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Vorwort

Die Leitlinie zur molekulargenetischen
Diagnostik der Cystischen Fibrose (CF,
Mukoviszidose) ergdnzt die Leitlinie mo-
lekulargenetische Labordiagnostik der
Deutschen Gesellschaft fiir Humangene-
tik (GfH) und des Berufsverbands Deut-
scher Humangenetiker e.V. (BVDH) und
die auf Europdischer Ebene vorliegenden
Konsensuspapiere [3, 5]. Die Leitlinie mo-
lekulargenetische Labordiagnostik der
GfH und des BVDH ist als Grundlage ver-
pflichtend.

Die jetzt vorliegende Leitlinie ersetzt
die zweite Fassung der Leitlinie zur mo-
lekulargenetischen Diagnostik der Cysti-
schen Fibrose, die 2006 in medgen 18:56-
62 publiziert wurde.

1. Einfiihrung

Die Cystische Fibrose (OMIM-Nr.
219700) ist eine der haufigsten autoso-
mal rezessiv erblichen Erkrankungen in
der kaukasischen Bevolkerung mit einer
Inzidenz von ca. 1/2500. Angaben zur In-
zidenz der CF in verschiedenen Populati-
onen finden sich im Report ,,The Molecu-
lar Genetic Epidemiology of Cystic Fibro-
sis“ auf der website der Weltgesundheits-
organisation (WHO; http://www.who.
int/genomics/publications/en/). Die CF
ist durch dicken zahfliissigen Schleim in
der Lunge charakterisiert, der die zilidre
Clearance behindert und die chronische
Besiedlung der Lunge mit Staphylokok-
ken und Pseudomonaden férdert. Das
Ausmaf} der pulmonalen Erkrankung ist
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der kritische Faktor, der die Lebenserwar-
tung und -qualitét bestimmt. Der Verlust
der Lungenfunktion ist die haufigste To-
desursache. Bei ca. 85% der Betroffenen
liegt eine exokrine Pankreasinsuffizienz
(PI) vor, bei ca. 10-20% der Neugebore-
nen findet sich ein Mekoniumileus. Ein
weiteres Charakteristikum der CF ist der
veranderte Na*/Cl Gehalt des Schweif3es,
was diagnostisch eingesetzt werden kann.
Der Median der Uberlebenswahrschein-
lichkeit der CF-Patienten betragt derzeit
mindestens 36,4 Jahre [16].

Neben der typischen cystischen Fibro-
se mit PI oder Pankreassuffizienz (PS) fin-
den sich atypische mildere Formen, die u.
a. chronische Sinusitis, Pankreatitis, Na-
salpolypen, disseminierte Bronchiektasen
und eine congenitale bilaterale Aplasie des
Vas deferens (CBAVD) einschliefien [15].

Das Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR)-Gen
(OMIM-Nr. 602421, GenBank accessi-
on number NB_000492), das auch als
ABCCy7-Gen (fiir ATP-BINDING CAS-
SETTE, SUBFAMILY C, MEMBER 7) be-
zeichnet wird, liegt auf dem langen Arm
von Chromosom 7 (7q31.2). Es besteht
aus 27 Exons, wobei die Nummerierung
von 1 bis 24 reicht, da die Exons 6b, 14b
und 17b erst nachtréglich beschrieben
wurden. Die genomische Sequenz um-
fasst ca. 230 kb, die mRNA ist ca. 6,5 kb
lang. Weltweit sind bisher iiber 1600 Mu-
tationen im CFTR-Gen beschrieben (The
Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consor-
tium; http://www.genet.sickkids.on.ca/
cftr/). Beim grofiten Teil dieser Mutati-
onen handelt es sich um Mutationen mit

einer Haufigkeit von <0.1% oder um ,,pri-
vate“ Mutationen. Ungeféhr die Hlfte der
Mutationen sind Missense-Mutationen,
daneben werden Nonsense-, Frameshift-
und Spleif3-Mutationen und Deletionen
einzelner Kodons gefunden. Groflere De-
letionen oder Insertionen werden eben-
falls beobachtet. Einige wenige de novo-
Mutationen sind beschrieben, es existie-
ren aber derzeit keine verldsslichen An-
gaben iber deren tatsichliche Haufig-
keit. Die Mutationen werden in fiinf ver-
schiedene Klassen eingeteilt. Die Klasse 1
umfasst Mutationen, die zu einer mas-
siven Reduktion der Menge an vollstin-
digem und funktionsfdhigem CFTR-Pro-
tein fithren, Mutationen der Klasse 2 fiih-
ren zu einer Reifestorung, Mutationen der
Klasse 3 zu einer Blockierung der Kanal-
o6ffnung, Mutationen der Klasse 4 zur Sto-
rung der Leitfdhigkeit des Anionenkanals
und Mutationen der Klasse 5 zu einer ein-
geschrankten Synthese oder einem vorzei-
tigen Abbau (letztere Mutationen werden
zuweilen auch als Mutationen der Klasse
6 bezeichnet). Die Verteilung und Héufig-
keit der Mutationen ist populationsspezi-
fisch. Die Hauptmutation Fso8del wird
in Abhéngigkeit von der ethnischen Zu-
gehorigkeit europaweit bei 22%-87% der
CF-Chromosomen gefunden, bei einigen
auflereuropdischen Bevolkerungsgrup-
pen ist Fso8del nur sehr selten vorhanden
(WHO-Report). In den meisten europa-
ischen Bevolkerungsgruppen konnen mit
der Untersuchung von 20 bis 30 CFTR-
Mutationen (mit einer Frequenz von iiber
1% in dieser Population) 50% bis 90% der
mutierten CFTR-Allele erfasst werden.



