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1 Einleitung

Das Fachgebiet der Humangenetik befasst sich mit den in der DNA des Menschen
verschliisselten Erbanlagen. Durch das Erforschen von Defekten in den menschlichen
Erbanlagen und Charakterisierung der phinotypischen Auswirkungen erblich verursachter
Krankheiten nimmt die molekulare Humangenetik den Platz einer Schliisseldisziplin in der
Medizin ein. Neben der deskriptiven Erfassung des Phénotyps und der ausfiihrlichen
Stammbaumanalyse hat sich die molekulare Untersuchung der Gene und ihrer
krankheitsauslésenden Mutationen zum unerlésslichen Bestandteil der Forschung entwickelt.
Bei diesen Untersuchungen werden die Auswirkungen von Mutationen auf Ebene der DNA,
des resultierenden Transkripts bis hin zum Genprodukt und dessen gestorter Funktion in der
Zelle analysiert. Das komplexe Krankheitsbild der monogen vererbten Zystischen Fibrose
(cystic fibrosis, CF) gehort heute zu den wohl am meisten untersuchten genetischen
Erkrankungen. Die Klonierung des bei CF mutierten Gens war ein Durchbruch in der

Humangenetik und er6ffnete neue Gesichtspunkte fiir die Diagnostik und Therapie der CF.

1.1 Historie der Zystischen Fibrose

Das Krankheitsbild der Zystischen Fibrose (auch Mukoviszidose genannt) ist eine variable
Multisystemerkrankung, deren phénotypische Beschreibung bis in die 30er-Jahre des 20.
Jahrhunderts zuriick reicht. Fanconi grenzte die CF als eigenstdndiges Krankheitsbild vom
Zoliakiesyndrom ab (Fanconi et al., 1936). Auf das Vorliegen einer funktionellen Stérung
wies 1953 die Gruppe um di Sant’Agnese hin, die eine abnorme Elektrolytzusammensetzung
im Schweil von CF-Patienten beschrieben. Das Phdnomen des erhdhten Salzverlustes iiber
den Schweil} veranlasste Gibson und Cooke, den Schweilitest zu etablieren (Gibson et al.,
1959). Dieser Test war tiber die Jahre der einzige und ist bis heute noch fester Bestandteil der
klinischen Diagnostik. Durch Kopplungsanalysen (,,linkage®) gelang es 1985, das bei CF
mutierte Gen auf dem langen Arm von Chromosom 7 zu lokalisieren. Als 1989 die
Klonierung des fiir CF codierenden Gens ,.cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) gelang, fiihrte dies zu einer Fiille von Arbeiten, die sich bis in die
Gegenwart mit diesem komplexen Krankheitsbild der CF befassen und die Entwicklung der

molekularen Diagnostik entscheidend gepréigt haben.



1.2 Klinik der CF

Die Cystische Fibrose ist eine besonders schwere Multisystemerkrankung, welche besonders
die Epithelien des Respirationstrakts, des exokrinen Pankreas, des Magen-Darm-Trakts, des
mannlichen Genitaltrakts, des hepatobilidren Systems und der exokrinen Schweildriisen
betrifft. Vor allem das Bronchialsystem neigt durch eine starke Zéhigkeit und Verdickung des
Schleimes zu Infektionen, die besonders die tieferen Atemwege betreffen und zu chronischen
endobronchialen Infektionen fortschreiten, die im Endstadium zu extensiver Zerstorung der
Atemwege (Zysten und Abszesse) und zu einer Lungenfibrose fiihren konnen. Der
Schweregrad der pulmonalen Erkrankung ist meist auch die Ursache fiir die friihe
Sterblichkeit. Neben diesen schweren Verldufen gibt es auch harmlosere Phédnotypen infolge
unterschiedlicher Mutationen. Etwa 85% der Patienten entwickeln eine Pankreasinsuffizienz
und ein daraus bedingtes Malabsorptionssyndrom. Bei Neugeborenen mit CF tritt in etwa 5-
10% ein Mekoniumileus auf und bei etwa 2-5% der Patienten existiert eine Beteiligung der
Leber (Passarge, 2004). Mehr als 95% der Ménner mit CF sind infertil aufgrund einer
Azoospermie. Ursache ist das Fehlen, die Atrophie oder die Fibrosierung der Strukturen der
Vasa deferentia (Tait et al., 2001). Es gibt auch Maénner, die keinerlei pulmonale oder
gastrointestinale Symptome haben, aber dennoch infertil aufgrund eines heterozygoten
Vorliegens einer CF-Mutation sind. Die beidseitige Abwesenheit der Samenleiter bei diesen
Patienten bezeichnet man auch als congenital bilateral absence of the vas deferens (CBAVD).
Haufig findet sich ein 5T-Polymorphismus. Es handelt sich um eine Mutation mit variabler
Penetranz, eine dem 3’-Ende von Intron 8 des CFTR-Gens nahe liegende Gruppe von 5
Thymidinen. Dieses 5T-Allel tritt mit etwa 5% Frequenz auf (Tait et al., 2001) und kann in
Kombination mit einer in trans (d. h. auf dem anderen Chromosom) liegenden
krankheitsverursachenden Mutation (z.B. AF508) eine CBAVD oder eine milde CF-Form
hervorrufen. Trotz therapeutischer Fortschritte liegt die Lebenserwartung eines an CF

erkrankten Patienten (Pankreasinsuffiziente Formen) bei etwa 20-30 Jahren.

1.3 Diagnostik der CF

1.3.1 Klinische Diagnostik der CF

Der Verdacht auf eine vorliegende CF ergibt sich meist mit dem Auftreten von klinischen

Symptomen oder der Anamnese der Familie. Ein Mekoniumileus im Séuglingsalter oder



sogar intrauterin, rezidivierende  Bronchitiden,  Gedeihstorungen, rezidivierende
Nasenpolypen, unklare Hepatopathie und maénnliche Infertilitit sind die wichtigsten
Symptome, die an eine CF denken lassen miissen. Sie lassen sich nochmals gesondert in
Gruppen einteilen, zum Beispiel konnen sich die chronisch sinopulmonalen Erkrankungen
durch chronischen Husten und Sputumproduktion, persistierende Keimbesiedlung durch CF-
typische Keime (Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus), durch Obstruktion der
Atemwege (Giemen, Uberblihung im Réntgenthorax), oder als Trommelschlegelfinger
manifestieren. Die Gruppe der gastrointestinalen Storungen erstreckt sich vom
Mekoniumileus  iiber ~ Verschlusssyndrome  des  Darmes, Pankreasinsuffizienz,
Leberfunktionsstorungen bis hin zur Zirrhose und den entsprechenden Folgen in Form von
Wachstumsstdrungen, mit Odemen einhergehendem Proteinmangel und Vitaminmangel. Das
Salzverlustsyndrom macht sich durch starkes Schwitzen bei Hitze mit starkem Salzverlust
und/oder einer metabolischen Alkalose bemerkbar. Die minnliche Infertilitit stellt eine
weitere Gruppe dar, die in der Adoleszens als Symptom in Erscheinung tritt. Treten ein oder
mehrere phédnotypische Merkmale auf oder ist ein Geschwister an CF erkrankt, sollte

weitergehende Diagnostik durchgefiihrt werden (Reinhardt et al., 2001).

1.3.2 Der Schweif3test

Der sogenannte Schweilltest galt wie unter 1.1 beschrieben lange Zeit als der einzige, sichere
Test. Neben seiner Sicherheit ist er ein schmerzfreier und schnell durchzufiihrender Test, der
auch von Sduglingen gut toleriert wird. Nach etwa 60min lésst sich der Chloridwert ablesen
(CI' > 60mmol/l gilt als positiv). Dieser Test wird auch heute noch in standardisierter Form

durchgefiihrt (Reinhardt et al., 2001).

1.3.3  Elektrophysiologische Diagnostik

Ebenfalls konnen zwei elektrophysiologische Untersuchungen, die nasale Potentialmessung
(nPD) und die Messung des Kurzschlussstromes (ICM) bei einer Rektumbiopsie durchgefiihrt
werden. Bei der nasalen Potentialdifferenzmessung werden eine Sonde im unteren Nasengang
(z. B. Nabelvenenkatheter) und eine subkutan liegende Referenzelektrode platziert, die beide
iiber ein hochohmiges Voltmeter verbunden sind. CF-Patienten haben gegeniiber Gesunden

eine negativere Spannungsdifferenz.



Seit den 90er Jahren wird die Messung von Parametern der Chloridsekretion in
Rektumbiopsien (ICM) in der CF-Diagnostik angewendet. Eine einfach und schmerzfrei zu
gewinnende rektale Saugbiopsie von 3-4mm Durchmesser wird in eine modifizierte Ussing-
Kammer eingespannt, anschlieBend wird die Chloridsekretion durch Gabe von Carbachol
stimuliert. Die unterschiedliche Stimulationsantwort ermoglicht eine Unterscheidung von

Gesunden und CF-Patienten (Reinhardt et al., 2001).

1.3.4 Genetische Diagnostik

Genetische Untersuchungen auf CF-Mutationen liefern mit entsprechenden Verfahren genaue
und eindeutige Ergebnisse. Besonders fiir eine Krankheit wie die CF, deren klinischer Verlauf
oft aufgrund der vielen mdglichen Mutationen und Umwelteinfliisse sehr heterogen ist, tragen
genetische Analysen zur Sicherung entscheidend bei. Dennoch kénnen diese Methoden bei
negativem Ergebnis keinen sicheren Ausschluss einer CF gewédhren, da bei einer Fiille von
iiber 1000 bekannten Mutationen entweder eine aufgrund ihrer Seltenheit nicht mitgetestete
Mutation oder eine unbekannte Mutation vorliegen kann. Werden jedoch 2 krankmachende
CF-Mutationen, eine auf jedem der beiden homologen Chromosomen 7 des Patienten
gefunden, ist die Diagnose gesichert. Meist werden heutzutage in den Laboratorien
kommerzielle Kits verwendet, welche die etwa 25 héaufigsten Mutationen erfassen. Im Institut
fir Humangenetik des Universititsklinikums Giessen wurde zum Zeitpunkt der Erstellung
dieser Arbeit das Elucigene CF 29-Kit + 5T-Polymorphismus-Kit verwendet (getestete
Mutationen siehe Kapitel 3.4). Die aus Patientenblut gewonnene DNA-Probe wird mittels
Multiplex-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) in einem standardisierten Verfahren auf die
entsprechenden Mutationen getestet und nach Auftragung auf ein Gel untersucht. Solche Kits
stellen den ,,Diagnostischen Standard* dar und sind relativ schnell und einfach durchzufiihren.
Eine weitere Moglichkeit fliir den Nachweis von Sequenzvarianten in mittels PCR
amplifizierten DNA-Fragmenten besteht in der Single-strand-conformation-polymorphism-
Analyse (SSCP). Mit ihr konnen mehr als 70-80% aller Sequenzverdnderungen, egal ob
bekannt oder nicht bekannt, detektiert werden (Reinhardt et al., 2001). Eine Sequenzierung ist
bei vermuteten, unbekannten Mutationen die Methode der Wahl. Diese Moglichkeiten stehen

jedoch nicht allen Laboren, die CF-Diagnostik betreiben, zur Verfligung.



