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Vorwort

Die Leitlinie zur Molekulargenetischen
Diagnostik der Cystischen Fibrose
(CF, Mukoviszidose) ergédnzt die Leit-
linie Molekulargenetische Labordiag-
nostik des Berufsverbands Deutscher
Humangenetiker/der Deutschen Ge-
sellschaft fir Humangenetik und die
Vorschlédge zur Qualitdtsverbesserung
der genetischen Untersuchung auf
Cystische Fibrose der European Con-
certed Action on Cystic Fibrosis (De-
queker et al., 2000). Die Leitlinie Mo-
lekulargenetische Labordiagnostik
(BVDH/GfH) ist als Grundlage ver-
pflichtend.

Die jetzt vorliegende Leitlinie ersetzt
die erste Fassung der Leitlinie zur mo-
lekulargenetischen Diagnostik der Cy-
stischen Fibrose, die 1997 in medgen
9:553-559 publiziert wurde.

1. Einflihrung

Die Cystische Fibrose (OMIM-Nr.
219700) ist eine der haufigsten auto-
somal rezessiv erblichen Erkrankun-
gen in der kaukasischen Bevdlkerung
mit einer Inzidenz von ca. 1/2500. An-
gaben zur Inzidenz der CF in ver-
schiedenen Populationen finden sich
im Report ,The Molecular Genetic
Epidemiology of Cystic Fibrosis“ auf
der website der Weltgesundheitsorga-
nisation (WHO; http://www.who.int/
genomics/publications/en/). Die CF
ist durch dicken z&hflissigen Schleim
in der Lunge charakterisiert, der die
zilidre Clearance behindert und die
chronische Besiedlung der Lunge mit
Staphylokokken und Pseudomonaden
fordert. Das AusmaB der pulmonalen
Erkrankung ist der kritische Faktor,
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der die Lebenserwartung und -qua-
litat bestimmt. Der Verlust der Lun-
genfunktion ist die hdufigste Todesur-
sache. Bei ca. 85% der Betroffenen
liegt eine exokrine Pankreasinsuffi-
zienz (Pl) vor, bei ca. 10-20% der
Neugeborenen findet sich ein Meko-
niumileus. Ein weiteres Charakteristi-
kum der CF ist der veranderte Na+/
Cl-Gehalt des SchweiBes, was dia-
gnostisch eingesetzt werden kann.
Der Median der Uberlebenswahr-
scheinlichkeit der CF-Patienten be-
tragt derzeit mindestens 36,4 Jahre
(Wissenschaftlicher Beirat ,,Qualitats-
sicherung Mukoviszidose®, 2004).

Neben der typischen cystischen Fi-
brose mit Pl oder Pankreassuffizienz
(PS) finden sich atypische mildere
Formen, die u. a. chronische Sinusi-
tis, Pankreatitis, Nasalpolypen, disse-
minierte Bronchiektasen und eine
congenitale bilaterale Aplasie des Vas
deferens (CBAVD) einschlieBen
(Tdmmler & Stuhrmann, 2003).

Das Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR)-Gen
(OMIM-Nr. 602421, GenBank acces-
sion number NB_000492), das auch
als ABCC7-Gen (fur ATP-BINDING
CASSETTE, SUBFAMILY C, MEMBER
7) bezeichnet wird, liegt auf dem lan-
gen 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 nach-
traglich beschrieben wurden. Die ge-
nomische Sequenz umfasst ca. 230
kb, die mRNA ist ca. 6,5 kb lang.
Weltweit sind bisher Gber 1100 Muta-
tionen im CFTR-Gen beschrieben

(The Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium; http://www.genet.sick-
kids.on.ca/cftr/). Beim gréBten Teil
dieser Mutationen handelt es sich um
Mutationen mit einer Haufigkeit von
<0.1% oder um ,private” Mutationen.
Ungeféhr die Halfte der Mutationen
sind Missense-Mutationen, daneben
werden Nonsense-, Frameshift- und
SpleiB-Mutationen und Deletionen
einzelner Kodons gefunden. GréBere
Deletionen oder Insertionen sind sel-
ten. Einige wenige de novo-Mutatio-
nen sind beschrieben, es existieren
aber derzeit keine verlasslichen Anga-
ben Uber deren tatsachliche Haufig-
keit. Die Mutationen werden in finf
verschiedene Klassen eingeteilt. Die
Klasse 1 umfasst Mutationen, die zu
einer massiven Reduktion der Menge
an vollstandigem und funktionsfahi-
gem CFTR-Protein fihren, Mutatio-
nen der Klasse 2 fihren zu einer Rei-
festérung, Mutationen der Klasse 3 zu
einer Blockierung der Kanal6ffnung,
Mutationen der Klasse 4 zur Stérung
der Leitfahigkeit des Anionenkanals
und Mutationen der Klasse 5 zu einer
eingeschrénkten Synthese oder ei-
nem vorzeitigen Abbau (letztere Mu-
tationen werden zuweilen auch als
Mutationen der Klasse 6 bezeichnet).
Die Verteilung und Haufigkeit der Mu-
tationen ist populationsspezifisch. Die
Hauptmutation F508del wird in Ab-
héngigkeit von der ethnischen Zuge-
horigkeit europaweit bei 22%-87%
der CF-Chromosomen gefunden, bei
einigen auBereuropaischen Bevdlke-
rungsgruppen ist F508del nur sehr
selten vorhanden (WHO-Report). In
den meisten européischen Bevdlke-
rungsgruppen kénnen mit der Unter-



