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+ CRISPR-Cas systemet er et effektivt verktay i redigering
av gener i ulike organismer

+ Teknologien utvikles stadig og har fatt mange
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» Strategier for leveranse av verktgy bor bli sikrere
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Oversiktsartikkel

CRISPR-Cas:
Aktuelle og mulige
anvendelser
i odontologi

Vidar Bakken

«Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats»
(CRISPR)-Cas systemet ble forst oppdaget og beskrevet som
adaptiv immunitet i prokaryote organismer. CRISPR-Cas gir be-
skyttelse mot bakteriofager, plasmider og transposoner ved at
korte DNA sekvenser som tidligere infiserte, blir bygd inn i geno-
met til prokaryote organismer. Bakteriofager gjenkjennes og blir
odelagt med nukleaser ved reinfeksjon. Teknologien ble videreut-
viklet til et effektivt verktoy til genredigering av eukaryote orga-
nismer. Og na, kun fa ar etter oppdagelsen vil dette verktoyet bli
brukt i mange applikasjoner. Genterapi, regenerasjonmedisin,
kreft, infeksjonssykdommer, diagnostikk og vaksineutvikling er
aktuelle medisinske omrader. Alle disipliner i livsvitenskapene har
tatt disse verktoyene i bruk. Det er likevel mange ulgste oppgaver
som krever at verktoyene blir ytterligere forbedret og at de kan
leveres pa en sikker mate til de celler og vev CRISPR-Cas anvendes
til.
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Helt siden oppdagelsen av at genomet bestaende av DNA dobbelt-
spiral, har utvikling av metoder for & manipulere DNA fascinert
mange forskere. Resultater fra denne forskningen har pa det medi-
sinske omradet gitt oss verktey til a4 forbedre diagnostikk, behand-
ling og forstaelse av patogenese for en rekke sykdommer.

Jennifer A. Doudna, Emmanuelle Charpentier og medarbeidere
publiserte i 2012 en nekkelstudie der de beskrev en forbedret utga-
ve av «gensaksen» CRISPR/Cas9 (1). Med denne gensaksen kan
arvestoffet i dyr, planter og mikroorganismer relativt enkelt foran-
dres eller redigeres. Doudna og Charpentier fikk Nobelprisen i kje-
mi i 2020 for dette arbeidet. I lopet av fa ar har forskningen pé
CRISPR-Cas ekspandert og videreutvikling av genredigering gir
nye muligheter. Selv om det fortsatt er et stykke vei til klinisk an-
vendelse ser utviklingen til & ga sa raskt at mye av dette kan na kli-
nikken i lopet av fa ar.

De nye genredigeringsmetodene er kraftfulle og effektive og det-
te betyr at etiske vurderinger er viktige. Nobelprisvinnerne opp-
summerte i 2014 historien bak CRISPR-Cas og sitt viktige bidrag
(2). P4 mindre enn ti ar etter dette har tusenvis av vitenskapelige
artikler blitt publisert. I det folgende gis det et innblikk i pagaende
forskning og mulige anvendelser av CRISPR-Cas teknologi i medi-

sinske/odontologiske fagomrader.
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Figur 1. Terapeutisk genredigering med CRISPR-Cas.

Genredigeringsverktay

Redskaper til & modifisere gener har vert tilgjengelig i flere tiar.
Restriksjonsenzymer ble beskrevet og tatt i bruk for ca. 50 dr siden.
Restriksjonsenzymer med ulike spesifisiteter ble isolert fra bakteri-
er. Senere konstruerte man genredigeringsverktoyene «Zinc Finger
Nucleases» (ZFNs) og «Transcription Activator-Like Effector Nu-
cleases» (TALENS) der forskerne selv kunne bestemme hvor DNA
skulle kuttes (3).

For mindre enn ti &r siden ble CRISPR-Cas systemet tatt i bruk i
genredigering. CRISPR-Cas systemer finnes i domenene Bacteria og
Archaea og gir disse mikroorganismene adaptiv immunitet mot bak-
teriofager, plasmider og transposoner (4,5). Undersekelser hittil viser
at ca. 50 % av bakterier og ca. 90 % av arker har CRISPR-Cas (6).
CRISPR-Cas systemet deles inn i to hovedklasser og flere typer og
subtyper. Mest brukt og best beskrevet er CRISPR-Cas9, men noen

anvendelser krever redigeneringsverktoy med andre egenskaper.

Hvordan brukes genredigeringsverktoyene?