1.4 Epidemiologie und Vererbung der Zystischen Fibrose

Die Zystische Fibrose ist eine monogene, autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung die am
hiufigsten in der kaukasischen Bevolkerung und viel seltener in anderen ethnischen Gruppen
auftritt. Ursache sind Mutationen im CFTR-Gen, welches fiir ein Protein codiert, das den
transmembranen Durchfluss von Chloridionen besonders in Epithelgeweben reguliert. Da es
sich um eine genetisch bedingte Krankheit handelt, bestehen auch hier in Populationen
verschiedener ethnischer Herkunft unterschiedliche Hiufigkeiten im Auftreten von CF.
Gegentiber nur 1 an CF erkrankten Kind von 100000 in der asiatischen Population und 1 von
17000 in der afrikanisch-amerikanischen Population, liegt die Hiufigkeit der Inzidenz bei der
weillen Bevolkerung Nordamerikas und Europas bei 1/2500 und 1/1600 (Reinhardt et al.,
2001). Wie es fiir autosomal-rezessive Erbgénge typisch ist, sind Heterozygote (Carrier)
klinisch gesund, tragen aber neben einem Normalallel auch ein mutiertes Allel. Dies trifft fiir
4-5% der kaukasischen Bevolkerung Nordeuropas und Nordamerikas zu. Wenn beide Partner
fiir eine CF heterozygot sind, betrdgt die Wahrscheinlichkeit, ein an CF erkranktes Kind zu
bekommen, fiir jede Schwangerschaft 25%. Bei autosomal rezessiven Erkrankungen besteht
fiir Geschwister eines Erkrankten eine Wahrscheinlichkeit von 2/3, heterozgoter Gentriager zu

sein.

1.5 Das die Zystische Fibrose verursachende Gen und sein Produkt

1.5.1 Identifizierung des CFTR-Gens

Das CFTR-Gen ist wie viele eukaryote Gene als DNA-Abschnitt organisiert, der aus
kodierenden Abschnitten (Exone) und nichtkodierenden Abschnitten (Introne) besteht. Nach
der Transkription werden die Introne aus dem Primértranskript durch Spleilen entfernt,
sodass die Boten-RNA (mRNA) als Vorlage fiir die Proteinsynthese steht.

Durch Kopplungsanalysen wurde der CF-Genlocus auf dem langen Arm des Chromosom 7
(Bande 7q31) lokalisiert (Tsui et al., 1985; Wainwright et al., 1985; White et al.,1985). Nach
weiterer Feinkartierung des CF-Genlocus (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989; Rommens
et al., 1989) wurde die Kandidatengenregion auf einen DNA-Abschnitt von etwa 1500kb
(Kilobasen) eingeengt. Durch eine Kombination von Chromosomenwalking, Chromosomen-
jumping und Positionsklonierung wurde ein Abschnitt von etwa 250kb isoliert und die dort

liegenden Kandidatengene auf Mutationen gepriift. Bei den untersuchten CF-Patienten wurde



in etwa 70% eine Deletion von 3 Basenpaaren entdeckt, die bei den gesunden
Kontrollpersonen fehlte. Weitere Klarheit erbrachte die Sequenzierung der Basensequenz und
die Festlegung der kodierenden Exone und nichtkodierenden Introne. Ein Zusammenhang mit
dem Chloridionentransport in epithelialen Geweben wurde erkannt, doch man war sich nicht
einig, ob das vom CFTR-Gen kodierte Protein als Chloridkanal oder als Regulator eines
solchen Kanals funktioniert. Wegen diesen beiden Moglichkeiten, wurde fiir das Genprodukt
der Name ,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gewihlt, der fiir
beide Moglichkeiten zutrifft.

Das mit 250kb sehr groe CFTR-Gen enhélt 27 Exone, deren Grofle von 38 bis 724bp
(Basenpaaren) reicht (Zielenski und Tsui, 1995). Die meisten Exone liegen jedoch im Schnitt
bei einer Grofle von etwa 200bp. Das Gen codiert fiir eine 6.5kb groe mRNA, die durch
Northernblot vor allem in den von CF betroffenen Geweben (Lunge, Pankreas,
Schweilldriisen, Leber, Speicheldriisen und Kolon) nachgewiesen werden kann. Anhand
dieses Transkripts wird ein Protein von 1480 Aminosduren gebildet. Durch alternatives

Spleilen der mRNA werden gewebespezifisch unterschiedliche Genprodukte gebildet.

{a) CFTRgene &

1]
12 143 1517a 23
1 13 14016 18 19 20 21 22

iy

|
250 (kb

© sl

TR Uy ud uu

) u
(b) CFTRprotein  Membrane spanning ATP-  R-domain  Membrane spanning
binding binding

(c) Model ::i: Membrane

Abb. 1.1: Das CFTR-Gen (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene). Das schematische
Diagramm zeigt in a) die Struktur des CFTR-Gens mit 27 Exons (dargestellt als offene Boxen, die Suffixe ,,a“
und ,,b“ sind historische Bezeichnungen), b) die abgeleiteten Polypeptide mit den verschiedenen hervor-
gehobenen Doménen, und c) das Model des CFTR-Proteins und seine angenommene Lage in der apikalen
Membran einer sekretorisch epithelialen Zelle. CHO zeigt die Glykosylierung an. (nach Zielenski und Tsui,
1995)



1.5.2 Das Genprodukt des CFTR-Gens

Das 1480 Aminosduren grofle, membrangebundene CFTR-Protein ist ein glykosyliertes
Transmembranprotein und besitzt eine Reihe von strukturellen und funktionellen Doménen.
Das CFTR-Protein besteht aus zwei transmembranen Doméinen (TMD) mit je sechs
transmembranen, hydrophoben Schleifen (Loops). Die Loops I-VI bilden die transmembrane
Doméne 1 (TMD1) und die Loops VII-XII bilden TMD2. Fiir TMD1 codieren die Exons 3-7
(Exons 3 (I), 4 (I), 6a (IILIV), 7 (V,VI])) und die Exons 14a-18 codieren fiir TMD2 (14a
(VID), 15 (VIID), 17a (IX,X), 17b (XI), und 18 (XII) kodiert.

Die zwei nukleotidbindenden Regionen NBD1 und NBD2 (in Abb. 1.1 ATP-binding), die den
Exons 9-12 und im Carboxy-Ende den Exons 19/20-23 entsprechen, binden ATP. Aufgrund
dieser Primérstruktur zdhlt man das CFTR-Protein auch zur Superfamilie der ABC-
Transporter (ATP-binding cassette). Andere Nomenklaturen bezeichnen diese Strukturen auch
als Nukleotidbindungsfalten (NBFs). Die beiden transmembranen Domidnen sind &hnlich
aufgebaut, aber funktionell stellt nur NBD1 die Verbindung zur cAMP-regulierten (zyklisches
Adenosinmonophosphat) Aktivitidt des Chloridionenkanals her.

Eine von den Exonen 12-14a codierte regulatorische Region (R-domain) stellt gegeniiber den
anderen Mitgliedern dieser lonentransporterfamilie eine Besonderheit dar. Sie verbindet die
beiden symmetrischen Teile des Proteins (TMD1, NBD1-TMD2, NBD2) und trdgt zahlreiche
geladene Seitenketten und Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase A und C. Befindet sich
die R-Domiéne in phosphoryliertem Zustand, Offnet sich der Kanal, sodass es zum
Chloridionentransport kommen kann, fehlende Phosphorylierung fiihrt zu einer

Unterbrechung dieses Transports.

CFTR-cDNA
ATG TAG
5 S T1T11 [1 [ 1 [T 1T [ 1 I I [T [T TT T I [T [ 1 3
Exon 123 456a6b7 89 10 11 12 13 14a14b151617a17b18 19 20 21 22 23 24
TMDA1 NBD1 R-Domaéane TMD2 NBD2
M1 M2 M3 M4 M5 M6 S753 M7 M8 M9 M10 M11 M12

G551

1331 K335 M1137 Y1424

D924

11139

$660 $700 S737 S795 S813
CFTR-Protein

Abb. 1.2: Topologie von CFTR. Struktur mit 5 Untereinheiten: 2 transmembrane Doménen (TMD1, TMD2), mit
6 membrandurchdringenden Segmenten (TMD1: M1-M6; TMD2: M7-M12), denen je eine nukleotidbindende
Domine (NBD1, NBD2) folgt. Die hdufigste Mukoviszidose hervorrufende Mutation fiihrt zur Deletion der in
NBDI1 eingezeichneten Aminosaure F508 (nach Reinhardt et al., 2001).



N- und C-Terminus von CFTR, die beiden NBDs und die R-Doméne befinden sich auf der
dem Zytoplasma zugewandten Seite. Die beiden transmembranen Doménen bilden die
Kanalporen durch die Membran. Die verbindenden Segmente der Abschnitte M1-M6 fiir
TMDI1, sowie M7-M12 fiir TMD?2, liegen in abwechselnder Reihenfolge innerhalb und
auBBerhalb des Zytoplasmas (siche Abb. 1.2).

Der Chloridionenfluss erfolgt passiv entlang des Konzentrationsgradienten. Je nach Zell- und
Epitheltyp ist CFTR an Chloridsekretion und —absorption beteiligt. Unter physiologischen
Bedingungen setzt die Aktivierung der CFTR-Kanéle ihre Phosphorylierung durch die cAMP-
abhéngige Proteinkinase A sowie die zytoplasmatische Verfligbarkeit von hydrolysierbaren
Nukleosidtriphosphaten voraus.

Der zellbiologische Basisdefekt der CF besteht in der fehlenden Aktivierbarkeit
transmembraner Chloridstrome durch cAMP aufgrund einer Mutation im fir CFTR
kodierenden Gen. Beispielsweise zeigen CFTR-Deletionsmutanten, denen eine NBD fehlt,
keine fluoreszenzmikroskopisch nachweisbare Anionen-Leitfdhigkeit (Rich et al., 1993).
Neben seiner Eigenschaft als Chloridkanal beeinflusst CFTR die Aktivitdt anderer
Chloridkandle (z.B. ORRCs: outwardly rectifying chloride channels), die epitheliale
Natriumabsorption, die Sekretion von HCO3™ und den epithelialen Natriumtransport.

Durch alternatives Spleilen der vom CFTR-Gen transkribierten mRNA findet sich das
Genprodukt in erster Linie in epithelialen Zellen. Hohe CFTR-Expression findet man
besonders im Darmtrakt, im bilidren Epithel, in der Lunge, den Pankreasgédngen, im Speichel,

den Schweilldriisen sowie in der Niere und in den Geschlechtsorganen.

1.6 Mutationen des CFTR-Gens

Das CFTR-Gen ist wie bereits oben erwdhnt mit einer Grofle von 250kb ein sehr grofles Gen.
Die Zahl der mittlerweile bekannten Mutationen liegt bei tiber 1000 und sie sind iiber das
ganze Gen verteilt. Der Bestand der bekannten Mutationen wird offiziell von dem ,,Cystic
Fibrosis Genetic Analysis Consortium‘ archiviert und kann in aktualisierter Form im Internet
abgefragt werden (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr).

Es sind im CFTR-Gen alle moglichen Formen von Punktmutationen, Minideletionen und
Miniinsertionen zu finden. Auch einige wenige groBere Deletionen, die sich liber mehrere
Exone erstrecken, kommen vor, diese sind jedoch meist fiir Familien spezifisch. Wéhrend sich
das Mutationsspektrum auf 40% Missense-Mutationen, 18% Nonsense-Mutationen, 18%

Splice-Site-Mutationen und 22% Frameshift-Mutationen verteilt, macht die Gruppe der



Promoter-Mutationen, Inframe-Deletionen und groBen Deletionen, nur circa 2% aus

(Reinhardt et al., 2001).

1.6.1 Mutationsklassen des CFTR-Gens

Die durch die Mutationen ausgeldsten phinotypischen Storungen lassen sich in 6 Klassen

einteilen. Diese sind in Abb. 1.3 tabellarisch dargestellt.