Tab 1 Die hadufigsten CFTR-Mutationen bei deutschen

und tiirkischen CF-Patienten

Mutation Exon/ Frequenz (%) bei
Intron CF-Patienten aus

Deutschland ' Turkei
F508del 10 70,2 22,0
N1303K 21 2,5 2,4
G542X 11 2,1 2,9
G551D 11 2,0 n.a.
R553X 11 1,5 n.a.
CFTRdele2,3(21kb) 2-3 1,5 n.a.
R347P 7 1,4 n.a.
1717-1G>A 10 1,2 n.a.
3849+10kbC>T 19 1,1 n.a.
R117H 4 0,9 n.a.
2789+5G>A 14b 0,8 2,0
2143delT 13 0,6 n.a.
2183AA>G 13 0,6 2,9
3272-26A>G 17a 0,5 n.a.
W1282X 20 0,4 0,8
3659delC 19 0,4 n.a.
Q39X 2 0,3 n.a.
1078delT 7 0,3 n.a.
R334W 7 0,3 n.a.
1336K 7 0,3 n.a.
Y1092X(C>A) 17b 0,3 n.a.
M1101K 17b 0,3 n.a.
R1162X 19 0,3 n.a.
1342-2A>C 8 0,2 n.a.
1507del 10 0,2 n.a.
394delTT 3 0,15 n.a.
621+1G>T 4 0,15 n.a.
2184insA 13 0,15 n.a.
1677delTA 10 n.a. 4,5
E92K 4 n.a. 2,0
R347H 7 n.a. 1,6
2043delG 13 n.a. 1,6
G85E 3 n.a. 1,2
2181delA* 13 n.a. 1,2
296+9A>T 2 n.a. 0,8
D110H 4 n.a. 0,8
1148T 4 n.a. 0,8
M152V 4 n.a. 0,8
L571S 12 n.a. 0,8
F1052V 17b n.a. 0,8
R1158X 19 n.a. 0,8
Legende

Die Daten sind der Tabelle 2 des WHO-Reports entnommen.

Fett gedruckt sind alle Mutationen, die in der jeweiligen
Population eine Haufigkeit von >/=1% haben.

n.a. = Haufigkeit im Report nicht angegeben.

*) Im Report als 2181delA bezeichnet, in der Datenbank des
Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium als 2184delA
aufgefihrt (es handelt sich um die Deletion eines A in der
polyA-Sequenz von Nukleotid 2178-2184).

figkeit von 0,8%
oder mehr erreichen
(WHO-Report, Ta-
belle 1).

2. Methoden der

Mutationssuche

Wegen der groBen
Anzahl der Mutatio-
nen, ihrer popula-
tionsspezifischen

Verteilung und ihrer
Frequenz ist eine
Stufendiagnostik

sinnvoll. Je nach
Fragestellung kann
die Untersuchung
der haufigsten Mu-
tation bzw. der hau-
figsten Mutationen
ausreichend sein. Es
ist zwingend erfor-
derlich, den Um-
fang der Untersu-
chung der Frage-
stellung anzupas-
sen. Der inzwischen
weit verbreitete Ein-
satz kommerziell er-
héltlicher Diagno-
stik-Kits zum simul-
tanen Testen mehre-
rer Mutationen ist
zumeist sinnvoll.
Mitunter lasst sich
die Fragestellung
durch das weniger
aufwandige und ko-
stenglnstigere Te-
sten einzelner Muta-
tionen beantworten.
Es kann aber auch

suchung von 20 bis 30 CFTR-Muta-
tionen (mit einer Frequenz von Uber
1% in dieser Population) 50% bis
90% der mutierten CFTR-Allele er-
fasst werden. Die Kenntnis der ethni-
schen Zugehoérigkeit der zu untersu-
chenden Person ist deshalb Voraus-
setzung fUr eine sinnvolle Untersu-
chung, da nur so die flr die jeweilige
Population wichtigen Mutationen aus-
gewahlt werden kdénnen. So wurden
bei deutschen CF-Betroffenen bisher
mindestens 97 Mutationen beobach-
tet, aber nur 14 haben eine Haufigkeit
von 0,5% oder mehr, wohingegen bei
tirkischen CF-Betroffenen bisher
mindestens 43 Mutationen identifi-
ziert wurden, von denen 19 eine Hau-

eine zusatzliche weiterfihrende Te-
stung von solchen Mutationen indi-
ziert sein, welche durch routineméaBig
eingesetzte Diagnostik-Verfahren
(kommerzielle Kits oder ,hausge-
machte“ Methoden) nicht erfasst wer-
den. Gegebenenfalls kann es notwen-
dig werden, das gesamte Gen zu-
nachst mit Hilfe verschiedener ,Scan-
ningmethoden® auf Verédnderungen hin
zu untersuchen und diese Verande-
rungen mit Hilfe des direkten Sequen-
zierens zu charakterisieren, oder ohne
Voruntersuchungen mittels ,,Scanning-
methoden® das komplette Gen gleich
direkt zu sequenzieren. Die jeweilige
Methode muss vor dem Einsatz in
der Diagnostik im Labor validiert,

bzw. verifiziert (kommerzielle Kits)
werden.

