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ABSTRACT

"Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats” (CRISPR)-Cas systemet blev fgrst opdaget
og beskrevet som adaptiv immunitet i prokaryote
organismer. CRISPR-Cas giver beskyttelse mod bak-
teriofager, plasmider og transposoner ved, at korte
DNA-sekvenser, som tidligere inficerede, bliver in-
korporeret i de prokaryote organismers genom.
Bakteriofager genkendes og bliver gdelagt med
nukleaser ved reinfektion. Teknologien blev vide-
reudviklet til et effektivt redskab til genredigering af
eukaryote organismer. Og nu, kun fa ar efter opda-
gelsen, anvendes dette redskab i mange forskellige
sammenhange. Genterapi, regenerativ medicin,
cancer, infektionssygdomme, diagnostik og vacci-
neudvikling er aktuelle medicinske omrader. Alle
biomedicinske discipliner har taget disse redskaber
i brug. Der er dog stadig mange ulgste opgaver, som
kraever, at redskaberne bliver yderligere forbedret,
og at de kan leveres pa en sikker made til de celler
og vaey, som CRISPR-Cas skal anvendes i.
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IGE SIDEN OPDAGELSEN AF, AT GENOMET BESTAR
AF EN DNA-DOBBELTSPIRAL, har udvikling af me-
toder til manipulation af DNA fascineret mange
forskere. Resultater fra denne forskning har pa
det medicinske omrade givet os veerktgj til at
forbedre diagnostik, behandling og forstelse
af patogenese for en raekke sygdomme.
Jennifer A. Doudna, Emmanuelle Charpentier
og medarbejdere publicerede i 2012 et nggle-
studie, hvori de beskrev en forbedret udgave af “gensaksen”
CRISPR/Cas9 (1). Med denne gensaks kan arvematerialet i
dyr, planter og mikroorganismer relativt let forandres eller re-
digeres. Doudna og Charpentier fik i 2020 Nobelprisen i kemi
for dette arbejde. 11pbet af f ar er forskningen pd CRISPR-Cas
ekspanderet, og videreudvikling af genredigering giver nye mu-
ligheder. Selv om der stadig er et stykke vej til klinisk anven-
delse, ser udviklingen ud til at gé sé staerkt, at meget af dette
kan na klinikken i lpbet af fa ar.

De nye genredigeringsmetoder er kraftfulde og effektive, og
det er derfor vigtigt ogsd at inddrage etiske vurderinger af dem.
Nobelprisvinderne resumerede i 2014 historien bag CRISPR-
Cas og deres egne vigtige bidrag (2). PA mindre end 10 ar efter
dette er der blevet publiceret tusindvis af videnskabelige artik-
ler. I det fglgende vil vi forsgge at give en oversigt over aktuel
forskning og mulige anvendelser af CRISPR-Cas-teknologi in-
den for de medicinske/odontologiske fagomréder.

GENREDIGERINGSVZERKT@J

Redskaber til modifikation af gener har veret tilgaengelige i
flere artier. Restriktionsenzymer blev beskrevet og taget i brug
for ca. 50 ar siden. Restriktionsenzymer med forskellige spe-
cificiteter blev isoleret fra bakterier. Senere konstruerede man
genredigeringsvarktgjerne “Zinc Finger Nucleases” (ZFNs) og
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antimikrobiel resistens

kimaer antigen receptor pa T-lymfocytter.
Genredigerede receptorer pa T-lymfocytter
fra en patient, som ggr, at disse celler kan
genkende og gdelaegge kraeftceller, nar

de fgres tilbage til patienten. Dette kaldes
adoptiv CAR T-cellebehandling.