Klasse Phénotyp Beispiele

| CFTR Proteinsynthese fehlt oder | CFTRdele2,3(21kb), G542X,
ist gestort 3905insT

11 Intrazelluldre Reifung und G480C, R1066C, N1303K
Transport des CFTR-Proteins
gestort

I Regulation des CFTR- G551D, S1255P
Ionenkanals defekt

v Kanaleigenschaften veréndert R117H, R334W, R347P
(Offnungszeiten, Leitfihigkeit)

\Y Verminderte Produktion an 3849+10kb C-T, 3272-26 A-G
Wildtyp CFTR

VI Verminderte Stabilitdt von L1389X, 4279insA
CFTR (Halbwertszeit erniedrigt)

Abb. 1.3: Klassifikation von CFTR-Mutationen nach molekularem Phénotyp (nach Haardt et al., 1998, Welsh et
al., 1993 und Zielenski et al., 1995)

Zu Klasse I gehoren groe Deletionen, Leserasterverschiebungen und Stopmutationen, welche
ein vorzeitiges Stopcodon erzeugen. Meistens wird die fehlerhafte mRNA bereits im Zellkern
erkannt und abgebaut. Im Gewebe von CF-Patienten, die homozygot fiir die Deletion
CFTRdele2,3(21kb), G542X oder R553X waren, konnte man kein CFTR-Protein nachweisen
(Kélin et al., 1999). Somit kodieren diese also fiir ein Nullallel (Allel ohne Genexpression).
Klasse-II-Mutationen werden intrazelluldr nicht regelrecht prozessiert und transportiert.
Funktionsmutationen beziehen sich auf 2 Klassen, wobei in Klasse III die Regulation und in
Klasse IV die Kanaleigenschaften defekt sind. Bei Klasse-V-Mutationen wird zu wenig CFTR
gebildet und bei Klasse VI wird das gebildete CFTR schneller abgebaut. Die haufigste
Mutation AF508 besitzt je nach Gewebetyp Anteile aus den Klassen 11, III, oder IV.

1.6.2 Die Mutation AF508

Die mit etwa 65-70% der Patienten weltweit hdufigste Mutation ist die AF508 (Passarge,
2004). In Deutschland tritt sie mit einer Haufigkeit von 71% auf (Reinhardt et al., 2001). Es
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handelt sich um eine 3 Basenpaare umfassende ,Inframe‘“-Deletion der ersten
Nukleotidbindungsdoméne (NBD1) in Exon 10, was zu einem Verlust der Aminosédure
Phenylalanin (F) an Position 508 fiihrt. Sie hat phédnotypisch schwere Auswirkungen. Wie
unter 1.6.1 beschrieben, besitzt AF508 Klasse II-, III- und IV-Anomalien. Je nach Gewebe-
und Zelltyp dominiert das Auftreten der einen oder anderen Storung. In Europa besteht eine
von Siidost nach Nordwest zunehmende Hiufigkeit dieser Mutation (European Working
Group on CF Genetics, 1990). Auf der Basis von DNA-Marker Haplotypanalysen wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die Verbreitung der AF508 wéhrend des Neolithikums mit der
Migration frither Bauern aus dem mittleren Osten nach Nordwesteuropa zusammenhénge

(Zielenski und Tsui, 1995).

1.6.3 Haufige Mutationen des CFTR-Gens und deren Verteilung

Neben der AF508-Mutation treten die nédchst hdufigeren Mutationen im einstelligen
Prozentbereich auf. Die Nonsense-Mutation G542X in Exon 11 tritt mit einer Frequenz von
2,4% am zweithdufigsten auf, am dritthdufigsten die Missense-Mutation G551D. Zu der
Gruppe der Mutationen mit einer Frequenz iiber 1% sind noch die Missense-Mutation
N1303K (1,3%) und die Nonsense-Mutation WI1282X (1,2%) zu nennen
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). In Deutschland sind R553X (2%), G542X (1,4%),
N1303K (1,3%), R347P (1,2%) und G551D (1,2%) recht hiufig auftretende CF-Mutationen
(Reinhardt et al., 2001). Auf weitere ethnische und geographische Unterschiede der einzelnen

Mutationsfrequenzen soll hier nicht weiter eingegangen werden.

1.6.4 Die Mutation CFTRdele2,3(21kb)

Die Mutation CFTRdele2,3(21kb) ist eine grofle genomische Deletion des CFTR-Gens, die
besonders oft in Mittel- und Osteuropa auftaucht. Die Deletion betrifft einen 21.080bp groBlen
Abschnitt, der sich iiber die Introne 1-3 des CFTR-Gens erstreckt. Intron 1 ist zu 25%, Exon
2, Intron 2 und Exon 3 sind komplett und Intron 3 ist zu 45% deletiert. Die Mutation ist
charakterisiert durch den Verlust der Exone 2 und 3 in der mRNA und ein durch Frameshift
entstehendes Stopcodon (Codon 106) in Exon 4, welches zu einem vorzeitigen Abbruch der
Translation fiihrt. Wie zuvor beschrieben wurde, sind groBBere Deletionen eher selten und
familienspezifisch. Die CFTRdele2,3(21kb) dagegen kommt wie auch weiter unten

beschrieben fiir eine Deletion recht hiufig vor. Der klinische Vergleich von homozygoten



11

Triagern der CFTRdele2,3(21kb), von compound heterozygoten Tridgern von
AF508/CFTRdele2,3(21kb) und von homozygoten Triagern der AF508 konnten zeigen, dass
die CFTRdele2,3(21kb) eine schwere Mutation darstellt, die im friihen Alter zu Symptomen
fiihrt und meist mit einer Pankreasinsuffizienz und schwerem Lungenleiden einhergeht.
Wihrend des 4. bis 6. Jahrhunderts nach Christus begannen wihrend des Niederganges des
romischen Reiches slawische Stimme aus den Gebieten des Baltikums, Polens und der
Ukraine nach Mitteleuropa vorzudringen. Zu deselben Zeit zogen germanische Stimme, wie
die Markomannen oder Langobarden nach Siideuropa. Neuere Daten zeigen eine besondere
Héaufung der CFTRdele2,3-Mutation in Tschechien (6,4% aller Chromosomen), Russland
(5,2%), WeiBrussland (3,3%), Osterreich (2,6%), Deutschland (1,5%), Polen (1,5%),
Slowenien (1,5%), Ukraine (1,2%) und Slowakei (1,1%). Desweiteren wurde sie in Litauen,
Lettland, Mazedonien, Griechenland, sogar in Kanada, USA, Frankreich, Spanien, Tiirkei,
und GrofBbritannien gefunden. In Bulgarien, Kroatien, Ruméanien und Serbien wurde sie

bisher nicht nachgewiesen (Dork et al., 2000).

1.6.5 Aufgabenstellung

Die CF-Mutation CFTRdele2,3(21kb) ist Gegenstand dieser Arbeit. Da die Mutation
CFTRdele2,3(21kb) bisher nicht in ein kommerzielles Testkit aufgenommen wurde, konnte
diese recht hiufige Mutation in Screeningverfahren oft libersehen werden. Deshalb soll in
dieser Arbeit ein Probenkollektiv von 1390 CF-Proben aus der bisherigen CF-
Routinediagnostik des Institutes fiir Humangenetik des Universitdtsklinikums Giessen
retrospektiv mittels der von Dork et al. entwickelten Duplex-PCR-Methode auf das Vorliegen
dieser Mutation getestet werden.

Mittlerweile gehort das Institut fiir Humangenetik zum Universititsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen. Im folgenden Text wird noch die alte Institutsbezeichnung
verwendet, da die Anfertigung dieser Arbeit vor der Zusammenlegung dieser beiden

Standorte stattgefunden hat.



2 Materialien

2.1 Gerite und Zubehor

Biometra UNO Thermoblock
Bioprint System
Gelkammern: horizontal (grof3)
horizontal (klein) Horizon 58
Heizblock: Techne Driblock DB3
Eiszubereiter: Icematic F100 compact
Mikrotiterplatten: Thermowell C96
Netzgerite: Biometra
EC-103 und EC-105
Pipetten: P10, P1000
P100
Pipettenspitzen: gelb, blau, weif}
Reaktionsgefa3e: 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
UV-Transilluminator Macro Vue UV-25
Vortex: RS1
Waage: Lab Style 5001
Wasserbad
Wippschiittler Thermolyne Speci-Mix
Zentrifugen: Tischzentrifuge: Biofuge Pico
Multifuge 3L-R

2.2 Chemikalien

EDTA (Ethylendiamintetraessigsédure)
Ethidiumbromid

Genagarose L.E.

Mineral Oil

Tris (Trishydroxymethylaminoethan)
Tris-HCI
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Biometra, Gottingen

Mitsubishi, Japan

von Keutz Laborgerite, Reiskirchen
Bethesda Research Laboratories

Techne

Icematic

Costar

Biometra, Gottingen

E-C-Apparatus Corporation
Eppendorf, Hamburg

Abimed, Langenfeld

Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Hoefer

IDL

Mettler Toledo

GFL

Sybrom

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Inno-Train

Sigma

USB, Braunschweig
USB, Braunschweig



2.3 Verwendete Kits

DNA Mini Kit QIAamp
BACC2-Kit

2.4 Enzyme und Nukleotide
Desoxyribonukleotide (ANTPs)

DNA Grossenstandards: 50 bp ladder
Tag-DNA-Polymerase

2.5 Losungen

Kernextraktionspufter

DNA -Extraktions-Puffer

Ladepuffer (10x Probepuffer)

10x PBS (phosphate buffered saline,
Waschpuffer)
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Qiagen, Hilden

Nucleon, Amersham

Peqlab
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Qiagen, Hilden

10,95g Saccharose

0,5ml 1M MgCl,

Iml IM Tris-HCI pH 8,0

Iml Triton X-100 Detergentium

ad 100ml H,O dd

steril filtrieren, im Kiihlschrank lagern (4°C)

Sml 1M Tris-HCI pH 7,6

0,2ml 0,5M EDTA

2ml 5M NaCl

ad 100ml H,O dd

steril filtrieren, im Kiihlschrank lagern (4°C)

40% = 40g Sucrose

10ml 10x TBE

0,25% Bromphenolblau (BPB) = 0,25¢
0,25% Xylene Cyanol (XC) = 0,25¢g

ad 100ml H,O dd

2,23g KCl
1 1,35g NazHPO4



1x PBS

10x PCR-Pufter (Hauspuffer)

10x PCR-Puffer (Qiagen)

10x TBE (Tris-Borat-EDTA)

Ix TBE

100x TE (Tris-EDTA)
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2,04g KH2P04
81,8g NaCl
ad 1000ml H,O dd

100ml 10x PBS
ad 1000ml H,O dd

100mM Tris-HCI pH 8,3
500mM KCI

15mM MgCl,

0,1% Gelatine

Laut Hersteller (Mengenangaben nicht
angegeben):

Tris-HCI pH 8,7(20°C)

KCl

(NH4)2S04

15mM MgCl,

545g Tris-Base

2778g Borsdure

200ml EDTA 0.5M, pH 8,2-8,4
ad 5000ml H,O dd

250 ml 10x TBE
ad 2500ml H,O dd

12,11g Tris-HCl
0,37g EDTA
ad 100ml H,O dd
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3. Methoden

3.1 DNA-Extraktion

Es gibt mehrere Moglichkeiten die genomische DNA aus kernhaltigen Zellen des Menschen
zu gewinnen. Die fiir diese Arbeit verwendeten Patienten-DNAs wurden aus EDTA-Blut iiber
die Zeit mit unterschiedlichen Verfahren gewonnen. Die dlteren DNA-Proben wurden nach
dem recht aufwendigen Verfahren der Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnen, bei den

jiingeren Proben wurde ein Kit der Firma Qiagen standardmifBig verwendet.

