män som drabbas. 

Duchennes muskeldystrofi leder till en dödlig degeneration i hjärt- och skelettmuskulatur. 

I denna studie använde forskarna CRISPR/Cas9 för att slå ut den konserverade 

mutationen i DMD-genen och på så sätt bli av med den. Detta gjordes på humana iPSC 

3D skapade hjärtmuskelceller, vilka innehöll mutation på DMD-genen, med goda 

resultat. Försöken utfördes in vitro. Slutsatsen från studien var att CRISPR/Cas9 metoden 

skulle kunna vara en potentiell behandling för dessa patienter (41). 
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4.3.1 Övergripande beskrivning av sjukdomar där det idag utförs kliniska 
prövningar 

Av de 33 registrerade kliniska prövningarna på clinicaltrial.gov var det fem studier där 

CRISPR/Cas9 metoden användes som detekteringsmetod för biomarkörer i olika prover, 

detta gjordes på en genetisk sjukdom, Rubinstein-Taybis syndrom, de använde även 

tekniken för att söka efter infektioner i mag- tarm-kanalen samt äggstockscancer, 

blodförgiftning och tuberkulos. Åtta av studierna är avslutade eller har ej påbörjats av 

olika orsaker. I dessa studier var tanken att studera olika former av cancersjukdom i t.ex. 

mag-tarmkanal, centrala nervsystemet, pankreas, urinblåsan, prostata och njuren. De 

skulle även ha undersökt sickelcellanemi samt den genetiska sjukdomen Neurofibromatos 

(NF), typ 1. Studierna med dålig uppdatering var ämnade att studera cancer som är 

relaterad till humant papillomvirus samt beta-thalassemi. De studier som använde 

CRISPR i den sekundära utfallsvariabeln studerar kabukisyndrom samt malign 

hypertermikänslighet. Av de resterande 16 studierna som är aktiva och pågående är det 

en som undersöker HIV och en som tittar på ögonsjukdomar. I tre av studierna studeras 

olika sjukdomar som drabbar röda blodkroppar, en studie studerar thalassemi, en studerar 

sickelcellanemi och i en av studierna studeras både thalassemi och sickelcellanemi. Den 

största gruppen av sjukdomar som studeras är cancer i olika former, detta studeras i 11 av 

studierna. I dessa studier är leukemi och lymfom, både T-och B-celler i olika former, 

vanligast att studera, detta görs i sex fall. Andra cancerformer som studeras är lungcancer, 

matstrupscancer och magsäckscancer.  

 

4.4 Ett etiskt perspektiv 

I december 2015 anordnades den första internationella konferensen om genomeditering 

där de etiska frågorna om att använda genredigeringsmetoder på det mänskliga genomet 

togs upp. Mötet hölls i Washington och anordnades av Vetenskapsakademier i USA, 

Storbritannien och Kina. På mötet diskuterades etiska frågor och problem som behöver 

lösas. Detta möte ansågs vara en startpunkt för en global överenskommelse till hur den 

genomediterande forskningen borde fortgå och hur de etiska riktlinjerna borde efterlevas. 

En av de viktigaste punkterna som framkom var behovet av att fortsätta diskussionen. Det 

ansågs att en internationell kommitté borde tillsättas där strävan skulle vara att 

sammanställa riktlinjer och rekommendationer, samt harmonisera regelverken då de kan 

skilja sig från land till land, detta för att förhindra att forskning på humana könsceller sker 

på ett oacceptabelt sätt (42).  

