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CRISPR/Cas9 techniek
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Voorkomen van genetische aandoeningen?

Bacteriele verdedigingsmechanisme CRISPR/Cas tegen virussen
o Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repea
Nuclease: CRISPR associated protein 9 (Cas9)

Kunstmatig guide-RNA gRNA

Made with Biorender


Presenter-notities
Presentatienotities
Het eiwit Cas9 bindt zich aan guide-RNA, een kunstmatig stukje RNA dat overeenkomt met de te wijzigen positie in het genoom. Cas9 knipt het dubbelstrengse DNA op deze plaats door.


CRISPR/Cas9 techniek — hoe werkt het?

o Cas9

Target
© gRNA sequence j
o Protospacer Adjacent Motif (PAM)

o Nobelprijs: Jennifer Doudna en

Emmanuelle Charpentier

Made with Biorender


Presenter-notities
Presentatienotities
Het eiwit Cas9 bindt zich aan guide-RNA, een kunstmatig stukje RNA dat overeenkomt met de te wijzigen positie in het genoom. Cas9 knipt het dubbelstrengse DNA op deze plaats door.
Onderzoekers maken een klein stukje RNA met een korte guide-sequentie dat zich bindt aan een specifieke target-sequentie in het DNA van een cel, net zoals de RNA-segmenten die bacteriën produceren met de CRISPR-reeks. Dit guide-RNA hecht zich ook aan het enzym Cas9. Wanneer het in cellen wordt ingebracht, herkent het guide-RNA de beoogde DNA-sequentie en het Cas9-enzym snijdt het DNA op de target locatie.


CRISPR/Cas9 techniek — herstel

o Herstel door reparatie -eiwitten
(NHEJ) > kleine inserties/deleties

o Homologe recombinatie

o Random vs gecontroleerd

DSB

wj{

Rad51

J DNA ligase



Presenter-notities
Presentatienotities
De NHEJ route is geen perfect systeem omdat er soms een base afvalt of wordt toegevoegd aan het DNA. Het resulterende gerepareerde DNA is dus hoogstwaarschijnlijk veranderd. Hierdoor is de kans groot dat er geen eiwit wordt afgeschreven of dat het eiwit niet / niet goed functioneert.
De HDR-route is een nauwkeuriger mechanisme omdat het dit verlies van genetische informatie omzeilt door gebruik te maken van een template, bijvoorbeeld een homoloog chromosoom. In de HDR-route gebruikt het DNA-polymerase de template-streng om de streng van het gebroken DNA te verlengen. Dit resulteert in een gerepareerde DNA-helix met dezelfde genetische informatie als de oorspronkelijke helix. Bij CRISPR/Cas9 wordt een template, genetisch aangepast gensequentie, toegevoegd.


CRISPR/Cas9 techniek — herstel

o NHEJ > kleine inserties/deleties > gerichte knock-out
o Genetisch aangepaste homologe gensequentie

o Homologe recombinatie

Insertion/

Targat deletion

sequence

tracrRNA
3]

New DNA

Made with Biorender



Presenter-notities
Presentatienotities
Extra: DNA kan niet door de celmembraan, omdat DNA negatief geladen en hydrofiel is. De CRISPR/Cas9-”machine” kan in verschillende vormen in de cel worden gebracht: als een kant-en-klaar gRNA-Cas9-complex of met een plasmide dat de DNA-codes voor het gRNA en het Cas9-eiwit bevat. Plasmiden zijn cirkelvormige, dubbelstrengs DNA-moleculen die coderen voor verschillende eiwitten. Deze cirkelvormige DNA-moleculen komen in de natuur voor bij bacteriën, die zich naast hun chromosomale bacteriële DNA bevinden. Deze plasmiden bevatten ook genen en kunnen worden uitgewisseld tussen bacteriën.  Plasmiden kunnen ook worden gebruikt om nieuw DNA in menselijke cellen te introduceren. Het DNA-polymerase dat in de cellen aanwezig is, zal het Cas9- en gRNA-DNA transcriberen, dat vervolgens zal worden vertaald in het Cas9-eiwit en gRNA. 


.

Aanpassen van embryonaal DNA



Presenter-notities
Presentatienotities
CNN, https://www.youtube.com/watch?v=b0HvLaXOhEY


Aanpassen van embryonaal DNA Chinese wetenschapper die

genen baby's aanpaste: 'Te

o 2019, 3 jaar gevangenisstraf snel gedaa n'
o Juli 2022: nieuw onderzoeksvoorstel

o Embryonaal DNA aanpassen om Alzheimer te voorkomen

o “Geen experimenten voor toestemming van de overheid en internationale
ethische commissies”

o Bezorgdheid onder experts

o Sept 2023: directeur Instituut voor Genetische Geneeskunde, Wuchang
Technical College

o Waar leggen we de grens?
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Presenter-notities
Presentatienotities
DNA tweeling aangepast met CRISPR/Cas9 techniek, hij heeft het CCR5 gen aangepast in een poging HIV resistentie te bereiken.



Aanpassen van embryonaal DNA
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Alleen mogelijk in vroeg stadium (+/- 8 cellen)
IVF/ICSI

Monogenetische aandoeningen

4

o Mutatie in HBB-gen > afwijkend béta-globine eiwit > afwijke! ... vvuvwv_
abnormaal gevormde rode bloedcellen > sikkelcelziekte

o Mutatie in CFTRgen > geen of afwijkende chloride -pomp > taaislijmziekte (CF)

Verband tussen oorzaak en afwijking
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Presenter-notities
Presentatienotities
De meeste mensen kunnen zwanger worden doordat de eicel en zaadcel op natuurlijke wijzen bij elkaar komen. Dan vindt er bevruchting plaats en zal een embryo groeien. Tijdens de eerste delingen van deze cellen wordt er al heel veel bepaald voor hoe de baby eruit komt te zien en of deze gezond is. Daarna zal het embryo uitgroeien tot een volledige baby.
Soms gaat het zwanger worden niet vanzelf. Hiervoor wordt nu vaak IVF, in-vitrofertilisatie, toegepast. Hierbij wordt in een laboratorium gezorgd voor bevruchting, waarna het embryo teruggeplaatst wordt in de baarmoeder om zo een zwangerschap te veroorzaken. 