3.1.1 DNA-Extraktion durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Das Prinzip besteht darin, die genomische DNA aus kernhaltigen weillen Blutzellen mittels
alkalischer Lyse zu gewinnen. In einem ersten Schritt der Kernextraktion wird eine Losung
verwendet, die das nichtionische Detergens Triton X-100 und Saccharose enthilt. Dadurch
wird das Auflosen der Zellmembran bewirkt, ohne jedoch den Zellkern zu lysieren. In einem
zweiten Schritt folgt die Freisetzung der DNA durch Zerstérung der Kernmembran durch
EDTA und SDS. Es wurden 5ml EDTA-Blut in ein 50ml Falcon Tube Zentrifugenréhrchen
gegeben und mit 1x PBS Waschpuffer auf insgesamt 40ml aufgefiillt und danach 15 Minuten
bei 1500rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand bis auf 1cm iiber der die Leukozyten
enthaltenden Interphase abpipettiert und verworfen.

Im nédchsten Schritt wurden 10ml Kernextraktionspuffer in das Falcon R6hrchen gegeben und
das Gemisch ca. 20 mal vorsichtig zum Durchmischen geschwenkt und dann erst einmal fiir
30 Minuten auf Eis gestellt, sodal die Zellen in dieser Zeit anschwellen und zerplatzen
konnten. Die nun aus den lysierten Zellen freigewordenen Zellkerne konnten nun in einer
Zentrifugation von 20 Minuten Dauer bei 2200rpm pelletiert werden. Der Uberstand wurde
komplett verworfen.

Nun konnte man zur Lyse der Kernmembranen das Pellet in 1ml DNA-Extraktionspuffer
16sen, in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefdl geben und dort 25ul SDS (20%) und 10ul
Proteinase K (10 mg/ml) hinzugeben. Dieses Gemisch wurde dann entweder iiber Nacht bei
37°C im Heizblock oder fiir drei Stunden bei 50°C im Wasserbad inkubiert.

Die wissrige Losung aus Proteinen und Nukleinsduren musste nun noch von den Proteinen

befreit werden.
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Dazu wurde die Losung halbiert und auf zwei Eppendorf-Reaktionsgefdlle verteilt und mit je
einem Volumenanteil Phenol gemischt, 30 Minuten auf den Wippschiittler gelegt und danach
fir 10 Minuten bei 11000rpm zentrifugiert. Danach befanden sich die Proteine mit dem
Phenol in der unteren Phase und der Interphase, die DNA in der wissrigen oberen Phase.
Dieser Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefi gegeben. Es
wurde dann nochmals ein Volumenanteil Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Verhéltnis
50:49:1) hinzugegeben, flir 30 Minuten auf den Wippschiittler gelegt und 10 Minuten bei
10000rpm zentrifugiert. Die danach entstandene, die DNA enthaltende Oberphase wurde
nochmals in einem frischen Gefdl mit einem Volumenanteil Chloroform versetzt und erneut
nach 20 Minuten auf dem Wippschiittler fiir 8 Minuten bei 10000rpm zentrifugiert werden.

Um nun aus der von Proteinen befreiten DNA-Losung die DNA auszufillen gab man 1/20
Volumenanteil 8M LiCl hinzu, da einwertige Kationen eines Salzes den Nukleinsduren die fiir
thre Wasserloslichkeit bendtigte Hydrathiille entziehen, und 2,5 Volumenanteile Ethanol
absolut. Nach griindlichem Mischen wurde fiir 15 Minuten bei 13000rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet nochmals mit 70%igem Ethanol zur
Entfernung der Salze gewaschen und anschlieend fiir 5 Minuten bei 10000rpm zentrifugiert.
Das Pellet wurde bei Raumtemperatur oder im Heizblock vorsichtig getrocknet und dann in

200-500ul 1x TE oder 10mM Tris-HCI oder H,O dd geldst und im Kiihlschrank gelagert.

3.1.2  DNA-Extraktion mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiagen

Dieses Verfahren, das nach Anleitung des Begleitheftes des Herstellers und mit den Gefdssen
und Reagenzien des Kits durchgefiihrt wird, stellt eine einfachere und schnellere Alternative
zu der oben genannten Methode dar, liefert jedoch geringere Mengen an DNA.

Zu Beginn wurden 20 pl Qiagen Protease (oder Proteinase K) in ein 1,5ml grofles Mikrozen-
trifugenr6hrchen gegeben. Dann wurden 200ul EDTA-Blut von den Patientenproben und
200ul Buffer AL (Lysepuffer) hinzugegeben und das Ganze ca. 15 Sekunden auf dem Vortex
gut durchmischt. Nach 10 Minuten Inkubation im Wasserbad bei 56°C wurden 200ul Ethanol
(96-100%) hinzugegeben und auf dem Vortex fiir 15 Sekunden durchmischt.

Danach wurde das Gemisch vorsichtig in einen Saulenfilter (QIAamp Spin Column), der in
einem 2ml Auffangrohrchen steckte, gegeben und fiir I Minute bei 8000rpm zentrifugiert. Die
DNA war nun an das Filtermaterial der Séule gebunden und diese wurde nun auf ein neues

Auffangrohrchen gesetzt, wihrend das alte mit dem Filtrat verworfen wurde.
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Auf die Sdule wurden nun 500 pl Buffer AW1 (Waschpuffer 1) gegeben und es wurde erneut
fir 1 Minute bei 8000rpm zentrifugiert. Die Sdule wurde wieder in ein neues Auffang-
rohrchen gesetzt, um dann mit 500 pl Buffer AW2 (Waschpuffer 2) erneut zu waschen und
fiir 3 Minuten bei 13000rpm zu zentrifugieren. Um noch kleine Reste des Puffers aus dem
Filter zu 16sen wurde dieser in einem neuen Rohrchen ohne Zugabe eines Puffers fiir 1
weitere Minute bei 13000rpm zentrifugiert. Nach diesem Schritt wurden dann nach dem
Umsetzen der Sdule auf ein 1,5ml Mikrozentrifugenrohrchen 200ul des Elutionspuffers
Buffer AE oder H,O dd hinzugegeben und dann nach 1 Minute Inkubation bei Raum-
temperatur (15-25°C) fiir 1 Minute bei 8000rpm zentrifugiert. Die vorher am Filter gebundene
DNA befand sich nun im Eluat. Nach dieser Methode wurden die DNA-Proben der letzten 3

Jahre extrahiert.

3.1.3 DNA-Extraktion mit dem BACC2-Kit von Nucleon, Amersham

Einige der dlteren DNA-Proben wurden nach diesem System extrahiert. Die Zellen wurden
durch einen Kernextraktionspuffer (Reagenz A) alkalisch lysiert und die Kernmembran wurde
durch Reagenz B lysiert. Deproteiniert wurde mit Natriumperchlorat und im Anschluss daran
wurde mit Chloroform und einem Nucleon-Resin die DNA extrahiert. Die weitere

Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Technik, mit der
man definierte Ziel-DNA-Sequenzen eines bestimmten Ausgangsmaterials in vitro schnell
vervielfiltigen kann (Strachan und Read, 1996). Dieses Ausgangsmaterial stellt in dieser
Arbeit die aus den Patientenproben gewonnene genomische DNA der entsprechenden
Patienten dar. Jedoch miissen die Sequenzen, welche die Ziel-Sequenz einrahmen, bekannt
sein, da man diese Information zur Konstruktion mindestens zweier Oligonukleotidprimer
(Starter-DNA) mit jeweils 15-30 Nukleotiden braucht. Diese Primer binden an solch einem
komplementdren Ende der entsprechenden Ziel-Sequenz und dienen als Startpunkte fiir die
Synthese der zur Ziel-Sequenz komplementdren Stringe in Gegenwart von hinzugegebenen
Desoxynukleosidtriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und hitzestabiler Taq-DNA-
Polymerase. Die PCR basiert auf zyklischer Temperaturverdnderung, wobei jeder Zyklus aus

drei Schritten besteht:
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Denaturierung der DNA. Menschliche genomische DNA wird bei circa 93-95°C
denaturiert (Strachan und Read, 1996), die doppelstringige DNA wird also in zwei

Einzelstringe getrennt.

Die sogenannten Amplimere, also die Primer, lagern sich bei Temperaturen zwischen

50-70°C an und hybridisieren mit der DNA (annealing).

DNA-Synthese (extension). Ausgehend von den hybridisierten Primern synthetisiert
die hitzestabile Taqg-DNA-Polymerase aus den Desoxyribonukleosidtriphosphaten die
zu den entsprechenden Ziel-DNA-Abschnitten komplementiren neuen DNA-
Abschnitte, die amplifiziert werden sollen. Die Synthese erfolgt bei etwa 70-75°C.

Zu vermehrende
Ziel-DNA

> O ¢ Hitze-

Denaturierung

W
wn W

@ * Binden der
Oligonukleotid-
Primer

1 3

1
N e -
B 3 |<X >
5 —»13" !
3 IATRITTT] 1 5
(©) * DNA-Synthese
e e —— 1 1 1 3
3} - - 5
S — — ——— — ——— — — — — — 3
3r— Zinun 5
etwa 30 Zyklen |
l 1. Zyklus
5 37
V3—— - 5°
5 —> 3’V
3 5
2. Zyklus
5TV 3—— - 5 3
BE 3
V3 —— 5°F
5> 3"V
F 3 € 57
53— 3V
3° s
l 30. Zyklus
s
> } Etwa 10 Kopien des
== == gewinschten PCR-Produkts
—> 30 Kopien des Produkts
S —+<— mit variablen 3 "Enden
57 37 Ursprungliche
3= 5 DNA

Abb. 3.1: Prinzip der Polymerasekettenreaktion (nach Strachan und Read, 1996)

Die dafiir bendtigte hitzestabile DNA-Polymerase stammt von Mikroorganismen wie zum

Beispiel Thermus aquaticus (Taq), die in freier Natur in heilen Quellen ihren Lebensraum

haben. Thre optimale Arbeitstemperatur liegt bei 80°C und ihre Hitzebestdndigkeit reicht bis

94°C.
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Diese drei Schritte laufen also in jedem der normalerweise etwa 30 Zyklen ab und fiihren
durch die von Zyklus zu Zyklus hinzugekommenen, neusynthetisierten DNA-Sequenzen zu
einer fast exponentiellen Vervielfdltigungsrate, die jedoch ab etwa 25 Zyklen durch die
Enzymmenge und den Uberschuss der Ziel-DNA begrenzt wird. In der fiir diese Arbeit
angefertigten PCR wurden 32 Zyklen verwendet. Nachdem die Zyklen durchlaufen wurden
folgt eine weitere Synthesephase mit etwas langerer Dauer, damit noch unvollstindige

Produkte vervollstindigt werden konnen. Die Reaktion endet mit Kiihlung auf etwa 15°C.