Tab. 1 Die haufigsten CFTR-Mutationen bei deutschen und tiirkischen CF-Patienten. Die Kenntnis der ethnischen Zugehorig-
Die Daten sind der Tabelle 2 des WHO-Reports entnommen. Alle Mutationen, die in der keit der zu untersuchenden Person ist des-
jeweiligen Population eine Haufigkeit von =1% haben sind fett gedruckt. n.a.= Haufigkeit halb Voraussetzung fiir eine sinnvolle Un-
im Report nicht angegeben. Im Report als 2181delA bezeichnet, in der Datenbank des tersuchung, da nur so die fiir die jeweilige
Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium als 2184delA aufgefiihrt (es handelt sich um

) S ' . Population wichtigen Mutationen aus-
die Deletion eines A in der polyA-Sequenz von Nukleotid 2178-2184).

gewihlt werden konnen. So wurden bei

Mutation Exon/Intron Frequenz (%) bei CF-Patienten aus deutschen CE-Betroffenen bisher mindes-
Deutschland Turkei tens 97 Mutationen beobachtet, aber nur
F508del 10 70,2 22,0 14 haben eine Haufigkeit von 0,5% oder
N1303K 21 2,5 24 mehr, wohingegen bei tiirkischen CF-Be-
G542X 1 2,1 2,9 troffenen bisher mindestens 43 Mutati-
G551D 1 2,0 na. onen identifiziert wurden, von denen 19
R553X 1 1,5 n.a. eine Hiufigkeit von 0,8% oder mehr errei-
CFTRdele2,3(21kb) 2-3 15 n.a. chen (WHO_Report’ B Tab. 'I)
R347P 7 14 na.
1717-1G>A 10 12 na. 2. Methoden der Mutationssuche
3849+10kbC>T 19 1,1 n.a.
R117H 4 0,9 n.a. Wegen der grofien Anzahl der Mutati-
2789+5G>A 14b 0,8 2,0 onen, ihrer populationsspezifischen Ver-
2143delT 13 0,6 na. teilung und ihrer Frequenz ist eine Stu-
2183AA>G 13 0,6 2,9 fendiagnostik sinnvoll. Je nach Fragestel-
3272-26A>G 17a 0,5 n.a. lung kann die Untersuchung der haufig-
W1282X 20 0,4 08 sten Mutation bzw. der hiufigsten Muta-
3659delC 19 04 na. tionen ausreichend sein. Es ist zwingend
1078delT 7 0,3 na. erforderlich, den Umfang der Untersu-
R334W 7 03 ol chung der Fragestellung anzupassen.
1336K 7 03 AL Der inzwischen weit verbreitete Einsatz
Y1092X(C>A) 17b 03 e kommerziell erhiltlicher Diagnostik-Kits
M1101K 17b 03 na zum simultanen Testen mehrerer Mutati-
R1162X 19 03 na. onen ist zumeist sinnvoll. Mitunter lasst
1342-2ASC 8 02 na. sich die Fragestellung durch das weniger
1507del 10 02 na. aufwindige und kostengiinstigere Tes-
394delTT 3 015 na. ten einzelner Mutationen beantworten.
62141G>T A 015 na Es kann aber auch eine zusitzliche wei-
la4ineA B 015 na. terfithrende Testung von solchen Mutati-
T - na. 45 onen indiziert sein, welche durch routine-
Fook Q na. 0 mafig eingesetzte Diagnostik-Verfahren
’ (kommerzielle Kits oder ,,hausgemach-
R347H ! na. 1.6 te“ Methoden) nicht erfasst werden. Ge-
2043delG 13 na. 1.8 gebenenfalls kann es notwendig werden,
G85E . 3 na. 1.2 das gesamte Gen zundchst mit Hilfe ver-
2181delA 13 na 12 schiedener ,,Scanningmethoden® auf Ver-
ket 2 n-a b anderungen hin zu untersuchen und die-
PTES & n-a. o se Veranderungen mit Hilfe des direkten
ey & n-a. 1 Sequenzierens zu charakterisieren, oder
M132V 4 Atk 08 ohne Voruntersuchungen mittels ,,Scan-
L5715 12 0.2 08 ningmethoden das komplette Gen gleich
F1052v 17b Rk 08 direkt zu sequenzieren. Die jeweilige Me-
R1158X 19 ZL 08 thode muss vor dem Einsatz in der Di-

agnostik im Labor validiert, bzw. verifi-
ziert (kommerzielle Kits) werden.
Unabhingig davon, welche der fol-
genden Methoden zum gezielten Nach-
weis oder Ausschluss einer einzelnen
Mutation eingesetzt wird, miissen stets
positive und negative oder heterozygo-
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te Kontrollen in der Analyse mitgefiihrt
werden (Ausnahme: direkte Sequenzie-
rung).

2.1. Heteroduplexanalyse

Die weltweit haufigste CF-verursachende
Mutation F508del sowie weitere Deleti-
onen/Insertionen in diesem Bereich, wie
z. B. Iso7del und 1677delTA, konnen mit
Hilfe der Heteroduplexanalyse nachge-
wiesen werden [13]. Mit dieser Methode
erhélt man eine fiir jede Deletion charak-
teristische Heteroduplexbildung. Die Un-
terscheidung wird mit Hilfe mitgefiihrter
heterozygoter Kontrollen getroffen. Bei
allen anderen Auffilligkeiten muss deren
Identitit durch eine andere Methode (z. B.
direktes Sequenzieren) gesichert werden.

