908

24. FEBRUAR 2003

UGESKR LAGER 165/9

VIDENSKAB OG PRAKSIS

Fremskridt 1 somatisk genterapi

STATUSARTIKEL

Cand.scient. Jacob Giehm Mikkelsen &
Thomas Gryesten Jensen

De seneste drs medicinske og bioteknologiske landvindin-
ger har i samspil med en egget forstielse af den genetiske og
biokemiske baggrund for en raekke sygdomme, senest kort-
leegningen af det humane genom, siet hdb om genbaseret
sygdomsbehandling som et reelt alternativ til de nuvaerende
behandlingsformer. De terapeutiske muligheder og strate-
gier kan synes uendelige, men alligevel er human somatisk
genterapi endnu langt fra almindelig praksis, og en rekke
tekniske, sikkerhedsmaessige og ikke mindst produktions-
relaterede fremskridt er nedvendige for etableringen af
fremtidige kliniske behandlinger.

Genterapi kan i al enkelhed defineres som overforsel af
nukleinsyrer, DNA eller RNA til celler med det formal at
behandle sygdomme. Ideen om effektiv overforsel af gener
til »syge« celler voksede i starten af 1980’erne ud af basale
studier af virus, der naturligt er i stand til at transportere
genetisk materiale og overfere denne genlast til specifikke
vaertsceller. Dengang som nu syntes iser monogene Syg-
domme at veere oplagte mal for genterapeutisk behandling,
men Kliniske forseg rettes i dag tillige mod virusinfektioner,
hjerte-kar-sygdomme og i overvejende grad mod en rekke
cancerformer (Fig. 1). Hidtil har mere end 3.500 patienter
deltaget i mere end 600 kliniske forseg (3). Pa trods af ad-
skillige lovende rapporter fra cellekulturstudier, preekliniske

dyreeksperimenter og initiale kliniske forseg har genterapi-
feltets forste levear vist sig at vaere seerdeles magre pa klini-
ske succeser. En kombination af store videnskabelige for-
ventninger, velmente, men ofte tomme lofter og senest en
ung mands tragiske ded (fordrsaget af et uventet kraftigt
immunrespons mod den genbarende virusvektor) ved et
klinisk genterapiforseg i 1999 har givet grund til selvran-
sagelse og har kastet lys pa behovet for ny teknologi og
yderligere basal viden pd en rekke omrader. Siledes til-
skyndes nu mere end nogensinde udviklingen af immuno-
logisk »neutrale«, virale genvektorer og i stigende grad
ikkevirale vektorer, der for visse applikationer synes at veere
et bade effektivt og mere sikkert alternativ til virale syste-
mer.

Sidelebende med den igangveerende udvikling af genvek-
torer, der uden sikkerhedsmeessige risici og med hej effek-
tivitet og specificitet kan fragte det terapeutiske gen til det
onskede organ eller veev, udvides definitionen af genterapi.
Der udvikles og finjusteres netop nu en rakke nye tek-
nologier, herunder antisense-teknologi, RNA-interference
(RNAi), DNA-baseret vaccination, anvendelse af replika-
tionsdygtige onkolytiske virus i cancerbehandling samt gen-
korrektion og exon-skipning med potentiale for fremtidig
Kklinisk succes. Hertil kommer en eget forstielse af somati-
ske stamcellers mulige potentiale til transdifferentiering og
metoder til opformering af disse (4, 5). Vi beskriver her de
nyeste og mest lovende genvektorer og strategier i gente-
rapi hos mennesker og gor status over de hidtidige kliniske
hejdepunkter.
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Virale og ikkevirale genvektorer

Vellykket klinisk genterapi afheenger af anvendelsen af vek-
torer — molekyleerbiologiske kurerer — der effektivt, sikkert
og med stor nejagtighed kan transportere et givent terapeu-
tisk gen til malceller i patienten. Hertil kommer krav til den
ideelle vektor om bl.a. reguleret eller balanceret transgen-
udtryk, varig genekspression, ikkeinvasiv vektoradministra-
tion og rentabel storskalaproduktion.