 

I november 2018, dagarna innan den andra internationella konferensen om 

genomeditering i Hongkong, avslöjade den kinesiske forskaren He Jiankui att han, med 

hjälp av CRISPR lyckats genetiskt modifiera och tagit bort en gen kallad CCR5 i humana 

embryon. Denna gen (som kodar före en kemokinreceptor som har betydelse för 

immunsvar) är viktig för Hiv-virusets möjlighet att ta sig in i cellen. Dessa embryon 

inplanterades i livmodern och de första genetiskt modifierade barnen i världen är nu födda 

(43, 44). He´s uttalande skakade om i forskarvärlden och väckte många frågor och 

diskussioner. En av de stora frågorna vad gäller He’s forskning är varför han valt just den 

modifieringen. Detta då det finns säkra sätt att skydda föräldrar att överföra HIV till sin 

avkomma, utan att genmodifiera embryon. Det är även så att vissa stammar av HIV 

använder andra genprodukter för att ta sig in i cellen, vilket gör att de genmodifierade 

barnen inte är resistenta mot HIV, utan endast har en minskad risk att bli smittade. Det 

var även en minimal risk att smittan överförs till barnen då det var fadern som var Hiv-

positiv (44).  
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I mars 2019 skrev flera forskare (bl.a. Eric Lander, Feng Zhang och Emmanuelle 

Charpentier) samt specialister från sju olika länder en gemensam artikel i Nature (45) där 

de ber om att alla länder skall delta i ett ”globalt moratorium” på geneditering av 

könsceller (spermie, ägg och embryon). I artikeln tar de upp varför ett moratorium 

behövs, då det redan 2015 skrevs ett utlåtande om hur tekniken borde användas. Trots 

detta skapade He de första genediterade barnen och forskare som varit medvetna om 

arbetet valde att inte anmäla och sätta stopp för He’s forskning. Intresset för genredigering 

växer och det är viktigt att komma till en konsensus i forskarvärlden hur metoden skall 

användas. Det är även viktigt att ha en plan för hur de skall komma fram till när metoden 

är redo att användas. Med detta i åtanke anser Lander m.fl. att ett globalt moratorium och 

riktlinjer är av yttersta vikt för att säkerställa en säker användning av metoden. De nämner 

att tekniken behöver utvecklas och bli säkrare (en minskad risk för off-target redigering 

krävs) och nämner även att inga kliniska prövningar på könsceller där gener korrigeras 

bör godkännas innan forskarna förstår vad korrigeringen ger för långtidseffekt.  

Vetskap finns idag om att vissa gener som sänker risken för en sjukdom, samtidigt kan 

öka risken för en annan. Vad händer då om vi ändrar eller tystar denna gen, samt vad 

händer med efterföljande generationer om den går i arv? En annan aspekt som de anser 

vara viktig att diskutera och skilja mellan är genetisk korrigering och genetisk förbättring 

och var går gränsen mellan dessa. De tar även upp att många i samhället anser att 

genredigering på könsceller behövs för att undvika att föra vissa genetiska sjukdomar 

vidare, men Lander m.fl. anser att in vitrobefruktning (IVF) med screening för genetiska 

sjukdomar (preimplantatorisk genetisk diagnostik (PGD)) kommit så långt att det inte är 

ett brådskande argument i diskussionen. Tekniken gör att par som vet att det finns en risk 

att föra en genetisk sjukdom vidare kan välja genomgå IVF-behandling med screening 

för genetiska sjukdomar.  

 

Lander m.fl. tar även upp aspekten på hur viktigt det är att tekniken även blir accepterad 

av samhället innan den appliceras. De lyfter frågor så som religion och hur dessa samfund 

kan se på att ändra sådan ”gud” skapat, att barn med genredigerat DNA kan bli utstötta 

av samhället, samt att föräldrar kan tvingas att utföra genredigering de egentligen inte 

velat utföra på grund av samhällets påtryckningar att deras genetiska fel är något fult och 

oönskat. Med allt detta i åtanke anser Lander m.fl. att ett globalt moratorium borde 

införas, där varje land frivilligt skall välja att inte godkänna genredigering av könsceller. 

Samt att en kommitté sätts upp som kan följa forskningen världen över och utvärdera hur 

långt den kommit, förslag är att denna kommitté skulle kunna organiseras av och under 

Världshälsoorganisationen (WHO) (45).  

 

I december 2019 dömdes He Jiankui till tre års fängelse samt böter på tre miljoner Yen 

(430 000 USD). Rätten ansåg att han utfört experimenten för egen vinning och 

berömmelse samt att han brutit mot de grundläggande etiska och moraliska reglerna inom 

läkemedelsforskning då han genmodifierat embryon och skapat tvillingflickor. Två 

medhjälpare till He dömdes för att ha hjälpt till, dock fick de ett lägre straff (46).   