2.2. Restriktionsenzymverdau,
ACRS

Manche Mutationen fiithren zur Entste-
hung oder zum Verlust einer Erkennungs-
sequenz fiir ein Restriktionsenzym. Die
Mutation lasst sich mit einer PCR, einem
Restriktionsenzymverdau und einer Aga-
rosegelelektrophorese der entstandenen
Spaltprodukte spezifisch nachweisen. Bei
Verlust einer Erkennungssequenz muss
die Mutation mit einer zusitzlichen Me-
thode bestatigt werden.

Wenn durch die Mutation keine natiir-
liche Erkennungssequenz fiir ein Restrik-
tionsenzym entstanden oder verloren ge-
gangen ist, kann mit Hilfe speziell modifi-
zierter Primer (,amplification-created re-
striction site, ACRS) eine artifizielle Erken-
nungssequenz eingefiihrt werden. Hierbei
sollte darauf geachtet werden, dass durch
die Mutation eine Erkennungssequenz fiir
ein Restriktionsenzym erzeugt wird und
nicht verloren geht, da der Verlust einer
Erkennungssequenz durch unterschied-
liche Mutationen im Bereich der Erken-
nungssequenz verursacht werden kann.

2.3. Allel-spezifische PCR

Einzelne Mutationen, wie z. B. die in
Deutschland relativ haufige Mutation
CFTRdele2,3(21kb) lassen sich mittels Al-
lel-spezifischer PCR nachweisen [8].
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2.4. Diagnostik-Kits (kommerziell
oder ,hausgemacht”)

Fiir das gleichzeitige Testen mehrerer Mu-
tationen stehen eine ganze Reihe verschie-
dener kommerziell erhaltlicher Diagnos-
tik-Kits sowie verschiedene ,,hausgemach-
te“ Methoden zur Verfiigung. Anzahl und
Umfang der Methoden zum Testen multi-
pler CFTR-Mutationen sind in den letzten
Jahren stetig gestiegen. Beim Einsatz kom-
merzieller Diagnostik-Kits miissen die in
den Test-Manuals beschriebenen Fehler-
moglichkeiten beachtet werden. Immer
dann, wenn eine Mutation nachgewiesen
wird, methodisch bedingt aber keine ein-
deutige Feststellung des jeweiligen Geno-
typs moglich ist, muss das Ergebnis mit ei-
ner anderen Methode oder durch die Un-
tersuchung der Eltern des Probanden (sie-
he unten) tiberpriift werden. So kann bei
einigen Methoden nicht zwischen Homo-
zygotie und Heterozygotie fiir eine Mutati-
on unterschieden werden. Weiterhin exis-
tieren Mutationen im CFTR-Gen, welche
die Bindung eines Wildtyp-spezifischen
Oligonukleotids verhindern. So kann z.
B. eine F508del/F508C compound-hete-
rozygote Probe homozygot fiir Fso8del
erscheinen.

2.5.,Scanning“-Methoden

Durch Scanning-Methoden wie Dena-
turing Gradient Gel Electrophoresis (DG-
GE), Single Strand Conformational Poly-
morphism (SSCP) oder Denaturing High
Performance Liquid Chromatography
(DHPLC) konnen prinzipiell alle Arten
von bekannten und unbekannten Mutati-
onen und Polymorphismen erkannt wer-
den. Die Sensititvitidt dieser Methoden
héingt jedoch sehr stark von der Erfah-
rung der Untersucher ab, so dass ihr Ein-
satz auf Labors mit entsprechend nachge-
wiesener Expertise beschrinkt sein sollte.
Eine nachgewiesene Sequenzveranderung
muss durch eine weitere Analyse wie z.
B. das direkte Sequenzieren charakteri-
siert werden. Scanning-Verfahren kon-
nen prinzipiell auch zum gezielten Nach-
weis einzelner Mutationen eingesetzt wer-
den. In diesem Fall muss die untersuchte
Mutation als Positiv-Kontrolle mitgefiihrt
werden.

2.6. Direktes Sequenzieren

Das direkte Sequenzieren aller Exons des
CFTR-Gens einschliefilich der Exon-In-
tron-Uberginge weist die hchste Sensi-
tivitat auf. Allerdings konnen auch hierbei
heterozygot vorliegende Mutationen iiber-
sehen werden, besonders wenn die Aus-
wertung ausschliefllich einem automa-
tischen Sequenzanalyseprogramm iiber-
lassen wird. Der gezielte Nachwetis einzel-
ner Mutationen mittels direkter Sequen-
zierung eines Abschnittes des CFTR-Gens
ist insbesondere dann sinnvoll, wenn sich
die gesuchte Mutation oder die gesuchten
Mutationen (Exon 11) durch keine ein-
facheren und kostengiinstigeren Metho-
den sicher darstellen lassen.