Virus - som retrovirus og adenovirus — har gennem mil-
lioner af ar udviklet evnen til effektivt at inficere bestemte
celletyper og skaffe sig adgang til cellernes genekspres-
sionsapparat med henblik pa yderligere virusdannelse.
Disse egenskaber udnyttes i dag i de fleste af igangveerende
kliniske protokoller. Konceptet er ganske simpelt: Ved gene-
tisk manipulation af det virale genom erstattes virale gener
med et eller flere transgener, der siledes som en integreret
del af virusgenomet kan »pakkes« i rekombinante viruspar-
tikler og overferes ved infektion. Skent det pa papiret fore-
kommer at veere simpelt, er det nu klart, at de mangfoldige
krav, der stilles til genterapivektorer, ikke kan opfyldes af én
perfekt vektor, og at valget af vektor i hoj grad afthanger af
den enkelte virus’ biologiske egenskaber og af sygdommen,
der onskes behandlet.

Retrovirale vektorer

Fra genterapiens start var vektorer, der var afledt fra murine
retrovirus, de mest foretrukne i kliniske forseg (Fig. 1). Re-
trovirus udmeerker sig primaert ved effektivt at kunne inte-
grere den medbragte genetiske information i vaertscellens
genom. Herved settes et genetisk »fodspor«, som bibehol-
des i hele den inficerede celles levetid, og som muligger et
varigt udtryk af det overforte transgen. Skent vektorintegra-
tion er enskvaerdig for en rackke applikationer, folger med
denne egenskab risikoen for at pavirke eller helt sdelaegge
gener i vaertscellen og derved inducere cancer, eftersom det
ikke pa nuveerende tidspunkt er muligt at malrette vektor-
integration mod bestemte loci i inficerede cellers genom.
Da retrovirus kun inficerer celler i deling, er disse vektorer
ikke velegnede for applikationer, der indebeerer in vivo-gen-
overforsel til f.eks. nerve-, muskel- og leverceller. De er
bedst egnede for applikationer, der muligger ex vivo-gen-
overfarsel til celler i deling efterfulgt af tilbagefersel til
patienten.

Lentivirale vektorer

Lentivirus, gruppen af sakaldte komplekse retrovirus, der
rummer bl.a. hiv, adskiller sig fra simple retrovirus bl.a. ved
effektivt at inficere sével ikkedelende som delende celler.
Lovende praekliniske forseg har vist, at hiv-baserede vekto-
rer, der er injiceret i mus eller rotter, effektivt kan overfore
transgener til feerdigdifferentierede og ikkedelende celler i
bla. hjerne, lever, nyre, gje og led (6, 7). Genetisk korrek-
tion af stamceller er et andet attraktivt mél for behandling af
en reekke sygdomme. Stamceller, f.eks. i det heematopoieti-
ske system, transduceres effektivt ex vivo med lentivirale
vektorer, og i preekliniske studier med aber har man vist, at
reimplanterede stamceller, der bliver behandlet med en hiv-
vektor, giver ophav til stabil transgenekspression i samtlige
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afledte celletyper (8). Skent brugen af hiv eller andre lentivi-
rale vektorer snart bliver mulig i klinikken, synes der stadig
at veere sikkerhedsmaessige hensyn at tage; siledes kan ri-
sikoen for dannelse af replikationsdygtige hiv-virus i for-
bindelse med vektorproduktion eller -administration pa
nuvaerende tidspunkt ikke fuldsteendigt afvises. Den forste
foresléede kliniske protokol, hvor hiv-vektorer, der barer et
gen, der giver resistens over for hiv-infektion, segtes an-
vendt i ex vivo-genoverfarsel til T-lymfocytter (9), afventer
bl.a. pd denne baggrund stadig godkendelse fra den ameri-
kanske sundhedsstyrelses radgivende komité, RAC.

Adenovirale vektorer
Adenovirusafledte vektorer faciliterer effektiv genoverforsel
til en bred vifte af savel delende som ikkedelende celler og
kan i modsetning til retro- og lentivirale vektorer produce-
res i serdeles hgje koncentrationer (op til 10'2 viruspartikler
pr. ml). Skent denne vektortype lige nu er den mest popu-
leere i kliniske forseg (Fig. 1), lider hidtil anvendte adenovi-
rale vektorer af: 1) en manglende evne til at indsatte det
medbragte transgen i veertscellens DNA, med det resultat at
genekspressionen er kortvarig og yderligere vektorbehand-
linger er nedvendige, og 2) et kraftigt immunrespons mod
primert virusproteiner, der er produceret fra vektorens
tilbagevaerende virale gener. Mens forstnavnte problem
seges lost ved udvikling af hybridvektorer (se nedenfor), er
samtlige adenovirale gener blevet fijernet i den nyeste gene-
ration af hjeelperafhaengige adenovirusvektorer. Derved
reduceres vektorens immunogenicitet, og samtidig skabes
der plads til sterre gener i vektoren. Til gengeeld komplice-
res og forlenges produktionsprocessen. I juni 2001 péa-
begyndtes de forste kliniske forseg med hjelperathaengige
adenovirus; data fra én patient, der er behandlet for heemofili
A, viser, at et terapeutisk niveau af koagulationsfaktor VIII
kan males mere end et halvt ar efter virusinjektionen (10).
Alternativt til anvendelsen af adenovirale vektorer som
berere af terapeutiske gener testes genmodificerede repli-
kationskompetente adenovirus — sdkaldte onkolytiske virus
- som et muligt vaben i cancerbehandlingen. Disse virus
replikerer selektivt i og lyserer visse typer af cancerceller og
har i preekliniske studier vist sig effektivt at inhibere tumor-
vaekst. En onkolytisk adenovirus - kaldet ONYX-015 — an-
vendes i gjeblikket i seks kliniske forseg, der er rettet mod
forskellige cancerformer.

