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Genterapi —fran idé till verklighet

ANNU HAR FA PATIENTER BEHANDLATS OCH PREPARATEN
AR OFTA MYCKET DYRA - MEN UTVECKLINGEN GAR NU FORT
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En vanlig uppfattning inom lakarkaren &r nog att gente-
rapi inte fungerar, men den stimmer inte lingre. Gen-
terapi har gatt fran att vara en férhoppning och ibland
overtro, som nar faltet sammanfattades for Lakartid-
ningen for 16 ar sedan [1], till att bli nagot som &r till
verklig nytta for patienter med svara sjukdomar. Det
galler fortfarande till storsta delen experimentella be-
handlingar, men vid flera &kommor har terapieffekter
uppnitts och utvecklingen gar nu fort, i synnerhet fér
en del medfédda sjukdomar och vissa former av cancer.

Kort historik

Det ar 45 ar sedan begreppet genterapi introducerades
[2]. Den forsta kliniska gendverforingen utférdes 1989,
och ar 2000 kom det stora terapeutiska genombrottet
da forskare i Paris kunde visa att patienter med svar
kombinerad immunbrist (SCID-X1) efter genterapi
fick ett normalt fungerande immunsystem (Fakta 1)
[2-9].Tyvarr medforde datidens genterapivektorer ofta
aktivering av endogena onkgener, vilket ledde till att
flera patienter drabbades av leukemi, varav en avled.
Utvecklingen har dock lett till att man i dag anvander
nya, sikrare metoder, som efter flera ars uppfoljning
inte orsakat nagra sadana biverkningar.

Monogena sjukdomar (orsakade av mutation i ett
enda arvsanlag) har linge varit attraktiva for expe-
rimentell klinisk genterapi. I dag ar dock cancer den
dominerande sjukdomsgruppen. Globalt har fler &n
2000 kliniska genterapiprovningar med tusentals pa-
tienter genomforts.

Begrepp

Genterapipreparat hortillgruppenlikemedel foravan-
cerad terapi, som &dven innefattar bearbetade celler
och vavnadstekniska produkter (Tabell 1). Vid gente-
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e Genterapi som koncept introducerades for 45 ar se-
dan, men det &r de senaste 5-10 aren som behandlingar
blivit framgangsrika.

e Genterapipreparat utgoérs vanligen av rekombinanta
virus som bar pa en terapigen.

e Exempel pa sjukdomar med fungerande behandling ar
primar immunbrist och hemofili.

o [ vissa fall bestar behandlingen av genmodifierade
celler: exempelvis anvands T-lymfocyter som bar pa
syntetiska chiméarreceptorer vid leukemi.

e En annan form av genetisk terapi ar behandling med
korta oligonukleotider.

o Redigering av arvsmassa var for nagra ar sedan ren
utopi, men utfors nu i kliniska studier.

FAKTA 1. Milstolpar

1972: Konceptet klinisk genterapi presenteras i tidskrif-
ten Science [2].

1989: Genmarkta celler 6verfors till manniska vid NIH
(National Institutes of Health), USA. Neomycinresi-
stensgen 6verfors med retrovirus for att spara autologa
tumdrinfiltrerande celler fran patienter med malignt
melanom [3].

1990: Férsta genterapiprévningarna vid svar kombine-
rad immundefekt orsakad av brist pa enzymet adenosin-
deaminas (SCID-ADA) utférs vid Hospitale San Raffaele,
Milano, Italien och NIH [4].

1995: Forsta svenska genéverforingen till patient utfors
vid Huddinge sjukhus. Neomycinresistensgen éverfors
med retrovirus for att spara kvarvarande myelomceller
vid aterfall efter autolog stamcellstransplantation [5].

1998: Vid Huddinge sjukhus genomférs den férsta
svenska genterapibehandlingen av patienter med
kardiovaskular sjukdom genom injektion av plasmid
med genen for vaskular endotelcellstillvaxtfaktor (VEGF)
i hjartmuskeln [6].