 

I juni 2019 skrev Nature om den ryske molekylärbiologen Denis Rebrikov som går emot 

sina kollegor och planerar att även han skapa CRISPR-genmodifierade barn. Rebrikov 

vill även han tysta CCR5-genen och säger sig ha utvecklat och förfinat CRISPR tekniken 

så att den är mer etiskt försvarbar med färre risker för off-target mutationer. Rebrikov vill 

använda sig av kvinnor med HIV istället för par där mannen är infekterad som i He’s 

arbete. Då Nature intervjuat forskare runt om i världen får de liknande svar från dem alla. 

Tekniken är inte mogen och detta är en besvikelse för hela forskarkåren. De var även 

skeptiska till Rebrikov’s uttalande om att han förfinat metoden och minskat risken för 
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off-target mutationer. Rebrikov säger dock att han kommer ansöka om tillstånd hos tre 

statliga ryska instanser, där hälsoministeriet är en av instanserna, allt för att reducera 

risken för att göra något olagligt och åtalas (47).  

 

5. Diskussion 

 

5.1 Skillnaden mellan metoderna CRISPR-Cas9 och prime editing 

Trots att CRISPR/Cas9 fortfarande bara är i sin linda har man ändå utvecklat teknologin 

i hopp om att finna en mer exakt metod med högre precision. PE tros vara denna 

teknologi, men i dagsläget är tekniken för ny för att kliniska studier skall kunna påbörjas, 

mer forskning och säkerhetstester behövs. Även om PE verkar vara framtiden inom 

genredigering, kommer CRISPR/Cas9 inte kunna ersättas helt med PE, då CRISPR/Cas9 

kan utföra större ändringar i genomet än vad PE. Detta gör att PE inte räcker till för alla 

korrigeringar som behöver utföras. CRISPR/Cas9 kommer fortfarande att behövas även 

om PE- tekniken skulle komma att utvecklas och fungera kliniskt. Dock är det inte bara 

PE som behöver utvecklas, CRISPR/Cas9 behöver även det bli en säkrare metod med 

färre indels och off-target mutationer som är bland dess svagaste punkter i dagsläget.   

 

En annan av de stora utmaningarna för båda metoderna är utvecklingen av en 

leveransmetod in i cellen, där de skall göra verkan. De leveransmetoder som används idag 

är begränsade både till användningsområde och storlek. Virusvektorer som är den metod 

som kulle kunna användas till in vivo applicering av CRISPR-tekniken är begränsad i sin 

packkapacitet. De kemiska och fysiska metoderna är svåra att applicera in vivo, detta då 

t.ex. elektricitet används för att göra cellmembranet mer lättgenomträngligt. Det är svårt 

att utföra på en människa utan att skada den. Förutom virus kan nanopartiklar användas 

som leveransmetod in vivo, där är lipida bärare en av de metoder som godkänts till 

användning i tumörterapi.  

 

Det är inte bara ovan nämnda problem med leveransmetoderna som behöver lösas. 

Forskarna har sett risker med aktivitet utanför det önskade målområdet, en patient kan 

vara immun mot virusvektorer om patienten tidigare utsatts för just den serotypen av 

virusvektorn. Det är därför viktigt att leveransmetoderna utvecklas och förfinas i takt med 

att CRISPR/Cas9 och PE utvecklas så att leveransmetoderna kan anpassas till tekniken 

och dess användningsområden.  

 

5.2 Kliniska prövningar där metoderna CRISPR-Cas9 eller prime editing 

används för att behandla sjukdomstillstånd 

Av de 33 registrerade kliniska prövningarna där CRISPR användes var det ingen som i 

dagsläget kommit med några resultat. Då CRISPR/Cas9 fortfarande är en såpass ny teknik 

har det inte hunnit publiceras några fullständiga rapporter eller resultat för de kliniska 

prövningar som påbörjats.  