Cas: CRISPR-associeret protein

CRISPR: clustered regularly interspaced short
palindromic repeats
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DMD: Duchennes muskeldystrofi

ESCs: embryonale stamceller

EPS: ekstracellulzere polysakkarider

iPSCs:  inducerede pluripotente stamceller

p53: gen som koder for tumorsuppressor protein

TALEN: transcription activator-like effector
nuclease

ZNF: zinc finger nuclease
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“Transcription Activator-Like Effector Nucleases” (TALENS),
der tillod forskerne selv at bestemme, hvor i DNA’et der skul-
le klippes (3). For mindre end 10 &r siden blev CRISPR-Cas-
systemet taget i brug til genredigering. CRISPR-Cas-systemer
findes i domanerne Bacteria og Archaea og giver disse mikro-
organismer adaptivimmunitet mod bakteriofager, plasmider
og transposoner (4,5). Undersggelser har vist, at ca. 50 % af
alle bakterier og ca. 90 % af alle arkaeer har CRISPR-Cas (6).
CRISPR-Cas-systemet inddeles i to hovedklasser med flere typer
og subtyper. Mest anvendt og bedst beskrevet er CRISPR-Cas9,
men inogle sammenhange er der behov for redigeringsvaerktgj
med andre egenskaber.

Mere detaljeret beskrivelse findes i temaets fgrste artikel
”CRISPR - en metode til anvendelse som naste generations
gen-terapi”.

HVORDAN BRUGES GENREDIGERINGSVZERKT@JERNE?

Redigeringsverktgjerne skal finde vej ind til generne i de celler,
som skal redigeres. Leverancen er afhangig af, hvilke organis-
mer (dyr, planter, bakterier), veev eller celler der skal redigeres,
og om dette sker in vitro, ex vivo eller in vivo. In vitro-studier i
laboratorier med celle- og veevskulturer og dyremodeller dan-
ner grundlaget for senere kliniske anvendelser. Metoder mé
standardiseres og optimeres. Leverance af genredigeringsvaerk-
tej kan ske pé forskellige méder (7,8). Overfgring af arvema-
teriale (DNA og RNA) til animalske celler kaldes transfektion
og kraever, at cellemembranerne abnes eller penetreres, for at
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arvemateriale skal nd malet. Virus og bakterier har deres egne
elegante mader at gore dette pa, nar de inficerer celler, og an-
vendelse af virus er en af de mader, som vi 0gsé kan benytte.
Metoderne til leverance inddeles i hovedkategorierne non-vi-
rale og virale. Non-virale metoder kan underinddeles i kemisk
baserede, ikke-kemisk baserede og partikelbaserede metoder.
I virale metoder benyttes forskellige virusser til transfektion.

CRISPR-Cas-teknologien har pa kort tid fundet anvendelse
til pavisning og behandling af genetiske sygdomme, kreeft og
infektionssygdomme (7,9). I det fglgende gives nogle eksem-
pler pé dette.

GENETISKE SYGDOMME OG MISDANNELSER

Arvelige sygdomme kan veere komplekse, men nogle af de al-
mindeligste genetiske sygdomme skyldes mutationer i et enkelt
gen. Fx Huntingtons sygdom, cystisk fibrose, seglcelleaneemi og
Duchennes muskeldystrofi (DMD). DMD er en af de hyppigst
forekommende arvelige muskelsygdomme. Genredigering med
CRISPR-Cas kan udfgres pé forskellige mader. Seglcelleanami
kan behandles ved at genredigere haamatopoietiske eller proge-
nitorceller exvivo, mens man ved DMD behandler de myogene
celler direkte, in vivo (10). Dette er eksempler pa terapeutisk
genregulering af somatiske celler (Fig. 1). Kgnsceller kan ogsé
redigeres, sé der opstdr arvelige ndringer i e2gceller, spermier
og fostre. Dette ggr man i dag med dyr og planter, mens an-
vendelse af denne genredigeringsteknologi hos mennesket er
genstand for omfattende diskussion af de etiske aspekter, som
endnu ikke er afklaret.