3.2.1 Durchfiihrung

Die fiir diese Arbeit durchgefiihrte PCR wurde als sogenannte ,,Kalt-PCR* durchgefiihrt, das
heifit es kamen keine radioaktiven Nukleotide zum Einsatz. Als Ausgangsmaterial dienten
1390 DNA-Proben, die seit Juni 1994 bis Juni 2003 im Institut fiir Humangenetik des
Universititsklinikums Giessen nach oben genannten Methoden aus Patientenblut gewonnen

und gelagert wurden. Der Kaltmix war wie folgt zusammengesetzt:

Nukleotidmix (Nukleotide der Fa. Peqlab): 50 ul dATP (10mM)
50 ul dCTP (10mM)
50 ul dGTP (10mM)
50 ul ATTP (10mM)
200ul H,O dd

Als Thermocycler wurde der Biometra UNO Thermoblock mit Themowell C96
Mikrotiterplatten verwendet. Die PCR begann mit einer Denaturierungsphase von circa 3

Minuten bei 94°C und danach folgten 32 Zyklen mit folgendem Programm:

Denaturierung bei 94°C fiir 30 Sekunden
Annealing (Primeranlagerung) bei 57°C fiir 30 Sekunden
Extension (Primerverldngerung) bei 72°C fiir 45 Sekunden
Extension bei 72°C fiir 2 Minuten

Es wurde 1ul der zu untersuchenden DNA und folgendes Reaktionsgemisch (fiir 30 Proben)

verwendet:
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10x PCR-Puffer 70ul
Nukleotidmix 140pl
Primer 2,3F (50 pmol/ul) oul
Primer 2,3R (50 pmol/pl) 6ul
Primer 3i-5F 6ul
Primer 3i-3R oul
Tagq-DNA-Polymerase Tul

H,O dd ad 700l

Es wurden also 2 Primerpaare verwendet, einmal um einen Teil des normalen Allels und
einmal um die eventuell vorhandene CFTRdele2,3(21 kb) zu verfielfaltigen, um beide spéter
in der Gelelektrophorese sichtbar zu machen, sodass man zwischen negativen, heterozygoten
und homozygoten Testergebnissen unterscheiden konnte.

Die mutationsspezifischen Primer (nach Dork et al., 2000) haben folgende Sequenz:

Primer CFTR 2,3F: 5"-GAGCTTCTGAAATTAATTGACCAC-3’
Primer CFTR 2,3R: 5'-GAACCCATCATAGGATACAATG-3’

Sequenz der Kontrollprimer:

Primer CFTR 3i-5F 5-CTTGGGTTAATCTCCTTGGA-3’
Primer CFTR 3i-3R 5"-ATTCACCAGATTTCGTAGTC-3’

Die Primer flankieren die Bruchstiicke der Deletion und fithren zu einem Produkt von 207bp
GroBe. Die Sequenzen der Kontrollprimer 3i-5F und 3i-3R liefern ein 309bp groB3es Produkt,
welches das CFTR-Exon 3 enthélt (Dork et al., 2000, nach Zielenski et al 1991).

Die oben genannten Substanzen wurden also auf eine Mikrotiterplatte pipettiert, die dann auf
Eis gestellt wurde, damit die dann erst hinzugefiigte Tag-DNA-Polymerase nicht zu friih
aktiviert wurde und unspezifische Produkte lieferte. Nach Uberschichtung mit Mineraldl
wurden die Platten dann in den Thermocycler gestellt und das oben aufgefiihrte Programm

aktiviert.
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3.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von Nukleinsdurefragmenten
unterschiedlicher Grof3e. Es handelt sich um eine Art Siebeffekt (Strachan und Read, 1996).
Die DNA wandert auf Grund der negativ geladenen Phosphatgruppen durch die Poren im Gel
zu der positiven Elektrode des angelegten elektrischen Feldes hin. Kleinere Molekiile
wandern schneller und weiter im Gel als groBere. Fiir diese Arbeit wurden Gele aus Agarose
verwendet und als Farbstoff Ethidiumbromid. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und
fluoresziert unter Bestrahlung mit UV-Licht, sodass man die Banden auf dem Transil-

luminator erkennen und fotografieren kann.

3.3.1 Durchfiihrung

Die Gele wurden als 2% Agarosegele gegossen, meist von der GroBle um 30 Proben
aufzutrennen (20cm x 10cm). Fiir 150ml Gel wurden 3g Agarose in einem Glaskolben mit
150ml 1x TBE aufgefiillt und in einer Mikrowelle aufgekocht. Nachdem etwa 15ul
Ethidiumbromid hinzugegeben worden waren, wurde es in Form gegossen und bei
Raumtemperatur abgekiihlt. In feuchten Zellstoff und Folie gewickelt wurden sie im
Kiihlschrank bei etwa 4°C autbewahrt.

Bevor die fertigen PCR-Proben, die je 20ul umfassten, aufgetragen werden konnten, wurde
jeder Probe 5Sul des Ladepuffers (10x Probepuffer) hinzugefiigt. Dann wurde das Gel in die
Gelkammer gesetzt, welche dann mit 1x TBE-Puffer soweit aufgefiillt wurde, dass das Gel
gerade bedeckt war. Danach wurden je 15 pl der Proben und eine DNA-Leiter (50 bp ladder)

aufgetragen.

3.4 Bisherige Standarddiagnostik

Die 1390 Patientenroben wurden iiber die Zeit mit unterschiedlichen Screening-Kits getestet,
die alle nicht die CFTRdele2,3 erfasst haben. Vor April 1999 wurde noch im Institut fiir
Humangenetik des Universitétsklinikums Giessen mit dem INNO-LiPA CF-Kit (Zwijndrecht,

Holland) getestet. Es erfasste folgende Mutationen:

- AF508 - NI303K - WI1282X - R553X
- (G542X - 1717-1G>A - G551D - AIS07
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Ab April 1999 wurde das Elucigene CF 20-Kit + T-Polymorphismus-Kit der Firma Orchid
Bio Sciences Europe (Oxon, UK) eingesetzt. Neben den bereits schon oben aufgefiihrten

Mutationen wurden folgende mitgetestet:

- 3849+10kbC>T - RI1162X - 2183AA>G - R347P
- 621+1G>T - R334W - 3659delC - S125IN
- RI17H - A445E - 1078delT - E60X

Ab Juli 2002 wurde dann mit dem Elucigene CF 29-Kit + T-Polymorphismus-Kit derselben

Firma das Spektrum der getesteten Mutationen um folgende erweitert:

- DI152H - 2184delA - R506T - 2789+5G>A
- G85SE - 1148T - 3120+1G>A - 1898+1G>A
- T711+1G>T



23

4 Ergebnisse

4.1 Hiufigkeit der Mutation CFTRdele2,3(21kb) in 1390 Proben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1390 DNA-Proben mittels PCR auf die Mutation CFTRdele
2,3(21kb) getestet. Bei diese Proben handelt es sich um Anforderungen fiir eine Routine-CF-
Diagnostik im Zeitraum von Juni 1994 bis Juni 2003 am Institut fiir Humangenetik des
Universititsklinikums Giessen. Sie wurden in den entsprechenden Zeitrdumen auf die in
Kapitel 3.4 aufgefiihrten Mutationen getestet. Aufgabe dieser Arbeit war es, dieses
Patientenkollektiv retrospektiv auf das Vorliegen der Mutation CFTRdele2,3(21kb) zu testen.
Die Proben wurden blind, d. h. ohne Kenntnis der Vorbefunde getestet. Deshalb sind auch
Proben darunter, die bereits homozygot oder compound heterozygot fiir andere Mutationen
getestet wurden. Sie sind in den Ergebnissen mitaufgefiihrt. Die Proben sind nach dem
Eingangsdatum chronologisch numeriert. Mit der Bearbeitung wurde mit den neuesten Proben
begonnen. EinschlieBlich der Positiv-Probe mit der Nummer CF1183 wurden insgesamt
sieben Personen als Triger dieser Mutation ermittelt. In vier Féllen wurde die Mutation
heterozygot ohne weitere CF-Mutation nachgewiesen. In den restlichen drei Féllen fand sich
eine compound heterozygote Situation mit einer anderen CF-Mutation. In der folgenden
Statistik wird die CFTRdele2,3(21kb) mit den iibrigen bei den Patienten bisher getesteten
Mutationen aufgefiihrt.

DNA-Proben

67 66 61 56 34 31 19 18 223 8301187 1390 1183 Leiter

Normalallel

CFTRdele2,3-Allel 250 bp

Abb. 4.1: Typisches Gel (1) einer Multiplex-Testung auf die Mutation CFTRdele2,3(21kb). Dargestellt sind alle
positiv getesteten Proben. Bei diesen wird zusétzlich zur 309 bp groBen Normalbande ein 207 bp Fragment
nachgewiesen. Die Probe CF830 erschien in einer weiteren Testung deutlich positiv. Die ausgefallene Probe
CF18 wurde in einer weiteren Nachtestung negativ getestet. Die Probe CF1183 ist in Abb. 4.2 als Positiv-
Kontrolle aufgetragen. Die Banden des GroBenstandards betragen GrofBenabstufungen von Fragmenten um 50
bp. Die dicke Bande entspricht 250 bp.
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DNA-Proben

1257 9 8 7 6 5 4 3 2 1 1183 Leiter

Normalallel

CFTRdele2,3-Allel 250 bp

Abb. 4.2: Typisches Gel (2) einer Multiplex-Testung auf die Mutation CFTRdele2,3(21kb). Aufgetragen sind die
Proben CF1 bis CF9, die positive Probe CF1257 und die Positiv-Kontrolle CF1183. Fragmentgroflen und Leiter
entsprechen jenen aus Abb. 4.1.

4.1.1 Heterozygote Héaufigkeit der CFTRdele2,3(21kb) und der iibrigen gefundenen

Mutationen

Auf die Gesamtzahl von 1390 getesteten Proben konnte das Auftreten der Mutation
CFTRdele2,3(21kb) bezogen werden. Von den 1390 Proben wurden die Proben CF1 bis
CF757 noch durch das INNO-LiPA CF-Kit getestet, welches die 8 Mutationen AF508,
R553X, G551D, NI1303K, G542X, 1717-1G>A, WI1282X und AI507 erfasst. Da die
folgenden Test-Kits diese 8 Mutationen ebenfalls erfassen, konnten die nach der Probe CF757
gefundenen Mutationen ebenso auf 1390 Proben bezogen werden. In Abb. 4.3A/B sind die
heterozygot nachgewiesenen Mutationen aufgefiihrt.

Ab April 1999 konnte durch den Einsatz des Elucigene CF 20-Kits und des T-Poly-
morphismus-Kits zusitzlich zu den o. g. 8 Mutationen auf die Mutationen R117H, 3849+
10kbC>T, R334W, 621+1G>T, R1162X, A445E, 2183AA>G, 3659delC, 1078delT, R347P,
S1251N und E60X getestet werden. Damit wurden insgesamt 454 Proben getestet, da aber
auch diese Mutationen von dem darauffolgenden Kit erfasst werden, wurden die hetereozygot
nachgewiesenen Mutationen in Abb. 4.4A/B auf das gesamt verbleibende Patientenkollektiv
von 633 Proben bezogen.

Seit Juli 2002 wird das Elucigene CF 29-Kit und das T-Polymorphismus-Kit in der CF-
Diagnostik verwendet. Es erfasst zusitzlich die Mutationen 1148T, DI1152H, GS8S5E,
711+1G>T, 2184delA, R506T, 3120+1G>A, 2789+5G>A und 1898+1G>A. Von diesen Mu-
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tationen wurde, in dem verbleibenden Kollektiv von 179 Proben, eine in heterozygoter Form

nachgewiesen und in Abb. 4.5A/B dargestellt.