Adenoassocieret virus-vektorer

Adenoassocieret virus serotype 2 (AAV2) er det nyeste skud
pa stammen af virus, der er anvendt med nogen succes i kli-
niske forseg. AAV2 er ikke patogen hos mennesker og infi-
cerer en rekke sivel delende som ikkedelende celletyper,
dog med varierende effektivitet og for den afledte vektors
vedkommende uden at medfere effektiv integration af trans-
genet i veertscellens genom. Anvendelsen af AAV2-vektorer
begranses af, at storstedelen af befolkningen er eller har
vaeret inficeret med AAV2, og derfor barer AAV2-specifikke
neutraliserende antistoffer; desuden vanskeliggeres evt.
gentagne vektorbehandlinger af et vektorspecifikt immun-
respons. Med et stigende kendskab til AAV’s biologi og ud-
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vikling af relativt simple metoder for vektorproduktion foku-
serer man i mange laboratorier lige nu pa de forskellige
AAV-serotyper (AAV1-8) og afledte vektorers mulighed for
at overfore genmaterialet til forskellige celletyper og und-
slippe et AAV2-rettet immunrespons. Paviste immunologi-
ske forskelle mellem de enkelte serotyper vil siledes fa stor
betydning for fremtidig klinisk anvendelse af AAV-vektorer.

Hybridvektorer

I forseg pa at skabe virale vektorer med et foreget Kklinisk
potentiale har man i flere laboratorier segt at kombinere
forskellige virale vektorers bedste egenskaber i sakaldte
hybridvektorer. Der har isaer veeret interesse for at omvende
adenovirale vektorers manglende mulighed for at etablere
et varigt genudtryk bl.a. ved udvikling af adeno-/retrovirus-
hybridsystemer, der sdledes kombinerer hej infektionseffek-
tivitet og genekspression med indsattelse af transgenet i
den inficerede celles genom. I det nyeste eksempel pa
hybridvektorer opnés der vedholdende genekspression med
et transposonbaseret integrationssystem, der er overfort til
leveren i mus via en hjelperafhaengig adenoviral vektor.
Som resultat af indseettelse af transposon DNA (og det in-
deholdte transgen) i levercellers genom opnés séledes et
stabilt og terapeutisk niveau af koagulationsfaktor IX (11).
Yderligere vektoroptimering og preekliniske forseg med
storre dyr er nedvendige for at kunne vurdere disse vekto-
rers Kkliniske potentiale.

Ikkevirale vektorer

I skyggen af interessen for virusbaserede vektorer vokser
troen p4, at syntetiske ikkevirale vektorer kan finde udbredt
klinisk anvendelse. Ikkevirale vektorer i form af negent
DNA eller DNA, der er »pakket« i en partikel af lipider eller
polymerer inducerer ikke et immunrespons og er bade nem-
mere og billigere at producere. Til gengeeld har effektivite-
ten hidtil sjeldent veeret sammenlignelig med virale vekto-
rers effektivitet, primaert pa grund af ineffektiv transport af
vektor-DNA over celle- og kernemembran, ringe cellespe-
cificitet, markant nedlukning af genekspression og mang-
lende vektor-DNA-integration. Debatten om virale vektorers
sikkerhed har skabt sget interesse for optimering af de ikke-
virale systemer, og dele af kravene om forbedringer synes
snart at kunne efterkommes. For nuverende er de mest
lovende Kliniske resultater opndet med DNA-vacciner i form
af negent plasmid-DNA, der injiceres intramuskuleert, og via
efterfolgende proteinsyntese giver ophav til et specifikt im-
munrespons, eller ved injektion i muskel eller lever af DNA,
der koder for et terapeutisk gen. Nogent DNA overfores
meget let til muskel- og levervaev, og manglen pa celledeling
i disse veev hos voksne bevirker, at DNA’et bibeholdes i cel-
lerne i lang tid. Nedlukning af genernes udtryk forhindres
ved indbygning af specielle regulerende DNA-sekvenser.
Saledes har det f.eks. vaeret muligt at opretholde terapeu-
tiske niveauer i blodet af koagulationsfaktoren faktor IX i
mere end 1,5 ar efter blot en injektion af plasmid-DNA (12).
Alternativt kan varig transgen-ekspression nu etableres ved
simultan injektion af to plasmider, et plasmid, der rummer
transgenet indeholdt i en DNA-transposon, og et plasmid,