REGENERATION AF VEV 0G ORGANER

CRISPR-Cas kan benyttes til at studere gener, som fx kan vaere
involveret i kraniofacial udvikling, herunder studier af, hvor-
dan defekter opstér. Indtil nu er der stort set kun tale om praek-
liniske studier, hvor forskellige dyremodeller er taget i brug
(11). I denne forskning teenker man ogsé pa muligheden for
terapi med dannelse af nyt vaev, sé kraniofaciale defekter kan
korrigeres med stamcellebehandling. Flere typer stamceller
benyttes: pluripotente embryonale stamceller (ESCs) eller in-
ducerede pluripotente stamceller (iPSCs). Veevsspecifikke me-
senkymale stamceller (MSCs), som er pavist i alveoleknogle,
parodontalligament og pulpa, har faet seerlig opmarksomhed
(Fig. 2). Genredigering af MSCs med CRISPR-Cas kan blive
nyttige redskaber i behandling af kraniofaciale, orale/dentale
og parodontale defekter (12,13).

CANCER

De fleste former for cancer er komplekse sygdomme, hvor flere
gener er involveret i patogenesen. Der kan vare flere mutatio-
ner, som fgrer til aktivering af onkogener og inaktivering eller
@ndring af tumorsuppressorgener. Et eksempel er mutationer
itumorsuppressorgen p53, som medfgrer, at cancerceller over-
lever og deler sig. Genet p53 er et af de vigtigste cancergener
og ses muteret ved omkring halvdelen af alle kreefttilfeelde hos
mennesket. Det er involveret i kontrol af cellecyklus, apoptose
og opretholdelse af genetisk stabilitet. Sma maengder p53 pro-
tein (TP53 = TumorProtein p53) er til stede i celler under »
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Terapeutisk genredigering med CRISPR-Cas
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Fig. 1. Genredigering kan ske ex vivo eller in vivo. Celler isoleres fra patienten og bliver transficeret ex vivo med redigeringsvaerktgjet (gensaksen). Transfektion sker pa
forskellige mader, og genredigerede celler kan gives tilbage til patienten. Blodceller er typiske celler, som redigeres ex vivo, mens muskelceller kan behandles direkte

in vivo ved hjzelp af virus eller nanopartikler som leverancemetode.

Fig. 1. Therapeutic genome editing with CRISPR-Cas. Genome editing can take place ex vivo or in vivo. Cells are isolated from the patient and transfected ex vivo with
the editing tool («gene scissors»). Transfection occurs in different ways and gene-edited cells can be returned to the patient. Blood cells are typical cells that are edited
ex vivo, while muscle cells can be treated directly in vivo using viruses or nanoparticles as the delivery method.

normale forhold og bidrager til at begreense de skader, som sker
icellerne. Forspg med CRISPR-Cas9 har vist, at onkogener kan
inaktiveres, og mutationer i tumorsuppressorgener kan repare-
res, sd veekst af tumorceller standser. Terapeutisk genredigering
er udfordrende (14-16).

Et af de klassiske kendetegn ved cancer ("hallmarks of can-
cer”) er, at tumorceller pé forskellig vis undgar at blive gen-
kendt og angrebet af immunsystemet. Immunterapi med for-
pget T-cellerespons kan udfgres ved, at T-lymfocytter isoleres
frablodet og genredigeres exvivo til at udtrykke rekombinante
kimaere antigenreceptorer (chimeric antigen receptors = CAR).
Cellerne, som fgres tilbage til patienten, kaldes CAR T-celler;
de vil binde sig til kraeftceller og aktivere T-celler hos patien-
ten. Dette kaldes CAR T-cellebehandling og har vist sig seerlig
vellykket til behandling af leukaemier og lymfomer; men der
arbejdes videre med at etablere CAR T-cellebehandling af fa-
ste tumorer (16).