1998: 1 USA blir Vitravene (fomivirsen) den férsta av FDA
(Food and Drug Administration) godkanda behandling-
en med oligonukleotider (mot CMV-retinit hos framst
patienter med aids) [7]. Samma preparat godkéndes av
EMA (European Medicines Agency) ar 1999 som forsta
terapi med oligonukleotider i Europa.

1999: Forsta dodsfallet i en genterapistudie intréaffar
vid University of Pennsylvania, USA. Patienten Jesse
Gelsinger, vars namn offentliggjorts, led av arftlig
ornitintranskarbamylasbrist och drabbades av en letal
inflammatorisk reaktion orsakad av adenovirusvektor
injicerad i leverartaren.

2000: Botande behandling av SCID-X1, som genomférts
vid Hépital Necker i Paris, rapporteras i Science [8].

2001: Forsta godkanda genterapipreparatet i varlden
(Gendicine; onkolytiskt virus mot tumérer) godkénns
av Kinas lakemedelsverk. Inte godkant av EMA eller FDA.

2012: Glybera (alipogentiparvovek) mot lipoproteinlipas-
brist blir det forsta EMA-godkanda genterapipreparatet.

2012: Férsta rapporten om effektiv behandling av
B-cellslymfom med genmodifierade T-celler (CAR-
T-cellsbehandling) utford vid NIH, USA [9].

2015: Forsta svenska/europeiska terapin med CAR-T-
celler utfors vid Akademiska sjukhuset i ett samarbete
mellan Uppsala universitet och Karolinska universitets-
sjukhuset.

2017: Den forsta FDA-godkénda genterapin blir CAR-
T-celler for behandling av akut lymfatisk leukemi samt
snart darefter for diffust storcelligt B-cellslymfom
(Tabell 1).
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rapi fors arvsmassa in i celler for att uppna en tera-
peutisk effekt genom att komplettera ett skadat arvs-
anlag, reparera en skadad gen eller ge cellen en ny
funktion. For att 6verfora hela gener anvinds vekto-
rer, eller barare, som vanligen utgors av rekombinanta
virus som inte ar sjukdomsframkallande.

En annan form av genterapi dr behandling med
syntetiska oligonukleotider [7]. Dessa bestar av upp
till nagra tiotal av arvsmassans byggstenar, sa kallade
nukleotider, medan genomet i ett rekombinant virus
bestar av tusentals sadana. En tredje form av gentera-
pi ar tillforsel av budbarar-RNA (mRNA). Eftersom ut-
vecklingen hér d&nnu inte natt sa langt beskrivs denna
behandling inte vidare i artikeln.

Tillforsel av nytt friskt anlag eller redigering

Det kanske mest uppenbara anvindningsomradet for
genterapi dar hela arvsanlag 6verférs 4r monogena
sjukdomar. Sadana exempel dr sjukdomar med reces-
siv nedarvning, sasom olika former av svar kombine-
rad immunbrist (exempelvis SCID-X1 och SCID-ADA)
och blodarsjuka. Genom att tillfora ett »friskt« arvsan-
lag kan en cell aterfa formagan att tillverka det prote-
in som saknas.

Flera andra arftliga bristtillstand har ocksa behand-
lats framgangsrikt, men antalet patienter ér litet. Pa-
tienter med hemofili B har aterfatt formagan att pro-
ducera faktor IX sa att behovet av tillférsel av rekom-
binant protein har minskat och i vissa fall upphort
[10]. Nyligen har man dessutom anvént en modifierad
faktor IX som ger 6kad formaga att fa blodet att koagu-
lera, vilket ocksa forbattrat behandlingseffekten.