der koder for et enzym, transposase, som katalyserer trans-
genets indsattelse et tilfeeldigt sted i genomet (13). Anven-
delse af en integrase, der er isoleret fra bakteriofager, kan
benyttes til effektiv integration af transgener i bestemte loci,
en egenskab, der betydeligt forbedrer vektorernes sikker-
hedsprofil. Den storste udfordring for nonviral genterapi for-
bliver at definere og udvikle den ideelle »indpakning«, der
effektivt kan styre den genetiske last til en bestemt popula-
tion af celler.

Kliniske forsog med genterapi

Af de ca. 400 kliniske protokoller, der er i gang pa verdens-
plan, foregar hovedparten i USA. De fleste af protokollerne
omhandler behandlingsforseg med cancerpatienter, og en
mindre del tilstreeber behandling af monogene sygdomme
som cystisk fibrose. Der er fa behandlingsforseg, hvor der
er dokumenteret Kkliniske effekter. Den forste arvelige syg-
dom, hvor genterapi viste kurativ effekt er en X-bundet form
af arvelig immundefekt (X-SCID) (14). Behandlingen bestar
i ex vivo-genterapi ved retroviral overforsel af en normal
allel af det defekte gen til stamceller fra knoglemarven.
Ogsé en form for immundefekt, som skyldes mangel pa en-
zymet adenosin deaminase (ADA), ser ud til at kunne blive
behandlet ved lignende metoder (15). Der er publiceret
effektfuld behandling i pilotforseg ved bade perifer og myo-
kardial iskeemi (16, 17). Her bestar behandlingen i stimule-
ring af nydannelsen af blodkar ved intramuskuleer injektion
af negent DNA, der koder for en vaekstfaktor (vascular epi-
thelial growth factor, VEGF). Gennembruddet synes endvi-
dere at veere tet pa i behandlingen af arvelige heemofilier
ved brug af bade virale og nonvirale genoverforselsmetoder
(18, 19).

I Danmark fandt det forste genterapiforseg sted pa Neu-
rokirurgisk Afdeling, Arhus Kommunehospital. Malet var
behandling af ondartede hjernetumorer (glioblastom), men
forsoget viste ingen effekt af behandlingen. I et andet forseg
pa Kirurgisk Afdeling L, ligeledes p& Arhus Kommunehospi-
tal, blev patienter med tumorer i leveren forsegt behandlet
dels med adenovirale vektorer, der indeholdt normale p53-
gener, dels med Elb-deleterede onkolytiske adenovirus,
som selektivt replikerer i og dermed lyserer tumorceller.
Heller ikke i dette projekt kunne der pavises nogen effekt.
Et projekt vedrerende behandling af iskemisk hjertesyg-
dom er netop startet pa Rigshospitalets Hjertecenter. I dette
projekt foregdr behandlingen ved nonviral overfersel af
VEGF-gener til hjertemuskulaturen. Da de kliniske forseg
stadig foregar, er det for tidligt at vurdere behandlingsresul-
tatet. Endelig er et forseg pa behandling af patienter med
malignt melanom ved injektion af genetisk manipulerede T-
celler under opstart pa Onkologisk Afdeling, Arhus Kommu-
nehospital.