Embryowet

o Pre-implantatie genetische diagnostiek (PGD) > gezond embryo selecteren

o Restembryo’s

o Latere vruchtbaarheidsbehandeling
o Doneren aan anderen
o Doneren aan de wetenschap

o Onderzoek met embryo’s

o Kweken is verboden in NL (wel in Belgie, Zweden, VS, VK, China)
o Restembryo’s zijn 4-5 dagen oud; max 14 dagen
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Presenter-notities
Presentatienotities
PGD: Wanneer een stel weet dat één van hen of beide een erfelijke aandoening in de familie hebben, kunnen zij ervoor kiezen om via IVF bevruchting plaats te laten vinde. Via PGD wordt vervolgens gekeken welk embryo gezond is en het embryo wordt dan terug geplaatst in de baarmoeder.

Onderzoek met embryo's: Het kweken van embryo’s voor wetenschappelijk onderzoek is verboden. In de embryowet staat wel dat een stel ervoor kan kiezen om de restembryo’s te bewaren voor een latere vruchtbaarheidsbehandeling, te doneren aan anderen die niet met eigen embryo’s zwanger kunnen worden, of toestemming geven om de embryo’s te gebruiken voor wetenschappelijk onderzoek. Hiermee kunnen we onderzoeken welke stappen en fouten belangrijk zijn bij het ontstaan van ziekten. Zo hopen we te vinden hoe de ziekte ontstaat en hoe we deze kunnen voorkomen. De wetenschappelijke wereld is erg blij met deze restembryo's, aangezien het niet toegestaan is om embryo's voor onderzoek te maken. 
Echter zijn deze restembryo's wel altijd al 4a5 dagen oud, dus kunnen we die eerste cruciale dagen niet onderzoeken. Een embryo mag ook maar maximal 14 dagen in het lab ontwikkeld worden. Daarom is de wetenschap bezig om andere manieren te bedenken om dit te onderzoeken. 

https://www.rijksoverheid.nl/onderwerpen/embryos/regels-voor-handelingen-met-embryos


Intermezzo

Eens of Oneens?

Het aanpassen van het DNA van embryo’s van mensen moet worden toegestaan



Presenter-notities
Presentatienotities
Mogelijke antwoorden Voor: 
• ‘Iedereen heeft recht op een goede gezondheid.’ Toelichting: Hoe minder erfelijke ziektes, hoe beter. 
•  ‘We kunnen niet achterblijven op wetenschappelijke ontwikkelingen in andere landen.’ Toelichting: Nederland moet meegaan met de rest van de wereld bij deze ontwikkelingen. 
• ‘Voorkomen is beter dan genezen.’ Toelichting: Het kost veel geld om ziektes te behandelen als iemand eenmaal ziek is. Nu kun je dat geld gebruiken om de erfelijke ziekte te voorkomen

Mogelijke antwoorden Tegen: 
• ‘Je past niet alleen het DNA aan van één kind.’ Toelichting: Dit aangepaste DNA geeft het kind door aan alle generaties daarna. 
• ‘Ingrijpen in de mens is niet natuurlijk.’ Toelichting: Verschillende mensen vinden ingrijpen in de mens niet natuurlijk. Zij vinden dat de mens niet mag bepalen wat door de natuur of door God gegeven is. 
• ‘We weten niet wat de gevolgen zijn.’ Toelichting: Een kind met aangepast DNA moet zijn leven lang gevolgd worden, om te kijken of alles goed blijft gaan. Dat heeft grote invloed op zijn leven. We weten nog niet of de techniek onbedoelde negatieve, langetermijneffecten heeft. 
•  ‘Verschillende mensen maken de wereld juist mooier.’ Toelichting: Diversiteit is juist mooi. Het zou saai zijn als iedereen hetzelfde is.


Groepsopdracht

O O O O

Verdiep je in één perspectief (10 min)
Bespreek de stelling in je groepje
Bedenk voor en tegen argumenten
Gebruik de hulpvragen ter inspiratie

Vul deel 1 van het formulier in

Wensouder
Arts

Overheid

Zorgverzekeraar




Groepsopdracht

o Maak een groep met minimaal 1 persoon per perspectief w=p

o Gesprek tussen perspectieven (15 min)
o Luister aandachtig naar de argumenten van elkaar.
o Stel kritische vragen

o Vul deel 2 van het formulier in




Jouw mening

O

Noteer hoe jij over het onderwerp denk

Mogen we wel/niet het DNA van menselijke embryo’s aanpassen? Enwaarom?
Zo ja, wanneer wel/niet ?

Voor nu. alle kenmerken zouden aangepast kunnen worden




Gespreksregels

o Alle meningen, twijfels, vragen & gevoelens zijn welkom
o Eris geen goed of fout

o Luister naar elkaar, laat elkaar uitpraten & stel vragen aan elkaar

o Je mag van mening veranderen!




Aanpassen bij...

Een erfelijke ziekte?
Geslacht?
Intelligentie?
Uiterlijk?
Persoonlijkheid?




Take home message

Nadenken over de toekomst

Verhouding tussen wetenschap en maatschappij

% UMC Utrecht
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