De indikationer flest patienter behandlats for med
genterapi dr lymfom och leukemier. Med anvandning
av genteknik har ett arvsanlag for ett artificiellt pro-
tein skapats (Figur 1). Proteinet innehaller tre delar
och uttrycks i patientens egna T-lymfocyter. Extra-
cellulart utgors proteinet av en antikropp som kén-
ner igen CD19, vilket &r ett cellyteprotein som finns
pa saval normala som maligna B-lymfocyter. Mit-
tendelen bestar av en del av T-lymfocytens antigen-
specifika receptor, medan den intracellulart utgors
av kombinationer av olika cellsignaleringsproteiner.
Proteinet kallas chimérisk antigenreceptor (CAR),
och patientens T-lymfocyter som tillforts den nya ge-
nen bendmns CAR-T-celler [9]. Hundratals patienter
har behandlats framgéngsrikt, men enstaka patien-
ter far allvarliga biverkningar, inklusive hjarnédem
av okdnd genes, och flera dodsfall har rapporterats.
Den sammantagna nyttan har dnda bedomts vara sa
stor att amerikanska FDA (Food and Drug Adminis-
tration) 2017 godkinde tisagenlecleucel (Kymriah), en
CAR-T-behandling mot akut lymfatisk leukemi. Sena-
re under 2017 godkédndes ett annat genterapildkeme-
del for indikationen diffust storcelligt B-cellslymfom.

Nagot helt nytt i genterapiarsenalen ar anvindning
av enzymer med formagan att reparera skadade an-
lag i celler, vilket mojliggjorts framst via upptiackten
av genredigeringsmetoden CRISPR/Cas9 (Figur 2). For
5 ar sedan var detta en ren utopi, men utvecklingen
har gatt fort (Tabell 2). Upptackten av CRISPR (cluster-
ed regularly interspaced short palindromic repeats)
och CRISPR-associerade Cas-gener, ett slags gensax,
hos prokaryoter har revolutionerat molekylarbiolo-
gin och gjort det bade billigt och enkelt att forandra
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TABELL 1. Godkanda genterapilikemedel

Generiskt namn Artal/
(varunamn) Typ av lakemedel | Indikation Myndighet
Fomivirsen (Vitravene)"? Oligonukleotid Retinal cytomegalovi- | 1998/FDA;
rusinfektion 1999/EMA
Pegaptanib (Macugen)' Oligonukleotid Aldersrelaterad 2004/FDA
makuladegeneration
Alipogentiparvovek Human geniadeno- Lipoproteinlipasbrist 2013/EMA
(Glybera)® associerat virus
Mipomersen (Kynamro)' Oligonukleotid Hyperkolesterolemi 2013/FDA

Talimogen laherparepvek
(Imlygic)

Onkolytiskt virus

Metastaserat melanom

2015/EMA, FDA

(Yescarta)

B-cellslymfom

Eteplirsen (Exondys 51) Oligonukleotid Duchennes muskel- 2016/FDA
dystrofi

GSK2696273 (Strimvelis) Genmodifierade celler | SCID-ADA 2016/EMA

Defibrotid (Defitelio)* Oligonukleotid Veno-ocklusiv sjukdom | 2016/FDA

Nusinersen (Spinraza) Oligonukleotid Spinal muskelatrofi 2016/FDA

Tisagenlecleucel (Kymriah) | Genmodifierade celler | Akut lymfatisk leukemi | 2017/FDA

Axicabtagenciloleucel Genmodifierade celler | Diffust storcelligt 2017/FDA

For utforligare beskrivning av fomivirsen, pegaptinib samt mipomersen, se [7].
2Prepar‘atet séljs inte langre pa grund av minskad efterfragan.

3pa grund av minimal efterfragan samt mycket hog kostnad utan vitalindikation finns planer p4 att
drain preparatet, som ar listat i Fass.
4Pr'eparatet fungerar, till skillnad fran de 6vriga listade, inte genom antisens utan har en annan

verkningsmekanism.

