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Forord

Jag vill tacka min handledare Mariette Andersson som har gett mig ett otroligt
stod under mitt skrivande. Hennes positivitet och snabba svar pa e-mail har
verkligen underlattat och hade det inte varit fér henne sa kunde det har
arbetet ha blivit uppskjutet. Vill &ven tacka min familj for att ha funnits dar som
ett bollplank. Bollen kanske inte alltid studsade tillbaka men det var skont att
fa ur sig sina tankar om arbetet.



Sammanfattning

Inom vaxtforadlingens varld sa gér man nya framsteg i rasande takt.
Teknikutvecklingen gar sa snabbt att lagstiftning och regleringar inte hanger
med.

Detta galler inte bara i Sverige utan aven resten av varlden. Jag har darfor
forsokt reda ut situationen genom att samla information gallande nuvarande
regleringar och genom att ta reda pa vilka som tar dessa beslut.

Fokus ligger pa CRISPR-Cas9 som vaxtforadlingsmetod da denna har vackt
extra stort intresse bade nationellt och internationellt, bland annat eftersom
det idag, i manga lander, ar oklart om den kommer att hamna utanfor de
befintliga regleringarna kring GMO eller ej. Jag forklarar aven CRISPR-Cas9
utforligt sa att du som lasare ska kunna forsta mojligheterna men aven
riskerna med metoden. Forklaringen lagger aven grund till varfér metoden
hamnar utanfor lagsystemet.

Abstract

New progress is being made within the area of plant breeding every day and it
is happening quickly. New technologies are developing so fast that there have
been difficulties in adjusting the laws and regulation.

This does not just apply to Sweden but also to the rest of the world. Thatis
why an investigation has been started by me where my purpose is to collect
information regarding the current regulations and who makes them.

My focus is on CRISPR-Cas9 as a plant breeding method since it has raised
a national and international interest since it is, in many countries, unclear if it
will be falling inside or outside the current GMO-regulations. The CRISPR-
Cas9 method is also being explained thoroughly so that the reader will be
able to understand both the opportunities and the risks. This explanation also
serves to tell why the method is placed outside the law.
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Forkortningar

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
GMO: Genmodifierad Organism

PAM: Protospacer Adjacent Motif

USDA: United States Department of Agriculture

EPA: Environmental Protection Agency

FDA: US Food and Drug Administration



Introduktion

Dagligen gors nya framsteg pa alla tekniska fronter och dess
anvandningsomraden blir allt fler och fler. Vi far nya mojligheter att utvecklas,
fler satt att ta oss fram pa, begransningar blir till plattformar att ta sats fran
och vi tar mer kontroll 6ver det vi har. Med kontroll sa handlar det om att
kunna ha makt 6ver var planet och till dess hjalp har vi bland annat
genmodifiering.

Med hjalp av genmodifiering kan manniskan rikta en del av bade djurens och
vaxternas genuppbyggnad, genotyp. Vi kan férandra hur de ser ut och
fungerar, fenotyp. Genmodifieras en organism sa kallas den fér genmodifierad
organisme, GMO. Redan i bérjan av 1970-talet (Shireen, 2013) sa kom
forskare pa idén med GMO och arbetet paborjades direkt med denna
revolutionerande teknik.

| det har arbetet kommer jag att fokusera pa en ny gren av genmodifiering,
namligen CRISPR-Cas9 . Men vad &ar da CRISPR-Cas9? Forkortningen star
for Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats och ett
CRISPR associerat protein, Cas9. Det ar en teknik som kan anvandas pa lite
olika satt, vilka jag kommer att ga in pa mer i detta arbete samt utveckla dess
mojlighetsomraden men den har sitt ursprung i bakteriellt forsvarsmekanism.
Tekniken kan komma att bli mer strikt reglerad an vad traditionell
genmodifiering ar. Tekniken ar valdigt aktuell, dock &r det inte manga som
kanner till den och just darfor har jag valt att belysa den i detta arbete genom
att forklara hur den fungerar, hur den uppstod, dess framtid och hur den ar
reglerad i olika delar av varlden. For att begransa uppsatsen sa kommer den
att fokusera pa genmodifiering av vaxter. Dar ar den etiska diskussionen inte
pa langa vagar lika omfattande som kring genmodifieringen av djur.
Vaxtforadling tar upp en stor del av diskussionen inom hallbar utveckling, som
ar mitt biomrade inom min utbildning, och just darfor véljer jag att inte
fokusera pa djurens sida.