INFEKTIONER/INFLAMMATIONER -

CARIES OG PARODONTITIS

Caries og parodontitis er blandt de hyppigst forekommende bio-
filmassocierede infektionssygdomme hos mennesket. Parodon-
titis er kompleks med inflammatoriske/immunologiske veertre-
sponser, som ogsé kan veare associeret med systemiske lidelser.
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Behandlingen kan veere rettet mod bakterier, som er udlg-
sende faktorer, og/eller direkte mod det inflammatoriske re-
spons, som kan give veevsskade.

En raekke forskellige CRISPR-Cas-systemer er blevet iden-
tificeret i det orale mikrobiom (17). Hvis ligeveegten (home-
ostasen) i det orale mikrobiom bliver forstyrret (dysbiose), kan
ugnskede mikroorganismer ggre skade, s sygdomme som fx
caries og parodontitis opstér (18). Elimination af ngglebak-
teriearter som Porphyromonas gingivalis i en dysbiotisk oral
biofilm kan give et bakteriesamfund i dynamisk ligeveegt (Fig.
3A) og reducere eller hindre inflammation. Dette lyder maske
enkelt; men flere typer af mikroorganismer og veertsresponser
er aktuelle i patogenesen og gor komplekse sygdomme som
parodontitis vanskelige at behandle.

Det vil nok veere ngdvendigt at inddrage flere strategier i
behandlingen af parodontitis.

CRISPR-Cas i det orale mikrobiom

Det orale mikrobiom bestar af et stort antal forskellige bakte-

riearter. Det ngjagtige antal kendes ikke helt klart; men i lit-

teraturen navnes typisk 700-1.000 arter.
CRISPR-Cas-systemer er udbredt i orale mikrobiota (19,20).

Bakterier, som associeres med caries og parodontitis, er seerligt

interessante. Streptococcus mutans danner syrer og ekstracellu-



leere polysakkarider (EPS), som er vigtige virulensfaktorer ved
udvikling af caries. Genet gtf koder for enzymet glukosyltrans-
ferase, som laver EPS. Gong et al. (2018) genredigerede gtf, s&
syntesen af EPS blev nedsat. Dette kan vere en metode til at
pavirke (fjerne, reducere) S. mutans biofilm (21).

P. gingivalis er en anaerob Gram-negativ bakterie i subgin-
gival biofilm og betegnes som et sakaldt “ngglepatogen” i ud-
viklingen af parodontitis. Denne bakterie bidrager som navnt
til dysbiose. P. gingivalis associeres ogsa med flere systemiske
sygdomme. Disse relationer er komplekse; men inflammation
er vigtig i denne sammenheng. Der er pavist forskellige klasser
og typer af CRISPR-Cas-systemer i P. gingivalis (22,23). CRI-
SPR-Cas ser ud til at forgges ved parodontitis; men det er endnu
uklart, hvilken betydning dette har for sygdomsudviklingen (se
nedenfor). Genredigering med henblik pé at fjerne P. gingivalis

|
Kklinisk relevans

Anvendelse af CRISPR-Cas-teknologi vil direkte og indirekte
fa stor betydning for fremtidens praekliniske og kliniske odon-
tologi. CRISPR-Cas vil vaere redskaber i studier af sygdomme,
give hurtigere og bedre diagnostik og indga i udvikling af ef-
fektive medikamenter til behandling af sygdom. Eksempelvis
er behandling af forskellige kraeftformer og infektioner under
udvikling. Regeneration af vaev og organer og fremstilling af
nye biomaterialer vil ogsa nyde godt af den nye teknologi.
CRISPR-Cas-teknologi vil sammen med andre molekylaer-
biologiske indsigter og applikationer, der muligggr hurtig
og pracis helgenom-sekventering, ggre praecisionsmedicin
til en realitet om fa ar.