 

Safety of transplantation of CRISPR CCR5 modified CD34+ cells in HIV-infected 

subjects with hematological malignances, NCT03164135, registrerades i maj 2017 och 

är den första kliniska prövningen där CRISPR/Cas9 skall användas på människa 

infekterad av HIV. I september 2019 publicerades en fallrapport från denna studie i 

tidskriften The New England Journal of Medicine (48). Fallet berörde en Hiv-positiv, 27-

årig man diagnosticerad med akut lymfatisk leukemi (ALL). Enligt fallrapporten lyckades 

forskarna behandla ALL till remission med hjälp av kemoterapi och sedan utförde de en 

stamcellstransplantation med de CRISPR/Cas9 genredigerade CD34+ cellerna. Efter 
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stamcellstransplantationen visade tester att transplantationen varit lyckad och patienten 

fått en ett nytt donatorutvecklat immunsystem fyra veckor efter att transplantation skett 

vilket fortsatt 19 månader efter transplantation. Patienten fick antiviralbehandling under 

denna tid. Cancern stannade i remission och beräknades ha en låg risk för återfall. Sju 

månader efter transplantationen fick forskarna tillåtelse att avbryta den antivirala 

behandlingen men under avbrottet ökade HIV-infektionen så en antiviral behandling 

återupptogs. Inga allvarliga biverkningar relaterade till CRISPR/Cas9 genredigeringen 

har noterats men forskarna anser att genediteringseffektiviteten varit låg. Med dessa 

resultat anser forskarna att de fått bevis på principen: att engraftment av transplanterade 

CRISPR/Cas9 genredigerade stamceller kan uppnås, dock var inte effekten såpass hög i 

detta fall att HIV-infektionen botades.   

 

I november 2019 gick CRISPR Therapeutics och Vertex ut med ett pressmeddelande (49) 

där positiva resultat på säkerhet och effekt beskrevs hos de två första patienterna som fått 

studieläkemedlet CTX001. En patient från studien: a safety and efficacy study evaluating 

CTX001 in subjects with tranfusion-dependent β-thalassemia, (NCT03655678) och en 

patient från studien:a safety and efficacy study evaluating CTX001 in subjects with severe 

sickle cell disease, (NCT03745287). Följande resultat delgavs:  

 

β-thalassemi (NCT03655678): Patienten behövde innan studien påbörjades 16,5 

blodtransfusioner/år (beräknat på de två åren innan patient påbörjade studien). Efter 

administrering av CTX001 tog det 33 dagar för patienten att uppnå engraftment av 

neutrofiler och 37 dagar att uppnå engraftment av trombocyter. Två allvarliga 

biverkningar/händelser rapporterades (lunginflammation och venös ocklusiv 

leversjukdom) som båda kunde behandlas samt uteslöts det att det berodde på 

studieläkemedlet. Nio månader efter CTX001 infusionen var patienten inte längre 

beroende av blodtransfusioner.  

 

Sickelcellanemi (NCT03745287): Patienten fick sju kärlocklusiva event/år (beräknat på 

de två åren innan patient påbörjade studien). Efter administrering av CTX001 tog det 30 

dagar för patienten att uppnå engraftment av både neutrofiler och trombocyter. Tre 

allvarliga biverkningar/händelser rapporterades (magsmärtor, blodförgiftning samt 

gallsten) som alla kunde behandlas och det uteslöts att de kom av studieläkemedlet. Fyra 

månader efter CTX001 infusionen var patienten fri från kärlocklusiva event. 

 

Båda studierna påvisar positiva resultat för dessa första patienter vilket ger hopp till alla 

som lider av β-thalassemi och sickelcellanemi. Att gå från att behöva 16,5 

blodtransfusioner/år eller sju kärlocklusiva event/år till att vara fri från dessa måste vara 

en enorm befrielse för denna patientgrupp. Att kunna få en botande behandling istället 

för en lindrande är ett fantastiskt framsteg. Dock är dessa resultat från nio respektive fyra 

månader efter administrering av studieläkemedlet CTX001, vilket gör att det i dagsläget 

inte går att säga om detta läkemedel kommer vara ett botemedel. Detta gör att 

uppföljningsstudier så som: a long-term follow-up study insSubjects who received 

CTX001, (NCT04208529) är viktiga för läkemedlets framtid. Genom att följa de patienter 

som tagit del av studieläkemedlet under en längre tid (upp till 15 år enligt studien) efter 

det att läkemedlet administrerats kan forskarna börja diskutera om det är ett botemedel, 

eller en lindrande behandling.  