Perspektiver

Der er indhentet mange erfaringer som folge af de seneste
ti ars forseg pé at behandle patienter med genterapi. Som et
resultat af at vektorerne konstant forbedres og den biologi-
ske indsigt eges, er de forste lovende resultater med Kli-
nisk genterapi nu ved at indlebe. Samtidig vokser reekken



af nye teknikker og opdagelser med potentiel klinisk rele-
vans. Inden for det seneste ar har iseer RNAinterference
(RNAI) vakt stor interesse. RNAI er et biologisk respons til
dobbeltstrenget RNA og indebarer specifik nedbrydning
af sekvenshomologt mRNA og derved nedlukning af gen-
ekspressionen. Terapeutisk dobbeltstrenget RNA, der er
produceret fra overfort plasmid-DNA, kan specifikt bremse
genekspression hos mus (20), og RNAi tegner som et ser-
deles lovende vaben mod bl.a. infektionssygdomme. Blandt
nyskabelserne finder vi ogsd metoder, der er baseret pa
overforsel af modificerede oligonukleotider, som muligger
reparation af bestemte punktmutationer, og desuden vek-
torsystemer, hvor aktiviteten af overferte gener neje kan
reguleres. Selv ved en sygdom som B-tallasseemi, der ellers
betragtes som en af de vanskeligste sygdomme at behandle
med genterapi, idet de overforte gener kun skal virke i be-
stemte celletyper (forstadier til rede blodlegemer) og pa et
kontrolleret niveau, er der lovende prakliniske resultater.
Ogsa ved insulinkreevende diabetes mellitus er der ved dy-
reforseg observeret praliminere, men lovende resultater.
Endelig kan vi forvente, at der bliver udviklet nye ikkeinva-
sive genoverforselsmetoder. Det har f.eks. vist sig muligt at
overfore gener ved lokal pasmering pa huden og ved oral
indtagelse af DNA i kompleks med beskyttende polymerer.

Somatisk genterapi afpreves saledes til behandling af en
reekke vidt forskellige sygdomme. En vigtig erfaring, der er
draget iszer i forbindelse med brug af genterapi til cancer-
behandling, er, at dyreforseg kun i nogen grad kan bruges
til at forudse, hvad der sker, nar der udferes genterapi pa
mennesker. For at forbedre resultaterne er det derfor ned-
vendigt ogsa at udfere omhyggeligt tilrettelagte kliniske be-
handlingsforseg. Disse er etisk set relativt uproblematiske,
sd leenge det er alvorlige sygdomme, som forseges behand-
let. Anderledes forholder det sig ved forseg pa at pavirke
egenskaber som muskelmasse, ydeevne eller lignende, dvs.
forseg pa genetisk doping. Der foregar endvidere i adskil-
lige laboratorier, iseer i USA, forseg pa udvikling af metoder
til genoverforsel til fostre (in utero-genterapi). Specielt dis-
kutable er forseg pa bevidst manipulation af arvemassen i
konscellerne med det resultat, at de genetiske forandringer
nedarves til kommende generationer.

Med den kontinuerte strem af ny viden, resultatet af
en verdensomspendende forskningsindsats pa alle om-
rader fra basal molekylerbiologi til klinisk genterapi, star
det klart, at fremtidig succesfuld genterapi i udpreget grad
stiller krav til samarbejde pa tveers af faglige interesser. Et
godt samarbejde mellem molekylaerbiologer og leeger er
nedvendigt, ligesom interaktioner pé tveers af interesse i
forskellige sygdomstyper er essentielle. Hertil kommer
kravet om et frugtbart samspil med den bioteknologiske
industri. Set i lyset af den teknologiske udvikling tyder me-
get pa, at genoverforsel bliver en realistisk behandlings-
metode for en rakke forskellige sygdomme, og at DNA
derfor i hej grad ber betragtes som et af fremtidens laege-
midler.
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Summary

Jacob Giehm Mikkelsen & Thomas Gryesten Jensen:
Progress in somatic gene therapy.

Ugeskr Lager 2003;165:908-12.

Therapeutic gene transfer may constitute an alternative to
current treatments. Despite promising results from animal
studies common use of genes as drugs awaits improved
vector efficiency and easier large-scale vector production.
New developments in the field include high-capacity vectors
with low immunogenicity, hybrid vectors, site-specific vector
integration, RNA interference, and efficient non-viral gene
transfer. In this article, we review the recent progress in
somatic gene therapy with focus on vector development and
current examples of clinical efficiency.