Anvendelse af CRISPR-Cas i regeneration af vav og organer
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Fig. 2. Vavsspecifikke mesenkymale stamceller (MSCs) kan isolereres fra oralt vaev og genredigeres. Andre kropsceller kan reprogrammeres, sa de bliver inducerede
pluripotente stamceller (iPSCs), der ogsa kan genredigeres og benyttes til regeneration. Denne forskning er i en tidlig fase, hvor CRISPR-Cas er vigtige redskaber. Man
anvender dyremodeller for at forstd, hvordan veev og organer udvikles og differentieres. Pa sigt kan denne viden benyttes i behandling af fx kraniofaciale defekter og i

regeneration af forskellige orale vaev og strukturer.

Fig. 2. Use of CRISPR-Cas in tissue and organ regeneration. Tissue-specific mesenchymal stem cells (MSCs) can be isolated from oral tissue and genetically modified.
Other body cells can be reprogrammed to induce pluripotent stem cells (iPSCs) that can also be genetically modified and used for regeneration. This research is at an
early stage where CRISPR-Cas is an important tool. Animal models are used to understand how tissues and organs are developed and differentiated. In the long run,
this knowledge can be used in the treatment of e.g. craniofacial defects and in the regeneration of various oral tissues and structures.
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kan blive en del af terapien mod parodontitis og andre associe-
rede sygdomme i fremtiden (Fig. 3A og B).

CRISPR-Cas som redskab i immunmodulering
CRISPR-Cas9 er et af de redskaber, man har benyttet til at af-
montere eller fjerne gener i modelorganismer (fx dyremodeller
med mus). Flere typer af CRISPR-Cas kan pavirke molekyler/
signalstoffer i de reaktionsveje i kropsceller, som er knyttet til
inflammation. Dette kan vaere molekyler, som gger eller heem-
mer inflammation eller kan have andre effekter i patogenesen.
Detaljeret viden om dette kan danne grundlag for mélrettet og
persontilpasset behandling (praecisionsmedicin) af sygdomme
som parodontitis, pa engelsk kaldet “precision periodontics”
(24,25).

ANTIMIKROBIELLE MIDLER
Antimikrobiel resistens (AMR) er et stigende problem globalt.
Selv almindelige bakterieinfektioner, som hidtil har veeret enkle

atbehandle, kan blive umulige at kurere, hvis der udvikles AMR
mod de midler, vi har til rddighed i dag. Behovet for nye og ef-
fektive antimikrobielle midler er uhyre stort.

Der bliver brugt forskellige strategier til udvikling af nye
antimikrobielle midler (26,27). Eksempler pé naste genera-
tion af antimikrobielle midler kan vere peptider (syntetiske
og naturlige), bakteriofagterapi, bakteriociner (giftstoffer lavet
af bakterier) og antistoffer; men saerligt lovende er nukleinsy-
rebaserede antimikrobielle midler, som udvikles pd baggrund
af CRISPR-Cas-teknologien. CRISPR-Cas er yderst interessant
og vigtig, fordi bakterier med AMR kan fjernes selektivt. En
udfordring er at finde ud af, hvordan CRISPR-Cas bedst kan
fragtes ind til mélet, dvs. ind i bakterien. Bakteriofager kan
benyttes (Fig. 3B); men der stilles ogsé store forventninger til
anvendelse af nanopartikler til transport af andre specifikke
leegemidler (28).

CRISPR-Cas-systemer kan ogsa konstrueres, sa specifikke
patogene genotyper eller epidemiologiske isolater bliver elimi-

Elimination af patogene bakterier og hekaempelse af antimikrobiel resistens
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Fig. 3. A. Ved orale lidelser som caries og parodontitis vil der vaere ubalance (dyshiose) i bakteriesammensaetningen i biofilmen. For at oprette balance (eubiose) kan
aktuelle patogene mikroorganismer (gule) fiernes selektivt med CRISPR-Cas-redigerede bakteriofager. B. Bakteriofager kan ogsa redigeres med CRISPR-Cas, sa andre
ugnskede bakterier fiernes. Dette kan iseer benyttes mod bakterier med antimikrobiel resistens (AMR). AMR kan veere kodet fra bakteriekromosomet (blat) eller pa et

plasmid (grgnt).

