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HOVEDBUDSKABER

o Allogen stamcelletransplantation har veeret den eneste kurative behandling for haamoglobinsygdomme, men med
begransninger som donormangel og risiko for komplikationer.

¢ CRISPR-teknologi muligger genetisk redigering af patientens egne stamceller, hvilket gger produktionen af
fosterha@moglobin og medfgrer, at patienterne bliver funktionelt raske.

« CRISPR-genterapi er en ny mulighed for danske patienter, men den er ressourcemaessigt kraevende og kraever
specialiserede faciliteter.

Alvorlige haemoglobinsygdomme sdsom seglcelleaneemi (SCD) og transfusionskravende -talasseemi (TDT)
udger en betydelig global sundhedsbyrde med flere hundredtusinder bern fedt arligt pa verdensplan [1]. SCD og
TDT er autosomalt recessive sygdomme, der skyldes mutationer i HBB pa kromosom 11, der koder for B-globin. I
Danmark sével som resten af Europa er bade praevalens og incidens af haemoglobinsygdomme stigende grundet

oget antal individer med etnisk ophav i de endemiske omrader uden for Nordeuropa [2-4].

Uden behandling er SCD og TDT ofte dgdelige i barndommen. Moderne behandlinger kan forleenge levetiden
med flere artier, men patienterne har fortsat komplikationer og veesentligt nedsat livskvalitet [5, 6]. Hidtil har
allogen haematopoietisk stamcelletransplantation (HSCT) veeret den eneste kurative behandlingsmulighed, men
behandlingen indebeerer risiko for betydelig morbiditet samt mortalitet, og kun ca. 15% har en velegnet

knoglemarvsdonor [6, 7].

Da B-globin udelukkende udtrykkes i knoglemarvens erytroide forstadier, er genkorrektion af HBBi

haematopoietiske stamceller en mulig faelles kurativ behandling for patienter med SCD og TDT.

Transfusionskraevende B-talasseemi

B-talassaemi er karakteriseret ved mangel pa B-globin, hvor ineffektiv dannelse af erytrocytter i knoglemarven
og heemolyse medferer sveer anemi fra 4-6-manedersalderen (Figur 1). Den kroniske haemolytiske anaemi og
jernophobning i veev medferer bl.a. veekstheemning, progredierende organskade pa grund af jernophobning

samt nedsat funktionsniveau og levetid.
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FIGUR 1 p-globinsygdomme og deres patofysiologi. A. Normal produktion af B-globin resul-
terer i funktionelt voksenhamoglobin, der understetter normal erytropoiese i knoglemarven,
hvilket ferer til sunde rede blodlegemer og normal fysisk aktivitet. B. B-talassaemi er karak-
teriseret ved utilstraskkelig produktion af B-globin, hvilket medferer defekt erytropoiese i
knoglemarven, anami og haamolyse som felge af edelaeggelse af rede blodlegemer. C. Segl-
cellesygdom skyldes en mutation i B-globin, der ferer til abnormt haemoglobin (HbS), som
polymeriserer under hypoxi og fordrsager stive seglformede erytrocytter, som forérsager en
raekke kliniske komplikationer. Figuren er udfert med BioRender.
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Standardbehandlingen af transfusionsafthaengig talasseemi er enten livslang fast blodtransfusion hver 2.-5. uge
kombineret med jernkelerende behandling eller HSCT. HSCT udferes, gerne inden pubertet, typisk med en

vaevstypematchet seskendedonor.

Der er identificeret > 500 genvarianter i HBB, som kan forarsage (-talassaemi [8], hvilket komplicerer genterapi,

der mélrettet forsgger at korrigere specifikke genvarianter.

Seglellesygdom

Seglcellesygdom skyldes en aminosyresubstitution i B-globingenet bensevnt HBB:c.20A>T (HbS).
Seglcellesygdom omfatter: SCD, dvs. homozygoti for HbS; compoundheterozygot seglcellesygdom, dvs. HbS med
en anden hamoglobinvariant, f.eks. haamoglobin C; seglcelletalasseemi, dvs. HbS i kombination med B-
talassaemi. Mutationen medferer polymerisering af haemoglobin, seerligt nar det deoxygeneres i perifere vaev.
Erytrocytterne bliver seglformede og ufleksible og okkluderer sma blodkar, hvilket medferer smerter samt
organskade (Figur 1) [9]. Standardbehandlingen af seglcellesygdom omfatter penicillinprofylakse (funktionel
aspleni), pneumokokvaccination, hydroxyurea (sger fosterheemoglobin (HbF)) og blodtransfusioner. Ved
betydende komplikationer til sygdom eller behandling er der indikation for HSCT, ogsa ved egnet ubeslaegtet
donor [10].
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Debut af haeamoglobinsygdomme

