Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

Anteckningar till PPT 5

Medicinska tillampningar

1-2

Undervisningsmaterialet har tagits fram av Genteknikndmndens kansli och
Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024). Gentekniknadmnden &r
en myndighet som ska sprida kunskap om genteknik samt 6verse en etisk an-
vandning av genteknik. Mer information finns pa www.genteknik.se.

Detta ar del 5 i foreldsningsserien CRISPR/Cas9 och den gentekniska revolutio-
nen.
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Larandemal PPT 5:
« Foérstd vad mutationer ar och hur de kan leda till olika sjukdomar

« Forstd skillnaden mellan om olika sorters mutationer

* Hur genterapi kan anvidndas for behandling av genetiska sjukdom och vad som
ar mojligt att gora

» Forsta skillnader mellan olika sorters genterapier och kunna jamféra genterapi
med CRISPR/Cas9 med andra former av genterapi

« Kunna redogdra fér hur man nar patientens celler med ex vivo och in vivo

» Kort kdnna till lagstiftning och godkdnnande av terapier

 Forstaelse for hur CRISPR/Cas9 fungerar som behandling av blodsjukdomarna
beta-thalassemi och sicklecellanemi

Innehallet kan kopplas till:

Amnesplanen i biologi fér grundskolan

* Kunskaper om biologins begrepp och forklaringsmodeller for att beskriva och
forklara samband i naturen och manniskokroppen.

+  Fdrméga att anvianda biologi for att granska information, kommunicera och ta
stallning i fragor som rér miljé och hilsa.

Centrala innehéllet i biologi fér ak 7-9

« Nagra gentekniska metoder samt majligheter, risker och etiska fragor kopp-
lade till genteknik.

’\‘,\‘ Undervisningsmaterialet har tagits fram av
J v Genteknikndmndens kansli och Nationellt
Gentekniknamnden resurscentrum for biologiundervising (2024). Allt UPPSALA
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Amnesplanen i biologi fér gymnasiet

*  Kunskaper om biologins begrepp, modeller, teorier och arbetsmetoder samt
forstdelse av hur dessa utvecklas.

* Kunskaper om biologins betydelse fér individ och samhalle.

Centrala innehallet i biologi 1

* Arvsmassans uppbyggnad samt arftlighetens lagar och mekanismer. Celldel-
ning, dna-replikation och mutationer.Genernas uttryck. Proteinsyntes, mono-
gena och polygena egenskaper, arv och miljé.

+ Genetikens anvandningsomraden. Mojligheter, risker och etiska fragor.

Centrala innehéllet i biologi 2

« Cell- och molekylédrbiologins anvandningsomraden. Mdjligheter, risker och
etiska fragor.
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Nagra viktiga begrepp att kanna till:

* Vi sager genomredigering och inte genredigering. Det &r samma sak, men det
ar mer korrekt att sdga genomredigering eftersom det inte alltid ar gener som
andras.

* Gensaxar ar de verktyg som anvands for genomredigering

* Ibland skriver vi CRISPR/Cas och 9:an ”saknas”, det beror péa att fler Cas-en-
zym kan anvidndas

* CRISPR/Cas9 ar den absolut vanligast gensaxen och den vi kommer att foku-
sera pa.
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Lat eleverna fundera och prata en kort stund tillsammans forst.
Stod till diskussion:

+ Mutationer &r férandringar som uppstar i DNA-sekvensen. De kan uppsté
spontant eller pé& grund av yttre paverkan.

« Spontant uppstar mutationer till exempel nar allt DNA i en cell ska kopieras
infér en celldelning — kopieringsfel. Mutationer uppstar ocks& nar DNA gar
sénder, till exempel genom viss stralning och cellen lagar DNAt - lagningsfel.
Alla har mutationer.

+ Om en mutation &r bra eller dalig for en individ beror pa VAR i genomet den
uppstar och vilken slags mutation det 4r. Mutationer som till exempel uppstar
i en gen kan andra proteinet och diarmed en egenskap — egenskapen i sig kan
vara positivt eller negativ beroende pa i vilken kontext/miljé individen lever.

* Mutationer bidrar till genetisk variation och mgjliggdr anpassning och evolu-
tion.

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 2



Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

+ En mutation som inte uppstar i en gen har oftast inte nagon effekt alls. Bara
nagra procent av genomet bestar av gener.

+ P& nasta bild visas exempel pa olika mutationer.

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/genetisk-variation

Exempel pa olika mutationer:

+ Enbaspolymorfier 4&r sma substitutioner som till exempel kan innebira att
basparet A-T forandras till C-G. | Sverige anviands ofta termen SNPs som ar en
forkortning av engelskans Single Nucleotide Polymorphisms. En SNP &r en typ
av punktmutation.

« En insertion &4r ocksé typ av punktmutation som innebér att enstaka bas-
par lagts till.

* En deletion innebdr att enstaka baspar, eller stérre delar av en kromosomen,
har férsvunnit. Nar det rér sig om enstaka nukleotider ar det ocksé en punkt-
mutation.

* En tyst mutation d&ndrar DNA- men inte aminosyrasekvensen. Det kan ske ef-
tersom flera kodon 6versatts med samma aminosyra. Till exempel 6versatts
bade kodon AGU och AGC med aminosyran serin. En punktmutation som and-
rar U till C paverkar darfor inte aminosyrasekvensen och proteinet férblir ofér-
andrat. Mutationen mirks alltsd inte.

* Om en punktmutation istéllet leder till att aminosyrasekvensen férdndras
kallas den fér en missense-mutation. En sddan mutation dndrar proteinets
uppbyggnad och kanske dess funktion beroende pa vilken del av proteinet
som férdndrats. Punktmutationer kan dven vara nonsense-mutationer som
andrar ett kodon fér en aminosyra till ett stopp-kodon. Detta leder till att till-
verkningen avslutas for tidigt och proteinet blir forkortat.

+ Om en mutation innebar att nukleotider laggs till eller tas bort i en exon, kan
det ockséa innebéra att aminosyror laggs till eller tas bort fran proteinet. Det
sker nar antalet nukleotider som omfattas av mutationen ar delbart med tre
och motsvarar ”jamna” kodon. Om antalet inte 4r delbart med tre s& sker is-
téllet en forskjutning av hela ldsramen och alla kodon som foljer blir férdndra-
de. En sadan mutation kallas fér en frameshift indel som pé svenska ungefar
betyder lasramsfdrskjutning.

« En inversion innebir att delar av kromosomen har hamnat at fel hall sa att
DNA-sekvensen blir bakvand.

+ En translokation innebar att en bit av en kromosom bytt plats och hamnat pa
en annan kromosom.

+ En duplikation innebar att en bit av kromosomen kopierats upp sé att den
upprepas. Uppstar manga kopior av samma sekvens kallas det fér kopie-
talsvariation (pa engelska Copy Number Variation, som férkortas CNV).

