TEMA:

CRISPR-systemet
— at redigere gener

Mange har hgrt om CRISPR som et begreb, der drejer sig om
muligheden for redigering af gener, og som kan blive fremti-
dens metode til genterapi, inklusive diagnostik. I Den norske
tannlegeforenings Tidende og i Tandleegebladet praesenteres to
oversigtsartikler om CRISPR. Den fgrste artikel drejer sig om
principperne bag metoden med eksempler pa klinisk anven-
delse ved genredigering. Den anden artikel gar mere specifikt
ind i de mulige anvendelser i klinisk odontologi.

Teknologien betegnes korrekt CRISPR-Cas, hvor CRISPR
star for ”Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats” og Cas er forkortelsen for CRISPR-associeret protein.
Systemet kan bruges til at redigere i gener og er séledes en
"DNA-saks”. Den genetiske kode kan derfor praecist endres ved
klipning i gener og splejsning, hvorved det er muligt at flytte
rundt pa gener og eventuelt gennemfgre erstatning med et vel-
defineret stykke DNA. Dette er ikke det samme som genmodifi-
cering, hvor der indsattes “fremmede” gener i fx landbrugspro-
dukter (GMO). Det afggrende gennembrud ved udviklingen af
dette genetiske veerktgj skete i 2012 af Emmanuelle Charpentier
og Jennifer A. Doudna. De modtog Nobelprisen i kemi i 2020.

Dette nye vaerktgj baner vejen for nye terapier for alvorlige
sygdomme, som skyldes gendefekter. Teknologien kan ogsé
give hurtigere og bedre diagnostik og behandling af fx can-
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cersygdomme og infektioner, herunder udvikling af effektive
medikamenter, som muligvis vil kunne anvendes til at fjerne
antimikrobiel resistens.

Inden for det orale omrade er der pé sigt ogséd muligheder for
at forbedre behandling af caries og parodontitis ved at &@andre
orale bakteriers virulens overfor disse sygdomme. Der 8bnes
séledes i disse to artikler speendende visioner for fremtidens
behandling af sygdom i mundhulen.

Dette tema er kommet i stand pa initiativ af videnskabelig
redaktgr Nils Roar Gjerdet, Den norske tannlegeforenings Ti-
dende, og er planlagt i samarbejde med faglig-videnskabelig
redaktgr Nils-Erik Fiehn, Tandlagebladet. ¢
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ABSTRACT

CRISPR/Cas9, herefter forkortet CRISPR, er en mole-
kylaerbiologisk teknik, der ggr det muligt at foretage
andringer i cellers arvemasse, altsa at editere i ge-
nerne. Metoden tillader, at man meget praecist kan
finde et bestemt sted i cellens DNA og her klippe
DNA’et over og/eller erstatte det med et veldefine-
ret stykke DNA. Metoden ggr det muligt at behandle
patienter med sygdomme, der har en genetisk bag-
grund, og er desuden et fantastisk forskningsvaerk-
t@j, som tillader studier i laboratoriet af forskellige
geners betydning for cellers vaekst og funktion.
Geneditering med CRISPR er én af en raekke beslaeg-
tede, men dog forskellige, teknikker, som har det til
faelles, at de giver mulighed for at introducere en
preecis a&endring af en forudbestemt position i arve-
massen, altsa at "gen-editere”. CRISPR-teknikken
adskiller sig fra tidligere metoder ved, at den i ud-
gangspunktet er let tilgaengelig, er billig og bygger
pa et relativt simpelt princip. | det fglgende vil der
blive gjort kort rede for udviklingen af CRISPR, hvor-
for teknikken kom til at revolutionere forskningen
inden for alle grene af life science og det potentiale,
CRISPR-teknikken giver hab for som naeste genera-
tions genterapeutiske behandling af patienter med
genetiske sygdomme.

EMNEUH CRISPR/Cas9 | gene editing | indel | genetic
therapy | knockout
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ET HAR LZNGE VZERET ET STORT ONSKE
blandt forskere at kunne foretage kon-
trollerede og specifikke @ndringer i cel-
lers arvemasse for derved at kunne stu-
dere og helbrede sygdomme. Et synligt
bevis herpé er, at flere af de sidste mange
artiers Nobel-priser er givet til forskere for
udvikling i sddanne metoder (1) og senest
iar for udvikling af CRISPR til editering af
gener. (https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2020/
press-release/).