Unabhangig davon, welche der fol-
genden Methoden zum gezielten
Nachweis oder Ausschluss einer
einzelnen Mutation eingesetzt wird,
miissen stets positive und negative
oder heterozygote Kontrollen in der
Analyse mitgefiihrt werden (Aus-
nahme: direkte Sequenzierung).

2.1. Heteroduplexanalyse

Die weltweit haufigste CF-verursa-
chende Mutation F508del sowie wei-
tere Deletionen/Insertionen in diesem
Bereich, wie z.B. I1507del und 1677del
TA, kdnnen mit Hilfe der Heteroduplex-
analyse nachgewiesen werden (Rom-
mens et al., 1990). Mit dieser Methode
erhalt man eine fir jede Deletion cha-
rakteristische Heteroduplexbildung.
Die Unterscheidung wird mit Hilfe
mitgeflhrter heterozygoter Kontrollen
getroffen. Bei allen anderen Aufféllig-
keiten muss deren Identitdt durch
eine andere Methode (z. B. direktes
Sequenzieren) gesichert werden.

2.2. Restriktionsenzymverdau,
ARCS

Manche Mutationen fihren zur Ent-
stehung oder zum Verlust einer Er-
kennungssequenz fir ein Restrik-
tionsenzym. Die Mutation lasst sich
mit einer PCR, einem Restriktionsen-
zymverdau und einer Agarosegelelek-
trophorese der entstandenen Spalt-
produkte spezifisch nachweisen. Bei
Verlust einer Erkennungssequenz
muss die Mutation mit einer zusétz-
lichen Methode bestatigt werden.

Wenn durch die Mutation keine natur-
liche Erkennungssequenz fur ein Re-
striktionsenzym entstanden oder ver-
loren gegangen ist, kann mit Hilfe
speziell modifizierter Primer (,amplifi-
cation-created restriction site, ARCS)
eine artifizielle Erkennungssequenz
eingefuhrt werden. Hierbei sollte dar-
auf geachtet werden, dass durch die
Mutation eine Erkennungssequenz fir
ein Restriktionsenzym erzeugt wird
und nicht verloren geht, da der Ver-
lust einer Erkennungssequenz durch
unterschiedliche Mutationen im Be-
reich der Erkennungssequenz verur-
sacht werden kann.
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2.3. Allel-spezifische PCR

Einzelne Mutationen, wie z. B. die in
Deutschland relativ hdufige Mutation
CFTRdele2,3(21kb) lassen sich mit-
tels Allel-spezifischer PCR nachwei-
sen (Dork et al., 2000).

2.4. Diagnostik-Kits (kommerziell
oder ,hausgemacht®)

FUr das gleichzeitige Testen mehrerer
Mutationen stehen eine ganze Reihe
verschiedener kommerziell erhalt-
licher Diagnostik-Kits sowie verschie-
dene ,hausgemachte” Methoden zur
Verfiigung. Anzahl und Umfang der
Methoden zum Testen multipler
CFTR-Mutationen sind in den letzten
Jahren stetig gestiegen. Beim Einsatz
kommerzieller Diagnostik-Kits mus-
sen die in den Test-Manuals beschrie-
benen Fehlermd&glichkeiten beachtet
werden. Immer dann, wenn eine Mu-
tation nachgewiesen wird, metho-
disch bedingt aber keine eindeutige
Feststellung des jeweiligen Genotyps
madglich ist, muss das Ergebnis mit
einer anderen Methode oder durch
die Untersuchung der Eltern des Pro-
banden (siehe unten) tGberprift wer-
den. So kann bei einigen Methoden
nicht zwischen Homozygotie und
Heterozygotie fur eine Mutation unter-
schieden werden. Weiterhin existieren
Mutationen im CFTR-Gen, welche die
Bindung eines Wildtyp-spezifischen
Oligonukleotids verhindern. So kann
z. B. eine F508del/F508C compound-
heterozygote Probe homozygot fir
F508del erscheinen.

2.5. ,Scanning“-Methoden

Durch Scanning-Methoden wie Dena-
turing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE), Single Strand Conformatio-
nal Polymorphism (SSCP) oder Dena-
turing High Performance Liquid Chro-
matography (DHPLC) kénnen prinzi-
piell alle Arten von bekannten und un-
bekannten Mutationen und Polymor-
phismen erkannt werden. Die Sensiti-
vitat dieser Methoden héngt jedoch
sehr stark von der Erfahrung der
Untersucher ab, so dass ihr Einsatz
auf Labors mit entsprechend nachge-
wiesener Expertise beschrankt sein
sollte. Eine nachgewiesene Sequenz-
verdnderung muss durch eine weite-
re Analyse wie z. B. das direkte Se-
quenzieren charakterisiert werden.
Scanning-Verfahren kdnnen prinzipiell
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auch zum gezielten Nachweis einzel-
ner Mutationen eingesetzt werden. In
diesem Fall muss die untersuchte
Mutation als Positiv-Kontrolle mitge-
fdhrt werden.