» De stérsta mutationerna innefattar hela kromosomer. Ett valkdnt exempel
ar trisomi p& kromosom nummer 21 som ger Down syndrom. Det finns da tre
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istillet for tva kopior av kromosomen nummer 21.

« Om alla kromosomer finns i fler &n tva kopior, till exempel tre (triploid) eller
fyra (tetraploid) 6verlever oftast inte organismen. Ett undantag ar vaxter dar
olika former av polyploidi &r ganska vanligt utan att individen tar skada. Aven
en del fiskar och salamandrar ar polyploida.

e Mer om mutationer finns aven i PPT 1.

* https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/genetisk-variation/

~

+ Det tydligaste exemplet pa nir mutationer har negativ inverkan pé individen &r
genetiska sjukdomar.

+ Vissa sjukdomar ar hundra procent arftliga och uppkommer endast pa grund
av mutationer som arvts av en eller b&da férildrarna.

+ De flesta sjukdomar ar delvis arftliga. Det innebar att de utvecklas i ett sam-
spel mellan genetiska faktorer och miljofaktorer.

+ Det hander ocksa att mutationer som orsakar sjukdom uppstar under livets
gang i somatiska celler (kroppsceller, inte kdnsceller). Ofta begriansas effekten
av en somatisk mutation till enstaka vavnader och organ, som till exempel vid
vissa former av cancer.

» Genetiska sjukdomar orsakas ofta av mutationer som uppstatt i gener pa ett
sitt sa att aminosyran och det protein som genen kodar fér férandras. Protei-
net kanske slutar att tillverkas eller blir for kort och tappar sin funktion.

* Det leder till att cellerna inte kan utféra alla sina uppgifter vilket leder till
sjukdom.

« Mutationer som uppstar i s& kallade reglerande DNA-sekvenser, som har in-
verkan pé hur aktiv en gen 4r, kan ocksa orsaka sjukdomar.

e Mutationer som leder till en forlorad funktion hos ett protein (loss-of-
function) ar ofta recessiva, i alla fall om den funktion som proteinerna har kan
uppratthéllas enbart med hjilp av en fungerande genkopia (heterozygoter far
ungefar samma fenotyp som de som helt saknar mutationen).

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/genetisk-variation
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+ Gemensamt for alla genetiska sjukdomar &r att de orsakas av mutationer och
inte av till exempel virus eller bakterier. De senare kallas for infektionssjukdo-
mar.

* Genetiska sjukdomar delas upp i fem huvudgrupper (som visas i tabellen och i
féljande fem bilder).

* Bilderna 9-13 tar upp varje typ av genetisk sjukdom lite mer i detalj.

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 4


https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/genetisk-variation/
https://www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/genetisk-variation/

Gensaxen CRISPR/Cas9 - den gentekniska revolutionen

)

Bilderna 9-12 kan ersittas av sammanfattningen pa bild 14.

* Genetiska sjukdomar delas upp i fem huvudgrupper (som presenteras i fol-
jande fem bilder).

* | den forsta gruppen finns de monogena sjukdomarna som orsakas av en, eller
flera, mutationer i en enda gen.

* Fo6r monogena sjukdomar ar det enklare att se ett tydligt nedarvningsmons-
ter. En sjukdom kan till exempel ha en autosomal dominant nedarvning, vilket
innebar att mutationen (om den ar autosomal) inte sitter pd en kénskromo-
som och att det racker med att man arvt en mutation, fran mamma eller
pappa, for att sjukdomen ska bryta ut (om den ar fullstdndigt dominant). Ett
exempel ar Skelleftesjukan (Arftlig transtyretinamyloidos — Socialstyrelsen).

* Nedarvningsmonstret ser annorlunda ut om mutationen ar recessiv eller skett
i en gen som finns pa en kdnskromosom. Ett exempel pa kénsbunden reces-
siv nedarvning (mutation i gen p& X-kromosom) ar hemofili A (blédarsjuka)
som orsakas av mutationer i en gen som kodar for en koagulationsfaktor som
bidrar till att ett sar slutar bléda (blodet koagulerar). Mutationen leder till att
koagulationsfaktorer inte tillverkas vilket leder till att blodet inte koagule-
rar normalt. Forr i tiden kunde minsta sar fér en person med hemofili A vara
livshotande. Idag behandlas de med regelbundna injektioner av koagulations-
faktorer (ersattningsterapi) som gor att de kan leva normalt. Blédarsjukdomar
finns dock av flera typer med olika nedarvningsmonster, se mer information:
Blodarsjuka — Socialstyrelsen.

+ Ett klassiskt exempel pa autosomal recessiv nedarvning av sjukdom &r sickle
cell anemi.

* Fler exempel och fakta om denna typ av sjukdomar, se lank till Genteknik-
namndens webbsida:

* https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-

gmo/manniska-och-medicin/genetiska-sjukdomar/monogena-sjukdomar/
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« De polygena sjukdomarna orsakas av mutationer i flera gener. Oftast paverkar
mutationerna, i kombination med miljofaktorer eller livsstilsfaktorer, om en
sjukdom bryter ut eller inte. De kallas darfér multifaktoriella.

» Multifaktoriella sjukdomar ar delvis arftliga. Man kan ha en férhgjd risk eller
en arftlig bendgenhet att drabbas, det brukar pratas om genetiska riskfaktorer.

» Ett kdnnetecken for en multifaktoriell sjukdom ar att risken fér en person att
drabbas 6kar om en néara slakting ar sjuk.

* De milj6- och livsstilsfaktorer som kan bidra till om en multifaktoriell sjukdom
bryter ut eller inte kan vara maten vi ater, luften vi andas, om vi motionerar,
och vilka infektioner vi drabbats av.

+ Astma ar ett exempel pé& en sjukdom dar miljén spelar en stor roll. En person
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kan ha genetiska riskfaktorer for att utveckla astma men gor det bara om det
finns luftféroreningar i narmiljén. Aven rékning och en hég alkoholkonsumtion
ar riskfaktorer fér manga sjukdomar.

 Vissa livsstilsfaktorer har i studier visat sig ha en skyddande effekt. Det gar
alltsd i viss man att motarbeta sin arftliga benigenhet att utveckla vissa
multifaktoriella sjukdomar, till exempel med motion och bra matvanor.

+ Andra exempel p& multifaktoriella sjukdomar &r Alzheimers och diabetes typ 2.

+ Fler exempel och fakta om denna typ av sjukdomar finns pa Gentekniknamn-
dens webbsida:

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/manniska-och-medicin/genetiska-sjukdomar/polygena-och-multifakto-
riella-sjukdomar/
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* Vid mitokondriella sjukdomar fungerar inte cellernas mitokondrier som de
ska. Mitokondrier utgér cellers kraftverk som gér att cellen kan fa tillgang till
anvandbar energi. Att de gor sitt jobb ar avgérande for att kroppens alla cel-
ler ska fungera.