Syfte

Syftet med det har arbetet ar att upplysa och informera de som ar
intresserade om vad som sker, har skett och eventuellt kommer att ske
gallande CRISPR-Cas9 men aven ge lasaren en bild av hur det ser ut pa olika
hall i varlden och aven varfor det ser ut som det gor. Jag hoppas att lasaren
ska kunna bilda sig en egen uppfattning om CRISPR-Cas9’s mgjligheter men
aven risker. Kanske det aven dppnar upp 6gonen for nagon lasare och far
denne till att sjalv ge sig in i genmodifieringens spannande varld.

Material och metoder

Det har ar en litteraturstudie som ar uppbyggd av olika aktuella kallor.
Materialet plockades ifran olika kéallor sa som internetsidor, publikationer,
lagtexter och forelasningsmaterial.



Resultat

Hur CRISPR-Cas9 fungerar

Tekniken baseras pa en forsvarsmekanism som forekommer naturligt i
bakterier och ar en kombination av ett RNA och ett protein. Komplexet har
som funktion att skydda bakterien fran virus genom att paskynda
nedbrytningsprocessen av virus. Proteinet har givits namnet Cas9 och RNA
kallas guide-RNA (gRNA). | detta komplex fungerar Cas9 som en sax och
gRNA som en guide. Med hjalp av detta komplex kan gRNA hitta den
specifika sekvensen av en malgen (DNA) och binda till den. Det gRNA/DNA-
komplexet kan sen klippas av Cas9-proteinet (Voytas & Gao, 2014). Proteinet
kan nu lata uttryckas i en vaxtcell, alternativt kan enxymet produceras
extracellulart och sedan anvandas i vaxtceller.

Modifiering av genuttryck genom CRISPR-Cas9

Forst letar man reda pa en sekvens, som uppfyller ett antal kriterier, i den gen
man vill modifiera. Sekvensen ska vara 20 baspar och storlekstolleransen ar
snav pa enbart ndgon enstaka bas. Den ska @ven ha en ande utanfor dessa
med kodningen "-NGG”. Sekvensen "-NGG” kallas for ett PAM-site
(protospacer adjacent motif) och har som uppgift att férhindra att den utvalda
sekvensen for CRISPR ska forstoras av nukleaset. Utan PAM-siten kan heller
inte Cas9 binda in ordentligt till DNA-strAngen. Nar den gen som ska muteras
har valts ut sa designas en malsokande sekvens. Det ar alltsa den sekvens
pa 20 baspar som sitter vid PAM-siten. Cas9 och sekvensen bildar da ett
komplex som nu lokaliseras till genen med malsekvensen och klipper i
kromosomen, det vill sdga den DNA-dubbelstrangen som vi forbestamt ska fa
en mutation.



PAM-site

Figur 1. Tva véxtceller ddr antalet baspar visas tillsammans med den sammanhdngande PAM-siten samt hur
komplexet binder in till DNA-strédngen.

Cellen inser att en skada har skett och férsoker sedan lappa ihop det brott
som har skett i DNA-kedjan men under reparationen sa sker ofta fel. Ibland
blir det helt enkelt fel vid reparationen och baspar ramlar bort eller l1aggs till.
Da kan lasramen forskjutas och genen kommer att lasas av helt annorlunda
och resultera i ett avkortat eller ett ej fungerande protein. En mutation har da
skett.

Ar CRISPR-Cas9 GMO eller inte?

Denna teknik kan anvandas pa ett satt att den modifierade plantan eventuellt
inte kommer att regleras som en GMO. Det som da gor att inte vaxten raknas
som en reglerad GMO-grtéda efter den hér processen ar att man anvander
Cas9 och malsekvensen pa ett satt som gor att det man har skickat in
kommer att brytas ned.



Mutation

Komplexet bryts ner

Figur 2. Cellen reparerar sin DNA-striing men mutationer sker. Komplexet av enzym och madlsékande sekvens bryts
ner.