Da die direkte Sequenzierung des ge-
samten CFTR-Gens und auch die ande-
ren oben genannten Methoden auf der
PCR genomischer DNA basieren und
die Primer in aller Regel die Exons flan-
kieren, konnen grofle Insertionen oder
Deletionen wie CFTRdele2(ins186)
und CFTRdele2,3(21kb) im heterozygo-
ten Zustand oder Intronmutationen wie
3849+10kb(C>T) unerkannt bleiben. Vor
einer vollstindigen Sequenzierung des
CFTR-Gens sollten daher diejenigen Mu-
tationen ausgeschlossen werden, welche
mittels der Sequenzierung nicht erkannt
werden kénnen und in der Population
der Testperson eine Haufigkeit von min-
destens 1% haben.

2.7. MLPA

Neben den im vorherigen Kapitel er-
wihnten hiufigeren Insertionen oder De-
letionen geht man inzwischen davon aus,
dass ca. 1 bis 3% aller CF-Allele von intra-
genischen Rearrangements (groflere De-
letionen, weniger haufig grofiere Inserti-
onen) betroffen sind. Fiir den Nachweis
dieser Rearrangements eignet sich die
MLPA-Analyse (Multiplex-Ligation-de-
pendend Probe Amplification). Bei der
erweiterten CFTR-Untersuchung (,Kom-
plett-Analyse®, d.h. bei einer Untersu-
chung, bei der nicht nur nach den héu-
figsten Mutationen gesucht wird, sondern
bei der das gesamte CFTR-Gen durch ei-
ne ,Scanning“-Methode oder direktes
Sequenzieren auf Mutationen untersucht
wird) sollte daher zusétzlich eine geeig-



nete Methode (z.B. MLPA) zur Identifizie-
rung von grofleren Rearrangements ein-
gesetzt werden.

3., Indirekter Gentest”

Fiir die Durchfithrung eines ,,indirekten
Gentests“ stehen eine ganze Reihe in-
tra- und extragenischer, CFTR-gekop-
pelter Marker zur Verfiigung. Die grofi-
te Informativitit wird durch die Untersu-
chung des Dinukleotidrepeats IVS17bTA
[17] erreicht, doch auch andere Marker
haben sich als sehr sinnvoll erwiesen. Die
hochste Aussagesicherheit kann erreicht
werden, wenn neben den hochinforma-
tiven intragenischen Mikrosatelliten auch
die flankierenden Restriktionsfragment-
langenpolymorphismen in die Untersu-
chung einbezogen werden. Die Richtigkeit
der klinischen Diagnose und der angege-
benen Stammbauminformation ist fiir die
Durchfiihrung eines indirekten Gentests
unverzichtbar. Hierauf muss im Befund-
bericht hingewiesen werden.

4. Indikationen und
Untersuchungsstrategie

4.1. CF-Patient

Die Kenntnis der zugrunde liegenden
Mutationen unterstiitzt die klinische Di-
agnose und ermoglicht eine zukiinftige
Prénataldiagnostik sowie die sichere Be-
stimmung der Ubertrigerschaft bei wei-
teren Familienangehorigen.

Es besteht die Moglichkeit einer Stu-
fendiagnostik. Zunéchst wird auf die welt-
weit haufigste Mutation Fso8del hin un-
tersucht. Fs08del findet sich z. B. auf etwas
mehr als 70% der CF-Chromosomen in
der deutschen Bevolkerung. Das bedeu-
tet, dass bei knapp der Hilfte der Betrof-
fenen Homozygotie fiir F508del vorliegt.
Die meisten anderen Betroffenen sind he-
terozygot fiir F508del, und nur ca. 9% tra-
gen diese Mutation nicht.

In einem weiteren Schritt werden die-
jenigen Mutationen untersucht, welche
mit einer Héufigkeit von > 1% auf CF-
Chromosomen vorkommen (8 Tab. 1).
Hierbei ist das simultane Testen mehre-
rer Mutationen z. B. mittels eines Dia-
gnostik-Kits sinnvoll. Mit den meisten
derzeit erhaltlichen kommerziellen Kits

ldsst sich in der deutschen Population ei-
ne Detektionsrate von mehr als 85% er-
reichen. Eine alternative Strategie besteht
im Sequenzieren einzelner Abschnitte des
CFTR-Gens in Kombination mit einer
vorausgehenden separaten Testung ein-
zelner Mutationen. Die molekulargene-
tische Diagnostik bei CF-Patienten soll-
te auf jeden Fall alle Mutationen erfas-
sen, die in der entsprechenden Popula-
tion mit einer Hiufigkeit von mindes-
tens 1% vorkommen. Werden z. B. die
Mutationen F508del, CFTRdele2,3(21kb)
und 3849+10kbC>T einzeln getestet und
dann die Exons 7, 11 und 21 sequenziert, so
werden hierdurch alle Mutationen mit ei-
ner Haufigkeit von mindestens 1% in der
deutschen Population erfasst, was einer
Detektionsrate von mindestens 84% al-
ler CF-Mutationen entspricht. Hierbei ist
darauf zu achten, dass in bestimmten Re-
gionen der Bundesrepublik haufiger vor-
kommende Mutationen (z. B. M1101K in
Stiddeutschland auf 2,1% von 282 unter-
suchten CF-Chromosomen) bei entspre-
chender Herkunft in die Untersuchung
eingeschlossen werden. In gleicher Weise
muss bei der Untersuchung von Patienten
aus anderen ethnischen Gruppen verfah-
ren werden (WHO, [2]). Bei Patienten, die
aus Populationen stammen, zu denen kei-
ne Daten beziiglich Mutationsverteilung
und -hiufigkeit vorhanden sind, bleibt
nur die Moglichkeit, auf die weltweit hau-
figsten Mutationen hin zu untersuchen.
Dies gilt auch fiir Patienten, deren eth-
nische Zugehorigkeit nicht bekannt ist.