2.6. Direktes Sequenzieren

Das direkte Sequenzieren aller Exons
des CFTR-Gens einschlieBlich der
Exon-Intron-Ubergdnge weist die
hochste Sensitivitdat auf. Allerdings
kénnen auch hierbei heterozygot vor-
liegende Mutationen Ubersehen wer-
den, besonders wenn die Auswertung
ausschlieBlich einem automatischen
Sequenzanalyseprogramm Uberlas-
sen wird. Der gezielte Nachweis ein-
zelner Mutationen mittels direkter Se-
quenzierung eines Abschnittes des
CFTR-Gens ist insbesondere dann
sinnvoll, wenn sich die gesuchte Mu-
tation oder die gesuchten Mutationen
(Exon 11) durch keine einfacheren
und kostengtinstigeren Methoden si-
cher darstellen lassen.

Da die direkte Sequenzierung des ge-
samten CFTR-Gens und auch die an-
deren oben genannten Methoden auf
der PCR genomischer DNA basieren
und die Primer in aller Regel die
Exons flankieren, kdnnen groBe Inser-
tionen oder Deletionen wie CFTRdele
2(ins186) und CFTRdele2,3(21kb) im
heterozygoten Zustand oder Intron-
mutationen wie 3849+10kb(C>T) un-
erkannt bleiben. Vor einer vollstandi-
gen Sequenzierung des CFTR-Gens
sollten daher diejenigen Mutationen
ausgeschlossen werden, welche
mittels der Sequenzierung nicht er-
kannt werden kénnen und in der Po-
pulation der Testperson eine Haufig-
keit von mindestens 1% haben.

3., Indirekter Gentest*

Fur die Durchfiihrung eines ,indirek-
ten Gentests“ stehen eine ganze Rei-
he intra- und extragenischer, CFTR-
gekoppelter Marker zur Verfigung.
Die groBte Informativitat wird durch
die Untersuchung des Dinukleotidre-
peats IVS17bTA (Zielenski et al.,
1991) erreicht, doch auch andere
Marker haben sich als sehr sinnvoll
erwiesen. Die hoéchste Aussagesi-
cherheit kann erreicht werden, wenn
neben den hochinformativen intrage-
nischen Mikrosatelliten auch die flan-
kierenden Restriktionsfragmentlan-

genpolymorphismen in die Untersu-
chung einbezogen werden. Die Rich-
tigkeit der klinischen Diagnose und
der angegebenen Stammbauminfor-
mation ist fir die Durchfiihrung eines
indirekten Gentests unverzichtbar.
Hierauf muss im Befundbericht hinge-
wiesen werden.

4. Indikationen und
Untersuchungsstrategie

4.1. CF-Patient

Die Kenntnis der zugrunde liegenden
Mutationen unterstitzt die klinische
Diagnose und ermdglicht eine zukinf-
tige Pranataldiagnostik sowie die si-
chere Bestimmung der Ubertrager-
schaft bei weiteren Familienangehori-
gen.

Es besteht die Moglichkeit einer Stu-
fendiagnostik. Zunédchst wird auf die
weltweit hdufigste Mutation F508del
hin untersucht. F508del findet sich z.
B. auf etwas mehr als 70% der CF-
Chromosomen in der deutschen Be-
vblkerung. Das bedeutet, dass bei
knapp der Halfte der Betroffenen Ho-
mozygotie fir F508del vorliegt. Die
meisten anderen Betroffenen sind
heterozygot fur F508del, und nur ca.
9% tragen diese Mutation nicht.

In einem weiteren Schritt werden die-
jenigen Mutationen untersucht, wel-
che mit einer Haufigkeit von >/= 1%
auf CF-Chromosomen vorkommen
(Tabelle 1). Hierbei ist das simultane
Testen mehrerer Mutationen z. B.
mittels eines Diagnostik-Kits sinnvoll.
Mit den meisten derzeit erhéltlichen
kommerziellen Kits lasst sich in der
deutschen Population eine Detek-
tionsrate von mehr als 85% erreichen.
Eine alternative Strategie besteht im
Sequenzieren einzelner Abschnitte
des CFTR-Gens in Kombination mit
einer vorausgehenden separaten Te-
stung einzelner Mutationen. Die mo-
lekulargenetische Diagnostik bei
CF-Patienten sollte auf jeden Fall
alle Mutationen erfassen, die in der
entsprechenden Population mit ei-
ner Haufigkeit von mindestens 1%
vorkommen. Werden z. B. die Muta-
tionen F508del, CFTRdele2,3(21kb)
und 3849+10kbC>T einzeln getestet
und dann die Exons 7, 11 und 21 se-
quenziert, so werden hierdurch alle



Mutationen mit einer Haufigkeit von
mindestens 1% in der deutschen Po-
pulation erfasst, was einer Detek-
tionsrate von mindestens 84% aller
CF-Mutationen entspricht. Hierbei ist
darauf zu achten, dass in bestimmten
Regionen der Bundesrepublik haufi-
ger vorkommende Mutationen (z. B.
M1101K in Siddeutschland auf 2,1%
von 282 untersuchten CF-Chromoso-
men) bei entsprechender Herkunft in
die Untersuchung eingeschlossen
werden. In gleicher Weise muss bei
der Untersuchung von Patienten aus
anderen ethnischen Gruppen verfah-
ren werden (WHO, Bobadilla et al.
2002). Bei Patienten, die aus Popula-
tionen stammen, zu denen keine Da-
ten bezuglich Mutationsverteilung
und -hdufigkeit vorhanden sind, bleibt
nur die Moglichkeit, auf die weltweit
haufigsten Mutationen hin zu untersu-
chen. Dies gilt auch fur Patienten, de-
ren ethnische Zugehérigkeit nicht be-
kannt ist.