Även om det skulle visa sig att läkemedlet inte är ett botemedel, att det inte ger verkan 

livet ut, så skulle det ändock kunna bli en behandlingsstrategi för dessa patienter. 

Beroende på om säkerhet kan styrkas och hur länge CTX001 ger effekt så är det enklare 

och mer bekvämt för en patient att fylla på en dos med läkemedlet med jämna mellanrum 
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(förutsatt att det är minst de nio månaderna studien just nu påvisat), istället för att behöva 

åka in till sjukhuset och få en blodtransfusion minst en gång i månaden. Detta skulle 

kunna underlätta livet för denna patientgrupp, även om läkemedlet inte är ett livslångt 

botemedel.  

 

I studien single ascending dose study in participants with LCA10, (NCT03872479) ges 

patienterna studieläkemedlet AGN-151587. Den 4 mars 2020 gavs den första retinala 

injektionen av AGN-151587 till patient. Detta är den första studien på människa och den 

första injektionen, av ett in vivo, CRISPR genediterings läkemedel. Alla tidigare studier 

nämnda i detta arbete har hanterat CRISPR ex vivo. Därför är denna studie extra 

spännande då forskarna inte redigerat celler ex vivo, där de kan kontrolleras innan de förs 

tillbaka till patienten. I dagsläget har inga resultat redovisats för denna studie och den 

första injektionen. Allergan och Edites Medicine som driver studien har endast meddelat 

att den första injektion är utförd. Under arbetets gång har denna studie ändrat status från 

rekryterande till ”Not yet recruting” på clinicaltrials.gov. Det är Covid-19 som orsakat att 

forskarna tvingats avbryta rekryteringen för studien, dock återupptogs rekrytering igen 

efter ca två veckor och är i skrivande stund (maj 2020) åter aktiv och rekryterande.  

 

Det som är genomgående med CRISPR/Cas9-tekniken är att den är såpass ny att få 

resultat, om några alls finns att tillgå. De resultat som finns visar dock att tekniken verkar 

lovande i de sjukdomar den testats för. Det behöver utföras långtidsstudier för att utröna 

om behandlingarna är säkra under en längre tid samt om de resultat som kunnat påvisas 

håller, eller om de minskar med tiden. Det har även framkommit att tekniken behöver 

utvecklas till att bli mer effektiv i genredigeringen så fler celler blir redigerade vid samma 

tillfälle. Som med alla nya tekniker finns ”barnsjukdomar” som behöver övervinnas innan 

den kan anses säker och som en alternativ behandlingsmetod. 

 

5.3 Sjukdomar som är framtida mål för CRISPR/Cas eller prime editing 

Cancer, sickelcellanemi och ögonsjukdomar är bland de sjukdomstillstånd där forskarna 

kommit längst vad gäller gentekniken, dock utförs det tester om än i tidigt stadie i 

laboratorier och på djur för att finna lösningar även till andra sjukdomar. Antalet 

registrerade kliniska prövningar ökar med tiden och forskarna utvecklar och förfinar 

tekniken hela tiden, PE är ett exempel på detta. PE och CRSIPR/Cas9 kommer båda ur 

samma metod där PE är en utveckling av CRISPR-metoden.  

 

Då både CRIPR/Cas9 och PE fortfarande är under utveckling och det idag inte finns några 

färdiga läkemedel på marknaden med dessa metoder är det för tidigt att säga vad de kan 

åstadkomma. Men de forskningsresultat som kommit från både CRISPR Therapeutisk 

och Vertex samt Allergan och Editas Medicine ser lovande ut för framtiden och 

CRISPR/Cas9. Skulle det sedan visas att Anzalone m.fl. (2019) har rätt vad gäller PE, att 

de kan komma att korrigera upp till 90% av kända genetiska mutationer har tekniken 

kommit långt (27). Dock förutsätter detta att teknikerna utvecklas och blir säkrare och 

mer precisa så de inte orsakar mer skada än nytta. Med viss förmodan och hopp 

CRIPR/Cas9 och PE framtidens läkemedel och att många personer med genetiska 

sjukdomar kan komma att få hjälp med deras åkommor.  