FIGUR 1. Principen for CAR-T-cellsbehandling
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» Principen for CAR (chimarisk antigenreceptor)-T-cellsbehandling.
Lymfocyter isoleras fran patienten genom aferes och den
chimariska receptorn 6éverférs med retrovirus eller transposoner
eller i form av mRNA. CAR bestar av flera delar, vilka visas nere till
hdger i figuren. T-lymfocyterna boérjar uttrycka den nya receptorn
och infunderas till patienten, dar CAR-T-cellerna nu har fatt
formagan att kdnna igen den tumorcell vars cellyteprotein den nya
receptorn binder till. Efter bindningen dédas tumércellerna av
CAR-T-cellerna. Denna terapi godkéndes av FDA (Food and Drug
Administration) ar 2017 (Fakta 1 och Tabell 1).
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FIGUR 2a. CRISPR/Cas9 - skraddarsydd redigering av
manskligt genom
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» CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) ar ett slags nedarvt immunsystem som manga bakterier
har. Med hjalp av bland annat nukleaset Cas9 (CRISPR-associerat
protein 9) kan bakterier férhindra infektioner med bakteriofager.
Genom rekombinant DNA-teknik har systemet kunnat anpassas for
anvandning i ménskliga celler, dar gener kan inaktiveras eller
redigeras i detalj. Ett syntetiskt guide-RNA som binder till enzymet
Cas9 tillverkas. Detta guide-RNA binder till specifika malsekvenser i
arvsmassan, och enzymet Cas9 klyver darefter arvsmassan. PAM
(protospacer adjacent motif) ar ett igenkanningsmotiv for
nukleaset och utgdrs av nagra baspar i omedelbar anslutning till
malsekvensen. PAM-sekvensen varierar for olika nukleaser.
Donator-DNA tillsatts om man vill redigera en gen.

arvsanlag. Kliniska forsok inleddes i Kina under hos-
ten 2016. Hos en patient med lungcancer inaktiverades
da anlaget for cellytemolekylen PD-1 (programmerad
dodsreceptor 1; aven kallad CD 279), en sa kallad immun-
kontrollpunktshammare (immune checkpoint inhi-
bitor), och de genmodifierade lymfocyterna aterfordes
darefter till patienten. Syftet var att forbéattra mojlighe-
ten for T-lymfocyter att angripa tumorcellerna genom
att inaktivera en molekyl som dampar immunsvaret.
Metoden utgor ett genterapeutiskt alternativ till be-
handling med antikroppar, som fungerar som immun-
kontrollpunktshammare, i syfte att fa T-lymfocyter att
angripa tumorceller mer effektivt. Kinesiska forskare
har hunnit lingst, med redan bortét 20 behandlade pa-
tienter vilkas celler genomgatt CRISPR/Cas9-redigering.
Orsaken till att det gatt sa fort dr bland annat att denna
typ av forsok godkanns lokalt i Kina utan att nigon cen-
tral myndighet ar involverad. Da detta &r sa pass nytt ar
uppféljningen begransad, och resultaten aterstar att se.

I det ovan namnda fallet inaktiverades en gen, men
metoden lampar sig dven for att reparera skadade an-
lag hos patienter med éarftliga sjukdomar. CRISPR/
Cas9-tekniken borde passa sirskilt bra nir det galler
mutationer som orsakar dominant nedarvd sjukdom,
dar det ofta inte hjilper att tillfora ett friskt anlag.Ta-
bell 2 visar pa flera olika indikationer och principer
dar man paborjat, eller ar néra, kliniska forsok.

Genetisk terapi med oligonukleotider
Terapeutiska oligonukleotider har anvints sedan
1990-talet. De kan vara i form av dubbelstringat siRNA

FIGUR 2b. CRISPR/Cas9 - 6verforing till patientens DNA
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» CRISPR/Cas9 anvands for att forandra arvsmassan genom att fora
in en ny sekvens till kromosomalt DNA i patientens celler och pa sa
séatt exempelvis paverka uttrycket av en ytreceptor. Celler som fatt
sin arvsmassa forandrad 6verfors darefter till patienten genom en
infusion (for olika anvandningsomraden, se Tabell 2).

eller besta av enkelstrangade nukleinsyror. Den vanli-
gaste formen &r syntetiska oligonukleotider som be-
star av endast ett 20-tal byggstenar (Tabell 1), vilka ar
riktade mot RNA och dirfor bendmns antisens-RNA.
Ett exempel dr nusinersen (Spinraza), som godkandes
i USA ar 2016 for behandling av spinal muskelatrofi
och som férdndrar splitsningen av ett pre-mRNA [11].