Redigeringsverktgyene mé finne veien til genene i cellene som skal
redigeres. Leveranse er avhengig av hvilke organismer (dyr, planter,
bakterier) og typer vev eller celler som skal redigeres. Videre om

dette skjer in vitro, ex vivo eller in vivo. In vitro studier i laboratori-
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Genredigering kan skje ex vivo eller in vivo. Celler isoleres fra pasienten og blir transfektert ex vivo med redigeringsverktoyet (gensaksen).
Transfeksjon skjer pa ulike mater og genredigerte celler kan gis tilbake til pasienten. Blodceller er typiske celler som redigeres ex vivo, mens
muskelceller kan behandles direkte in vivo med bruk av virus eller nanopartikler som leveransemetode.
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et med celle- og vevskulturer, samt dyremodeller danner grunnla-
get for senere kliniske anvendelser. Metoder ma standardiseres og
optimaliseres. Leveranse av genredigeringsverktoy kan utfores pa
ulike mater (7,8). Overforing av arvemateriale (DNA og RNA) til
animalske celler kalles transfeksjon. Det mé lages en apning i eller
penetrasjon av cellemembraner for at arvemateriale skal nd malet.
Virus og bakterier gjor dette pa sine egne elegante mater nar celler
infiseres, og bruk av virus er en av matene som vi ogsa kan benytte.
Metodene for leveranse deles inn i hovedkategoriene nonvirale og
virale. Nonvirale metoder kan videre deles inn i kjemisk baserte,
ikke-kjemisk baserte og partikkelbaserte metoder. I virale metoder
benyttes ulike virus til transfeksjon.

CRISPR-Cas teknologien har pa kort tid blitt anvendt for pavis-
ning og behandling av genetiske sykdommer, kreft og infeksjons-

sykdommer (7,9). I det folgende gis noen eksempler pa dette.

Genetiske sykdommer og misdannelser

Arvelige sykdommer kan vere komplekse, men noen av de vanlig-
ste genetiske sykdommene skyldes mutasjoner i et enkelt gen. Ek-
sempler pa slike er Huntingtons sykdom, cystisk fibrose, sigdcellea-
nemi og Duchennes muskeldystrofi (DMD). DMD er en av de
vanligste arvelige muskelsykdommene. Genredigering med
CRISPR-Cas kan utferes pa ulike mater. Sigdcelleanemi kan be-
handles ved & genredigere hemapoietiske eller progenitorceller ex
vivo, mens for DMD skjer behandling av myogene celler direkte, in

vivo (10). Dette er eksempler pa terapeutisk genregulering av soma-
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REGENERASJON

Figur 2. Bruk av CRISPR-Cas i regenerasjon av
vev og organer.

Vevsspesifikke mesenchymale stamceller
(MSCs) kan isolereres fra oralt vev og
genredigeres. Andre kroppsceller kan
reprogrammeres slik at de blir induserte
pluripotente stamceller (iPSCs) som ogsa kan
genredigeres og benyttes til regenerasjon.
Denne forskningen er i en tidlig fase der
CRISPR-Cas er viktige redskaper. Dyremodeller
blir brukt for a forsta hvordan vev og organer
utvikles og differensieres. Pa sikt kan denne
kunnskapen benyttes i behandling av f.eks.
kraniofaciale defekter og i regenerasjon av
ulike orale vev og stukturer.

tiske celler (figur 1). Kjonnsceller kan ogsé redigeres og gi arvelige
endringer i eggceller, spermier og embryoer. Dette blir gjort med
dyr og planter, mens bruk av denne genredigeringsteknologien hos
mennesket er gjenstand for omfattende diskusjon der etiske aspek-

ter md avklares.

Regenerasjon av vev og organer

CRISPR-Cas kan benyttes til & studere gener som eksempelvis er in-
volvert i kraniofacial utvikling, inkludert hvordan defekter oppstar.
Dette er stort sett til na prekliniske studier der ulike dyremodeller er
tatt i bruk (11). I denne forskningen tenker man ogsé pad muligheten
for terapi med dannelse av nytt vev for & korrigere/rette opp kranio-
faciale defekter med stamcellebehandling. Flere typer stamceller be-
nyttes, pluripotente embryonale stamceller (ESCs) eller induserte
pluripotente stamceller (iPSCs). Vevsspesifikke mesenchymale
stamceller (MSCs) som er pavist i alveolarben, periodontalligament
og i tannpulpa har fatt spesiell oppmerksomhet (figur 2). Genredige-
ring av MSCs med CRISPR-Cas vil veere nyttige redskaper i behand-

ling av kraniofaciale, orale/dentale og periodontale defekter (12,13).