Inget nytt DNA stoppas in i vaxtens genom utan det har bara fatt den att borja
reparera sig pa ett specifikt stalle genom att tvinga den till att gora just detta.
Detta kan ske genom att man uttrycker CRISPR-Cas9 kodande DNA tillfalligt
(transient) i en cell eller att man bildar CRISPR-Cas9 protein-RNA komplexet
extracellulart innan det satts in tillfalligt i en cell. Cellen fortsatter att dela pa
sig och kan sen delas upp pa en agarplatta fér att eventuellt bilda skott. Varje
cell i skottet besitter samma mutation och pa sa vis har man paskyndat ett
naturligt férlopp. Fran det har steget kan sedan skotten véljas ut med den
egenskap som har eftersokts. Man kan aven sétta in CRISPR-Cas9 stabilt i
vaxtens genom och efter mutationen/mutationerna har inducerats, korsa ut
insertet. Inte heller har lamnat nagot nytt DNA kvar i plantan. (Andersson,
2016).

Ett alternativ till att lata vaxten slumpmassigt laga brottet ar att man for in en
mall i cellen som sedan anvands for att reparera brottet. Pa sa vis kan man
bestamma vilken genetisk kod som ska sta skriven. Aven om denna metod
anvands sa behover inte vaxten raknas som en GMO-groda, till exempel om
inga storre fragment satts in i genomet, om mallen bryts ned eller korsas ut.
Detta 6ppnar aven upp mojligheten till att skraddarsy ett protein for att fa
andra egenskaper. (Andersson, 2016)

Den har tekniken &r framgangsrik, beroende pa vaxtslag, pa att vara
ekonomisk och framforallt snabb, bade att genomféra samt nar det kommer till
att ha igang flera mutationer samtidigt (Anonym, 2016). Det finns foretag som
idag séljer producerat Cas9 protein. Beroende pa vilken mangd som ska



inkdpas sa varierar priset. Ett Cas9 nukleas pa 10 mikrogram kostar runt
1500kr och ett kit for att producera 20 bp malsokande RNA sekvens kostar ca
4000kr. (ThermoFisher Scientific, 2015).

Vad har CRISPR-Cas9 for anvandningsomrade?

CRISPR-Cas9-tekniken har testats eller etablerats ibland annat ris (Shan et
al., 2013), vete (Zhang et al., 2016) korn och kal (Lawrensen et al., 2014). De
resultat som forskare forsdekr att ta fram bland olika grodor kan vara till
exempel resistans mot ohyra eller sjukdomar, 6kad olerans mot
bekampningsmedel, mer frukt frAn en vaxt och sa vidare.

Som ett exempel pa anvandningsomrade sa har SLU under 2016 lyckats ta
fram en foradlad potatis som klarar lagring battre. Den vill anvandas for att
producera starkelse och skulle pa grund av denna egenskap bli ett mer
hallbart alternativ p4 marknaden. (Andersson et al., 2016)

Sa hur skiljer sig CRISPR-Cas9 mot vissa andra vaxtforadlingstekniker?

Skillnaderna mellan vaxter som har modifierats med CRISPR-Cas9 och med
verktyg som anvands inom annan vaxtforadling ar egentligen inte sa stor.
Tittar man bara pa resultatet sa kan de faktiskt vara likadana. Det &r bara
tillvagagangssattet fram till resultatet som skiljer dom at. Det finns flera
tekniker man kan anvanda (Figur 3.) och vissa av dem forklaras lite kort
nedan.
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Figur 3. Olika vaxtforadlingstekniker (Haro von Mogel, 2015).

Selektion kan sagas vara grunden till all vaxtforadling. Det gar ut pa attman
bara anvander sig av de mest eftertraktade vaxterna for att sedan odla upp
nastkommande generationer sa att de behaller dessa egenskaper.

Naturliga mutationer sker hos vaxterna och vissa av dom kan ge unika
egenskapsuttryck som bade kan vara varda att spara eller som ar negativa for
plantan. Dessa mutationer kan starkt forknippas med evolution. (DeJohn,
2016)

Korspollinering gar till sa att man tar tva plantor som har de énskade
egenskaperna. Sedan korsar man dessa genom att féra 6ver pollen fran den
ena plantan till den andra. Syftet ar da att sammanféra 6nskvarda egenskaper
i avkomman.

Inducerade mutationer ar ytterligare ett verktyg som anvands inom traditionell
vaxtforadling. Har tar man hjalp av antingen kemikalier, bestralning eller
transposoninfogning for att fa vaxtens genom att tvingas till att muteras. Pasa
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vis kan mutationerna slumpas fram tills en énskad egenskap fatts. (McClean,
1999).