 

5.4 Ett etiskt perspektiv 

Den genomgående frågan vad gäller den etiska aspekten är; ska vi endast använda 

tekniken på somatiska celler eller skall vi även våga använda den på humana könsceller? 

I de allra flesta artiklar där etiska aspekter diskuteras är det just genredigering av de 
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humana könscellerna som är den stora oron och det som väcker flest frågor hur det skall 

hanteras. Detta då en manipulering av dessa celler innebär att den genetiska förändring 

som skapas går i arv till nästkommande generation(er). Detta är något som givetvis inte 

sker då genredigering av somatiska celler utförs.  

 

Sedan He avslöjade att han skapat de första CRISPR-barnen har diskussionerna varit 

många om hur de skall gå vidare från detta, att sätta upp fungerande regelverk och 

riktlinjer är en hög prioritet hos den stora skaran i forskarvärlden. En stor fråga som 

fortfarande kvarstår är hur detta skall harmoniseras, då alla länder har sina egna regler 

och lagar. I mars 2019 skrev Lander m.fl. i en artikel i Nature (45) att ett globalt 

moratorium borde införas så att inga länder godkänner forskning på genredigering av 

könsceller under en viss tid, till dess att tydligare regler och lagar har kunnat skapas. Detta 

skall då hjälpa till att undvika att oetisk forskning utförs. Något att tänka på är att trots 

lagar och regler är det inte säkert att de efterlevs. Detta är He ett exempel på, i artikeln 

”Genome-edited baby claim provokes international outcry” skriver författarna att He både 

gått emot Kinas lagar angående genredigering av embryon, samt att Southern University 

of Science and Technology där He arbetade inte var medvetna om dessa försök (44). Detta 

visar att trots regler och lagar finns det forskare som är villiga att trotsa dessa för att få 

fortsätta sitt arbete, oavsett som det är rätt eller fel. 

 

En annan fråga att besvara är: behöver genredigering utföras eller finns det redan idag 

säkra metoder som fungerar tillräckligt bra? Även här är He ett bra exempel. Genen He 

valde att tysta är en av de viktigaste generna för att HIV skall ta sig in i cellen, den är 

dock inte den enda. Detta innebär att då denna gen tystas minskar risken för att få HIV, 

blir personen inte immun mot sjukdomen, samt även blir partiellt immundefekt, eftersom 

CCR5 är en viktig immunreceptor. Även det faktum att fadern var den Hiv-positive i 

förhållandet har lett till frågor eftersom då risken för överföring av HIV till barnet är 

minimal. Detta gör att He’s arbete egentligen inte ger något i slutändan, förutom en stor 

risk att skada barnen. Detta då han genetiskt modifierat friska embryon för att ta bort en 

gen som inte ger en immunitet, endast en minskad risk att smittas av HIV (50).  

 

Det samma gäller diskussionen av behovet hos par med risk att föra vidare genetiska 

sjukdomar. Screening av embryon utförs idag mot dessa sjukdomar och endast friska 

embryon sätts in i livmodern. Detta gör att genredigering inte behövs hos par som är 

medvetna om sina genetiska sjukdomar (45). Par som ej vet om sina genetiska sjukdomar 

kommer ändå inte ha användning av genredigering då de är omedvetna om sjukdomen. 

Det forskare skulle kunna argumentera för är de par som endast får embryon med 

genetiska sjukdomar, då de inte kan återföras, hur skall dessa par hjälpas? Det är här den 

etiska och moraliska diskussionen behöver tas, är det en rättighet att få egna barn? Skall 

vi låta tekniken stoppas för dessa redigeringar, så de par som har oturen att inte kunna få 

barn med hjälp av de metoder som finns på marknaden idag, de paren får välja mellan att 

adoptera och leva ett liv utan barn.  