« Fungerar de inte s& blir det energibrist i kroppen och det drabbar virst de cel-
ler som behdver mycket energi, till exempel nervceller i hjarnan och muskel-
celler.

« Mutationer som orsakar mitokondriella sjukdomar kan uppsté antingen i karn-
DNA eller i mitokondriens egna DNA (mtDNA).

+ | mitokondriens kraftverk ingar ungefar 1500 proteiner och bara 13 av dessa
kodas av gener i mtDNA. And& ar det vanligast att mitokondriella sjukdomar
orsakas av mutationer i mtDNA. Det beror pa att mitokondrierna saknar cell-
karnans sofistikerade reparationssystem som ofta lyckas dndra tillbaka och
”laga” mutationer som uppkommer i kdrn-DNA.

« Speciellt féor mtDNA &r att det alltid &rvs ”pa mddernet”. Det betyder att en
mitokondriell sjukdom som orsakas av mutationer i mtDNA alltid &rvs fran
mamman. Anledningen ar att spermierna normalt sett inte for dver sina mito-
kondrier vid en befruktning. De mitokondrier som kommer finnas i en individ
hirstammar alla frdn de mitokondrier som fanns i 4gget som befruktades.

« Nar cellerna far energibrist kan en rad mycket allvarliga symtom uppkomma.
Séarskilt drabbade blir de celler, vavnader och organ som kraver mycket energi
som till exempel muskelceller och hjarnceller. Nar dessa far energibrist kan
symtom som hjarnskador och muskelfértvining uppsta.

| varje cell finns manga mitokondrier och diarmed ménga kopior av mtDNA. En
sjukdomsalstrande mutation kan darfér finnas i vissa, men inte alla mitokon-
drier. Detta fenomen kallas for heteroplasmi.

» De mitokondrier med, och de utan mutationen ar slumpvist férdelade i krop-
pen och antalet varierar dessutom mellan individer. Hur allvarlig sjukdomen
blir, vilka symptom som uppstar och nar sjukdomen bryter ut kan darfor
variera kraftigt mellan patienter som tillhér samma familj.

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 6
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¢ Mutationer som stér mitokondriernas funktion kan leda till diverse sjukdomar
som ar ovanliga, men ofta allvarliga.

« Ett exempel dr Leighs syndrom som drabbar cirka ett nyfétt barn per ar i Sve-
rige. Mutationer som stér mitokondriens funktion ger brist pa tillganglig energi
i vavnaderna och en 6kad mangd mjolksyra (laktat) med surt pH, vilket skadar
cellerna i de drabbade omradena. Detta berdr framst hjarnan och leder till att
cellerna i hjarnan doér. Fa barn med detta syndrom 6verlever i mer 4n fem ar.
Leighs syndrom - Socialstyrelsen

+ Fler exempel och fakta om denna typ av sjukdomar finns pa Genteknikndmn-
dens webbsida:

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/manniska-och-medicin/genetiska-sjukdomar/mitokondriella-sjukdomar/
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¢ Kromosomala sjukdomar medfor ibland intellektuella funktionsnedsattningar
och missbildningar, men det finns en stor variation bade i symptom och sva-
righetsgrad — dven bland personer med samma kromosomavvikelse.

« De orsakas av mutationer som innefattar hela, eller delar av, kromosomer. Bi-
tar av en kromosom kan ha duplicerats eller férsvunnit.

« Oftast finns kromosomavvikelsen redan i det befruktade dgget men den kan
ocksé uppsta nar det befruktade dgget har delat sig nagra ganger. D& uppstar
nagot som kallas fér kromosomal mosaicism som innebdar att olika celler har
olika antal kromosomer.

« Det hinder ocksa att kromosomavvikelser uppkommer senare i livet och da
bara i vissa celler och vavnader.

+ Tvd exempel pd kromosomavvikelser som det gér utmarkt att leva med &r
Downs syndrom och XYY syndrom.

* Fler exempel och fakta om denna typ av sjukdomar, se lank till Genteknik-
namndens webbsida:

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/manniska-och-medicin/genetiska-sjukdomar/kromosomavvikelser/
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* Till genetiska sjukdomar riknas ocksa de som orsakas av mutationer som
uppstar i vavnader under livets gang. Exempel pa detta &r vissa former av
cancer.

+ Lite forenklat &r en cancercell en cell som delar sig okontrollerat. Det orsakas
av att en eller flera mutationer uppstétt i gener som péaverkar just de kontroll-
mekanismer som styr celldelningen.

« Mutationerna kan ha uppstatt nar till exempel cellerna i lungorna utséatts for
rékning (lungcancer) eller cellerna i huden fér radioaktiv stralning (vissa for-
mer av hudcancer).

Genteknikndmnden och Nationellt resurscentrum for biologiundervisning (2024), www.bioresurs.uu.se 7
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« Cancer ar komplicerat och kan orsakas bade av arftliga och férvarvade muta-
tioner.

14

Bilden &r animerad sd att pilarna som markerar de typer av sjukdomar som kan
lampa sig for genterapi kan visas efter att man diskuterat fragan.

* Gemensamt for alla genetiska sjukdomar ar att de orsakas av mutationer och
inte av till exempel virus eller bakterier. De senare kallas fér infektionssjukdo-
mar.

» For ett fatal genetiska sjukdomar finns det tillgang till genterapi. De som an-
vands idag ar framtagna till en handfull monogena sjukdomar.

+ De monogena sjukdomarna ar enklare maéltavlor eftersom de orsakas av muta-
tioner i en gen som kan ersattas med en gen utan mutation (terapeutisk gen).

« Det finns dven ett antal godkinda terapier fér ndgra former av cancer, som &r
en kombination av bade en genterapi och en immunterapi (mer om detta se-
nare i presentationen).
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Lat eleverna diskutera skillnaden mellan icke-arftlig (somatisk) och arftlig gen-
terapi.

« N&r man talar om genterapi ar det viktigt att skilja pa vilka slags celler som
anvands, eftersom det avgér om den genetiska férandring, som genterapin ju
innebdr, blir arftlig till ndsta generation eller inte. Det avgdér ocksd om utféran-
det ar lagligt eller inte.

+ Den form av genterapi som anvands i behandlingar idag ar s& kallad icke-
arftlig, eller somatisk genterapi. Det innebar att somatiska celler modifieras
med en ny gen. Eftersom somatiska celler inte ar inblandade i reproduktionen
paverkas bara den enskilda individen och den nya genen “stannar” i patienten
och overfors inte till ndsta generation.