Det unika och omdiskuterade inom traditionell GMO &r att man kan sétta in
gener fran en art in i en helt annorlunda art for att fa fram andra genuttryck.
Det har &r ndgot som valdigt sallan sker naturligt. Aven har finns flera olika
metoder (Antoniou, Robinson, and Fagan, 2012).

DNA kan transformeras i en vaxtcells genom med hjalp av en jordbakterie,
Agrobacterium tumefaciens. Man kan &ven anvanda sig av en genpistol eller
genkanon for att "skjuta” in DNA rakt in i cellen (Antoniou, Robinson, and
Fagan, 2012).

Hur ser regleringen ut i varlden?

Mojligheterna men aven riskerna ar manga med genmodifierade organismer
kan anses vara manga med en sa har bred teknik. Darfor finns en mangd
regleringar kopplade till tekniken. Nar det kommer till CRISPR-Cas9 sa ser
det dock valdigt olika ut bland dessa lagar beroende pa vart man befinner sigi
varlden. En jamforelse kommer darfor att goras for att forsdka reda ut hur det
ser ut men aven varfor det ar pa det viset.

Sverige tillhor EU och maste darfor anpassa sig efter EU-kommissionens
beslut. Just nu finns ingen beslutad EU-reglering angaende CRISPR-Cas9
eller andra genomediteringsmetoder som inte leder till ndgon stabilt inforande
av DNA. Pa senare tid har EU-kommissionen jobbat for att fa fram ett besked
da de direktiv som finns just nu angaende GMO upprattades pa 1990-talet. Ett
sadant gammalt direktiv i ett amne som utvecklas konstant och snabbt gor att
det i dagens lage ar bade svartolkat och foraldrat. Det gor att Jordbruksverket,
som nu tar de svenska besluten kring GMO-véaxter, far det svart att applicera
regelverket pa de genomediterande vaxter som tas fram idag. Eftersom
CRISPR-Cas9 ar en vaxtforadlingsteknik som i manga fall handlar om att
skapa mutationer utan att kvarlamna nagot frammande DNA kvar i cellerna sa
kan man tolka lagtexten som att tekniken hamnar utanfor regelverket.
(Jordbruksverket, 2015)

Diskussionen tog fart pa allvar nar man pa tva universitet i Sverige gjorde
forfragan dar man utmanade Jordbruksverket att ta stallning. En
genomodifierade planta av arten backtrav (Arabiopsis thaliana) (Figur 4.) togs
fram genom att GMO anvéndes i ena fallet och CRISPR-Cas9 i detandra.
Jordbruket tog da beslutet att GMO-plantan behéver tillstand for att fa
anvandas i faltférsok och forsdksodling medan det blev fritt fram att odla
CRISPR-plantan utan nagot speciellt tillstdnd fast de bada plantorna besitter
samma egenskaper. Skillnaden &r alltsd hur man har gatt tillvaga for att gora
det. Detta skapar diskussionspunkter om en reglering bor galla
tillvagagangssattet eller resultatet. (Jordbruksverket, 2015)
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Figur 4. Backtrav (Arabidopsis thaliana) i det vilda (Martinsson, Naturfotograferna, and 1BL,2011).

| ett pressmeddelande fran EU-kommissionen fran 2015 sa kom det fram att
endast tva av de GM-produkter som framtagits ingar under GMO-lagarna.
(EU-kommissionen, 2015)

I miljobalkens 13:e kapitel s& beskrivs en GMO efter tva paragrafer:

3 8 Med organism avses en biologisk enhet som kan féroka sig eller fora over
genetiskt material.

4 § Med genetiskt modifierad organism avses en organism hos vilken det
genetiska materialet har andrats pa ett satt som inte intraffar naturligt genom
parning eller naturlig rekombination. (Sjostrom, 2006)

Allt det har fallerar just nar den framstéallda grodan inte har nagotframmande
genetiskt material i sig.