Labors, in denen nicht alle Mutati-
onen getestet werden kénnen, die in der
entsprechenden Population eine Haufig-
keit von mindestens 1% haben, sollten ge-
gebenenfalls DNA-Proben an andere La-
bors zur Fortfithrung der Diagnostik wei-
terleiten. DNA-Proben von CF-Patienten,
bei denen trotz der Untersuchung aller in
O Tab. 1 genannten Mutationen (sowie
gegebenenfalls weiterer haufiger Mutati-
onen) keine vollstindige Identifizierung
des CFTR-Genotyps gelang, sollten an ein
spezialisiertes Labors weitergegeben wer-
den, wenn im eigenen Labor keine weiter-
fithrende Diagnostik moglich ist.

In einem letzten Schritt kénnen mit
Hilfe von ,Scanning“-Methoden wie
SSCP, DGGE oder DHPLC oder auch der
Komplett-Sequenzierung Sequenzverdn-

derungen im ganzen CFTR-Gen erfasst
werden. Eine komplette Untersuchung
des gesamten CFTR-Gens ohne vorhe-
rige gezielte Suche nach den hiufigsten
Mutationen (siehe vorherigen Absatz) ist
abzulehnen. In Ausnahmefillen (wenn
durch die gezielte Mutationssuche nur
ein sehr geringer Anteil von mutierten
Allelen nachweisbar ist, z.B. aufgrund
der ethnischen Herkunft der zu unter-
suchenden Person) kann gegebenenfalls
auf eine vorherige gezielte Mutations-
suche verzichtet werden. Vor der Durch-
fithrung einer kompletten Untersuchung
muss mit dem Auftraggeber die Indikation
hierfiir gekldrt werden. Es ist zu beachten,
dass der Ausschluss einer CF auch bei ei-
ner kompletten Untersuchung des CFTR-
Gens nicht maglich ist, da sich mit den
derzeit eingesetzten Untersuchungsver-
fahren nicht alle CFTR-Mutationen (z. B.
keine Promotor- oder intronischen Spleif3-
mutationen) nachweisen lassen.

4.2. Eltern eines CF-Patienten

Die Untersuchung der Eltern eines CF-
Patienten kann die beim Patienten nach-
gewiesenen Mutationen bestéitigen. Wei-
terhin kénnen hierdurch ggf. eine falsche
Paternitat oder eine Probenverwechslung
entdeckt werden, was fiir eine eventuelle
vorgeburtliche Untersuchung in der be-
troffenen Familie von Bedeutung ist. Bei
vermeintlicher Homozygotie des CF-Pati-
enten kann durch die Untersuchung der El-
tern eine uniparentale Isodisomie oder ei-
ne Hemizygotie entdeckt oder ausgeschlos-
sen werden, und bei vermeintlicher Com-
pound-Heterozygotie die Moglichkeit, dass
zwei Mutationen auf einem Allel liegen
oder dass eine Neumutation vorliegt. Die
Zuordnung der Mutationen zu den Eltern
erlaubt bei weiteren Verwandten eine ge-
zielte Untersuchung auf die jeweilige Muta-
tion. Im Einklang mit den Europiischen
Konsensuspapieren [3, 5] sollte daher der
Genotyp des Indexpatienten durch eine
gezielte Mutationssuche bei dessen El-
tern gesichert werden.

4.3.Verwandte von CF-Patienten
Bei Geschwistern von CF-Patienten mit

nachgewiesenen Mutationen ist zur Be-
stimmung des Ubertrigerstatus der
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Nachweis/Ausschluss der familidren
Mutation ausreichend. Ist der Genotyp
des Indexpatienten nicht vollig aufgeklart,
kann bei klinisch sicherer CF des Indexpa-
tienten mittels eines indirekten Gentests,
in den der Indexpatient und dessen Eltern
einzubeziehen sind, in aller Regel eine
Aussage zur Wahrscheinlichkeit der Anla-
getragerschaft des Geschwisters gemacht
werden, welche eine Sicherheit von tiber
99% hat. Bei einer bekannten familidren
CF-Mutation kann bei entfernten Ver-
wandten nach Ausschluss dieser Mutation
eine weitere Untersuchung der haufigsten
Mutationen (Haufigkeit >1%) erwiinscht
sein. Ziel der molekulargenetischen Un-
tersuchung des CFTR-Gens entfernterer
Verwandter ist die Senkung der Ubertri-
gerwahrscheinlichkeit auf einen Wert, der
hochstens dem des in der jeweiligen Po-
pulation iiblichen Werts entspricht. Ei-
ne Untersuchung des kompletten CFTR-
Gens ist hierfiir in aller Regel nicht not-
wendig. Durch die Untersuchung des
Partners des Verwandten auf die in der
entsprechenden Population hiufigste(n)
Mutation(en) kann die Wahrscheinlich-
keit fiir eine CF bei gemeinsamen Nach-
kommen in der Regel stirker gesenkt wer-
den als durch die sehr aufwandige Unter-
suchung des Verwandten allein.