« Nar konsceller (4gg, spermier) eller befruktade agg modifieras kallas det fér
arftlig genterapi. Nar kdnsceller smalter samman vid befruktningen och en ny
individ bildas, kan genetiska férandringar i dessa celler dverforas till avkom-
man.

+ Arftlig genterapi ar inte lagligt att utféra. Det &r dock tillatet att forska pa 4gg
som befruktats in vitro upp till 14 dagar efter befruktningen. Det ar viktigt att
papeka att de modifierade dggen inte far féras in i en kvinnas livmoder dar de
kan leda till en graviditet.

16

* Genterapier tillhér gruppen avancerade lakemedel och ar utvecklade fér be-
handling av genetiska sjukdomar. Det finns tre kategorier av genterapier:

« Den férsta kategorin har fatt en asterisk eftersom den inte ar en genterapi
enligt alla definitioner. Den baseras pa korta syntetiska oligonukleotider som
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hammar genuttrycket i cellen genom att pa olika satt inaktivera mRNA sa att
mindre protein bildas fran en viss gen.

e (mer om detta i nédsta bild)

+ Den hittills vanligaste 4r de som baseras pa att nytt DNA, en terapeutisk gen,
tillfors patientens celler med hjélp av en virusvektor (férdjupas senare).

« | den andra kategorin finns genomredigerande behandlingar som baseras pa
att DNA redigeras med hjélp av gensaxar, som t.ex. CRISPR/Cas9. | den hér ka-
tegorin finns inga terapier som &r marknadsgodkéanda i EU &nnu men manga
testas kliniskt.

17

» Oligonukleotider ar korta, i det har sammanhanget syntetiska RNA-sekvenser
som anvands for att "tysta” gener som orsakar sjukdom. Det har andrar inte
DNA sa enligt vissa definitioner &r det inte en genterapi.

« Antingen anvinder man ett antisense-RNA som binder till ett mRNA s& att det
inaktiveras, eller ett interfererande RNA som bryter ner mRNA. | b&da fallen
leder det till att mRNA inte Oversitts till ett protein. Det &r anvandbart nar en
sjukdom beror pd att fér mycket protein tillverkas eller om proteinet ar felak-

tigt uppbyggt.
+ Det finns flera behandlingar som baseras pé oligonukleotider som &r godkan-
da inom EU och annu fler i USA.

« Finns behandling mot till exempel Skelleftesjukan (transtyretinamyloidos). For
samma sjukdom provas en CRISPR/Ca9s-baserad genterapi som beskrivs se-
nare i presentationen.

18

* Celler bildas och dor i stort antal hela tiden i kroppen. Enbart immunsystemet
producerar flera miljoner celler per sekund. Lika ménga celler dér, och ned-
brytningsprodukterna maste tas om hand och &tervinnas. Proteinet ADA bryter
ner en av byggstenarna i generna, en sa kallad nukleinsyra.

* Mutation i genen ADA medfdr ADA-brist (adenosindeaminasbrist). Vid
ADA-brist drabbas ett protein som ar nédvandigt fér nedbrytning av kromoso-
merna.

« Utan ADA ansamlas @&mnen som ar giftiga for T- och B-cellerna. Darfor dor
dessa celler och en svar kombinerad immunbrist blir resultatet. ADA finns i
kroppens alla celler, och darfér har barn med ADA-brist symtom ocksa fran
andra organ.

« Det 4r en i Sverige mycket ovanlig form av svar kombinerad immunbrist. | res-
ten av varlden anses dock ADA-brist utgdra 10-20 procent av sjukdomsgrup-
pen, med en hdgre andel i Somalia och Mellandstern dar slaktskap mellan
foradldrarna ar vanligt.

* 1990 gjordes det forsta forsdket att bota en patient. Det var en ung flicka med
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ADA-SCID, en medfodd immunbristsjukdom som orsakas av mutationer i ge-
nen ADA. Patienten fick en ny ADA-gen som omedelbart gav en symtomlind-
ring och férsdket sag ut att bli en succé. Dock férsvann effekten. Troligtvis s&
hiande nagot med de modifierade cellerna som gjorde att de inte delade sig.

Ar 1999 kom ett stort bakslag fér genterapifiltet nar en ung patient avled i ett
kliniskt forsok till foljd av genterapi. Dédsorsaken var att flera av patientens
organ kollapsade nir immunférsvaret reagerade kraftigt pa den virusvektor
som anvandes. Detta trots att viruset som anvandes var modifierat och for-
svagat.

Efter dodsfallet startade en debatt om riskerna med genterapi och berérda
myndigheter blev mer restriktiva med att utfarda tillstdnd for kliniska prov-
ningar.

1Le)

Ar 2000 visade forskare for férsta gdngen att genterapi kunde ge en bestdende
behandlingseffekt.

Patienter, aterigen med immunbristsjukdomen X-SCID (den hir gangen med
orsakande mutationer p& X-kromosomer, darav namnet) mottog en genterapi
som fungerade och gav bestdende effekt.

Bakslaget bestod i att ndgra av patienterna utvecklade cancer, det har namli-
gen visat sig vara den andra stora risken som genterapifiltet har brottats med,
att viruset kilar in den terapeutiska genen, eller rester av virus-DNA pé ett
satt i patientens genom sa att onkogener aktiveras med okontrollerbar cell-
delning som foéljd.

2003 blev Kina det forsta land i varlden som godkinde en genterapi, langt
innan EU och USA foljde efter.

Idag (2024) ar 13 genterapier godkdnda inom EU och samtliga &r alltsa ifran
den kategori genterapier dar en virusvektor anvands for att féra in en terapeu-
tisk gen.

Onkogener ar gener som andrar grundlaggande egenskaper hos celler, som
celltillvidxt och cellrorlighet, och darmed orsakar tumoérceller.

20

Tillbaka till hur genterapi fungerar:

Vid den hittills vanligaste formen av genterapi férs en ny gen in i patientens
celler. Inne i cellen bildas det nya normala proteiner som kompenserar foér
den muterade genen och de proteiner som orsakar sjukdom.

Genterapin kan liknas vid en organtransplantation dar en ny gen fors in i krop-
pen istallet for ett nytt organ. Den nya genen benamns ibland for terapeutisk.

For att fa in den nya genen i cellerna sa ar den hittills vanligaste metoden att
anvanda en virusvektor = virus som transporterar nytt DNA in i en cell. (Mer
info p& kommande bilder)
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21

Redan pé 60-talet upptickte forskare att virus, som &r mycket mindre an en
mansklig cell, kan ta sig in hela vagen till cellkarnan hos en vardorganism och
lAmna av sitt eget genetiska material. Det ar ett satt for viruset att kapa vard-
cellens proteintillverkning sa att det producerar de proteiner som viruset
behover for att dela sig och spridas. Virus har sjélva ingen proteintillverkning
utan ar beroende av en vardcell for att tillverka de proteiner som viruset be-
hoéver.