Reprints: Thomas G. Jensen, Institut for Human Genetik, Aarhus Universitet,
DK-8000 Arhus C. E-mail: thomas@humgen.au.dk

Antaget den 15. januar 2003.
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Resumé

Cystisk fibrose (CF) skyldes mutationer i genet CFTR (cys-
tic fibrosis transmembrane conductance regulator). CF er ka-
rakteriseret ved hyppige lungeinfektioner, nedsat lunge-
funktion, pancreasinsufficiens og hos mand manglende
sedledere. Mutationer i CFTR forekommer desuden sam-
men med en raekke isolerede, CF-relaterede symptomer,
f.eks. kronisk lungesygdom, medfedt dobbeltsidig mang-
lende sadledere (congenital bilateral absence of the vas defe-
rens [CBAVD]), pancreatitis og asthma. Patienter med disse
sygdomme har en hgjere hyppighed af CFTR-mutationer
end normalbefolkningen. Det er ofte mutationer, der ikke
ses hos patienter med CF, og som derfor herer til de milde
CFTR-mutationer. En af disse mutationer (IVS8-5T) har vist
sig at veere hyppig hos patienter med CF-relaterede syg-
domme, specielt patienter med CBAVD. Et fund af en CFTR-
mutation hos en person ber give anledning til et tilbud om
genetisk radgivning og mutationsanalyse, til relevante fami-
liemedlemmer.

Cystisk fibrose (CF) skyldes mutationer i cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator (CFTR)-genet, der koder for
en cAMP-reguleret kloridkanal. CF er karakteriseret ved hyp-
pige lungeinfektioner, nedsat lungefunktion, pancreas-
insufficiens og, hos mend, manglende sadledere (1). Dia-
gnosen af sygdommen, i dens Kklassiske form, stilles normalt
tidligt, ved klinik, svedtest og mutationsanalyse, i henhold til
en raekke konsensuskriterier (2). CF er en af de hyppigste, al-
vorlige arvelige sygdomme i vestlige befolkningsgrupper.
Hyppigheden af CF blandt nyfedte i Danmark er 1:4.700, med
en anlaegsheaererhyppighed pa 3%. Pa verdensplan varierer
hyppigheden steerkt mellem befolkningsgrupper (Tabel 1);
saledes er den blandt asiater, inkl. inuitter, naer nul, mens den
pa Feergerne er nasten dobbelt sa hej som i Danmark (3-5).
CF er en multiorgansygdom, og kendskabet til de syg-
domsfremkaldende mutationer har medfert, at man har un-
dersogt patienter med isolerede, CF-relaterede symptomer

Tabel 1. Incidensen af CF i forskellige lande, hyppigheden af F508del
og af den neesthyppigste mutation fundet i disse lande. Bemeerk at de
nordiske lande har forskellig incidens af CF, men samme »nordiske«
mutation som neesthyppigste mutation.

Hyppighed af F508del ~ Naesthyppigste mutation

Land Incidens % (hyppighed i %)
Danmark ..... 1:4.700 87 394delTT (1,6)
Sverige ...... 1:7.300 67 394delTT (7,3)
Norge ....... 1:4.500 60 394delTT (4,2)
Faereerne .... 1:2.000 100

Finland ...... 1:25.000 46 394delTT (29)
Storbritannien . 1:2.600 75 G551D (3,1)
Tyskland .. ... 1:3.300 72 R553X (2)
USA? ........ 1:2.500 68 G542X (2,4)
Asien ........ <1:90.000

a) Europaisk afstamning.

for CFTR-mutationer. Det drejer sig om fx kronisk lungesyg-
dom, medfedt manglende sedledere (congenital bilateral
absence of the vas deferens [CBAVD]), pancreatitis og
asthma. Resultatet er ikke entydigt, men en lang reekke un-
dersogelser peger pa, at mutationer i CFTR er medvirkende
arsag til en reekke af disse sygdomme, uden at der er tale
om en klar genotype-feenotype-sammenhang.

I denne artikel vil der blive fokuseret pa en karakterise-
ring af CFTR-mutationer og deres betydning for savel klassi-
ske som ikkeklassiske CF-faenotyper.

Genet

CFTR blev klonet i 1989 (6). Genet sidder pa kromosom nr.
7 (7q31) og er ca. 250.000 basepar (bp) stort. Den protein-
kodende del er fordelt pa 27 exoner, med i alt 6.500 bp.

Proteinet

CFTR koder for et membranprotein, som dels fungerer som
en kloridkanal, dels som regulator af andre ionkanaler. Pro-
teinet er et enkelt polypeptid pa 1.480 aminosyrer med to
transmembrane domener (TMD), to nukleotidbindende do-
mener (NBD), der binder og hydrolyserer ATP, samt et re-
gulatorisk domaene (R) (Fig. 1). Det modne CFTR-protein
er glykosyleret og fungerer som en cAMP/proteinkinase A-
reguleret kloridkanal i epitelcellers apikale membran (7).