Labors, in denen nicht alle Mutationen
getestet werden kdnnen, die in der
entsprechenden Population eine H&u-
figkeit von mindestens 1% haben,
sollten gegebenenfalls DNA-Proben
an andere Labors zur Fortfihrung der
Diagnostik weiterleiten. DNA-Proben
von CF-Patienten, bei denen trotz der
Untersuchung aller in Tabelle 1 ge-
nannten Mutationen (sowie gegebe-
nenfalls weiterer hdufiger Mutationen)
keine vollstandige Identifizierung des
CFTR-Genotyps gelang, sollten an ein
spezialisiertes Labor weitergegeben
werden, wenn im eigenen Labor keine
weiterfiihrende Diagnostik mdglich ist.

In einem letzten Schritt kdnnen mit
Hilfe von ,,Scanning“-Methoden wie
SSCP, DGGE oder DHPLC oder auch
der Komplett-Sequenzierung Sequenz-
verédnderungen im ganzen CFTR-Gen
erfasst werden. Eine komplette Un-
tersuchung des gesamten CFTR-
Gens ohne vorherige gezielte Suche
nach den haufigsten Mutationen
(siehe vorherigen Absatz) ist abzu-
lehnen. Vor der Durchfiihrung einer
kompletten Untersuchung muss mit
dem Auftraggeber die Indikation hier-
fur geklart werden. Es ist zu beach-
ten, dass der Ausschluss einer CF
auch bei einer kompletten Untersu-
chung des CFTR-Gens nicht moéglich

ist, da sich mit den derzeit eingesetz-
ten Untersuchungsverfahren nicht alle
CFTR-Mutationen (z.B. keine Promo-
tor- oder intronischen SpleiBmutatio-
nen) nachweisen lassen.

4.2. Eltern eines CF-Patienten

Die Untersuchung der Eltern eines
CF-Patienten kann die beim Patienten
nachgewiesenen Mutationen bestati-
gen. Weiterhin kédnnen hierdurch ggf.
eine falsche Paternitat oder eine Pro-
benverwechslung entdeckt werden,
was flir eine eventuelle vorgeburtliche
Untersuchung in der betroffenen Fa-
milie von Bedeutung ist. Bei vermeint-
licher Homozygotie des CF-Patienten
kann durch die Untersuchung der El-
tern eine uniparentale Isodisomie
oder eine Hemizygotie entdeckt oder
ausgeschlossen werden, und bei ver-
meintlicher Compound-Heterozygotie
die Moglichkeit, dass zwei Mutatio-
nen auf einem Allel liegen oder dass
eine Neumutation vorliegt. Die Zuord-
nung der Mutationen zu den Eltern er-
laubt bei weiteren Verwandten eine
gezielte Untersuchung auf die jewei-
lige Mutation.

4.3. Verwandte von CF-Patienten

Bei Geschwistern von CF-Patienten
mit nachgewiesenen Mutationen ist
zur Bestimmung des Ubertriger-
status der Nachweis/Ausschluss
der familidren Mutation ausrei-
chend. Ist der Genotyp des Indexpa-
tienten nicht vollig aufgeklart, kann
bei klinisch sicherer CF des Indexpa-
tienten mittels eines indirekten Gen-
tests, in den der Indexpatient und
dessen Eltern einzubeziehen sind, in
aller Regel eine Aussage zur Wahr-
scheinlichkeit der Anlagetrédgerschaft
des Geschwisters gemacht werden,
welche eine Sicherheit von Gber 99%
hat. Bei einer bekannten familidren
CF-Mutation kann bei entfernten Ver-
wandten nach Ausschluss dieser Mu-
tation eine weitere Untersuchung der
haufigsten Mutationen (H&aufigkeit
>1%) erwlnscht sein. Ziel der mole-
kulargenetischen Untersuchung des
CFTR-Gens entfernterer Verwandter
ist die Senkung der Ubertragerwahr-
scheinlichkeit auf einen Wert, der
héchstens dem des in der jeweiligen
Population tblichen Werts entspricht.
Eine Untersuchung des kompletten
CFTR-Gens ist hierfur in aller Regel

nicht notwendig. Durch die Untersu-
chung des Partners des Verwandten
auf die in der entsprechenden Popu-
lation haufigste(n) Mutation(en) kann
die Wahrscheinlichkeit fur eine CF bei
gemeinsamen Nachkommen in der
Regel starker gesenkt werden als
durch die sehr aufwéndige Untersu-
chung des Verwandten allein.