 

I dokumentären ”Den genetiska revolutionen” på SVT play (51) får vi följa flera forskare 

och deras forskning med hjälp av genredigeringsteknik. En av forskarna som deltar är 

John Zhang, han har utvecklat en teknik där ett barn föds med tre genetiska föräldrar, två 

mödrar och en fader. Detta då den ena modern bar på en ovanlig mitokondriesjukdom 

som skulle föras vidare till barnet. Genom att använda ett donatorägg och sedan ta ut 

kärnan ur det och tillföra den andre moderns kärna i ägget och sedan befrukta det kommer 

risken att mitokondriesjukdomen minska och barnet har genetiskt sett tre föräldrar. Denna 

teknik är inte godkänd i USA där paret och läkaren bor, så Zhang åkte till Mexiko för att 
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utför ingreppet. En annan forskare som deltog var Pablo Ross, hans forskning gick ut på 

att införa mänskligt genom i grisar så dessa kan odla organ som sedan skall kunna 

transplanteras in i människa. Genom att använda sig av den personens stamceller som 

behöver organet skall de kunna odla skräddarsydda organ till mottagaren, som 

förhoppningsvis inte stöts bort. Dock odlade dr. Ross inte embryona längre än 28 dagar 

då han ansåg att de visste för lite om vad som skulle hända med grisarna om de mänskliga 

cellerna blev t.ex. en hjärna. Skulle grisen då bli lika smart som en människa? En tredje 

person som deltog i dokumentären var Josiah Zayner, en biohacker som skapat företaget 

The ODIN (52), en hemsida där du kan köpa CRISPR-gör-det-själv kit, hans filosofi är 

att tekniken skall vara lättillgänglig och för alla.  

 

Att CRISPR-teknik är lättillgänglig för den stora massan gör den farlig då den är såpass 

potent. Med denna teknik kan gener förändras och dessa förändringar går i arv. Om inte 

tekniken begränsas och regelverk sätts upp finns det risk att forskare världen över 

använder den till annat än att göra gott, så som behandling av sjukdom. Med hjälp av 

CRISPR skulle biologiska vapen kunna skapas, influensavirus skulle kunna modelleras 

att bli mer potenta än dagens sjukdomar. Vektorer så som myggor skulle kunna infekteras 

för att sprida sjukdomen bland önskad befolkning. Genom att manipulera i det mänskliga 

genomet skulle forskarna kunna skapa designade barn med önskade attribut, så som 

utseende, intelligens eller en viss förmåga så som styrka, snabbhet eller liknande.  

 

5.5 Slutsats 

Framtiden ser ljus ut för CRISPR-tekniken. Det pågår redan flera kliniska prövningar där 

tekniken används och några av dessa prövningar har kommit med positiva preliminära 

resultat. Trots detta är vägen lång tills dess att en riktig bredd i behandlingarna uppnås. 

Det är många hinder som behöver övervinnas på vägen, så som off-target mutationer, 

effektivitet och leveransmetoder. Idag är det endast en klinisk prövning som levererar 

metoden in vivo, alla andra studier plockar ut de berörda cellerna och arbetar med dem ex 

vivo för att sedan återföra dem. Förhoppningarna är stora på att PE kommer hjälpa till 

med att lösa många av de problem som finns idag. 

 

Snart kommer publikationer med resultat för hela kliniska prövningar och det blir då 

spännande att se om studierna fortsatt visar lika fina resultat som de tidiga analyserna 

gjort. Det är viktigt att forskare och bestämmande organ kommer överens om regler och 

lagar som skall följas för att minska riskerna för att forskare tar tekniken för långt, alldeles 

för tidigt, likt fallet med barnen i Kina. Med nya och kraftfulla tekniker kommer även ett 

stort ansvar för hur dessa skall användas. Det är nu tydliga regler och lagar behöver sättas 

för att förhindra att tekniken utnyttjas till sådant som skulle kunna göra skada.   
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