Heterozygote Mutationen absolut
AF508 77
6,00% -
CFTR dele2,3 4 5,00% -
4,00% -
R553X 4 3,00% |
2,00% -
G551D 2 1,00% -
0,00% -
N1303K 6 x o x o y » - ﬁ
n B by @ S S A ®
3 s
1717-1(G>A) 3 b =
W1282X 1
A B

Abb. 4.3A: Tabellarische Darstellung der absoluten Héufigkeit der nachgewiesenen heterozygot vorliegenden
CF-Mutationen in einem Patientenkollektiv von 1390 Proben

Abb. 4.3B: Graphische Darstellung der relativen Haufigkeit der nachgewiesenen heterozygot vorliegenden CF-
Mutationen in einem Patientenkollektiv von 1390 Proben

Heterozygote Mutationen absolut (‘)28‘5’
0.60%
R117H S 0200
et — N =
= N Z
3849+10kbC>T 2 2 2 3
~ = e
z
R334W 1 #
o B

Abb. 4.4A: Tabellarische Darstellung der absoluten Héufigkeit der nachgewiesenen heterozygot vorliegenden
CF-Mutationen in einem Patientenkollektiv von 633 Proben

Abb. 4.4B: Graphische Darstellung der relativen Haufigkeit der nachgewiesenen heterozygot vorliegenden CF-
Mutationen in einem Patientenkollektiv von 633 Proben

. 0,60%
Heterozygote Mutationen absolut 0.40%
0,20%
0,00%

1148T 1

11487 E

A B

Abb. 4.5A: Tabellarische Darstellung der absoluten Héufigkeit der nachgewiesenen heterozygot vorliegenden
CF-Mutation in einem Patientenkollektiv von 179 Proben

Abb. 4.5B: Graphische Darstellung der relativen Haufigkeit der nachgewiesenen heterozygot vorliegenden CF-
Mutation in einem Patientenkollektiv von 179 Proben
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4.1.2 Genotyp von  CF-Patienten unter besonderer  Beriicksichtigung  der

CFTRdele2,3(21kb)-Mutation

Wie unter 4.1.1 beschrieben wurden hier die nachgewiesenen Mutationen je auf die Anzahl
der Proben bezogen, die liber die Zeit mit den unterschiedlichen Testkits getestet wurden. Von
denjenigen Mutationen, die man auf 1390 Proben beziehen konnte, sind die compound
heterozygot beziehungsweise homozygot nachgewiesenen Mutationen aus den Vorbefunden
und die Befunde unter Beteiligung der CFTRdele2,3(21kb) in Abb. 4.6A/B aufgefiihrt. Die

nachgewiesenen Mutationen, die man auf 633 Proben beziehen konnte, sind in Abb. 4.7A/B

aufgefiihrt.
Compound Heterozygot absolut
1,80% T
AF508/CFTR dele2,3(21kb) 3 1,60%
1,40%
1,20%
AF508/G551D 3 1.00% |
0,80%
AF508/G542X 2 0,60%
0,40%
0,20% -
AF508/R553X 2 0,00% .
< N
AF508/N1303K 2 z 2 5 X 2 £ =
EZ 4 3 a = pel 4
¥ g 8 2 z 9 3
R553X/G551D 1 Oa % b ) B X )
gEa g A 7 R 4] R
e - o i DS i
Homozygot absolut = < < < 5 R <
AF508/AF508 22
A B

Abb. 4.6A: Tabellarische Darstellung der absoluten Héufigkeit der nachgewiesenen compound heterozygot und
homozygot vorliegenden CF-Mutationen in einem Patientenkollektiv von 1390 Proben
Abb. 4.6B: Graphische Darstellung der relativen Haufigkeit der nachgewiesenen compound heterozygot und
homozygot vorliegenden CF-Mutationen in einem Patientenkollektiv von 1390 Proben

C nd Heterozygot absolut
ompou zZyg u 0.20%
0,15%
AF508/R117H 1 0.10%
0,05%
AF508/R334W 1 0.00% , ,
o B & B
AF508/R347P 1 = 3 3 &
- o ~ )
5 g % S
Homozygot absolut = = 2 z
2 & & 2
< < =
R334W/R334W 1
A B

Abb. 4.7A: Tabellarische Darstellung der absoluten Haufigkeit der nachgewiesenen compound heterozygot und
homozygot vorliegenden CF-Mutationen in einem Patientenkollektiv von 633 Proben
Abb. 4.7B: Graphische Darstellung der relativen Haufigkeit der nachgewiesenen compound heterozygot und
homozygot vorliegenden CF-Mutationen in einem Patientenkollektiv von 633 Proben
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Haufigster Genotyp fiir eine Cystische Fibrose war AF508 in homozygoter Form.

4.1.3 Relative Hiufigkeit der einzelnen Allele

Nach der Betrachtung, in welcher Form die einzelnen CF-Mutationen in diesem
Patientenkollektiv anteilig vorlagen, werden in diesem Abschnitt die relativen Héufigkeiten
der einzelnen Allele auf den Chromosomen aufgefiihrt. Fiir die Mutation CF7TRdele2,3(21kb)
wurden insgesamt 7 Allele nachgewiesen. Dies entspricht bezogen auf die getesteten
Chromosomen einer prozentualen Frequenz von 0,25%. Die iibrigen Allele werden in Abb.

4.8A/B/C aufgefiihrt.

Mutierte Allele relativ Mutierte Allele relativ
AF508 4,89% R117H 0,47%
CFTR dele2,3 0,25% 3849+10kbC>T 0,16%
R553X 0,25% R347P 0,08%
G551D 0,21% R334W 0,32%

N1303K 0,29% B

G542X 0,14%

1717-1(G>A) 0,11% Mutiertes Allel relativ
W1282X 0,04% 1148T 0,28%

A C

Abb. 4.8A: Tabellarische Darstellung der relativen Haufigkeit der Allele der nachgewiesenen CF-Mutationen in
einem Kollektiv von 2780 Chromosomen

Abb. 4.8B: Tabellarische Darstellung der relativen Haufigkeit der Allele der nachgewiesenen CF-Mutationen in
einem Kollektiv von 1266 Chromosomen

Abb. 4.8C: Tabellarische Darstellung der relativen Haufigkeit eines Allels einer nachgewiesenen CF-Mutation in
einem Kollektiv von 358 Chromosomen

Das Probenkollektiv kann man jedoch auch anders betrachten. Insgesamt 101 Proben wurden
aufgrund eines klinischen Verdachts auf CF untersucht, 62 davon sind jedoch nicht positiv
oder nur heterozygot getestet worden, da zur fraglichen Zeit unterschiedliche Kits verwendet
worden sind (siehe 4.1.1), deren Erfassungsspektren fiir entsprechende Mutationen noch
geringer waren. Diese CF-Patienten sind auch aufgrund der damit verbundenen Kosten und
der klinisch gesicherten CF nicht mehr mit dem neuesten Kit nachgetestet worden. Nimmt
man dann die Anzahl dieser klinisch bestétigten 101 Patienten (202 Chromosomen) als

Bezugsgrofle und setzt sie mit den 3 CF-Patienten, die Trager der CFTRdele2,3(21kb) sind ins
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Verhiltnis, so ergibt sich eine Frequenz dieser Mutation von 1,48%. In der Verdffentlichung
von Dork und Mitarbeitern von 2000 wird innerhalb der Deutschen Bevolkerung eine

Frequenz von 1,5% der dort untersuchten CF-Patienten beschrieben.
4.2 Beschreibung der auf die Mutation CFTRdele2,3(21kb) positiv getesteten Fillen
42.1 Falll

Der Ratsuchende J. W., 1966 geboren, und dessen Frau T. W. kamen wegen Kinderwunschs
zur genetischen Beratung und lieBen sich auf das Vorliegen von CF-Mutationen testen, da die
1962 geborene Schwester von J. W. im Alter von 14 Jahren an Zystischer Fibrose erkrankte
und mit 22 Jahren daran verstarb. Eine molekulare Diagnose war bei der Schwester nicht
durchgefiihrt worden. Gleichzeitig wurden auch Proben der Mutter C. W. und des Vaters F.
W. molekular getestet. In dieser Arbeit wurde bei C. W. mit der DNA-Nummer CF66 die
Mutation CFTRdele2,3(21kb) in heterozygoter Form nachgewiesen.

Diese vier Proben gingen 1995 im Institut ein und wurden noch mit dem INNO-LIPA CF-Kit
untersucht, welches wie bereits oben beschrieben, nur 8 Mutationen erfasst. Beim jetzigen
Nachtesten ergab sich, dass J. W. heterozygoter Triger der Mutation R347P ist. T. W. trigt
keine der getesteten Mutationen. Mittlerweile haben beide ein gesundes Kind, welches bisher
noch nicht molekulargenetisch untersucht wurde. Uber die Wahrscheinlichkeit von 50%, dass
jedes ihrer Kinder heterozygoter Trager der Mutation R347P sein kann, wurde das
ratsuchende Ehepaar unterrichtet. Aufgrund dieser oben genannten Informationen und einiger

Aufzeichnungen der Patientenakte, ergab sich folgender Stammbaum:

0 0O OO -

C. W. (CFTRdele23) F. W. (R347P)

44— Ratsuchender
1II 3 I { ) ( )

Verstorb. Schwester (CFTRdele2,3/R347P) J. W. (R347P) T. W.

I

Abb. 4.9: Stammbaum von Familie 1. Symbolerklarung: Weiles Quadrat = Mann ohne Mutation; weiller Kreis =
Frau ohne Mutation; halbschwarzes Quadrat = Mann mit heterozygot vorliegender Mutation; halbschwarzer
Kreis = Frau mit heterozygot vorliegender Mutation; schwarzes Quadrat = Mann mit compound heterozygot
oder homozygot vorliegender Mutation; schwarzer Kreis = Frau mit compound heterozygot oder homozygot
vorliegender Mutation; schrig durchgestrichenes Symbol = verstorbene Person.
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4.2.2 Fall2

1997 kam der Ratsuchende D. O. mit seiner Frau D. O. zur genetischen Beratung, um eine
CF-Diagnostik durchfiihren zu lassen, da dessen Neffe an Zystischer Fibrose erkrankt und
verstorben war. Zusitzlich wurde die Mutter des Ratsuchenden E. O. untersucht. Bei der 1928
geborenen Frau mit der DNA-Nummer CF223 wurde durch diese Arbeit die Mutation
CFTRdele2,3(21kb) in heterozygoter Form nachgewiesen. D. O. ist nicht Triger dieser
Mutation und auch seine Frau wurde fiir keine der untersuchten Mutationen positiv getestet.
Die Kinder seiner an einem Herzleiden verstorbenen Schwester konnen heterozygote
Gentriger der CFTRdele2,3(21kb) sein. Sie konnen aber auch Triager der paternal vererbten
Mutation sein, jedoch lagen keine Proben des Vaters sowie des verstorbenen Neffen zur
Testung vor. Der Ratsuchende wurde darauf hingewiesen, dass bei seinen gesunden Neffen
bei bestechendem Kinderwunsch eine genetische Testung sinnvoll sei, vor allem unter
Einbeziehung des Schwagers, dessen Mutation bisher unbekannt ist. Aus den vorhandenen

Daten ergab sich folgender Stammbaum:

E. O.((CFTRdele2,3)

Ratsuchender
‘ e

1I

Trager unbekannter Mutatfon  Verstorb. Schwester (CFTRdele2,3) D.|O. D.|O.

1T

Verstorb. Neffe (CFTRdele2,3/unbekannte Mutationen)

Abb. 4.10: Stammbaum von Familie 2. Die Bedeutung der Symbole entspricht jener aus Abb. 10.