4.4. Patienten mit der Verdachts-
diagnose CF

Es ist nicht mdglich, mittels einer mo-
lekulargenetischen Untersuchung die
(Verdachts-) Diagnose einer CF bei ei-
nem Patienten auszuschlieBen, es sei
denn, bei dem Patienten handelt es
sich um das klinisch auffallige Ge-
schwisterkind eines Betroffenen mit
bekannten Mutationen im CFTR-Gen.
Die Untersuchung klinisch nicht auf-
falliger minderjahriger Geschwister
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 je-
weiligen Population haufigen Mutatio-
nen zu versuchen, die Verdachtsdiag-
nose zu bestatigen. Haufige Sympto-
me, die zur Verdachtsdiagnose (atypi-
sche) CF fuhren kénnen, sind Auffal-
ligkeiten eines Feten im préanatalen
Ultraschall (echogener Darm oder
Mekoniumileus), ein Mekoniumileus
oder andere gastrointestinale Symp-
tome bei Neugeborenen, Nasalpoly-
pen im Kindesalter, disseminierte
Bronchiektasen, chronische Pankrea-
titis, grenzwertige SchweiBtests etc.
Bei diesen Symptomen kénnen hau-
fig Mutationen im CFTR-Gen als
Krankheitsursache nachgewiesen
werden, es findet sich jedoch ein an-
deres Mutationsspektrum als bei der
typischen CF. Bei Identifizierung nur
einer oder keiner Mutation kann die
Diagnose einer CF nicht ausgeschlos-
sen werden. Ausgehend von der Klini-
schen Verdachtsdiagnose kann an-
hand des Ergebnisses der molekular-
genetischen Untersuchung allerdings
eine deutliche Prazisierung der poste-
rioren Wahrscheinlichkeit fir das Vor-
liegen einer CF erfolgen. Die Abbil-
dung 1 ermdglicht die Abschéatzung
der posterioren Wahrscheinlichkeit
unter der Voraussetzung, dass die
Héaufigkeit der untersuchten Mutatio-
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nen in der jeweiligen Population be-
kannt ist.

Bei einer eventuellen kompletten Un-
tersuchung des CFTR-Gens bei Pa-
tienten mit der Verdachtsdiagnose CF
ist analog der im entsprechenden Ab-
satz im Abschnitt 2.6 aufgefihrten
Vorgehensweise zu verfahren.

4.5. Allgemeine Population

Der Ausschluss der in der jeweiligen
Population héaufigsten Mutationen
kann je nach Herkunft der untersuch-
ten Person zu einer Reduzierung der
Anlagetragerwahrscheinlichkeit auf
2% bis unter 1% flhren (in der deut-
schen Population auf ca. 0,4%). Die
Untersuchung einer Person ohne fa-
milidre Belastung mit einer CF ist in-
diziert, wenn der jeweilige Partner
nachgewiesener oder méglicher Uber-
trager der CF oder hiervon betroffen
ist. Ansonsten sei hier auf die Stel-
lungnahmen des Berufsverbandes
Medizinische Genetik (1990) und der
Kommission firr Offentlichkeitsarbeit
und ethische Fragen der Gesellschaft
fir Humangenetik (1991) zum ,CF-
Heterozygotenscreening“ verwiesen,
in denen insbesondere auf die Not-
wendigkeit der Sicherstellung einer
genetischen Beratung verwiesen wird.

4.6. Congenitale bilaterale Aplasie
der Samenleiter (CBAVD)

In den meisten Féllen liegen einer
CBAVD ohne gleichzeitige Nierenbe-
teiligung (CBAVD mit Nierenbeteili-
gung stellt wohl ein von Mutationen
im CFTR-Gen unabhéngiges Krank-
heitsbild dar) Mutationen im CFTR-
Gen zugrunde, wobei sich das Spek-
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trum der Mutationen deutlich von dem
der typischen CF unterscheidet (Doerk
et al., 1997). Da die Méglichkeit der
intrazytoplasmatischen Spermienin-
jektion (ICSI) besteht, ist es sinnvoll,
im Hinblick auf eine eventuelle Préna-
taldiagnostik beide Partner auf Muta-
tionen im CFTR-Gen zu untersuchen.
In Deutschland finden sich am haufig-
sten die Genotypen F508del/R117H
(ca. 21,5% aller untersuchten CBAVD-
Patienten ohne Nierenbeteiligung) und
F508del/IVS8-5T (ca. 8,6% aller unter-
suchten CBAVD-Patienten ohne Nie-
renbeteiligung), so dass bei Betroffe-
nen einer CBAVD die beiden Mutatio-
nen R117H und IVS8-5T auf jeden Fall
in die Untersuchung einbezogen wer-
den sollten. Hierbei ist zu beachten,
dass R117H und IVS8-5T in cis vor-
kommen kdénnen. R117H-5T qilt als
CF-Mutation, wahrend R117H-7T so-
wohl bei CF-Patienten, als auch bei
CBAVD-Patienten vorkommt (Kiese-
wetter et al., 1993). Deshalb sollte bei
Patienten, bei denen R117H und 5T
nachgewiesen wurde, stets untersucht
werden, ob diese beiden Sequenzver-
anderungen in cis oder in trans sind.
Daruber hinaus ist zu beachten, dass
die Bestimmung der Repeatlange des
TG-Polymorphismus im Intron 8 eine
Einsché&tzung der klinischen Relevanz
der 5 T-Variante erméglicht. Das Risi-
ko fur eine atypische CF ist erhoht,
wenn das 5T-Allel in Kombination mit
TG12 bzw. TG13 in Compound-He-
terozygotie mit einer typischen CF-
Mutation vorliegt (Groman et al.,
2004). Im Falle eines 5T-Allels sollte
daher eine Bestimmung des TG-Re-
peats erfolgen.
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Abb 1 Kombination klinischer

und molekularer Diagnostik bei CF

Die Graphik basiert auf der Anwendung des
Bayes-Theorems. Sie ermdglicht die Ab-
schéatzung der posterioren Wahrscheinlich-
keit fur eine CF bei gegebener klinischer
Evidenz fir eine CF (apriori-Wahrscheinlich-
keit) unter Berlicksichtigung der Ergebnisse
der molekularen Diagnostik. (Aus Stuhr-
mann et al., 1995; mit freundlicher Geneh-
migung des Springer-Verlages).