Vissa virus fogar in sitt genetiska material (DNA eller RNA) i vardorganismens
DNA och andra ldmnar det l6st bredvid. | bada fallen kommer det att transkri-
beras till ett MRNA och foras ut till ribosomerna utanfér cellkdrnan som till-
verkar proteiner.

Forskare férstod snabbt att det gar att anvanda virus fér att transportera an-
nat genetiskt material an virusets egna, till exempel en terapeutisk gen.

For att en ny gen utan mutationer ska komma pé plats inne i cellen anviands
virus som transportor. Viruset har modifierats genetiskt sa att det inte kan
spridas eller orsaka sjukdom. De kallas for virusvektorer eller virala vektorer.

Nar en gen fors in i en cell med hjalp av en virusvektor kallas det for trans-
duktion.

https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/manniska-och-medicin/genterapi-2/sa-fungerar-genterapi/

22

Lipida nanopartiklar ar pyttesma fettbubblor som har visat sig passa bra for
att leverera RNA till celler (mRNA-vaccin!). De fungerar dven for att leverera
CRISPR/Cas9 i form av RNA (ett guide-RNA i fardig form och ett Cas9 mRNA
som inne i mottagarcellen 6versétts till ett fardigt Cas9-protein). Kan designas
med ett protein pa ytan som kopplar till specifika malceller.

Elektroporering ar en metod for att 6verfoéra plasmider och andra former av
DNA till celler. Elektroporering gar ut pa att celler och DNA appliceras i ett
elektriskt falt vilket dppnar upp tillfilliga haligheter i cellens membran, ige-
nom vilka plasmiden kan passera in i cellen.

For transport in i vaxtceller anvidnds Agrobacterium eller genkanon. F6r mer
information om modifiering av vaxtceller se PPT 4.

23

Det &r vanligast att den terapeutiska genen fors in i patientens celler ex vivo
vilket betyder "utanfér kroppen”.

En grupp celler isoleras t.ex. ur ett ryggmargsprov. Den nya genen fors in i cel-
lerna i ett laboratorium. Vilka celler som &r malceller beror pé vilken sjukdom
genterapin ska behandla.
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Sedan férékas cellerna i regel upp i antal (man later dem dela pé sig sa att
det blir fler celler med den nya genen) och férs tillbaka till patienten som be-
handling.

Férdelen med ex vivo forfarandet ar att man enklare kan kontrollera vilken typ
av celler som fordndras och att bara celler med den nya genen fors tillbaka till
patienten.

https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/manniska-och-medicin/genterapi-2/sa-fungerar-genterapi/

24

Ex-vivo genterapi kan kridvas nir malcellerna inte kan isoleras, till exempel
synceller i dgat eller celler i en muskel, som inte kan tas ut och aterféras.

Se exempel pé& nista sida.

25

Ett exempel pé en in vivo genterapi som ar godkand inom EU &r Luxturna som
ar en behandling for retinal dystrofi, en form av arftlig blindhet.

Sjukdomen beror pa en mutation i genen PRE6G5 som leder till en brist pa ett
enzym som kravs for att fotoreceptorcellerna (tapparna och stavarna) ska
fungera. Genterapin ges som en injektion i 6gats nathinna (retina) dar det le-
vererar en ny RPE65-gen som 6versatts till ett funktionellt enzym. En virus-
vektor med terapeutisk gen ges direkt till synceller i 6gat.

Effekten av genterapin har varit olika men for de flesta forbattras synen efter
behandlingen.

Luxturna anvands i Sverige. Forsta svenska patienten fick behandlingen i sep-
tember: Ny gen till 6gat kan rddda synen 21 september 2022 - Vetenskapsra-

dion Nyheter | Sveriges Radio, https://sverigesradio.se/avsnitt/ny-gen-till-ogat-

kan-radda-synen

https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-

gmo/manniska-och-medicin/genterapi-2/sa-fungerar-genterapi/

26

Till genterapier rdknas ocksa en typ av cancerbehandlingar som heter CAR-
T-cellterapier. De riaknas ocksd som en immunterapi eftersom patientens
egna immunceller (T-celler) modifieras sa att de battre kdnner igen och dédar
cancerceller.

Bade en genterapi och en immunterapi.

T-cellerna modifieras med en gen som kodar fér chimar antigen receptor och
som forkortas CAR.

Med CAR blir T-cellerna bittre pa att upptécka cancercellerna via ett speci-
fikt protein som finns pa cancercellernas utsida. Ibland modifieras T-cellerna
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ytterligare fér att hdja deras reaktivitet p& cancerceller.

* Det &r T-celler som isoleras och utrustas med en ny receptor (CAR) som kan-
ner igen och dédar cancerceller.

* De CAR-T-cellterapier som utvecklats och godkants hittills &r mot cancer i
lymfsystemet, blodet och multipelt myelom.

« CAR-T-cellterapier kan vara mycket effektiva, till exempel s& har symtomen
avtagit hos 85 % av de patienter med akut lymfatisk leukemi som fatt en
terapi som heter Kymirah. Efter ett &r hade fler &n hilften inte drabbats av
aterfall.

« Det finns en handfull CAR-T-cellterapier som ar godkénda inom EU och négra
anvands hittills i Sverige.

e CAR-T ar vanligast som ex-vivo-behandling, men kan dven ges som in vivo.

* https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-

gmo/manniska-och-medicin/genterapi-2/sa-fungerar-genterapi/

27

* Som fordjupning kan CAR-T-cellterapin KYMRIAH ™ visas:
https:/www.youtube.com/watch?v=tYbREMOveWk

* Det &r en behandling av akut lymfatisk leukemi (blodcancer) och storcelligt
B-cellslymfom (cancer i lymfsystemet). B-celler som ger upphov till cancer,
har CD19 pa sin yta.

* https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-
gmo/manniska-och-medicin/genterapi-2/genterapi/

29

Lat eleverna fundera en stund forst.

* Med CRISPR/Cas9-teknik kan befintligt DNA andras i cellen. Man behdéver
alltsd inte féra in nytt DNA, till exempel en ny gen som &r fallet med de gente-
rapier som namnts tidigare.

e Har kan man poédngtera skillnaden mellan att féra in nytt DNA och att “korri-
gera” sjukdomsalstrande mutationer eller stanga av gener som genererar sjuk-
dom etc med CRISPR/Cas9.

+  Fortsittning p& nista sida.

30-31

* Med CRISPR/Cas9-teknik kan befintligt DNA dndras i cellen. Man behd&ver
alltsd inte féra in nytt DNA, till exempel en ny gen som &r fallet med de gen-
terapier som namnts tidigare.
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Det gér dock att anvinda CRISPR/Cas9 till att féra in nytt DNA (som en tera-
peutisk gen), men det dr inte det vanligaste anvandningsomradet.