423 Fall3

S. H., geboren im Juni 1999, mit der Probennummer CF830 ist an einer klinisch gesicherten
Zystischen Fibrose erkrankt. Im November 1999 wurde er positiv auf die Mutation AF508
getestet und 2003 wurde er im Rahmen dieser Doktorarbeit auf CFTRdele2,3(21kb) positiv
getestet. Zu diesem Patienten sind auch einige klinische Daten bekannt. Die Schwangerschaft

verlief normal und S. wurde per Kaiserschnitt entbunden. Der postpartale Stuhlgang erschien
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normal und er wurde normal gestillt. Im postpartalen Screening wurde ein erhdhtes
Immunreaktives Trypsin von 211 ng/ml (Norm: bis 80 in den ersten 2 bis 3 Lebenswochen)
festgestellt. 5 Tage spater war es auf 296 ng/ml angestiegen. Nach weiteren 6 Tage lag es bei
449 ng/ml. GOT und GPT lagen bei 22 beziehungsweise 16 U/l, die Lipase war mit 354 U/l
erhoht, die Pankreas-Amylase war mit 2 U/l normal, die Elastase war im Stuhl mit unter 15
png/g Stuhl erniedrigt. Die wiederholt erhohten Werte des Immunreaktiven Trypsins gaben
AnlaBl zum Verdacht auf Zystische Fibrose, die Lipase-Erhohung sei am ehesten Ausdruck
einer sich manifestierenden Pankreasinsuffizienz, die bei niedriger Elastase klinische
Relevanz entwickele. Ansonsten befand sich der Patient zur Zeit der Aufzeichnung der
Unterlagen in einem guten Allgemeinzustand. Eine im Anschlu8 durchgefiihrte Iontophorese
ergab einen Normalbefund. Danach wurde die o. g. genetische Untersuchung durchgefiihrt,
die durch das Auffinden der CFTRdele2,3(21kb) vervollstandigt wurde. Zur Erstellung eines
Stammbaumes war leider zu wenig iiber die Familienanamnese bekannt. Proben der Eltern

lagen nicht vor.

4.2.4 Fall 4

D. P., geboren Juni 1984, ist klinisch an einer Zystischen Fibrose erkrankt. Er hat
Bronchiektasien, die aufgrund rezidivierender Infektionen engmaschig kontrolliert und
antibiotisch therapiert werden. Zusétzlich leidet er an einer exokrinen Pankreasinsuffizienz,
welche sich zu einem insulinpflichtigen Diabetes mellitus ausgeweitet hat. Den Umstdnden
entsprechend befindet sich der Patient zur Erstellungszeit dieser Arbeit in einem guten
Allgemeizustand. Seine DNA-Probe mit der Nummer CF1183 wurde wéhrend der
Untersuchungen als Kontroll-DNA verwendet, da er als erster Patient im Institut auf die
CFTRdele2,3(21kb)-Mutation positiv getestet wurde. Im Vorfeld wurde bereits das Vorliegen
der Mutation AF508 festgestellt. 1991 wurde die gesamte Familie auf insgesamt 5 Mutationen
getestet. Bei der Mutter E. P. lag AF508 heterozygot vor, sowie bei ihrer Tochter M. P.. Beim
Vater wurde damals keine bekannte Mutation gefunden. Es ist also anzunehmen, dass er
heterozygoter Trager der CFTRdele2,3(21kb) ist. Von dem Vater lag jedoch keine Probe zur
weiteren Testung vor. Die Schwester des Vaters tragt keinerlei CF-Mutationen. Aus den

Informationen ergab sich folgender Stammbaum:
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P.P M. P. (CFTRdele2,3) E.P JAFSOS)

D. P.(AF508/CFTRdele2,3) M. P. (AF508)

Abb. 4.11: Stammbaum von Familie 4. Die Bedeutung der Symbole entspricht jener aus Abb. 11.

4.2.5 Fall5

Der 1964 geborene C. K. kam 2002 zur genetischen Beratung wegen Kinderwunschs. Seine
Probennummer lautet CF1187. Er und seine Frau M. K. wurden damals unter Verwendung
eines 20 CF-Mutationen erfassenden Testkits negativ getestet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde C. K. als heterozygoter Triger der CFTRdele2,3(21kb) erkannt. Seine Frau trigt keine
der untersuchten Mutationen. Uber die Wahrscheinlichkeit von 50 %, dass ein mit einem
gesunden Partner gezeugtes Kind heterozygoter Triger dieser Mutation werden kann, wurde

der Ratsuchende unterrichtet.

4.2.6 Fall6

Der 1971 geborene A. S. mit der Probennummer CF1257 und wurde ebenfalls nachtraglich
als heterozygoter Trager der CFTRdele2,3(21kb) getestet. Er und seine Partnerin kamen 2002
zur genetischen Beratung, da der Bruder von A. S. an Zystischer Fibrose erkrankt war. Da die
Partnerin C. H. keine bisher getestete Mutation aufweist, liegt auch hier das Risiko bei 50 %,
dass ein Kind heterozygoter Mutationstrager ist. Aufgrund der unzureichenden Informationen

uber die restliche Familienanamnese konnte kein Stammbaum erstellt werden.

4277 Fall7

Der Patient T. K. wurde 1976 geboren und tragt die Probennummer CF1390. Er ist klinisch an
Zystischer Fibrose erkrankt. Klinisch leidet er einer chronischen, bronchopulmonalen
Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus, rezidivierender
Polyposis nasi (mehrfach operativ versorgt), einer exokrinen Pankreasinsuffizienz und seit

1995 an einem insulinpflichtigen Diabetes mellitus. Bei ihm liegt eine compound
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Heterozygotie fiir die Mutationen CFTRdele2,3(21kb) und AF508 vor. Auch hier konnte

aufgrund fehlender Informationen tiber die Familie kein Stammbaum erstellt werden.
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5 Diskussion

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der von Dork und anderen im Jahr 2000 publizierten CF-
Mutation CFTRdele2,3(21kb), welche in homozygoter oder compound heterozygoter Form
eine schwere Variante der CF hervorrufen kann. Die Mutation ist nicht familienspezifisch und
tritt besonders hdufig in Mittel- und Osteuropa auf. Diese grofle genomische Deletion betrifft
einen 21.080bp groBen Abschnitt des CFTR-Gens, der sich iiber die Introne 1-3 erstreckt
(Dork et al., 2000). Die Aufnahme einer solch groBen Deletion in ein kommerzielles CF-
Testkit ist bisher durch die Industrie nicht erfolgt. Gerade auch aus diesem Gesichtspunkt
heraus bestand das Ziel dieser Arbeit darin, ein reguldres CF-Probenkollektiv zu testen und
die Haufigkeit der CFTRdele2,3(21kb)-Mutation in diesem Kollektiv zu bestimmen. Das
Proben-Kollektiv bestand aus 1390 DNA-Proben, welche in dem Zeitraum von Juni 1994 bis
Juni 2003 als Anforderungen fiir eine Routine-CF-Diagnostik am Institut fiir Humangenetik
des Universitdtsklinikums Giessen bearbeitet wurden. 101 Proben aus diesem Kollektiv
stammen von klinisch bestétigten CF-Patienten, 591 von ménnlichen Personen aus
Fertilitdtsprogrammen und die restlichen Proben stammen von Rat suchenden Verwandten
und Risikopersonen. Von den 101 klinisch bestétigten CF-Patienten konnte bisher bei 39
Patienten der Genotyp eindeutig bestimmt werden. Bei den verbleibenden 62 Patienten konnte
nur eine oder keine Mutation nachgewiesen werden, da diese Patienten mit einem der dlteren
Kits getestet wurden, die nur ein begrenztes Mutationsspektrum erfassten. Eine andere
Erklarung ist, dass bei diesen Patienten andere, bisher unbekannte Mutationen vorliegen.
Nicht nachgewiesene Mutationen konnen auch darin begriindet sein, dass ein nicht
unerheblicher Teil der Proben von tilirkischstimmigen Personen stammt, die eine andere
Hiufigkeit in der Mutationsverteilung zeigen und auch fiir ihre ethnische Gruppe spezifische
CF-Mutationen aufweisen. Die Patienten und Familien, die positiv auf CF7TRdele2,3(21kb)
getestet wurden und fiir diese Mutation heterozygot waren, wurden auch mit dem zum
Zeitpunkt dieser Arbeit aktuell verwendeten Elucigene 29CF-Kit und T-Polymorphismus-Kit

nachgetestet.

Die retrograde Testung der vorliegenden 1390 DNA-Proben ergab, dass in sieben Proben die
Mutation CFTRdele2,3(21kb) nachgewiesen wurde. Von diesen sieben gefundenen
CFTRdele2,3-Allelen lagen vier in heterozygoter Form vor. Unter den 101 CF-Patienten trat
dieses Allel bei drei Patienten in einer compound heterozygoten Konstellation auf, jeweils

immer in Kombination mit der AF508-Mutation. Als hidufige Mutationen, neben der weltweit
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mit Abstand am héaufigsten vorkommenden AF508, bezeichnet man Mutationen, deren
Frequenz 1% oder dariiber hinaus betragen. Die CFTRdele2,3(21kb), die mit 7% in
WeiBrussland (Mosse et al., 2004) und 6,4% in Tschechien als zweithdufigste CF-Mutation
vorkommt, kommt in Deutschland mit einer Frequenz von 1,5% unter den CF-Patienten vor
(Dork et al., 2000). Einige Untersuchungen stellten in unterschiedlichen deutschen Stiddten
unterschiedliche Frequenzen fiir die CFTRdele2,3(21kb) fest. In Rostock betrigt diese 2,5%,
in Freiburg 1,7%, in Hannover 1,5%, in Miinster 1,5% in Magdeburg 0,9%, in Erlangen 0,5%
und in Leipzig 0% (Dork et al.,, 2000). Die unter den 101 CF-Patienten gefundenen drei
CFTRdele2,3-Allele ergeben fiir das Probenkollektiv des Institutes fiir Humangenetik des
Universititsklinikums Giessen eine Frequenz von 1,48%. Vergleicht man diese Frequenz mit
den oben genannten Daten von Dork und Mitarbeitern, so ldsst sich feststellen, das sich die
gefundene Frequenz in dem von Dork und Mitarbeitern fiir Deutschland beschriebenen
Bereich von 1,5% befindet. Weitere in Deutschland bei CF-Féllen hdufig auftretende
Mutationen sind R553X (2%), G542X (1,4%), N1303K (1,3%), R347P (1,2%) und G551D
(1,2%) (Reinhardt et al., 2001). Auch in diesem Zusammenhang ist die CF7TRdele2,3(21kb)
als dritthdufigste CF-Mutation in Deutschland anzusehen, was auch durch das Ergebnis dieser
Arbeit bestiétigt werden konnte.