4.4, Patienten mit der
Verdachtsdiagnose CF

Es ist nicht moglich, mittels einer mole-
kulargenetischen Untersuchung die (Ver-
dachts-)Diagnose einer CF bei einem Pa-
tienten auszuschlieflen, es sei denn, bei
dem Patienten handelt es sich um das kli-
nisch auffillige Geschwisterkind eines
Betroffenen mit bekannten Mutationen
im CFTR-Gen. Die Untersuchung kli-
nisch nicht auffilliger minderjahriger Ge-
schwister von Betroffenen ist in der Regel
nicht indiziert.

Es ist allerdings sinnvoll, bei allen Pa-
tienten mit der Verdachtsdiagnose CF
durch die Untersuchung der in der jewei-
ligen Population hiufigen Mutationen zu
versuchen, die Verdachtsdiagnose zu be-
statigen. Haufige Symptome, die zur Ver-
dachtsdiagnose (atypische) CF fiithren
konnen, sind Auffilligkeiten eines Fe-
ten im pranatalen Ultraschall (echogener
Darm oder Mekoniumileus), ein Meko-
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Kombination klinischer und
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Abb. 1 A Kombination klinischer und molekularer Diagnostik bei CF. Die Graphik basiert auf der An-
wendung des Bayes-Theorems. Sie ermdglicht die Abschatzung der posterioren Wahrscheinlichkeit fiir
eine CF bei gegebener klinischer Evidenz fiir eine CF (apriori-Wahrscheinlichkeit) unter Beriicksichti-
gung der Ergebnisse der molekularen Diagnostik (Aus Stuhrmann et al., 1995; mit freundlicher Geneh-

migung des Springer-Verlages).

niumileus oder andere gastrointestina-
le Symptome bei Neugeborenen, Nasal-
polypen im Kindesalter, disseminierte
Bronchiektasen, chronische Pankreatitis,
grenzwertige Schweif3teste etc. Bei diesen
Symptomen kénnen héufig Mutationen
im CFTR-Gen als Krankheitsursache
nachgewiesen werden, es findet sich je-
doch ein anderes Mutationsspektrum als
bei der typischen CE. Bei Identifizierung
nur einer oder keiner Mutation kann die
Diagnose einer CF nicht ausgeschlossen
werden. Ausgehend von der klinischen
Verdachtsdiagnose kann anhand des Er-
gebnisses der molekulargenetischen Un-
tersuchung allerdings eine deutliche Pra-
zisierung der posterioren Wahrscheinlich-
keit fiir das Vorliegen einer CF erfolgen.
Die @ Abb. 1 erméglicht die Abschit-
zung der posterioren Wahrscheinlichkeit
unter der Voraussetzung, dass die Hiufig-
keit der untersuchten Mutationen in der
jeweiligen Population bekannt ist.

Bei einer eventuellen kompletten Un-
tersuchung des CFTR-Gens bei Patienten
mit der Verdachtsdiagnose CF ist analog
der in den entsprechenden Absitzen in
den Abschnitten 2.6 und 2.7 aufgefiihrten
Vorgehensweise zu verfahren.

4.5. Allgemeine Population

Der Ausschluss der in der jeweiligen Po-
pulation haufigsten Mutationen kann je
nach Herkunft der untersuchten Person
zu einer Reduzierung der Anlagetréger-
wahrscheinlichkeit auf 2% bis unter 1%
fithren (in der deutschen Population auf
ca. 0,4%). Die Untersuchung einer Person
ohne familidre Belastung mit einer CF
ist indiziert, wenn der jeweilige Partner
nachgewiesener oder moglicher Uber-
trager der CF oder hiervon betroffen ist.
Ansonsten sei hier auf die Stellungnah-
men des Berufsverbandes Medizinische
Genetik (1990) und der Kommission fiir
Offentlichkeitsarbeit und ethische Fra-
gen der Gesellschaft fir Humangenetik
(1991) zum ,,CF-Heterozygotenscreening®
verwiesen, in denen insbesondere auf die
Notwendigkeit der Sicherstellung einer
genetischen Beratung verwiesen wird.

4.6. Congenitale bilaterale Aplasie
der Samenleiter (CBAVD)

In den meisten Fllen liegen einer CBA-
VD ohne gleichzeitige Nierenbeteiligung
(CBAVD mit Nierenbeteiligung stellt wohl
ein von Mutationen im CFTR-Gen unab-
héngiges Krankheitsbild dar) Mutationen



im CFTR-Gen zugrunde, wobei sich das
Spektrum der Mutationen deutlich von
dem der typischen CF unterscheidet [7].
Da die Méglichkeit der intrazytoplasma-
tischen Spermieninjektion (ICSI) besteht,
ist es sinnvoll, im Hinblick auf eine even-
tuelle Pranataldiagnostik beide Partner
auf Mutationen im CFTR-Gen zu unter-
suchen. In Deutschland finden sich am
haufigsten die Genotypen Fso8del/Ri17H
(ca. 21,5% aller untersuchten CBAVD-
Patienten ohne Nierenbeteiligung) und
F508del/IVS8-5T (ca. 8,6% aller unter-
suchten CBAVD-Patienten ohne Nieren-
beteiligung), so dass bei Betroffenen ei-
ner CBAVD die beiden Mutationen Ri17H
und IVS8-5T auf jeden Fall in die Untersu-
chung einbezogen werden sollten. Hierbei
ist zu beachten, dass Rui7H und IVS8-5T
in cis vorkommen koénnen. RuiyH-5T gilt
als CF-Mutation, wiahrend Rui7H-7T so-
wohl bei CF-Patienten, als auch bei CBA-
VD-Patienten vorkommt [11]. Deshalb
sollte bei Patienten, bei denen Ri17H und
5T nachgewiesen wurde, stets untersucht
werden, ob diese beiden Sequenzverinde-
rungen in cis oder in trans sind. Dariiber
hinaus ist zu beachten, dass die Bestim-
mung der Repeatldnge des TG-Polymor-
phismus im Intron 8 eine Einschitzung
der klinischen Relevanz der 5 T-Variante
ermoglicht. Das Risiko fiir eine atypische
CF ist erhoht, wenn das 5T-Allel in Kom-
bination mit TGi2 bzw. TG13 in Com-
pound-Heterozygotie mit einer typischen
CF-Mutation vorliegt [9]. Im Falle eines
5T-Allels sollte daher eine Bestimmung
des TG-Repeats erfolgen.