Fig. 3. A. In the case of oral disorders such as caries and periodontitis, there will be an imbalance (dyshiosis) in the bacterial composition of the biofilm. To establish bal-
ance (eubiosis), relevant pathogenic microorganisms (yellow) can be selectively removed with CRISPR-Cas edited bacteriophages. B. Bacteriophages can also be edited
with CRISPR-Cas to remove other unwanted bacteria. This can be used especially against bacteria with antimicrobial resistance (AMR). AMR may be encoded from the

bacterial chromosome (blue) or on a plasmid (green).
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neret med programmeret bakteriedgd (29). Dermed kan man
undgé at bruge bredspektrede antibiotika og opretholde en be-
skyttende kommensal mikroflora (eubiose) (30,31).

ETISKE ASPEKTER
Verktgjerne til genredigering er blevet sé kraftige og effektive,
at etiske forskrifter er ngdvendige. Bekymringerne er seerligt
store, nér det geelder &ndringer i arvematerialet i fostre og
kensceller, fordi sddanne @ndringer nedarves. “Designer ba-
bies”, hvor foraldrene kan velge egenskaber pé det barn, der
skal fgdes, er absolut mulige. Det kan dreje sig om kgn, farve
pa gjne, har og hud, intelligens, hpjde m.m. Eksperter og an-
svarlige myndigheder og organisationer globalt (International
Summit on Human Genome Editing) fraréder og fordgmmer,
at genredigering bruges p& denne made. Genredigering pé fo-
stre og kgnsceller kan alligevel forekomme i forskningsgjemed,
beskrevet som en “translational pathway” (32).

Vi ser allerede nu, hvilken betydning terapeutisk genredige-
ring har og vil f4 for kliniske anvendelser. Vaerktgj og metoder
bliver stadig bedre og sikrere. Genredigering af somatiske cel-

ler exvivo eller in vivo ved behandling af forskellige sygdomme
vil fa stor betydning.

KONKLUSIONER
Det er nasten utroligt, at udviklingen af nye verktgjer til gen-
redigering er sket sa hurtigt og har fundet anvendelse i s man-
ge sammenhange. Nye og mere pracise CRISPR-Cas-vaerktg-
jer bliver udviklet. Ud over redigering af gener ved at klippe i
dobbelttrddet DNA kan nye vaerktgjer eendre byggeklodserne,
baserne i DNA, og regulere gener, sa de kan skrues af/under-
trykkes eller skrues pa/aktiveres eller tilfpre nye egenskaber
med stor precision.

Vikan forvente, at det hgje tempo i CRISPR-Cas-forskningen
vil give ny viden om patogenese, diagnostik og behandling af
en rakke sygdomme i de kommende &r. ¢

Hllustrationer er delvis udformet med Servier Medical Art temp-
lates, som er pd licens under Creative Commons Attribution 3.0
Unported License; https://smart.servier.com .

ABSTRACT (ENGLISH)

CRISPR-CAS: ACTUAL AND POSSIBLE APPLICATIONS

IN ODONTOLOGY

The Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR)-Cas system was first discovered and de-
scribed as adaptive immunity in prokaryotic organisms.
CRISPR-Cas provides protection against bacteriophages,
plasmids and transposons by incorporating short DNA se-
quences that previously infected, into the genome of the
prokaryotic organisms. Bacteriophages are recognized and
destroyed by nucleases upon reinfection. The technology was

further developed into an effective tool for genome editing of
eukaryotic organisms. And now, just a few years after the dis-
covery, this tool is suitable to be used in many applications.
Therapeutic genome editing, regenerative medicine, cancers,
infectious diseases, diagnostics and vaccine development are
relevant medical areas. All disciplines in the life sciences will
use these tools. However, there are many unsolved problems
that require the tools to be further improved so that they can
be delivered in a safe way to the cells and tissues for which
CRISPR-Cas will be used.
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