Hverken B-talasszemi eller seglcellesygdomme er symptomgivende fra fedsel, da barnet stadig producerer
betydelige maengder HbF. HbF er en tetramer bestdende af to a-globiner og to y-globiner (ayy2). Funktionelt
fungerer HbF glimrende og indeholder i modseetning til voksenhaemoglobin (HbA: a,B,) ikke B-globin.
Symptomerne ved sygdomme udgdende fra 3-globingenet (B-talasseemi og seglcellesygdom) opstar derfor forst
maneder efter foadslen, hvor barnet i stigende grad forseger at lave voksenhaemoglobin ved hjeelp af B-

globingenet.

Genterapi til heemoglobinsygdomme

Genterapi til SCD og TDT baseret pa en lentiviral vektor med raskt B-globin har veeret tilgeengelig for
amerikanske patienter i en arraekke [11, 12]. Den blev godkendt af EMA i 2019, men firmaet bag trak sig fra EU
grundet manglende godkendelse til ibrugtagning i medlemslandene. For over to artier siden viste forste
generation af genterapi med retrovirus at inducere leukami hos neesten halvdelen af de behandlede personer
[13]. Dette har medfert omfattende fokus pé, om nye lentivirale genterapier indebeerer samme risiko. Hidtil
synes risikoen for leukaemiudvikling at vaere beskeden med kun ét tilfeelde beskrevet hos en patient med SCD
[14].

Flere konkurrerende genterapier er under udvikling, som det fremgar af en nylig oversigtsartikel [15]. Flere er
baseret pa clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR). CRISPR/CRISPR-associeret
(Cas) 9 eller CRISPR/Cas12 kan specifikt 2endre gener i de heematopoietiske stamceller og antages derved at
indebaere mindre risiko for leukaemiudvikling end virusbaseret genterapi. CRISPR-systemet bestér af en
guideribonukleinsyre, der preecist leder Cas-nukleasen til den gnskede DNA-sekvens. Dette muligger malrettet
klevning og efterfolgende indseetning af alternativ DNA-sekvens, hvilket resulterer i korrektion af genet, uden
dets regulatoriske kontekst pavirkes. Selv om dette er elegant, har det hidtil vist sig enklere at klgve DNA i
haematopoietiske stamceller end at introducere en ny genkorrigeret DNA-sekvens. Derfor er de fleste CRISPR-
baserede genterapier til heemoglobinsygdomme p.t. baseret pé at odeleegge transkriptionsfaktorer eller deres
bindingssite og derigennem inducere transkription af y-globin som erstatning for det defekte B-globin. Herved

erstattes det defekte voksenhamoglobin af HbF.

Ved behandlingen isoleres patientens haematopoietiske stamceller ved leukaferese, hvilket er en velafprovet
teknik til at heste stamceller ved andre stamcellebehandlinger. Stamcellerne tilfores herefter CRISPR/Cas-
komponenterne i et laboratorium (f.eks. ved elektroporation), hvorefter den gnskede genredigering sker med
serdeles hej preecision. Efter genredigeringen reintroduceres de korrigerede celler til patienten, hvor de
integreres i knoglemarven og differentierer til blodceller, der baerer det rettede gen. Disse celler viderebringer
geneendringen ved celledelinger, hvilket forer til vedvarende produktion i knoglemarven af det korrigerede

genprodukt.

CRISPR/Cas-teknologiens praecision medferer en lavere teoretisk risiko for insertionel mutagenese [16]
sammenlignet med risikoen ved genterapi med traditionelle lentivirale vektorer, hvor der kun i begraenset

omfang er kontrol over insertionssite.

Genetisk mal for CRISPR ved haemoglobinsygdomme

BCL11A

BCL11A er en transkriptionel repressor af y-globin, der er afgerende for et skift af produktion fra HbF til
voksenheemoglobin (HbA), og BCL11A er derved et attraktivt mél i behandlingen af B-globinsygdommene [3-
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talasseemi og seglcellesygdom (Figur 2).