I november 2017 rapporterades i New England
Journal of Medicine om 6verforing av hela arvsanla-
get,SMN1, med hjilp av en virusvektor. Samtidigt upp-
daterades resultatet av behandling med Spinraza och
en jamforelse mellan de tva terapiformerna gors i en
atfoljande redaktionell kommentar [12].

I ar rapporterade Alnylam Pharmaceuticals om sitt
nya siRNA, patisiran, fér behandling av familjar trans-
tyretinamyloidos (Skelleftesjukan). I en fas 3-studie
uppnaddes mycket goda resultat och preparatet fick i
november »genombrottsstatus« (breakthrough thera-
py designation) av FDA och »snabbare handlaggning av
registreringsansokningar« (accelerated assessment) av
EMA.Flera foretag har natt langt vad galler nya oligonuk-
leotidbehandlingar for ett flertal monogena sjukdomar,
inklusive saidana med dominant neddrvning.

Framtida utmaningar

Annu har fa patienter behandlats med genterapi, och
preparaten ar framst till for ovanliga sjukdomar dar
det i dag saknas verksam behandling. Om stérre pa-
tientgrupper ska kunna behandlas krivs nya proces-
ser for storskalig framstéllning och distribution av
genterapiprodukter. Behandlingarna ar ofta mycket
dyra di de normalt utvecklats for sma patientgrup-
per. I dessa fall finns inget behov av storskalig till-
verkning eftersom antalet patienter ar for begransat.
Samtidigt finns det forutséattningar for att en behand-
ling ska kunna ge bot. Darfor behé6vs hilsoekonomis-
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ka bedomningar. GlaxoSmithKline, som marknadsfor
Strimvelis for behandling av SCID-ADA, har en ekono-
misk modell dar aterbetalning sker om terapin inte
fungerar. Aven med denna modell kan priset komma
att 6verstiga vad sjukvarden dr beredd att betala.Iden
internationella diskussionen angaende terapier for
extremt sallsynta sjukdomar féorekommer idéer om
alternativ finansiering. Utover medel fran sjukvarden
diskuteras bidrag fran stiftelser eller andra intressen-
ter for att tdcka kostnaderna. Sjilvfallet kommer be-
handlingsresultatet att vara avgorande. De hélsoeko-
nomiska analyserna bor ocksa ta hansyn till de lang-
siktiga effekterna eftersom ineffektiv underhallsbe-
handling pa sikt kan bli vildigt kostsam.

Antalet godkdnda terapier med oligonukleotider
forviantas oka snabbt. Aven dessa likemedel ar dyra:
i USA kostar behandling med Spinraza for spinal
muskelatrofi 750 000 dollar under det forsta levnads-
aret. Nar patenten gatt ut forviantas terapi med oligo-
nukleotider bli betydligt billigare.

Genterapier dir hela arvsanlag 6verfors kommer
sannolikt ocksa att sjunka i pris, men produktions-
kostnaden ar betydligt hogre. Aven om endast ett fatal
sddana preparat dnnu har godkints finns ett antal 14-
kemedel i pipeline, till exempel behandling for blind-
het, epidermolysis bullosa, hemofili och cancer.

Antalet allvarliga biverkningar vid genterapi har va-
rit relativt litet bland de tusentals patienter som redan
ingatt i kliniska prévningar. Det kan kanske verka for-
vanande eftersom sadana ofta fatt mycket stor upp-
marksamhet, men det har sdkert delvis att géra med
att orsaken till biverkningar vid genterapi ar littare att
faststélla 4n for andra preparat. Observationstiden for
de flesta ar i nuldget dock fortfarande kort, och det ar
viktigt att fortsatt vara observant eftersom negativa
effekter av till exempel integrerande virusvektorer
kan droja. Skulle exempelvis tumorsuppressorgener
inaktiveras, vilket kan forvantas nar nya arvsanlag in-
tegreras i genomet, kan det dré6ja lang tid innan dven
den andra kopian av anlaget genomgér en forandring.
Endast langtidsuppf6ljning kommer att ge svar pa hur
sikra och effektiva behandlingarna &r 6ver tid. For en-
staka patienter som framgangsrikt behandlats med
genterapi dr dock observationstiden mer &n 15 ar.