CRISPR, som star for Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, er betegnelsen for et bakterielt genom-
réde, som koder for de komponenter, der bruges til preecist at
udfgre aendringer i cellers arvemasse. Fgr opdagelsen af CRI-
SPR havde metoderne til geneditering veeret behaftet med
manglende pracision og/eller anvendelse af meget ressour-
cekreevende procedurer. Dette 22ndrede sig med udviklingen af
de sakaldte "nuklease-baserede” genediteringsteknikker; zinc
fingers (ZFN), transcription activator-like effector nucleases
(TALEN) og Meganuklease sidsti 1990’erne (2). Disse nuklea-
ser er enzymetr, der klipper DNA-strengen over, hvorved de lige-
som CRISPR forérsager dobbeltstrengsbrud (begge de to DNA-
strenge, som arvemassens DNA bestér af, klippes over) pé et
forudbestemt sted i arvemassen (Fig. 1). Vi kan som forskere
udnytte de fire for neevnte (ZFN, TALEN, Meganukleaser og
CRISPR) molekylare gensakse til at “klippe” et specifikt sted
i DNA’et i celler. Metoderne giver herved forskere mulighed
for at designe deres gensaks til at klippe pa et forudbestemt
sted i genomet, hvorved man effektivt og pracist kan andre,
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Fig. 1. A. CRISPR/Cas9-editering foregar ved, at Cas9-nukleasen binder sig til crRNA:tracrRNA. Nar Cas9/crRNA:tracrRNA-komplekset overfgres eller udtrykkes i celler, diri-
geres komplekset via crRNA-sekvensen til et defineret sted i arvemassen, hvor det forarsager et dobbeltstrengsbrud. B. Dobbeltstrengsbruddet er saledes det primaere ud-
fald efter CRISPR/Cas9-editering og repareres af cellens eget reparationsapparat, som overvejende bestar af non-homologous end joining (NHEJ) eller homology directed
repair (HDR). | CRISPR/Cas9-sammenhaenge fgrer NHEJ til fejlagtig reparation, hvor der indsaettes eller fiernes DNA i dobbeltstrengsbrudsstedet (sdkaldte InDel’s), som kan
fore til geninaktivering (knockout). €. Ved HDR-medieret editering tilfgres celler et stykke "reparations”-donor-DNA sammen med CRISPR/Cas9, som sa via de homologe
sekvenser (flankerer det med r@dt angivne donor-DNA) indszettes i dobbeltstrengsbrudsstedet.

Fig. 1. A. CRISPR/Cas9 is initiated through assembly of Cas9 and crRNA:tracrRNA complex. After cellular entry into the nucleus, the genome is scanned for identity with
CrRNA sequence, in which case a doublestrand break is induced by the Cas9/crRNA:tracrRNA complex at the target site. B. A doublestrand break is thus the primary
outcome after CRISPR/Cas9 editing and is repaired by the cellular repair apparatus. Cellular repair consists of the two main repair pathways, non homologous end
joining (NHEJ) and homology directed repair (HDR). In the context of CRISPR/Cas9 editing, NHEJ mediated repair leads to flawed repair and introduces insertions and/
or deletions at the edited site (so called InDel’s are induced) that result in abrogation of gene function or gene “knockout”. €. In the presence of an appropriate repair
donor template with homologous arms flanking the donor-DNA (marked in red) insertion of the DNA donor is mediated by HDR at the doublestrand break point induced

by /Cas9/crRNA:tracrRNA complex.

fjerne eller indsette DNA-sekvenser i cellers arvemasse. End-
videre har alle fernavnte gen-editeringsteknikker vist sig an-
vendelige pd hele organismer af forskellig oprindelse, lige fra
planter, insekter og fisk til mennesker (3-6). Grundet CRISPR’s
simple virkemekanisme stilles der serligt store forhdbninger
til teknologiens anvendelse i genterapeutiske sammenhenge
i mennesker (7).

HVORDAN VIRKER CRISPR?