Auch bei Untersuchung der beiden Ge-
nveranderungen Ri17H und 5T sowie al-
lerin @ Tab. 1 genannten Mutationen las-
sen sich nur bei ca. 56 % der CFTR-Alle-
le von CBAVD-Patienten ohne Nierenbe-
teiligung Mutationen nachweisen, wohin-
gegen sich mittels Analyse des kompletten
CFTR-Gens Mutationen bei ca. 87% der
Allele von CBAVD-Patienten ohne Nie-
renbeteiligung finden [7]. Dariiber hin-
aus finden sich gehauft (allerdings deut-
lich weniger als bei der CBAVD) auch
bei Betroffenen einer einseitigen Aplasie
der Samenleiter (CUAVD) und bei Be-
troffenen einer obstruktiven Azoosper-
mie mit beidseitig tastbaren Samenlei-
tern Mutationen im CFTR-Gen. Es ist al-
lerdings sehr fraglich, ob sich auch bei

Minnern mit einer nicht-obstruktiven
Azoospermie oder Oligozoospermie ge-
hauft krankheitsrelevante Mutationen im
CFTR-Gen finden [3] und [5]. Die Indi-
kation fiir eine CFTR-Untersuchung ist in
den letztgenannten Fillen ménnlicher In-
fertilitat iiblicherweise nicht gegeben. Zur
Vorgehensweise bei ménnlicher Inferti-
litat sei auf die Empfehlungen der Deut-
schen Gesellschaft fiir Reproduktionsme-
dizin zur genetischen Diagnostik bei Kin-
derwunschpaaren [10] verwiesen.

4.7.Pranataldiagnostik

Die Indikation zur Durchfithrung einer
Préinataldiagnostik kann eine bekannte
Heterozygotie beider Partner, die Homo-
zygotie fiir CF der Schwangeren oder des
Partners oder ein beim Feten festgestellter
echogener Darm sein.

Sind bei der Schwangeren und de-
ren Partner die CFTR-Mutationen be-
kannt, so ist eine sichere Pranataldiagnos-
tik moglich. Ist eine oder sind beide Mu-
tationen bei den Eltern eines klinisch si-
cheren CF-Patienten nicht bekannt, so
kann eine Kopplungsanalyse zur indi-
rekten Gendiagnostik (siehe 3.) erfolgen.
Bei Feten mit echogenem Darm sollte auf
die in der Population haufigsten Mutati-
onen untersucht werden.

Immer dann, wenn der fetale und der
maternale Genotyp identisch sind, muss
eine Untersuchung beziiglich mater-
naler Zellkontamination erfolgen (ni-
heres siehe Leitlinie zur molekularge-
netischen Diagnostik).

5. Nomenklatur

Prinzipiell sollte die Nomenklatur der Mu-
tationen im CFTR-Gen sich an den inzwi-
schen allgemein akzeptierten Nomenkla-
turvorschldgen orientieren [4], und dar-
in enthaltenen Referenzen). Viele Mutati-
onen im CFTR-Gen sind allerdings schon
lange vor den Publikationen der Nomen-
klaturvorschlage identifiziert worden, so
dass die traditionelle Bezeichnung vieler
CFTR-Mutationen von den jetzigen No-
menklaturvorschligen abweicht. Es ist da-
her zweckmiflig, in der Regel die Nomen-
Klatur des Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium zu verwenden, da diese am
weitesten verbreitet ist [siehe auch 5]. Um

Fehlinterpretationen vorzubeugen, soll-
te im Befund darauf verwiesen werden,
nach welcher Nomenklatur sich die Be-
zeichnung der Mutationen richtet. Es sei
noch darauf hingewiesen, dass die Bezeich-
nungen Fs08del und Isoydel die alten Be-
zeichnungen AF508 und Also7 weitgehend
ersetzt haben.

6. Relevanz nachgewiesener
Sequenzveranderungen

Das grofie Spektrum der klinischen Aus-
pragung der CF suggeriert, dass manche
Mutationen ,schwerwiegend (severe)
und andere ,,milder (mild) sind. Es soll-
te beachtet werden, dass Mutationen, die
mit erhaltener Pankreasfunktion (PS) ein-
hergehen, nicht notwendigerweise ,,mild*
sind. Patienten mit schwerwiegenden re-
spiratorischen Symptomen kénnen PS
sein.