Har ar ndgra exempel pa vad man kan géra med CRISPR/Cas9:

Det hittills vanligaste och enklaste forfarandet ar att stédnga av en gen. Nar
Cas9 klipper av en DNA-sekvens sé induceras en mutation, en eller ett fatal
baspar férsvinner eller tillkommer. Det leder till att lAsramen dndras och ett
stoppkodon kommer att dyka upp i sekvensen vilket i sin tur leder till att det
fullstédndiga proteinet inte tillverkas. | praktiken blir det som att genen har
stangts av.

Det gar ocksa att dndra en specifik mutation och pa sa satt “korrigera” en
mutation som orsakar sjukdom genom att féra in en mall till lagningen. Men
CRISPR/Cas9 ar lite klumpigt eftersom utfallet av mutationen inte ar helt latt
att styra (se PPT 3 om homologistyrd reparation). Den tekniken &r fortfarande i
sin linda.

En mall kan ocksa vara en liangre DNA-sekvens dn den ursprungliga, det &r
alltsd mojligt att dven fora in nytt DNA, t.ex. en gen, med CRISPR/Cas9, men
det &r inte det enklaste och inte det vanligaste anvindningsomradet.

32

Det har kommer troligen att andras inom 2023/2024 — uppdatera efter hand
se: https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organis-

mer-gmo/manniska-och-medicin/genterapi-2/genterapi/

I kliniska studier provas nya lakemedel p& mianniskor. De kliniska prévningarna
foregas av en lang fas av pre-klinisk utveckling av lakemedlet, utvardering av
toxicitet, och tester pa férséksdjur.

Det delas in i fas 1,2 och 3. | den forsta kliniska fasen prévas lakemedlet i re-
gel pa friska frivilliga. | andra fasen en mindre grupp patienter, och i sista fa-
sen i en stdrre grupp patienter.

N&r genterapier provas sé slés fas 1 och 2 ihop eftersom det inte ar rimligt att
“préva” en bestédende genterapi i en frisk person. For att fa etiskt tillstdnd att
starta en kliniskt prévning och fér att sedan ga vidare fran fas 1 till 2 och se-
dan 3, kravs att tidigare resultat visar att lakemedlet verkar sékert att anvinda
och ger en positiv behandlingseffekt.

En genterapis vag fran forskningslaboratoriet till patienter pa svenska sjukhus.
Nar en genterapi godkdnts i EU sa goérs i regel en beddmning i Sverige ifall re-
gionerna bodr anvanda den nya behandlingen eller inte. Rekommendationerna
lamnas av radet fér nya terapier (NT-rédet) i ndra samarbete med Tandvéards-
och Likemedelsférmansverket. NT-radet bestar av experter fran Sveriges alla
regioner. Radet ska sikerstilla en rattvis, jamlik och dndamaélsenlig anvand-
ning av ladkemedel sd att gemensamma resurser nyttjas pa bista sitt. Bedém-
ningen baseras pa den etiska plattformen (principer som beslutats av Sveriges
riksdag) och en hialsoekonomisk vardering av lakemedlet. | en halsoekonomisk
vardering vags kostnaden for lakemedlet mot samhallets vilja att betala for
det.
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33

Den genterapi som var den forsta att prévas in vivo i patienter ar utvecklad for
behandling av en sjukdom som kallas Skelleftesjukan. Ett mer vetenskapligt
namn ar arftlig transtyretinamyloidos.

Sjukdomen orsakas av en mutation i genen TTR som kodar for ett protein som
heter for transtyretin. Namnet Skelleftesjukan kommer fran att mutationen &r
vanligare i norra Sverige.

Transtyretin tillverkas framst av leverceller. Fér personer med mutationer i
TTR tillverkas proteinet felaktigt och klumpar ihop sig vilket skadar vavnader
och organ. Det kan uppstd symtom fran manga delar av kroppen, personen
drabbas av kdnselbortfall, muskelférsvagning och rubbningar i hjart- och njur-
funktion.

Sjukdomen &r livshotande om patienten inte far behandling.

| genterapin NTLA-2001 som utvecklats for att behandla Skelleftesjukan s&
riktas gensaxen CRISPR/Cas9 mot TTR genen. En mutation induceras vid lag-
ningen som stanger av genen.

Det leder till att proteinet som tillverkas felaktigt slutar att tillverkas.

https:/www.genteknik.se/crispr-baserad-genterapi-mot-skelleftesjukan/

34

Den hdr CRISPR/Cas9-baserade genterapin transporteras in i sjukdomens
maélceller med lipida nanopartiklar. Malcellerna ar i det har fallet leverceller
som ar de celler som ansvarar for tillverkningen av felaktigt transtyretin.

Lipida nanopartiklar ar pyttesmaé fettbubblor som passar bra att transportera
RNA-baserade lakemedel med. Metoden testades storskaligt under covid-19

pandemin. Fick ni covid19 vaccin fran Pfizer/BioNTech eller Moderna? Det var
mMRNA i nanopartiklar!

| den har genterapin sa transporteras hela CRISPR/Cas9 in i cellerna i formen
RNA: ett guide-RNA i sin fardiga form och ett mMRNA som kodar fér Cas9 som
inne i cellen oversétts till ett fardigt Cas9 protein som kopplas samman med
guide-RNAL.

Guide-RNAt sdker igenom DNA i cellen efter “sin” sekvens i TTR-genen, nar
den binder gor Cas9 ett klipp. Cellens reparerar skadan och en mutation upp-
star som stéanger av genen, vilket i sin tur leder till att det felaktiga transtyre-
tinet slutar tillverkas.

Genterapin heter i nulaget NTLA-2001™ ar utvecklat av Intella Therapeutics
och forskare fran UK och NZ. Den &r dnnu inte godkand utan testas bara i kli-
niska studier.

Mer om ApokE.s funktion i nasta bild.
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« Det gar att sitta en adresslapp péa en lipid nanopartikel. | den hir genterapin
har nanopartikeln ett protein p& ytan som heter ApoE (apolipoprotein E) som
binder till en receptor LDL (low density receptor) som finns péa leverceller. LDL
ombesorjer olika fettpartiklars transport genom cellmembranet.

* Lipida nanopartiklar med CRISPR/Cas9 kommer att antraffa leverceller efter
att ha injicerats i blodet eftersom allt blod passerar levern. Nar ApoE fastnat
pa LDL sa tas nanopartikeln upp av cellen via endocytos.

« Se fortsattning pa nasta bild...

36

e Inne i cellen bryts den lipida nanopartikeln ned och Cas9 i form av mRNA och
guide-RNA:t hamnar i cytoplasman. Ribosomerna 6versatter informationen i
Cas9 mRNA till ett Cas9 protein som bildar komplex med guideRNA.