FIGUR 2 CRISPR-baseret genredigering til reetablering af fosterhaamoglobinproduktion.
Overgangen fra fetal- (HbF) til voksenhamoglobin (HbA) styres af BCL11A, som hasmmer
y-globinproduktion og fremmer B-globinsyntese. Herved dannes HbA og i sm& maengder en
anden type voksenhzemoglobin, i.e. HbA2. CRISPR-baseret klipning af BCL11A eller
BCL11A’s bindingssites reaktiverer y-glohin som erstatning for det defekte B-globingen (HBB)
ved B-talassaemi og seglcellesygdom. Herved reetableres HbF-produktionen hos voksne som
en funktionel kur af genetiske sygdomme i HBB. Figuren er udfert med BioRender.
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CRISPR = clustered regularly interspaced short palindromic repeats.

Personer med medfedte inaktiverende genetiske varianter i BCL11A eller i dets bindingssites i promoteren for y-
globingenet bliver ved med at producere HbF i betydelige meengder hele livet. Det er velkendt, at patienter med
alvorlig heemoglobinsygdom og samtidig persisterende HbF har milde forleb, og at niveauet af HbF er omvendt

proportional med komplikationer og mortalitet. Patienter med HbF > 30% er typisk asymptomatiske.

Ved effektiv inaktivering af BCL11A i patientens egne heematopoietiske stamceller og dermed gget produktion af
HbF udger CRISPR-teknologien en funktionel kurativ behandling. Der er p.t. flere kliniske forseg, som benytter
dette princip. Behandlingen exagamglogenautotemcel er leengst fremme og er EMA-godkendt og pr. februar
2025 ogsa godkendt af Medicinrddet i Danmark pé baggrund af to fase 3-forseg til behandling af patienter over 12
ar med TDT eller SCD [17, 18].

HBGI1 og HBG2

HBG1/2koder for y-globin, og visse medfgdte genvarianter i promotorregionen for disse gener er forbundet med
persisterende HbF. Dette kan ogsa fremkaldes terapeutisk via genterapi, f.eks. ved at edeleegge bindingssitet for
BCL11A.
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I RUBY-forsgget (NCT04853576) anvendes genterapien EDIT-301 med AsCasl2a-enzymet til at eendre HBG1/2-
promotoren og dermed oge niveauet af HbF hos patienter med svaer SCD [19]. Tilsvarende benyttede 0TQ923-
genterapiproduktet CRISPR/Cas9 til at introducere sndringer i HBGI/2, hvilket i et fase 1-2-forseg egede HbF til
klinisk meningsfulde niveauer [20]. Dog valgte firmaet at afbryde den videre udvikling af produktet [21].

Patientflow og behandling

Ex vivo-genterapi er en proces, hvor patientens egne heematopoietiske stamceller udtages og genmodificeres
uden for kroppen, hvorefter de genindfores i patienten (Figur 3). Farst hgstes stamcellerne fra patientens blod.
Ved genterapi enskes et meget hgjt antal stamceller, og der kan derfor veere behov for 2-3 mobiliseringsforlgb.

De udtagne stamceller behandles derefter med genterapi i et hojt specialiseret laboratorium.

FIGUR 3 Ex vivo-genterapi til behandling af heemoglobinsygdomme. Patientens haemato-
poietiske stamceller hestes ved leukaferese og genredigeres ex vivo (A). Patienten
gennemgér konditioneringsbehandling med kemoterapi for at forberede knoglemarven til de
genmodificerede celler (B). De genkorrigerede stamceller reinfunderes til patienten (C).

De genkorrigerede celler koloniserer knoglemarven og producerer funktionelle blodceller (D).
Figuren er udfert med BioRender.
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Efter host og genmodifikation gennemgér patienten en forberedende behandling med hgjdosis kemoterapi
(konditionering), typisk busulfan, der ger det muligt for de genediterede stamceller at kolonisere patientens

knoglemarv [22].

Efter konditioneringen indgives de korrigerede celler i en vene, hvorfra de finder vej til knoglemarven. Det tager
uger for de genkorrigerede stamceller at genetablere knoglemarvens funktion, og i denne periode vil patienten
have anaemi, trombocytopeni og neutropeni. Den dybe og langvarige neutropeni udger en risiko for alvorlige

infektioner, hvilket dog kan forebygges med antimikrobiel behandling.

Behandlingen gor det muligt at opna varig genetisk korrektion ved hjaelp af patientens egne celler, hvilket i
modseetning til en traditionel allogen haeematopoietisk stamcelletransplantation ikke indebaerer risiko for
alloimmunreaktioner (graft versus host-sygdom). Omvendt er opfelgningstiden pa genterapierne kortere og den

endelige sikkerhedsprofil derfor ukendt.