Die Haiufigkeiten der anderen gefundenen Mutationen stammen aus der schriftlichen
Dokumentation des Institutes. Sie sind im Ergebnisteil nach Verwendung des jeweiligen diese
Mutationen enthaltenden Testkits geordnet. Unter den 101 getesteten Personen mit klinisch
gesicherter CF sind auch einige dieser Mutationen compound heterozygot mit AF508
aufgetreten. Die Mutation R553X wurde bei zwei Patienten gefunden, was bezogen auf die
Anzahl der CF-Chromosomen eine Frequenz von etwa 1% (0,99%) ergibt. G542X trat einmal
auf und hat eine Frequenz von 0,5%. N1303K hat mit zwei Positiven ebenfalls 1% und
G551D kommt mit drei Positiven auf 1,48% Frequenz. Diese getesteten Mutationen befinden
sich alle im Testspektrum des acht Mutationen erfassenden INNO-LiPA CF-Kits. Zusétzlich
wurden mit dem ab April 1999 eingesetzten Elucigene CF 20-Kit und T-Polymorphismus-Kit
zwel weitere Mutationen unter den CF-Patienten detektiert. Deshalb konnen diese nur auf die
in diese Zeit fallenden 72 CF-Patienten bezogen werden. Die einmal aufgetretene Mutation
R347P hat eine Frequenz von 0,69%. R334W wurde dreimal detektiert und hat eine Frequenz
von 2,08%, was sich jedoch auch damit erkldrt, dass einer der Patienten homozygot fiir
R334W ist. Die fiir Deutschland angegebene Frequenz auf CF-Félle bezogen betragt 0,06%
(Reinhardt et al., 2001). Da jedoch ein GroBteil der dlteren Proben nicht auf diese Mutationen

getestet wurden, kann man die gefunden Mutationen nur auf ein jeweils kleines Kollektiv
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beziehen. Wiirde man das damals nur auf 8 Mutationen getestete Kollektiv von 757 Proben,
beziehungsweise das auf 20 Mutationen getestete Kollektiv von 454 Proben erneut mit dem
neuesten Kit testen, ist anzunehmen, dass sich die gefundenen Héufigkeiten eher in der Néhe
der angenommenen Héufigkeiten befinden wiirden. Ein solches Vorgehen wire jedoch sehr

Zeit- und Kostenintensiv.

Diese also zum Kreise der in Deutschland hdufigen Mutationen zu zdhlende
CFTRdele2,3(21kb) fiihrt in homozygotem beziehungsweise compound heterozygotem
Zustand zu einer schweren klinischen Ausprigung der CF, die oft schon in sehr friithem
Lebensalter klinisch diagnostizierbar wird und zu einer Pankreasinsuffizienz und einem
schweren Lungenleiden fithren kann. Dies trifft auch bei genauer Betrachtung auf die in
dieser Arbeit gefundenen Fallbeispiele zu.

Der 1999 geborene S. H. (4.2.3.) ist compound heterozygot fiir die Mutation AF508 und
CFTRdele2,3(21kb) und klinisch erkrankt. Die fiir diese Arbeit zur Verfiigung stehenden
klinischen Daten stammen aus der Zeit kurz nach seiner Geburt. Der Patient litt zu dieser Zeit
nicht an einem Mekoniumileus, aber seine Laborwerte (IRT, GOT, GPT und Lipase) gaben
Anlass, eine CF mit sich bereits entwickelnder Pankreasinsuffizienz anzunehmen.

Der 1984 geborene D. P. (4.2.4), dessen DNA-Probe in dieser Arbeit als Positivprobe
verwendet wurde, hat eine schwere Form der CF entwickelt. Neben den bereits ektatisch
verdnderten Bronchien, in denen sich wiederkehrende Infekte festsetzen, leidet auch er an
einer schweren Pankreasinsuffizienz, die sich schon zu einem insulinpflichtigen Diabetes
mellitus ausgeweitet hat. Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit befand der Patient sich
aufgrund einer suffizienten Behandlung in einem verhdltnismiBig guten gesundheitlichen
Zustand.

Auch der 1976 geborene T. K. (4.2.7) ist chronisch bronchopulmonal von Keimen besiedelt
und hat neben rezidivierenden Nasenpolypen eine schwere Pankreasinsuffizienz mit
Ausweitung zu einem Diabetes mellitus vom Typ I. Auch dieser Patient befand sich zur
Erstellungszeit in relativ guter Verfassung.

Aus den Fallbeispielen der heterozygot getesteten Personen lieBen sich einige interessante
Sachverhalte feststellen. So konnte anhand der Stammbaumdaten der Familie des
Ratsuchenden J. W. (4.2.1) festgestellt werden, dass seine mit 14 Jahren an CF verstorbene
Schwester den compound heterozygoten Genotyp CFTRdele2,3(21kb)/R347P gehabt haben
muss. Die Missense-Mutation R347P hat eine weltweite Frequenz von 0,2% und soll in

Kombination mit AF508 zu einem eher milderen Phénotyp fiihren, aber es sind auch Fille
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beschrieben, wo sie zu einem schweren Bild mit Pankreasinsuffizienz und frither
Lungenbeteiligung filhren kann (Varon et al., 1995). Uber die Kombination mit
CFTRdele2,3(21kb) liegen wenig Literaturdaten vor. Da die Schwester jedoch recht friih
verstorben ist, muss es sich auch hier um eine schwere Form der CF gehandelt haben.

Ebenso verhilt es sich mit dem an CF verstorbenen Neffen des Ratsuchenden D. O.. Nach
Analyse der Stammbaumdaten musste er compound heterozygot fiir CF'TRdele2,3(21kb) und
eine weitere, bis heute unbekannte Mutation gewesen sein. Uber sein Erkrankungsalter und
die Auspriagung seiner Erkrankung lagen keine Unterlagen vor, jedoch ist auch hier ein
schwerer Verlauf anzunehmen. Die zweite Mutation in dieser Familie konnte noch nicht

identifiziert werden, da der Vater des betroffenen Kindes eine Testung ablehnte.

Mit 1,5% Haufigkeit in der deutschen Bevolkerung steht die CFTRdele2,3(21kb) unter den
oben angegebenen héufigsten Mutationen nach AF508 und R553X in Deutschland an dritter
Stelle. Auch die hier vorliegende Arbeit konnte in dem Kollektiv der CF-Patienten mit einer
Frequenz von 1,48% einen nahezu identischen Wert fiir die CFTRdele2,3(21kb)-Mutation
demonstrieren. Betrachtet man das aus 1390 Proben bestehende Gesamtkollektiv, so wurden
einschlieBlich der heterozygoten Triger 7 CFTRdele2,3(21kb)-Mutationen nachgewiesen.
Dieses entspricht einer Frequenz von 0,25%. Auch im Vergleich mit den anderen gefundenen
Mutationen bezogen auf das Gesamtkollektiv, tritt CFTRdele2,3(21kb) am dritthdufigsten auf.
Aufgrund der Hiufigkeit und der schweren von ihr hervorgerufenen Ausprigung der CF,
erscheint eine Aufnahme der CFTRdele2,3(21kb)-Testung in die Routinediagnostik iiberaus
sinnvoll. Das Institut fiir Humangenetik des Universitatsklinikums Giessen hat nicht zuletzt
aufgrund dieser Arbeit die CFTRdele2,3(21kb) bereits in das Spektrum seiner CF-Routine-

Diagnostik aufgenommen.
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6 Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung (Deutsch)

Diese Arbeit befasst sich mit der Testung der Haufigkeit der Mutation CF'7TRdele2,3(21kb),
die in heterozygotem und compound heterozygotem Zustand eine schwere Form der
Zystischen Fibrose (CF) hervorrufen kann und besonders oft in Mittel- und Osteuropa auftritt.
Aber auch in Deutschland wird die CFTRdele2,3(21kb) unter den CF-Patienten mit einer
Frequenz von 1,5% angenommen (Dork et al., 2000). Die CFTRdele2,3(21kb) beschreibt eine
grof3e, nicht familienspezifische Deletion in dem fiir das CFTR-Protein codierenden Gen. Sie
fiihrt zum Verlust der Exone 2 und 3 in der mRNA und einem durch Frameshift entstehenden
Stopcodon in Exon 4. Trotz der relativ hohen Frequenz ist die CFTRdele2,3(21kb) in keinem
in Deutschland verwendeten kommerziellen Kit zur CF-Routinediagnostik vorhanden. In
dieser Arbeit wurden deshalb 1390 DNA-Proben, die von Juni 1994 bis Juni 2003 dem
Institut fir Humangenetik der Universititsklinik Giessen zur Routinetestung zugesandt
worden waren, auf die CFTRdele2,3(21kb) retrograd getestet. Dieses geschah mittels Duplex-
PCR, die separat zu den kduflichen Routine-CF-Kits durchgefiihrt wurde.

Bei sieben voneinander unabhingigen Personen konnte die CF'TRdele2,3(21kb) nachgewiesen
werden. Davon sind vier Personen gesunde heterozygote Trager (Carrier) der
CFTRdele2,3(21kb). Die anderen drei Patienten sind compound heterozygot fiir
CFTRdele2,3(21kb) und AF508 und sind an einer schweren CF erkrankt. Von den 1390 DNA-
Proben stammten 101 von an CF erkrankten Personen, 591 von ménnlichen Personen aus
Fertilitdtsprogrammen, der Rest von Rat suchenden Verwandten und Risikopersonen. Bezieht
man die drei auf die CFTRdele2,3(21kb) positiv getesteten CF-Patienten auf die 101 klinisch
bestitigten CF-Patienten (202 Chromosomen), ergibt sich eine Frequenz von 1,48%. Dieses
korreliert gut mit der von Ddrk und Mitarbeitern fiir Deutschland beschriebenen Frequenz von
1,5%.

Durch die hier vorliegende Arbeit konnten einige CF-Fille, bei denen eine der krankheits-
verursachenden Mutationen nicht bekannt war, durch das Auftreten der CFTRdele2,3(21kb)
geklart werden. In zwei Fillen konnte anhand von Stammbaumdaten, die fiir das Versterben
eines an CF erkrankten Verwandten verantwortlichen Mutationen ermittelt werden. In einem
Fall konnte einem Ratsuchenden Verwandten eines an CF Verstorbenen klar nachgewiesen
werden, dass er kein Triager der CFTRdele2,3(21kb) ist. Die hier dargestellten Ergebnisse

zeigen, dass man die CFTRdele2,3(21kb) zusétzlich in die Routinetestung aufnehmen sollte.
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6.2 Synopsis (Englisch)

This doctoral thesis is about testing the frequency of the mutation CF7Rdele2,3(21kb) in
German patients, which can cause in a homocygous or compound heterocygous constellation
a severe form of cystic fibrosis and is especially often found in Central and Eastern Europe.
Also in German CF patients the frequency of CFTRdele2,3(21kb) is estimated at about 1,5%
(Dork et al., 2000). The CFTRdele2,3(21kb) describes a large, not family specific deletion in
the CFTR gene, which results in a loss exons 2 and 3 in the CFTR mRNA that causes a
frameshift and a premature termination signal within exon 4. Nevertheless presenting with
this high frequency, the CFTRdele2,3(21kb) is not currently included in commercial kits used
for routine CF testing in Germany. Therefore in this doctoral thesis 1390 DNA samples were
tested retrospectively for CFTRdele2,3(21kb). The samples have been collected by the
Institute for Human Genetics of the University Clinic of Giessen from about June 1994 till
June 2003 for routine CF testing.

Seven unrelated persons were tested positive for CFTRdele2,3(21kb). Four of them are
healthy heterozygous carriers of CFTRdele2,3(21kb). The other three patients are compound
heterozygous for CFTRdele2,3(21kb) and AF508 and have severe CF phenotype. The 1390
DNA samples include 101 CF affected patients, 591 male persons in fertility-programs the
rest contents of persons at risk and relatives. If you relate the three CF patients, who are
positive for CFTRdele2,3(21kb), to the group of 101 CF patients (202 Chromosomes), the
three patients account for a frequency of 1,48%. This fits well wit the 1,5% frequency of
CFTRdele2,3(21kb) alleles in German CF patients estimated in German CF patients estimated
by Dork and coworkers.

Because of this doctoral thesis the question in some CF cases, where the second responsable
mutation for clinical CF was not known, could be answered because of the appearance of
CFTRdele2,3(21kb). Also two cases of deceased relatives and their responsible mutations
could be made clear by studying their pedigrees. In one case a propositus of a because of CF
deceased relative could be tested, that he is not a carrier of this mutation. Because of the
results presented here and in addition with the data of Dork and coworkers gives evidence,

that CFTRdele2,3(21kb) screening should be included in routine CF testing.
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