Auch bei Untersuchung der beiden
Genveranderungen R117H und 5T so-
wie aller in Tabelle 1 genannten Muta-
tionen lassen sich nur bei ca. 56 %
der CFTR-Allele von CBAVD-Patien-
ten ohne Nierenbeteiligung Mutatio-
nen nachweisen, wohingegen sich
mittels Analyse des kompletten
CFTR-Gens Mutationen bei ca. 87%
der Allele von CBAVD-Patienten ohne
Nierenbeteiligung finden (Dérk et al.,
1997). Darliber hinaus finden sich ge-
hauft (allerdings deutlich weniger als
bei der CBAVD) auch bei Betroffenen
einer einseitigen Aplasie der Samen-
leiter (CUAVD) und bei Betroffenen ei-
ner obstruktiven Azoospermie mit
beidseitig tastbaren Samenleitern
Mutationen im CFTR-Gen. Es ist aller-
dings sehr fraglich, ob sich auch bei
Mé&nnern mit einer nicht-obstruktiven
Azoospermie oder Oligozoospermie
geh&uft krankheitsrelevante Mutatio-
nen im CFTR-Gen finden. Zur Vorge-
hensweise bei ménnlicher Infertilitat
sei auf die Empfehlungen der Deut-
schen Gesellschaft flir Reproduk-
tionsmedizin zur genetischen Diagno-
stik bei Kinderwunschpaaren (Ludwig
et al., 2004) verwiesen.

4.7. Prdnataldiagnostik

Die Indikation zur Durchfiihrung einer
Pranataldiagnostik kann eine bekann-
te Heterozygotie beider Partner, die
Homozygotie fir CF der Schwange-
ren oder des Partners oder ein beim
Feten festgestellter echogener Darm
sein.

Sind bei der Schwangeren und deren
Partner die CFTR-Mutationen be-
kannt, so ist eine sichere Pranataldi-



agnostik mdglich. Ist eine oder sind
beide Mutationen bei den Eltern eines
klinisch sicheren CF-Patienten nicht
bekannt, so kann eine Kopplungsana-
lyse zur indirekten Gendiagnostik (sie-
he 3.) erfolgen. Bei Feten mit echoge-
nem Darm sollte auf die in der Popu-
lation h&aufigsten Mutationen unter-
sucht werden.

Immer dann, wenn der fetale und
der maternale Genotyp identisch
sind, muss eine Untersuchung be-
ziiglich maternaler Zellkontamina-
tion erfolgen (naheres siehe Leitli-
nie zur molekulargenetischen Dia-
gnostik).

5. Nomenklatur

Prinzipiell sollte sich die Nomenklatur
der Mutationen im CFTR-Gen an den
inzwischen allgemein akzeptierten
Nomenklaturvorschldgen orientieren
(den Dunnen & Antonarakis, 2001,
und darin enthaltenen Referenzen).
Viele Mutationen im CFTR-Gen sind
allerdings schon lange vor den Publi-
kationen der Nomenklaturvorschldge
identifiziert worden, so dass die tradi-
tionelle Bezeichnung vieler CFTR-Mu-
tationen von den jetzigen Nomenkla-
turvorschlagen abweicht. Es ist daher
zweckméaBig, in der Regel die Nomen-
klatur des Cystic Fibrosis Genetic
Analysis Consortiums zu verwenden,
da diese am weitesten verbreitet ist.
Um Fehlinterpretationen vorzubeu-
gen, sollte im Befund darauf verwie-
sen werden, nach welcher Nomenkla-
tur sich die Bezeichnung der Mutatio-
nen richtet. Es sei noch darauf hinge-
wiesen, dass die Bezeichnungen
F508del und 1507del die alten Be-
zeichnungen AF508 und Al507 weit-
gehend ersetzt haben.

6. Relevanz nachgewiesener
Sequenzverdnderungen

Das groBe Spektrum der klinischen
Auspragung der CF suggeriert, dass
manche Mutationen ,,schwerwiegend”
(severe) und andere ,milder* (mild)
sind. Es sollte beachtet werden, dass
Mutationen, die mit erhaltener Pan-
kreasfunktion (PS) einhergehen, nicht
notwendigerweise ,mild“ sind. Pa-
tienten mit schwerwiegenden respira-
torischen Symptomen kdnnen PS
sein.