For att utveckla omradet i Sverige gor Vinnova och
Vetenskapsradet tillsammans med svensk akademi,
industri och hélso- och sjukvard en mangmiljonsats-
ning pa cell- och genterapi genom att finansiera ett
nytt nationellt centrum - CAMP (Center for Advanced
Medical Products) - som under en 6-arsperiod kom-

humans - immunothe-
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TABELL 2. Redigering av arvsanlag'

Exempel pa sjukdom | Princip

Overviaganden/mekanism

Arftligimmunbrist Reparera

Ofta ménga olika mutationer, vilket medfor en hog
kostnad da behandlingen skréddarsys for varje patient.
Reparation av blodstamcell.

Arftligimmunbrist Ersitta

Tillvarata existerande regulatoriska gensekvenser
och dérinfora ett cDNA (bildar ett normalt mRNA som
saknar introner). Fungerar for nastan alla mutationer.
Reparation av blodstamcell.

Beta-hemoglobinopati | Forandra

Forandra arvsanlaget for fetalt gamma-globin sé att
produktionen behalls. Forandring av blodstamcell.2

Cancer Fordndra

Inaktivera anlaget fér PD-1for att T-celler ska angripa
tumorer (genetisk kontrollpunktshammare). Studeras
vid lungcancer och nasofaryngealt karcinom.

Hiv Fordndra

Defekt CCR5-receptorprotein skyddar mot hiv. Inaktive-
ra CCR5 i T-lymfocyter eller i blodstamceller.

Har mojliggjorts framst via upptéackten av CRISPR/Cas9, ett enzymatiskt system som bakterier
utvecklat for att forsvara sig mot virus, men som anpassats for att kunna reparera och forandra

gener hos ménniska.

2Transkriptionsfaktorn BCL11A &r en repressor for uttrycket av fetalt gamma-globin. Genom att
selektivt forandra den DNA-sekvens till vilken repressorn binder, bibehalls uttrycket efter fodseln.

mer att arbeta med att fa fram nya gen- och celltera-
pibaserade behandlingar till kliniskt bruk. Mer speci-
fikt kommer CAMP, som baseras pa redan befintliga
infrastrukturer inom akademi, halso- och sjukvards-
regioner, foretag och forskningsinstitut i Sverige, att
arbeta med utmaningar sdsom processutveckling,
tillverkning, kvalitetskontroll samt regulatoriska, ju-
ridiska och etiska aspekter.

Savil genterapi dar cellernas arvsmassa forand-
ras som behandling med oligonukleotider har under
de senaste aren visat sin stora potential. Vigen till
framgang har varit allt annat &n spikrak, men grund-
forskning, kombinerad med 6kad férstaelse av sjuk-
domsmekanismer och avancerad likemedelsutveck-
ling, har gjort skillnad. Det ar for tidigt att sia om den
framtida utvecklingen, men det &r principiellt myck-
et viktigt med dessa genombrott eftersom det ror sig
om helt nya terapiformer. Det ar sarskilt vart att no-
tera att det nu finns verksamma behandlingar for fle-
ra sjukdomar dér det tidigare fanns mycket lite, eller
ibland néstan inget alls, att erbjuda. O
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OVERSIKT

SUMMARY

Gene therapy - from idea to reality

Gene therapy was originally proposed 45 years ago,
but it is only during the last 5-10 years that significant
clinical benefit has been demonstrated. Gene

therapy is in most cases in the form of engineered
viruses carrying a therapeutic gene. Examples

of successfully treated disorders are primary
immunodeficiencies and hemophilias. In some cases,
gene therapy consists of genetically modified cells,
such as when chimeric antigen receptors are stably
introduced into T lymphocytes, and used as tumor
therapy, mainly for leukemias. Genetic therapy also
includes oligonucleotides, which consist of around

20 nucleotides. Several such compounds have been
approved for clinical use. Gene editing, which was a
utopia only a few years ago, has now become a clinical
reality. In the main, rather small patient groups have
been treated and a future challenge is the scale-up of
manufacturing processes and the cost-effective use of
the new therapies.
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