* Komplexet tar sig in i cellkdrnan och genomredigeringen utfors, det vill sdga
en mutation induceras i TTR som leder till att genen stangs av.

37

* Referens: Gillmore et al.,, CRISPR-Cas9 In Vivo Gene Editing for Transthyretin
Amyloidosis. NEJM Aug 5 2021

38

* https:/www.svt.se/nyheter/lokalt/vasterbotten/genen-for-mats-skelleftesju-
ka-klipptes-bort-kan-ha-raddat-hans-liv

39

« Den genterapi som baseras pa CRISPR/Cas9-teknik och som kommit allra
langst ar utvecklad fér tva olika sjukdomar som heter B-thalassemi och
sicklecellanemi som béada 4r hemoglobinsjukdomar. De orsakas av olika muta-
tioner i genen HBB.

» Sjukdomarna innebar att det hemoglobin som bildas pa olika satt inte fung-
erar som det ska, och dess roll att transportera syre till kroppens vavnader
och organ férsdmras. Mer detaljer om sjukdomarna och hemoglobinets upp-
byggnad och funktion kommer senare.

40

» En funktionell hemoglobinmolekyl bestar av fyra subenheter, fyra separata po-
lypeptidkedjor som binder till varandra. Var och en av dessa har en hemgrupp.

* Hemgruppen har en jarnjon bunden till sig. Varje hemgrupp kan binda en syr-
gasmolekyl, s& en hemoglobinmolekyl kan totalt sett binda fyra syrgasmolekyler.
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41

« Det finns en annan form av hemoglobin som tillverkas under fostertiden och
ndgra manader efter féddseln. Det kallas fér fetalt hemoglobin och har samma
uppgift som adult hemoglobin.

+ Det bestdr av samma alfa-globinkedjor som adult hemoglobin men istéllet for
tva beta-globinkedjor s& har det tva gamma-globinkedjor.

42

« Trots att de orsakas av mutationer i samma gen s& ar de har tva sjukdomarna
olika.

« Det finns dven skillnader mellan patienter med B-thalassemi beroende péa
exakt vilken mutation de har, men symtomen kommer fran att for fa beta-
globinkedjor bildas, vilket ger ett dverskott pa a-globinkedjor. Dessa bildar
oldsliga fallningar som skadar de réda blodkropparnas membran sa att de latt
spricker. Det ger blodbrist med bland annat trétthet, blekhet och hammad
tillvaxt till foljd, om inte sjukdomen behandlas, vilket oftast gérs med blod-
transfusioner.

+ Sicklecellanemi &r en allvarligare sjukdom. Den beror pa en specifik mutation
som ger fordndringar i beta-globinkedjan. De réda blodkropparna antar for-
men av en skira, och dirav namnet. Sickle betyder skidra pa engelska. De réda
blodkropparna hos en person med sicklecellanemi ar kortlivade och klumpar
latt ihop sig vilket leder till blodproppar och akut blod och syrebrist i olika or-
gan. Det ar mycket smartsamt och patienter behandlas med smartstillande.

+ Bada dessa sjukdomar kan vara livshotande utan behandling.
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+ Trots att de orsakas av mutationer i samma gen sé ar de hir tva sjukdomarna
olika.

+ Det finns dven skillnader mellan patienter med B-thalassemi beroende pa
exakt vilken mutation de har, men symtomen kommer fran att for fa beta-
globinkedjor bildas, vilket ger ett dverskott pa a-globinkedjor. Dessa bildar
olosliga fallningar som skadar de réda blodkropparnas membran sa att de latt
spricker. Det ger blodbrist med bland annat trotthet, blekhet och hammad
tillvaxt till f6ljd, om inte sjukdomen behandlas, vilket oftast gérs med blod-
transfusioner.

 Sicklecellanemi &r en allvarligare sjukdom. Den beror pa en specifik mutation
som ger forandringar i beta-globinkedjan. De réda blodkropparna antar for-
men av en skira, och dirav namnet. Sickle betyder skidra pa engelska. De réda
blodkropparna hos en person med sicklecellanemi ar kortlivade och klumpar
latt ihop sig vilket leder till blodproppar och akut blod och syrebrist i olika or-
gan. Det &r mycket smartsamt och patienter behandlas med smaértstillande.

+ Bada dessa sjukdomar kan vara livshotande utan behandling.
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Tillverkningen av HbF bromsas till férman for adult hemoglobin (HbA) av en
transkriptionsfaktor som heter BCL1A.

Transkriptionsfaktorer = proteiner som styr geners aktivitet. | detta fallet
fungerar BCL11A som en repressor som hdmmar uttrycket HbF.

Vissa personer har en mutationen i BCL11A-genen som hammar transkrip-
tionsfaktorn sa att den inte kan bromsa tillverkningen av HbF. Personer med
den mutationen som ocksa har hemoglobinsjukdom har mildare eller inga
symtom alls.

Det innebar att HbF kan kompensera for bristen av fungerande HbA. Det stdds
ocksé av att symtomen pa hemoglobinsjukdom kommer férst nar halten HbF
avtar.

| bilden ser man skillnaden mellan fetalt och vuxet hemoglobin, dar fetalt be-
star av alfa och gamma, medan vuxet bestér av alfa och beta.

Bra att stanna upp hér och visa fér att férsta l6sningen med CRISPR pa nista
bild.

45

Vilka gener som uttrycks beror péa signaler som cellen mottar. Signalerna kan
uppsta inne i cellen, komma fran narliggande celler eller genereras av for-
andringar i miljon som omger cellen och organismen. Pa sa sitt kan cellen i
realtid anpassa sina uppgifter och vilka proteiner som tillverkas till en rddande
situation.

Signalerna som cellen tar emot omvandlas till att transkriptionsfaktorer ak-
tiveras. Det i sin tur leder till att uttrycket av en eller flera gener férandras.
Signalerna blir som en bestallning av vilka proteiner som behdvs, och trans-
kriptionsfaktorer verkstaller bestéllningen.

Transkriptionsfaktorer styr uttrycket av en gen i samband med transkrip-
tionen, nar informationen i genen lases av och en arbetskopia i form av ett
MRNA bildas. mRNA anvands sedan som en mall vid proteintillverkningen
(translationen).

For att en gen ska transkriberas kravs det att den forst aktiveras. Det gor den
med hjalp av en grupp generella transkriptionsfaktorer som ar gemensamma
for alla gener. Den har gruppen transkriptionsfaktorer ser till att DNA-strang-
arna separeras sa att genen blir tillganglig for att ldsas av. De lockar dven en-
zymet RNA-polymeras Il att binda till genens promotor och starta transkrip-

tionen.