For att tillatas pa USA:s marknad sa kravs det att United States Department
of Agricultute (USDA) tilsammans med Environmental Protection Agency
(EPA) och US Food and Drug Administration (FDA) utvarderar om den kan
tilldtas. Det jobbas aktivt med regleringen av CRISPR-Cas9 i USA. Aven fast
det ar ett flertal instanser av kontroller sa har de svart att séga nejtill
genomediterade vaxter som skapats med hjalp av till exempel CRISPR-Cas9.
Detta pa grund av att modifiering inte lamnar nagot frammande DNA kvar i
vaxtcellerna. Senast i april 2016 sa gav USDA ett positivt utlatande at en ny
sorts majs och en omdiskuterad svamp. Svampen blev omdiskuterad da den
var modifierad. Den ar en vanlig vit knappsvamp (Agaricus bisporus) som
modifierats s att den inte ska bli brun. Aven fast den inte gar under samma
rike som vaxter sa lyder den under samma GM-regleringar i USA. (Waltz,
2016)

Media skrev mycket om handelsen kring svampen da det under samma
manad hade uppmarksammats att man hade bérjat anvanda CRISPR-Cas9
for forskning pa manskliga embryon. Efter det oron kring genmodifieringar
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vaxt och i samband med den snabba anvandningen av metoden sa bearbetas
regleringen kring bland annat CRISPR-Cas9. Under mitten av 2016 sa
paborjades ett storre arbete hos USDA dar de ska besluta om en ny
regleringar av GM-produkter. (Hoffman, 2016)

Nedan foljer en kort sammanstéallning av hur nagra andra lander forhaller sig
till genomediteringstekniker som inte regleras som GMO (Tabell 1.). Dessa
tekniker kallas aven for "new breeding techniques” (NBTS).

Tabell 1. Kort sammanfattning av NBT-regleringen fér ndgraldnder.

Land Reglering

Argentina Utreder varje fall for sig.

Australien Grodor med en eller fa borttagna DNA-bitar regleras inte
men de med insatta gener gors.

Japan Ré&knas inte grodan som transgenisk sa regleras den inte.

Kanada Skiljer inte pa GM eller non-GM. Omfattas redan av sin

nationella lagstiftning och reglering.
Nya Zealand | Alla NBT-grédor ar reglerade.

Sydafrika Har paborjat visa intresse for en reglering av NBT-grédor
men hade 2015 bara pabdérjat férhandlingarna.
Sydkorea Ingen reglering av NBT finns men kommer en GM-produkt in

sa hanteras den fall for fall.
(Ledford, 2016) (Schuttelaar et al., 2015)
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Diskussion

Utifran resultaten i den har undersokningen sa har ett flertal fragor vuxit fram
som ar starkt kopplade till mitt syfte.

Vad finns det for skillnader och likheter mellan lagstiftningarna mellan olika
lander?

Bor teknikerna vara det som ar reglerat eller boér man inkludera eller exkludera
resultat och delar av tekniken?

Vilka kan vara anledningarna till varfor inte EU-kommissionen har slappt en
slutsats eller reglering som galler for hela EU?

| mitt arbete har jag namnt hur regleringen av CRISPR-Cas9, ser ut mellan
huvudsakligen Sverige och USA men aven med EU i tankarna. De bada ser
ut att ha haft det svart att hinna med GM:s teknikutveckling da regleringarna
har kommit sent eller inte alls. | Sverige ar det idag fritt fram att provodla
CRISPR-Cas9-modifierade vaxter under specifika forutsattningar (inget nytt
DNA introducerats) som tagits fram av Jordbruksverket. Det kan vara sa att
de vill att tyglarna pd GMO ska slappas lite da de har lyckats bevisa for
Jordbruksverket att tekniken man anvander inte spelar ndgon storre roll for
resultatet. Just det har vacker &ven en annan fraga om en reglering skavara
pa tekniken, egenskapen, bada eller inget av de tidigare namnda. Samtidigt
kan dessa delas upp i fler regleringsomraden. Australien har riktat in sig pa
delar av hur det gar till medan till exempel Argentina tittar pa varje fall for sig
for att sedan ta ett beslut. Personligen kan jag tycka att resultatet eller
egenskapen ar det som bor vara reglerat sa lange vagen dit ar etiskt korrekt.
Precis som USDA anser sa ar det valdigt viktigt med skyddsatgarder nar man
planterar ut en GM-groda sa att ekosystemet inte rubbas pa nagot satt och for
att bevara de arter som redan finns. Det &r antagligen den har fragan som
EU-kommissionen funderat pa allra mest. Har ligger alltsa USA men aven
vissa lander i Europa aningen fére bade Sverige och EU.
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