I bakterier bruges CRISPR-systemet som forsvar mod infek-
tion af bakteriofager (en type virus, der angriber bakterier).
CRISPR-genregionen i bakteriers arvemasse koder for bade de
funktionelle nukleaseproteiner, som kan betragtes som mole-
kyleere "DNA-sakse”, der udgver DNA-klipningen (kaldet Cas-
proteiner, forkortelse for CRISPR-associerede proteiner) og
de associerede CRISPR RNA-molekyler, som specifikt gen-
kender DNA-positioner i bakteriofagens arvemassen som en
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slags GPS. Jennifer Doudna og Emmanuelle Charpentier (8)
beskrev som de fgrste den molekylare virkningsmekanisme
for de komponenter, som CRISPR lokus fra bakterien Strep-
tococcus pyogenes koder for. Et af disse er nukleaseproteinet,
Cas9, herefter kaldt SpCas9. SpCas9 nukleasen kan klippe
i DNA pa et selvbestemt sted og er dirigeret af et nuklease-
associeret CRISPR RNA-kompleks, som bestér af et CRISPR
RNA (crRNA) molekyle, som specifikt genkender det gnskede
genomiske lokus og et transaktiverende CRISPR RNA (tra-
crRNA) (se Faktaboks 1). Det revolutionerende ved SpCas9
opstod, da uafhangige forsgg i 2013 viste, at SpCas9-funkti-
onaliteten kunne overfgres fra bakterier til eukaryote celler,
deriblandt menneskeceller (9-11). SpCas9 er siden da blevet
forskeres foretrukne genetiske veerktgj, som ggr os i stand til
nemt og preecist at ndre pa celler, vaev og organismers ge-
ner. I det fplgende ser vi pd det molekylaere princip, hvorved
SpCas9 fungerer. >
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SpCas9 er til dato den mest velbeskrevne nuklease. Speci-
ficiteten af, hvor SpCas9-saksen skal klippe, bestemmes ude-
lukkende af det associerede crRNA-molekyle (GPS’en), der
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Geneditering: Genredigeringsteknik, som involverer
cellulzere DNA-reparationsmekanismer til introduk-
tion af positionsspecifikke @ndringer i et eller flere

gener.

CRISPR

Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats (CRISPR) er betegnelsen for et lokus, som
findes i op imod 50 % af alle bakterier. CRISPR-lokus
findes kun i bakterier, og i Streptococcus pyogenes
indeholder det genetiske lokus-genet kodende for
et nukleaseprotein kaldet Cas9 (CRISPR-associerede
protein 9, SpCas9) og RNA-molekylerne crRNA
(CRISPR-RNA) og tracrRNA (transactivating CRISPR-
RNA). crRNA og tracrRNA gar sammen og danner

et kompleks og associerer sig med Cas9-nuklea-
seproteinet. Det aktive molekylare CRISPR/Cas9-
nukleasekompleks bestar saledes af Cas9-nuklease,
kompleksbundet til crRNA;tracrRNA-komplekset.
SpCas9-nukleaseproteinet bestar af to domaneom-
rader, et der under givne omstaendigheder er i stand
til at binde en specifik DNA-sekvens i arvemassen
(kaldet REC-domaenet), og den anden del indeholder
evnen til at kunne klippe DNA’et og fgrer til dobbelt-
strengsbruddet (nukleasedomaenet kaldet NUC). Nar
REC-domaenet associerer sig med crRNA-molekylet,
muligggr 20 baser indeholdt i crRNA’et genkendelse
af den tilsigtede specifikke DNA-sekvens i arvemas-
sen. Desuden indeholder NUC-domanet et omrade,
som genkender en specifik DNA-triplet-sekvens
kaldet PAM-sekvensen (5’-NGG-3’, hvor N kan vaere
en vilkarlig base), som skal veere til stede i det
omrade, hvortil SpCas9/crRNA skal binde og klippe.
Nar SpCas9/crRNAet derefter har fundet og bundet
sig til det eftersggte DNA-omrade indeholdende de
20 baser, som genkendes af crRNA-sekvensen plus
PAM-sekvens, udlgses NUC-domaenets evne til at
klippe DNAet, hvilket fgrer til et dobbeltstrengsbrud
af DNA'et. Dobbeltstrengsbruddet repareres derefter
udelukkende af det cellulaere DNA-reparationsappa-
rat.
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ved genetisk sekvensmatch mellem crRNA og en given DNA-
sekvens via baseparring er i stand til at dirigere saksen hen
til det sted i arvemassen, hvor der skal klippes af SpCas9-
nukleasen. Badde SpCas9 og det ngdvendige crRNA-moleky-
le kan nemt fremstilles i laboratoriet og/eller erhverves fra
forskellige firmaer, der er specialiseret i udviklingen af disse
produkter. Samtidig muligggr den efterhdnden meget preecise
kortleegning af et utal genomer fra forskellige organismer,
deriblandt menneskets genom, at forskere nemt kan finde den
sekvens, der gor det muligt at designe crRNA-molekylet, s&
SpCas9/crRNA-komplekset klipper lige preecis der, hvor man
vil have det. Letheden, hvorved CRISPR/SpCas9 virker sam-
menholdt med det faktum, at forskere i genediteringsfeltet
har gjort deres genediteringsreagenser tilgaengelige for an-
dre forskere via non-profit organisationen Addgene (https://
www.addgene.org/crispr/), har bidraget til, at CRISPR i den
grad har "demokratiseret” den genteknologiske forskning i
alle grene af akademi og life science. De reagenser, der er
ngdvendige for udfgrelsen af CRISPR/SpCas9, kan erhverves
fra bl.a. Addgene, hvilket muligggr, at genediteringsforsgg
kan igangseettes af alle typer forskningsgrupper og uden store
pkonomiske omkostninger.