Det finns dven specifika transkriptionsfaktorer som var och en styr uttrycket
av en eller ett fatal gener. De binder vanligtvis ladngre ifran genen, i icke-ko-
dande DNA-sekvenser som kallas reglerande DNA-sekvenser (= reglerande
element). Detta ar en del av DNA-sekvensen som ar ett bindningstalle for
transkripstionsfaktorerna.
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* En specifik transkriptionsfaktor kan vara en aktivator och framja transkrip-
tionen, och till exempel hjdlpa RNA-polymeraset att binda till promotorn. En
specifik transkriptionsfaktor kan vara en aktivator och framja transkriptionen
(binder till en DNA-region som kallas enhancer).

+ Den kan ocksa vara en repressor och hindra transkriptionen (binder till en
DNA-region som kallas for silencer).

» De specifika transkriptionsfaktorerna samverkar ofta i stora natverk dar sum-
man” av aktivatorer och repressorer 6kar eller minskar genuttrycket.

+ Stora delar av arvsmassan styr pad detta sitt geners aktivitet och ligger bakom
mycket av den variation vi ser mellan arter och mellan individer inom en art.

« https:/www.genteknik.se/genetik-och-genteknik/genetik/arv-och-miljo-regle-
ring-av-genuttryck/

46

« Den genterapi som baseras pa CRISPR/Cas9-teknik och som kommit allra
langst ar utvecklad for sjukdomarna B-thalassemi och sicklecellanemi.

« Maltavlan fér genterapin &r inte den muterade gen som orsakar sjukdomen
utan genen BCL11A som bromsar tillverkningen av fetalt hemoglobin. Strategin
ar att stdnga av den, sa att bromsen littas och cellerna aterupptar tillverk-
ningen av fetalt hemoglobin som man ju i andra studier sett kan kompensera
for brist av fungerande vuxet hemoglobin.

« EU-kommissionen har beviljat ett villkorat godkdnnande (2024-02-13) for gen-
terapin Casgevy. Det ar den férsta CRISPR/Cas9-baserade behandling som nér
patienter utanfér kliniska prévningar. Samma behandling har godkants i Stor-
britanniens och i USA under de sista manaderna av 2023.

e Las mer: https:/www.genteknik.se/varldens-forsta-crispr-terapi-godkand-i-
storbritannien/

» Referens: Frangoul et al., CRISPR-Cas9 Gene Editing for Sickle Cell Disease
and Beta-Thalassemia. NEJM Dec 5 2020

47

» Casgevy ar en ex vivo behandling dar patientens blodbildande stamceller redi-
geras utanfor kroppen.

 Cellerna genomredigeras pa labb. CRISPR/Cas9 fors in i cellerna med elekto-
porering det vill sdga att sma porer dppnas tillfalligt i cellens membran néar en
elektrisk spanning tillférs som gor det mojligt for CRISPR/Cas9 att slinka ige-
nom.

+ Guide-RNA:t i CRISPR/Cas9 &r designat sa att det binder till en reglerande re-
gion i genen BCL1A. Det exakta platsen ar en sa kallad enhancer (en regleran-
de region som forstarker genuttrycket), dit transkriptionsfaktorer (aktivatorer)
binder for att genen ska uttryckas i réda blodkroppar.

* Med CRISPR/Cas9 induceras en mutation som forstér bindningsstéllet, aktiva-
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torn kan inte binda och BCL11A stangs av.

Da BCL11A kodar fér en transkriptionsfaktor som bromsar tillverkningen (en s
k repressor) av fetalt hemoglobin genom att hdamma uttrycket av gamma-glo-
binkedjor, kommer den inducerade mutationen leda till ”bromsen” férsvinner.

Utan en aktiv transkriptionsfaktor som hammar tillverkningen av gamma-glo-
bulinkedjor sa aterupptar cellerna tillverkningen av gamma-kedjor som kopp-
lar ihop sig med alfa-kedjor till fetalt hemoglobin.

De genomredigerade cellerna férékas upp och aterfors till patienten som be-
handling och cellerna tillverkar fetalt hemoglobin som kompenserar fér icke-
funktionellt adult hemoglobin.

Casgevy behandlar hemoglobinsjukdomarna beta-thalassemi och sicklecell-
anemi. Féretagen Vertex och CRISPR Therapeutics pdbdrjade samarbete 2015,
genterapin hette tidigare CTX001.

Referens: Frangoul et al., CRISPR-Cas9 Gene Editing for Sickle Cell Disease
and Beta-Thalassemia. NEJM Dec 5 2020

https:/www.genteknik.se/forsta-crispr-baserade-genterapin-visar-behand-

lingeffekt/

48-49

Méanga patienter har fatt den hir genterapin inom ramen fér kliniska studier.

Samtliga har gynnats, de genomredigerade cellerna finns kvar vilket innebar

att de delar sig vilket ar nédvandigt for langvarig effekt. Den totala mangden
hemoglobin har dkat i patienternas blod och bestér framfér allt av fetalt he-
moglobin. Patienterna ar i stort sett inte langre i behov av den behandling de
tidigare var beroende av i form av blodtranfusioner och smartstillande.

Férandringar kommer att ske inom 2024, for uppdateringar se: https:/www.
genteknik.se/genetik-och-genteknik/genmodifierade-organismer-gmo/mannis-

ka-och-medicin/genterapi-2/genterapi/

https:/www.genteknik.se/varldens-forsta-crispr-terapi-godkand-i-storbritan-

nien/

50

En stor skillnad &r att nytt DNA inte behover foras in i cellen, utan CRISPR/Cas
kan dndra i befintligt DNA. (Sedan vet vi ju vid detta laget att samma teknik
kan anvandas for att féra in nytt DNA.)

Om inte nytt DNA fors in ar det genterpi? | exemplet Casgevy sa ar det inte
ens en proteinkodande gen som redigeras utan ett reglerelement (enhancern).
Det kan komma att kallas genomredigerande behandling, kanske genomki-
rurgi?

De har behandlingarna ar oerhdért dyra. En dos av genterapin Zolgensma™
kostade ursprungligen ca 20 miljoner. Nu har ett avtal slutits om ett nagot re-
ducerat pris men det &r pa begiran av foretaget hemligt. Det finns ett alterna-
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tiv, som rekommenderas till patienter av mildare sjukdomstyp som baseras pé
oligonuklotider. Den behandlingen kostar ca 5 miljoner férsta aret och maste
fyllas pa vartefter, s& den terapin fortsitter att kosta ndgra miljoner om aret i
resten av patientens liv.

* CAR-T-cellterapier kostar runt 3 till 5 miljoner kronor.

* Vem ska betala? Regionerna? En statlig fond? Betalar vi fér att bota en patient
eller behandlar vi. Pga. att genterapiers inte funnits sa linge s& kan man ju
inte med sdkerhet veta att inte sjukdomen kommer tillbaka. Men om det &r en
botande behandling, vad vill samhéllet betala fér det, samma patient kommer
ju inte behdva ndgon annan kostsam behandling.
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