Weiterhin kann die komplette Unter-

suchung des CFTR-Gens zur ldentifi-

zierung von Sequenzverdnderungen
mit unklarer Bedeutung fiihren. Eine

Mutation kann als krankheitsverursa-

chend bezeichnet werden

— wenn die Proteinsynthese beein-
flusst wird (Stopp-Mutation oder
Leserasterverschiebung als Folge
einer Insertion oder Deletion),

— wenn sie das korrekte Heraus-
schneiden der Intronsequenzen
beeinflusst (Veranderung der kon-
servierten SpleiBerkennungsstel-
len),

— wenn sie nur auf CF-Chromoso-
men gefunden wurde, keine ande-
re Mutation identifiziert werden
konnte und eine bekannte Muta-
tion auf dem anderen Allel vorliegt.

In vielen Féllen ist die Datenbank des

Cystic Fibrosis Genetic Analysis Con-

sortiums bei der Einschatzung der

Relevanz der gefundenen Sequenz-

veradnderung hilfreich.

Fiir jede Sequenzverdnderung, die
im Befund aufgefiihrt wird, muss
deren klinische Bedeutung eindeu-
tig erldutert werden. Gegebenen-
falls muss darauf hingewiesen wer-
den, dass keine sichere Aussage
tiber die klinische Bedeutung ge-
macht werden kann.

7. Wissenschaftlich begriindete
humangenetische Beurteilung
molekulargenetischer Befunde

Die Befunderstellung einer molekular-

genetischen Postnatal- und Préanatal-

diagnostik bedarf einer wissenschaft-
lich begriindeten humangenetischen

Beurteilung. Sie sollte eine an der di-

agnostischen Fragestellung des Ein-

zelfalls orientierte Interpretation des

Befundes und eine Stellungnahme zu

seiner klinischen Bedeutung enthal-

ten.

7.1 Die schriftliche humangenetische
Beurteilung eines molekulargene-
tischen Befundes sollte auch fur
Arzte ohne humangenetisches
Spezialwissen verstandlich sein.
Der Befund selbst und die Schluss-
folgerungen mussen klar hervor-
gehoben sein und die diagnosti-
sche Fragestellung muss beant-
wortet werden. Gegebenenfalls
muss im Befundbericht auf die ge-
netische Beratung und ihre Be-

deutung im Hinblick auf die Kon-

sequenzen des erhobenen Befun-

des fur den Untersuchten und
dessen Familie hingewiesen wer-
den.

7.2 Im Einzelnen sollte die schriftliche
humangenetische Beurteilung ei-
nes molekulargenetischen Befun-
des Folgendes enthalten:

— Seitenzahl und Gesamtseiten-

zahl (z. B. 1 von 2);

— Name und Adresse des untersu-

chenden Labors sowie Name
des verantwortlichen Laborlei-
ters;
Name und Adresse des anfor-
dernden Arztes, der Klinik, des
Instituts etc.;
— Befunddatum;
Name und Geburtsdatum der
untersuchten Person, gegebe-
nenfalls deren ethnische Zuge-
horigkeit (wegen der eventuellen
Bedeutung flr die Wahrschein-
lichkeit eines Mutationsaus-
schlusses, wenn keine Mutation
gefunden wird), Labornummer
oder Aktenzeichen zur eindeuti-
gen ldentifizierung der unter-
suchten Person bzw. Probe;

— Art des eingesandten Untersu-
chungsmaterials (z.B. EDTA-
Blut, Amnionzellen, Chorionzot-
ten etc.);

— Entnahmedatum wenn bekannt;

Eingangsdatum;

— Angabe der Diagnose oder Ver-

dachtsdiagnose (Mukoviszido-

se, V.a. Mukoviszidose) und der

Indikation (CF in der Familie)

bzw. diagnostischen Fragestel-

lung (zum Ausschluss Heterozy-
gotenstatus);

Kennzeichnung auswaértig erho-

bener Vorbefunde mit Angabe

des entsprechenden Labors;

- angewandte Methode(n) und
Untersuchungsumfang (Benen-
nung der untersuchten Mutatio-
nen, Detektionsrate unter Be-
ricksichtigung der Ethnizitat);

— kurze und eindeutige Angabe
des Untersuchungsergebnisses
als Genotyp in der international
gultigen Nomenklatur (... hete-
rozygot fir die typische CF-Mu-
tation F508del; keine der
haufigeren CF-verursachenden
Mutationen nachgewiesen);
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— Angabe von Polymorphismen nur
dann, wenn dies zur Erflllung
des Untersuchungsauftrags er-
forderlich ist oder wenn zur Ab-
klarung des Befundes nach dem
Stand der Wissenschaft auch die
Untersuchung verwandter Perso-
nen erforderlich war;

— an der diagnostischen Fragestel-
lung des Einzelfalls orientierte
Interpretation des Befundes und
eine Stellungnahme zur Klini-
schen Bedeutung des Befundes
(Bestéatigung der (Verdachts-) Di-
agnose; ... hat eine Wahrschein-
lichkeit von ...%, heterozygoter
Trager einer mit der angewand-
ten Methode nicht nachweisba-
ren Mutation im CFTR-Gen zu
sein, ... kénnen ..% der in der
...... Bevdlkerung vorliegenden
mutierten CFTR-Allele ausge-
schlossen werden...);

- ggf. Empfehlung zu weiteren
Untersuchungen oder Untersu-
chungen von Familienangehdri-
gen oder des Partners;

— Unterschrift der verantwort-
lichen Person/en.
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