DET PRIM/ZRE RESULTAT EFTER GEN-EDITERING

Et dobbeltstrengsbrud kan under normale celluleere omsten-
digheder effektivt repareres korrekt af cellens reparations-
apparat. De to dominerende cellulere reparationssystemer
er non-homolog end joining (NHEJ) og homologi-dirigeret
reparation (HDR), som virker pé helt forskellige mader (3)
(Fig. 1). NHEJ er en effektiv reparationsmekanisme, der sam-
mensatter DNA-ender efter et dobbeltstrengsbrud, men kan
under ekstraordinere omstendigheder, som eksempelvis nar
SpCas9/crRNA vedvarende forérsager dobbeltstrengsbrud pa
samme position i arvemassen, fordrsage mutationer i form af
indsettelse eller elimination af nukleotider pé reparationsste-
det. De SpCas9/crRNA-forérsagede mutationer betegnes ved
henholdsvis insertioner og deletioner (InDels). Gener, der ko-
der for proteiner, afleses som kodons, bestdende af tripletter
af tre nukleotider, der samlet koder for de aminosyrer, som
proteiner udggres af. Nar der sdledes indsattes eller fjernes
nukleotider i SpCas9/crRNA-editerede gener, forskydes den
protein-kodende del af genet, og der opstdr et skift i leese-
rammen ("frame shift”), der fgrer til inaktivering af genfunk-
tion, ogsd betegnet som "knockout” af genet (Fig. 1). Populeert
kan man sige, at der kommer “stavefejl” i genet, som s ikke
kan afleeses korrekt i forbindelse med cellens produktion af
protein, hvorved proteinet ikke kan laves korrekt og gar til
grunde i cellen.

HDR er i udgangspunktet en ngjagtig og fejlfri reparations-
mekanisme baseret pa tilstedevaerelsen af en homolog DNA-
sekvens, der anvendes som skabelon til at reparere dobbelt-
strengsbruddet. Mekanismen krever, at enderne af DNA-ska-
belonen er identiske med enderne af dobbeltstrengsbruddet,
sdledes at enderne har overlappende og ens DNA-sekvenser
mellem de to DNA-stykker. Man kan séledes ”snyde” cellens
HDR-apparat til at indsatte et selvvalgt DNA-stykke place-



ret mellem de homologe DNA-sekvenser, identiske med det
omréde i arvemassen, hvor man vil indsatte den selvvalgte
DNA-sekvens. En sddan indsatning har vist sig at veere mest
effektiv, ndr man forst laver et genediteringsinduceret dob-
beltstrengsbrud, eksempelvis med SpCas9/sgRNA, hvorefter
indseetningen af den selvvalgte gensekvens sker i brudstedet
via de homologe sekvenser og ved hjelp af det cellulaere HDR-
reparationsapparat.

Sammenfattende sé resulterer CRISPR/SpCas9 genedite-
ring i mangel pa tilstedeveerelse af en selvvalgt DNA-sekvens i
to mulige reparationsudfald af dobbeltstrengsbruddet; 1) re-
paration, hvor proteinfunktionen bibeholdes eller 2) forkert
reparation med deraf fglgende inaktivering/”knockout” af gen-
funktion. I tilstedeverelse af en selvvalgt DNA-sekvens eksi-
sterer disse udfaldsmuligheder sammen med muligheden for
HDR-medieret integration af den selvvalgte DNA-sekvens pé
dobbeltstrengsbrudstedet.