Kreft

De fleste former for kreft er komplekse sykdommer der flere gener
er involvert i patogenesen. Det kan vere flere mutasjoner som forer
til aktivering av onkogener og inaktivering eller endring av tumor-
suppressorgener. Et eksempel er mutasjoner i tumorsuppressorgen

p53 som medforer at kreftceller overlever og deler seg. Genet p53 er
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et av de viktigste genene ved kreft og er mutert i omlag halvparten
av krefttilfellene hos mennesket. Det er involvert i kontroll av celle-
syklus, apoptose og opprettholdelse av genetisk stabilitet. Sma
mengder p53 protein (TP53 = TumorProtein p53) er til stede i cel-
ler under normale forhold, i store mengder for & begrense skader
som skjer i celler. Forsok med CRISPR-Cas9 har demonstrert at
onkogener kan inaktiveres og mutasjoner i tumorsuppressorgener
kan repareres slik at vekst av tumorceller stanser. Terapeutisk gen-
redigering er utfordrende (14-16).

Et av de klassiske kjennetegnene ved kreft («hallmarks of can-
cer») er at tumorceller pa ulike mater unngér a bli gjenkjent og an-
grepet av immunsystemet. Immunterapi med okt T-cellerespons
kan gjores ved at T-lymfocytter isolert fra blod, genredigeres ex
vivo til 4 uttrykke rekombinante kimeere antigenresptorer (chime-
ric antigen receptors = CAR). Cellene som fores tilbake til pasien-
ten kalles CAR T celler som vil binde seg til kreftceller og aktivere
T-celler hos pasienten. Dette kalles CAR T cellebehandling og har
vist seg serlig vellykket til behandling av leukemier og lymfomer,
men det arbeides videre med a etablere CAR T cellebehandling av

faste tumorer (16).
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Figur 3. Eliminasjon av patogene bakterier og

Plasmid bekjempelse av antimikrobiell resistens.

A:Ved orale lidelser som karies og periodontitt
vil det veere ubalanse (dysbiose) i
bakteriesammensetningen i biofilmen. For

a opprette balanse (eubiose) kan aktuelle
patogene mikroorganismer (gule) fiernes
selektivt med CRISPR-Cas redigerte
bakteriofager.

B: Bakteriofager kan ogsa redigeres med
CRISPR-Cas slik at andre ugnskede bakterier
fiernes. Dette kan spesielt benyttes mot
bakterier med antimikrobiell resistens (AMR).
AMR kan veere kodet fra bakteriekromosomet
(blatt) eller pa et plasmid (grent).

Infeksjoner/inflammasjoner - karies og periodontitt

Karies og periodontitt er blant de vanligste biofilmassosierte infek-
sjonssykdommer hos mennesket. Periodontitt er kompleks med
inflammatoriske/immunologiske vertresponser som ogsa kan vzre
assosiert med systemisk lidelser. Behandling kan veere rettet mot
bakterier som er utlosende faktor og/eller direkte mot inflammato-
risk respons som kan gi vevsskade.

En rekke ulike CRISPR-Cas systemer har blitt identifisert i det
orale mikrobiom (17). Dersom likevekten (homeostasen) i det
orale mikrobiom blir forstyrret (dysbiose) kan uenskede mikro-
organismer gjore skade slik at sykdommer som f.eks. karies og
periodontitt oppstar (18). Eliminasjon av nekkelbakteriearter
som Porphyromonas ginigivalis i en dysbiotisk oral biofilm kan gi
et bakteriesamfunn i dynamisk likevekt (figur 3A) og redusere
eller hindre inflammasjon. Dette hores enkelt ut, men flere typer
mikroorganismer og vertsresponser er aktuelle i patogenesen og
gjor komplekse sykdommer som periodontitt vanskelig & be-
handle.

Flere stategier vil nok vere npdvendige i behandlingen av peri-
odontitt.
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CRISPR-Cas i det orale mikrobiom

Det orale mikrobiom bestar av et stort antall ulike bakteriearter.
Det noyaktige antall er ikke helt klart, men 700-1000 arter nevnes i
litteraturen.

CRISPR-Cas systemer er utbredt i oral mikrobiota (19,20). Bak-
terier som assosieres med karies og periodontitt er spesielt interes-
sante. Streptococcus mutans danner syrer og ekstracelulere poly-
sakkarider (EPS) som er viktige virulensfaktorer i kariesutvikling.
Genet gtf koder for enzymet glukosyltransferase som lager EPS.
Gong et al. (2018) genredigerte gtf slik at syntesen av EPS ble ned-
satt. Dette kan vaere en metode for & pavirke (fjerne, redusere) S.
mutans biofilm (21).