Weiterhin kann die komplette Unter-
suchung des CFTR-Gens zur Identifizie-
rung von Sequenzverdnderungen mit un-
klarer Bedeutung fithren. Eine Mutation
kann als krankheitsverursachend bezeich-
net werden
== wenn die Proteinsynthese beein-

flusst wird (Stopp-Mutation oder Lese-

rasterverschiebung als Folge einer In-
sertion oder Deletion),

== wenn sie das korrekte Herausschnei-
den der Intronsequenzen beeinflusst

(Veranderung der konservierten

Spleifierkennungstellen),
== wenn sie nur auf CF-Chromosomen

gefunden wurde, keine andere Muta-

tion identifiziert werden konnte und
eine bekannte Mutation auf dem an-
deren Allel vorliegt.

Fiir jede Sequenzverinderung, die im
Befund aufgefiihrt wird, muss deren kli-
nische Bedeutung eindeutig erliutert
werden. Umfangreiche Erlduterungen
zur klinischen Relevanz finden sich ins-
besondere bei Castellani et al. [3] (z.B.
Tabelle 3), aber auch bei Dequeker et
al. [5]. Weitere Informationen zu mog-
lichen phenotypischen Auswirkungen
von CFTR-Mutationen finden sich auch
in der Datenbank des Cystic Fibrosis Ge-
netic Analysis Consortiums. Findet man
fiir seltene Mutationen keine oder nur
wenig Information, muss gegebenenfalls
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darauf hingewiesen werden, dass keine
sichere Aussage iiber die klinische Be-
deutung gemacht werden kann.

7. Wissenschaftlich begriindete
humangenetische Beurteilung
molekulargenetischer Befunde

Die Befunderstellung einer molekular-
genetischen Postnatal- und Prénataldi-
agnostik bedarf einer wissenschaftlich
begriindeten humangenetischen Beur-
teilung. Sie sollte eine an der diagnosti-
schen Fragestellung des Einzelfalls ori-
entierte Interpretation des Befundes und
eine Stellungnahme zu seiner klinischen
Bedeutung enthalten.

7.1 Die schriftliche humangenetische
Beurteilung eines molekulargenetischen
Befundes sollte auch fiir Arzte ohne hu-
mangenetisches Spezialwissen verstind-
lich sein. Der Befund selbst und die
Schlussfolgerungen miissen klar hervor-
gehoben sein und die diagnostische Fra-
gestellung muss beantwortet werden. Ge-
gebenenfalls muss im Befundbericht auf
die genetische Beratung und ihre Bedeu-
tung im Hinblick auf die Konsequenzen
des erhobenen Befundes fiir den Unter-
suchten und dessen Familie hingewiesen
werden.

7.2 Im Einzelnen sollte die schriftliche
humangenetische Beurteilung eines mo-
lekulargenetischen Befundes Folgendes
enthalten:
== Seitenzahl und Gesamtseitenzahl

(z. B.1von 2);
== Name und Adresse des untersuchen-

den Labors sowie Name des verant-

wortlichen Laborleiters;
== Name und Adresse des anfordernden
Arztes, der Klinik, des Instituts etc.;
Befunddatum;
Name und Geburtsdatum der unter-
suchten Person, gegebenenfalls deren
ethnische Zugehorigkeit (wegen der
eventuellen Bedeutung fiir die Wahr-
scheinlichkeit eines Mutationsaus-
schlusses, wenn keine Mutation ge-
funden wird), Labornummer oder
Aktenzeichen zur eindeutigen Iden-
tifizierung der untersuchten Person
bzw. Probe;
== Art des eingesandten Unersuchungs-
materials (z.B. EDTA-Blut, Amni-
onzellen, Chorionzotten etc.);
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== Entnahmedatum, wenn bekannt;

== Eingangsdatum;

== Angabe der Diagnose oder Ver-
dachtsdiagnose (Mukoviszidose,
V.a. Mukoviszidose) und der Indi-
kation (CF in der Familie) bzw. dia-
gnostischen Fragestellung (zum Aus-
schluss Heterozygotenstatus);

== Kennzeichnung auswirtig erhobener
Vorbefunde mit Angabe des entspre-
chenden Labors;

== angewandte Methode(n) und Unter-
suchungsumfang (Benennung der un-
tersuchten Mutationen, Detektionsra-
te unter Berticksichtigung der Ethni-
zitat);

== kurze und eindeutige Angabe des Un-
tersuchungsergebnisses als Genotyp
in der international giiltigen Nomen-
Klatur (... heterozygot fiir die typische
CF-Mutation Fso8del; ... keine der
haufigeren CF-verursachenden Muta-
tionen nachgewiesen);

== Angabe von Polymorphismen nur
dann, wenn dies zur Erfiillung des
Untersuchungsauftrags erforderlich
ist oder wenn zur Abklarung des Be-
fundes nach dem Stand der Wissen-
schaft auch die Untersuchung ver-
wandter Personen erforderlich war;

== an der diagnostischen Fragestellung
des Einzelfalls orientierte Interpre-
tation des Befundes und eine Stel-
lungnahme zur klinischen Bedeutung
des Befundes (Bestatigung der (Ver-
dachts-) Diagnose; ... hat eine Wahr-
scheinlichkeit von ...%, heterozygo-
ter Tréger einer mit der angewandten
Methode nicht nachweisbaren Muta-
tion im CFTR-Gen zu sein, ... kén-
nen..% der in der...... Bevolkerung
vorliegenden mutierten CFTR-Allele
ausgeschlossen werden. ..);

== ggf. Empfehlung zu weiteren Unter-
suchungen oder Untersuchungen von
Familienangehorigen oder des Part-
ners;

== Unterschrift der verantwortlichen
Person/en.
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