UDFORDRINGER VED TERAPEUTISK ANVENDELSE

AF CRISPR/SpCas9

Trods det, at CRISPR utvivlsomt har revolutioneret forsknin-
gen, er der endnu en raekke betragtninger, der skal afdzekkes,
for CRISPR/SpCas9 kan anvendes generelt, sikkert og preecist
i terapeutiske sammenhange. Det er sdledes endnu uklart,
hvorvidt CRISPR/SpCas9 under givne omstendigheder kun
Klipper der, hvor man har til hensigt, at der skal klippes i arve-
massen, eller om der ogsd klippes pa ikke tilsigtede steder, et
begreb kaldet "off-target” klgvning. Et tiltag rettet mod ned-
bringelse af "off-target”-effekter spger forskere at opna ved
at forbedre SpCas9’s specificitet ved optimering af proteinets
sekvenssammensatning (12). Et andet endnu uklart forhold
vedrgrer, hvorvidt CRISPR/SpCas9 dobbeltstrengsbruddet
fgrer til uopdagede strukturelle eendringer i arvemassen, et
forhold som er papeget i nylige studier (13). Endelig s& fore-
star effektiv introduktion af CRISPR-reagenserne til de rette
celler og veev som den nok stgrste udfordring for terapeutisk
anvendelse af geneditering som genterapi. For nerverende
er de foretrukne leveringsmetoder baseret pa enten virale el-
ler non-virale strategier. Udfordringen bestar her i, at bade
non-virale og viralt baserede metodikker endnu ikke i tilstraek-
kelig grad er vaevsspecifikke. De viralt baserede metoder er
baseret pa genvektorer afledt fra bl.a. retrovirus, lentivirus,
og adeno-associeret virus, som alle er karakteriseret ved at be-
sidde en hgj transduktionseffektivitet (hgj evne til at inficere
celler), og mange af disse er godkendt til klinisk anvendelse.
Dog er risikoen for malign transformation af editerede celler
(cancerudvikling) som fglge af integration af den virale vek-
tor i veertscellens arvemasse en fortsat bekymring. Seerligt
dette forhold taler for en fortsat udvikling af de non-virale
leveringsteknologier, som bade nedsetter bekymringerne i
forhold til sikkerhed og et ukontrolleret immunrespons ved
levering in vivo (14,15).

I det folgende gives eksempler pé de forste anvendelser af
nuklease-baseret genterapi, hvor sigtet i alle tre eksempler har
veeret opnéelse af geneditering medieret “knockout”-effekten
i patientceller.
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CRISPR har varet en afggrende og sand ”"game changer” for
en lang rekke vigtige opdagelser i grundvidenskabelig aka-
demisk og life science-forskning. CRISPR-medieret editering
bestar af tre enkelte og let tilgaengelige komponenter, Cas9,
crRNA og tracrRNA som i et kompleks muligggr, at stort set
enhver sekvens i enhver organismes arvemasse kan edite-
res helt ned til mindste enhed, dvs. enkelt nukleotid-niveau.
Specificiteten af Cas9 udggres udelukkende af de 20 nukleo-
tider, der indgar i crRNA-enheden, og Cas9 kan derfor med
lethed reprogrammeres til at genkende en vilkarlig sekvens
blot ved @&ndring af sekvensen af de 20 nukleotider i crRNA-
molekylet. Der er derfor knyttet store forhabninger til, at CRI-
SPR kan bane vejen for en raekke nye terapier, hvor sigtet er
at korrigere for gendefekter i patienter, der fgrer til alvorlige
sygdomme. Teknikkens enorme terapeutiske potentiale il-
lustreres bedst ved de > 45 igangvaerende kliniske fase 1- og
2-afprgvninger af CRISPR/Cas9-baserede terapier indenfor
sa forskellige indikationer som: cancer, blodsygdomme, in-
fektionssygdomme, gjensygdomme mfl. For yderligere in-
formation og overblik henvises til crisprmedicinenews.com.