P. gingivalis er en anaerob Gram-negativ bakterie i subgingival
biofilm og betegnes som en sakalt «<nekkelpatogen» i utviklingen av
periodontitt. Denne bakterien bidrar som nevnt til dysbiose. P. gin-
givalis assosieres ogsa med flere systemiske sykdommer. Disse rela-
sjonene er komplekse, men inflammasjon er viktig i denne sam-
menheng. Ulike klasser og typer av CRISPR-Cas systemer er pavist
i P. gingivalis (22,23). CRISPR-Cas ser ut til a gke ved periodontitt,
men mer kunnskap er nedvendig for & forklare hvilken betydning
dette har for sykdomsutviklingen (se nedenfor). Genredigering for
a fjerne P. gingivalis kan bli en del av terapien mot periodontitt og

andre assisosierte sykdommer i fremtiden (figur 3A og B).

CRISPR-Cas som redskap i immunmodulering

CRISPR-Cas9 er et av redskapene som er benyttet for & skru av/
flerne gener i modellorganismer (f.eks. dyremodell med mus). Flere
typer av CRISPR-Cas kan pavirke molekyler/signalstoffer i reak-
sjonsveier i kroppsceller som knyttes til inflammasjon. Dette kan
vaere molekyler som gker/hemmer inflammasjon eller kan ha andre
effekter i patogenesen. Detaljert kunnskap om dette kan danne
grunnlag for malrettet og persontilpasset behandling (presisjons-
medisin) av sykdommer som periodontitt, pa engelsk kalt «precisi-

on periodontics» (24, 25).

Antimikrobielle midler

Antimikrobiell resistens (AMR) er et gkende problem globalt. Selv
vanlige bakterieinfeksjoner som til na enkelt har blitt behandlet,
kan bli umulig & kurere dersom AMR utvikles mot de midlene vi
har tilgjengelig i dag. Behovet for nye og effektive antimikrobielle
midler er svert stort.

Ulike strategier blir benyttet for & utvikle nye antimikrobielle
midler (26,27). Eksempler pa neste generasjon antimikrobielle
midler kan veere peptider (syntetiske og naturlige), bakteriofagtera-
pi, bakteriociner (giftstoffer laget av bakterier), antistoffer og spesi-

eltlovende er nukleinsyre-baserte antimikrobielle midler med bruk
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av CRISPR-Cas teknologien. CRISPR-Cas er sveert interessesant og
viktig fordi bakterier med AMR kan fjernes selektivt. En utfordring
er 4 finne ut hvordan CRISPR-Cas best kan fraktes inn til malet, i
dette tilfellet inn i bakterien. Bakteriofager kan benyttes (figur 3B).
Det stilles ogséa store forventninger til bruk av nanopartikler for
transport av andre spesifikke legemidler (28).

CRISPR-Cas systemer kan ogsa konstrueres slik at spesifikke pa-
togene genotyper eller epidemiologiske isolater blir eliminert med
programmert bakterieded (29). Dermed kan man unnga & bruke
bredspektrede antibiotika og opprettholde en beskyttende kom-

mensal mikroflora (eubiose) (30,31).

Etiske aspekter
Verktoyene for genredigering har blitt sa kraftige og effektive at etis-
ke forskrifter er nedvendige. Bekymringene er spesielt store ndr det
gjelder endring av arvestoff i embryoer og kjennsceller fordi slike
endringer arves. «Designer babies» der foreldrene kan velge egen-
skaper pa barnet som skal fodes er fullt mulig. Dette kan vere
kjonn, farge pa oyne, har og hud, okt intelligens, hoyde mm. Ek-
sperter og ansvarlige myndigheter og organisasjoner globalt (Inter-
national Sunmmit on Human Genome Editing) frarader og for-
demmer at genredigering brukes pa denne méten. Genredigering
péa embryoer og kjennsceller kan likevel skje i forskningseyemed,
beskrevet som en «translational pathway» (32).

Vi ser allerede na hvilken betydning terapeutisk genredigering
har og vil fa for kliniske anvendelser. Verktoy og metoder blir bedre
og sikrere. Genredigering av somatiske celler ex vivo eller in vivo

ved behandling av ulike sykdommer vil ha stor betydning.

Konklusjoner
Det er nesten utrolig at utviklingen av nye verktoy for genredige-
ring har gatt sa fort og funnet veien til s& mange ulike applikasjoner.
Nye og mer presise CRISPR-Cas verktoy blir utviklet. I tillegg til
redigering av gener ved a kutte dobbelttradet DNA kan nye verktoy
endre byggeklossene, basene i DNA og regulere gener slik at de kan
skrus av/undertrykkes eller skrus pa/aktiveres eller tilfore nye egen-
skaper med stor presisjon.

Vi kan forvente at det hoye tempoet i CRISPR-Cas forskningen
vil gi ny kunnskap om patogenese, diagnostikk, og behandling av

en rekke sykdommer i de nermeste arene.

Omillustrasjoner
Ilustrasjoner er delvis utformet med Servier Medical Art Templa-
tes som er lisensiert under Creative Commons Attribution 3.0 Un-

ported License; https://smart.servier.com
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