Ombkostninger og vaerdi af genterapi
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Hemoglobinsygdomme udger globalt en enorm menneskelig og skonomisk byrde, som har nedvendiggjort
etablering af forskellige typer forebyggende screeningsprogrammer [23]. Standardbehandlingen omfatter
livslang medicinsk behandling, hyppige blodtransfusioner, indlaeggelser og ikke mindst sociale ydelser til syge
patienter, hvor f.eks. sygemeldinger, forlaenget uddannelsestid og flexjob/fertidspension ikke er usaedvanlige.
Dertil kommer inddragelse af raske pargrende, szerligt foraeldre, som kan have tabt arbejdsfortjeneste. De
preecise omkostninger er dog svaere at opgere. Hvor vi rimeligt kender prisen pa en pose blod, er det omvendt
sveert at vaerdiseette forebyggelse af invaliderende komplikationer sdsom apopleksier hos barn med SCD.
Genterapier repraesenterer en potentielt kurativ engangsbehandling, der kan eliminere udgifterne til livslang
symptomatisk og palliativ behandling. Serligt for bern kan dette fore til betydelige skonomiske besparelser pa
leengere sigt. Imidlertid er genterapi tilsvarende hegijt prissat, hvilket kan udgere en veesentlig barriere for
godkendelse og implementering. Disse omkostninger betyder ogsa, at behandlingen forelebig er uden for
reekkevidde i de fleste udviklingslande, hvor sygdomspraevalensen er hgjest. I Danmark har Medicinradet i en
skelseettende afgarelse godkendt exagamglogenautotemcel til enten TDT eller sveer SCD, hvor der ikke er en
tilgeengelig besleaegtet stamcelledonor. Godkendelserne gaelder i forste omgang i to ar og bygger pa Medicinradets

alvorlighedsprincip, hvor der abnes for hgjere omkostninger og mindre omfattende datagrundlag.

Genterapi kraever avancerede laboratoriefaciliteter, hejt specialiseret ekspertise samt omfattende akkreditering.
Kapaciteten til denne type behandling deles med en rackke andre »advanced therapy medicinal products« sdsom

chimeric antigen-receptor T-celleterapi til kreeftsygdomme, hvor der i disse ar sker en voldsom ekspansion.

Konklusion

Selv om den senere nobelprismodtager Linus Pauling allerede i 1949 udnaevnte SCD til »den forste molekylere
sygdome« [24], er der kun udviklet f& preeparater til behandling af sygdommen. I modsaetning hertil er
udviklingen af genterapi, herunder CRISPR, gaet hurtigt; siden opdagelsen i 2012 [25] er teknologien sendret fra
at veere et vaerdifuldt laboratorievearktgj til at blive en klinisk godkendt behandling med overbevisende effekt,
herunder som behandling for SCD [17, 18].

Trods betydelige fremskridt star vi i dag over for udfordringer som haje omkostninger og kompleksitet af ex
vivo-genterapi med tilherende behov for specialiserede faciliteter og ekspertise. Adgangen til disse avancerede
behandlinger er begraenset i lavindkomstlande, hvor sygdomsbyrden er storst. For at realisere det fulde
potentiale af CRISPR-baseret genterapi er der behov for yderligere forskning og strategier, der kan gore

behandlingen mere tilgeengelig og skonomisk overkommelig globalt.

Udvikling af in vivo-genterapi, hvor en enkelt infusion af et genterapiprodukt kan redigere heematopoietiske
stamcellers DNA direkte i kroppen uden konditionering, tegner til pa sigt at revolutionere feltet yderligere [26,
27]. Der er hdb om, at dette vil bringe os et skridt nseermere en funktionel kur for heemoglobinsygdomme og

muliggere skalering af behandlingen, sa man kan imgdekomme det globale behov.
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SUMMARY

CRISPR as a functional cure for hemoglobinopathies

Severe haemoglobinopathies, including sickle cell disease and B-thalassaemia, represent significant global
health burdens. CRISPR technology enables precise genetic editing of haematopoietic stem cells, with current
therapies focused on boosting fetal haemoglobin production for a functional cure. This review finds that, while
promising, ex vivo approaches require advanced facilities and substantial resources, limiting accessibility where
the need is highest. Future development of in vivo methods may expand global access, addressing the urgent

need for scalable and affordable treatments for these debilitating diseases.
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