DE FORSTE EKSEMPLER PA KLINISK ANVENDELSE

AF GENEDITERING BASERET PA GENTERAPI

Geneditering er som tidligere naevnt ikke kun begraenset til CRI-
SPR/SpCas9, men omfatter ogsd ZFNs og TALENSs. Begge disse
metoder har succesfuldt og som de fgrste vaeret anvendt i tera-
peutiske sammenhange. Det forste kliniske studie baseret pa
geneditering var baseret pa anti-HIV-behandling af HIV-positi-
ve patienter (16). Studiet viste, at ZFN-medieret ex vivo “knock-
out”/inaktivering af HIV co-receptorgenet CCR5 i blodceller
effektivt forhindrer HIV-reinfektion af reintroducerede edite-
rede CCR5-negative blodceller i patienten. Det andet kliniske
genediteringseksempel var inden for cancerimmunterapifeltet
(17). I dette studie vistes, at man ved elimination/”knockout”
af bestemte T-celle-overfladeproteiner i ex vivo-fremstillede T-
celler var i stand til mere effektivt at dreebe cancerceller. Disse
T-celler, sdkaldte CAR-T-celler, modificeres yderligere sdledes,
at de pé celleoverfladen udtrykker rekombinante receptormo-
lekyler, der specifikt er rettet mod cancercellen. Dette studie
lagde ydermere grund til anvendelse af et allogent/universelt,
sdkaldt ”off the shelf”, celleterapiprodukt.

Endnu et eksempel pé klinisk anvendelse af CRISPR-baseret
genterapi er netop rapporteret. Det terapeutiske sigte i dette
studie var genetablering af funktionelt haemoglobin i en af de
hyppigst forekomne monogenetiske potentielt livstruende syg-
domme, som skyldes enkelt nukleotid-mutationer i genet, som
koder for 3-globin. Studiet beskriver anvendelse af CRISPR-
baseret elimination/”knockout” af genet BCL11A. BCL11A gen-
produktet nedsetter normalt tilstedeveerelsen af fgtal y-globin
irgde blodceller. En reduceret cellulaer BCL11A tilstedevaerelse
vil dermed fore til pget y-globin, som er i stand til at genetab- »
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FAKTABOKS 2
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Epidermolysis bullosa (EB)-typer:

N\

Epidermolysis bullosa simplex (EBS), hvor bullae
opstar i epidermis, dvs. over basalmembranen
(BM).

Junctional EB (JEB), hvor bullae opstar i basal-
membranen.

Dystrofisk EB (DEB), hvor bullae opstar i den
gverste del af dermis.

Kindler syndrom (KS), hvor bullae opstar flere
steder i huden.

Alle kan have orale manifestationer.
I snit fgdes 1 barn/ar i Danmark med EB (19).
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lere funktionen af dysfunktionel haemaglobin i seglcelleanaemi
hos 3-globin-patienter. I studiet beskrives anvendelsen af denne
strategi for henholdsvis en beta-thalassemi- og en seglcelle-
anami-patient fulgt over en 12 maneders periode, som viste
vedvarende forhgjede fotal-y-globin-niveauer i hele perioden
og i begge patienter (6).

FORS@G MED BRUG AF CRISPR-TEKNOLOGI RELATERET
TIL ORALE PATOLOGISKE TILSTANDE

Iblandt de mange forsgg, der for tiden udferes for generelle
sygdomme, findes ogsa sygdomme, der direkte kan afficere

Editering af humane celler til veevsdannelse

mundhulen. Et eksempel pa dette er epidermolysis bullosa
(EB) (se Faktaboks 2). EB er en bullgs lidelse, som er karak-
teriseret ved déarlig tilheeftning af epitelet til de underliggende
bindevav, dvs. et ustabilt epitel. Den darlige tilheftning opstér
pa grund af mutationer i generne, der koder for epitelcellers
cytoskeletproteiner, adhasionsproteiner eller gener relateret
til basal lamina-proteiner (Faktaboks 2). EB findes i forskel-
lige former: en recessiv dystrofisk (RDEB), en dominant dys-
trofisk, en junctional og en simplex form, og alle disse former
kan have orale manifestationer. Ved den recessive dystrofiske
form ses ofte mutationer i Collagen7A1-genet. Collagen 7 er
et protein, som er essentielt i basallamina mellem bindevaev og
epitel, og et darligt eller ikke fungerende Collagen 7 medforer
en ikke fungerende basallamina og dermed darlig tilheftning
af epitelet til bindevaevet. Patienterne fér store bullae og sar ved
let bergring, indtag af fede, tandbgrstning m.m. Patienterne
far malformationer/misdannelser pa grund af ardannelse pa
huden og dgr ofte tidligt grundet infektioner gennem hud og
mave-tarm-kanalen. Dental hygiejne er smertefuldt og slimhin-
deleederende. EB er en genetisk lidelse med store konsekvenser.

P& ”Department of Pediatrics, University of Minnesota” i USA
har Mark Osborn, Jacub Tolar og deres gruppe laenge arbejdet
for at forbedre behandlingen af EB-patienter og finde en mulig
kur mod sygdommen. En af de metoder, de har undersggt, er at
bruge CRISPR-teknologien til at korrigere i patienternes gener,
sa deres celler igen kan lave et funktionelt Collagen 7 for derved
at sikre, at epitelet bedre kan haenge fast. De har dyrket fibrobla-
ster fra patienterne, og ved brug af CRISPR-baseeditering kor-
rigeret det ikke-funktionelle COLL7A1-gen i laboratoriet. Disse
fibroblaster har de sa testet i mus og set, at de kan lave en fin
basal lamina med et funktionelt collagen 7-protein. P4 Odon-
tologisk Institut i Kebenhavn har vi etableret en model for hud
eller mundslimhinde, som kan dyrkes i laboratoriet og bruges

Epidermis

Dermis

Fig. 2. A. Kunstig hud (organotypisk hudmodel) lavet med normale keratinocytter og fibroblaster fra EB-patient. Epidermis slipper ved basalmembranen og danner bulla.
B. Kunstig hud lavet med normale keratinocytter og genetisk korrigerede fibroblaster. Epidermis adhzererer til dermis som i rask hud. Stjerner viser bulla.

Fig. 2. A. Human artificial skin (organotypic culture) generated with normal keratinocytes and fibroblasts from an EB patient. The epidermis is detached from the base-
ment membrane generating bulla. B. Artificial skin with normal keratinocytes and gene-edited fibroblasts. Epidermis adheres to the basement membrane as in healthy

skin. Asterisks depicts bulla.
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til at teste funktionen af proteiner i et veev udenfor kroppen. Vi
har derfor i samarbejde med Mark Osborn og Jacub Tolar af-
provet, om disse celler ogsa kan virke i et humant veev udenfor
kroppen (18) (Fig. 2). P4 figuren ses til venstre et billede med
de syge celler, hvor epitel og bindevev ikke heenger sammen,
og til hgjre et billede med de genetisk korrigerede celler, hvor
epitel og bindeveev heenger fint sammen. Dette studie giver store
forhdbninger om mulig behandling for EB-patienter ved brug
af geneditering. De raske celler kan gives tilbage til patienterne
og vil langsomt overtage de syge celler lokalt. Editeringen kan
ogsé foretages i stamceller fra knoglemarven og transplanteres
tilbage til patienten. Herved vil de korrigerede celler langsomt
overtage alle fibroblaster i EB-patienten.

ABST

CRISPR/Cas9: A METHOD FOR USE IN THE NEXT
GENERATION GENE THRAPIES

CRISPR technology enables modification of genomes by gene
editing. The method allows for precise targeting of specific
loci in cellular DNA followed by site specific cutting of the
DNA and/or integration of a defined piece of DNA. CRIPSR
has been shown to enable treatment of patients carrying
genetic disease and in addition is a fantastic research tool
that allows for research in gene function in relation to cell
proliferation and function.

KONKLUSIONER

De programmerbare nukleasebaserede genediteringsteknikker
har vist sig at have et keempe potentiale i en rackke forsknings-
felter, herunder basal, bioteknologisk og biomedicinsk forsk-
ning. Forskningsresultater med disse teknikkers anvendelse har
demonstreret vaesentlige bidrag i udviklingen af terapeutiske
strategier for en raekke forskelligartede humane sygdomme,
hvor CRISPR/Cas-metodikken seerligt har vist sig som effektivt
at kunne editere specifikke genloci, hvilket skaber forhdbning
for dets anvendelse som neste generations genterapi (se CRI-
SPR/Cas9, klinisk relevans, faktaboks). ¢

CT (ENGLISH)

CRISPR based gene editing comprises several related tech-
nologies that share the potential of introducing precise
modification of desired positions in the genome, known as
editing. However, CRISPR distinguishes itself from other edit-
ing technologies, by being easily accessible and based on a
relatively simple principle. In the following a brief summary
of the development of CRISPR is given, why the technology
revolutionized research in all aspects of life science and the
potential that CRISPR holds as the next generation gene
therapy for treatment of patients with genetic disease.
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