Leitlinien zur Molekulargenetischen Diagnostik

der Cystischen Fibrose

Berufsverband Medizinische Genetik e.V. !

Vorwort

Die Leitlinien zur molekulargeneti-
schen Diagnostik der Cystischen Fi-
brose basieren auf den von Martin
Schwarz, Manchester, erarbeiteten
~Molecular Genetics Service Guideli-
nes“ der Clinical Molecular Genetics
Society (Januar 1997) und wurden den
Gegebenheiten in der Bundesrepublik
Deutschland angepaRt. Sie sind als
Ergadnzung zu den Leitlinien zur mole-
kulargenetischen Diagnostik des Be-
rufsverbandes Medizinische Genetik
(1996) gedacht und wurden von den
Teilnehmern des Workshops ,,Moleku-
largenetische Diagnostik der Cysti-
schen Fibrose®, der vom 29.9.97 bis
02.10.97 im Rahmen der Qualitatssi-
cherung des Berufsverbandes Medizi-
nische Genetik und der European
Community Concerted Action for Cy-
stic Fibrosis (ECCACF) in Hannover
durchgefuhrt wurde, verabschiedet.
Bei jeder molekulargenetischen Un-
tersuchung missen die Leitlinien des
Berufsverbandes Medizinische Gene-
tik beachtet werden, insbesondere
auch das Junktim zwischen moleku-
largenetischer Diagnostik und geneti-
scher Beratung.

1. Einfuhrung

Weltweit sind bisher mehr als 700 Mu-
tationen im Cystic Fibrosis Transmem-
brane Conductance Regulator (CFTR)
— Gen beschrieben (The Cystic Fibrosis
Genetic Analysis Consortium, siehe In-
ternetadresse), doch da viele dieser
Mutationen nur in einzelnen Familien
beobachtet wurden, und da in vielen
Fallen eine krankheitsverursachende
Wirkung nicht sicher ist, sind die mei-
sten dieser Mutationen fir die moleku-
largenetische Diagnostik irrelevant. Bei
deutschen Betroffenen einer Cysti-
schen Fibrose (CF) sind bisher ca. 100
verschiedene Mutationen im CFTR-
Gen beobachtet worden, und nur sie-
ben Mutationen erreichen eine Haufig-
keit von 1 % oder mehr. Es ist nicht
moglich, das Vorhandensein einer CF
mittels einer molekulargenetischen Un-
tersuchung auszuschlieBen, und das
weitere Vorgehen ist problematisch,
wenn ein Patient mit der Verdachtsdia-
gnose CF keine oder nur eine der h&u-
figen Mutationen tragt. In den meisten
Fallen kann jedoch die Diagnose (oder
sogar Verdachtsdiagnose) Cystische
Fibrose molekulargenetisch bestatigt
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werden: Der Nachweis von Mutationen
auf beiden CFTR-Allelen bestétigt die
Diagnose CF.

2. Teststrategie

2.1 Betroffener einer CF

In den meisten Fallen handelt es sich
bei dem Indexfall um den Betroffenen
einer CF. Der Umfang der Untersu-
chung hangt wesentlich von den per-
sonellen und technischen Méglichkei-
ten des Testlabors ab. Die erste Muta-
tion, die untersucht werden sollte, ist
die Mutation DF508, da es sich hierbei
um die mit Abstand haufigste Mutati-
on in Deutschland handelt (Tab 1).

Die kostengunstigste Mdglichkeit zum
Testen der Mutation DF508 besteht in
der Durchfiihrung einer Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) eines Abschnit-
tes des Exons 10 des CFTR-Gens mit
anschlieBender Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (PAGE) (Rommens et
al., 1990; Stuhrmann et al., 1991). Bei
diesem Verfahren wird ein 98 bp
grofRes PCR-Fragment erzeugt (95 bp
im Falle der beiden Mutationen DF508
oder DI507; 96 bp im Falle der Mutati-
on 1677delTA). Bei dieser Methode
kdnnen also nicht nur die Mutation
DF508, sondern auch noch andere De-
letionen oder Insertionen in diesem
Abschnitt vom Exon 10 des CFTR-
Gens nachgewiesen werden. Daruber-
hinaus kann Gber Unterschiede in der
Heteroduplexbildung auch zwischen
den Mutationen DF508 und DI507 un-
terschieden werden. Die Methode ist
besonders auch im Rahmen der Pra-
nataldiagnostik (siehe dort) zu emp-
fehlen. Zum spezifischen Nachweis
der Mutation DF508 stehen dariiber-
hinaus noch weitere Verfahren wie die
Allel-spezifische Oligonukleotid (ASO)
- Hybridisierung (Kerem et al., 1989)
oder Allel-spezifische PCR (ASP) -
Techniken (Ballabio et al., 1990; Wag-
ner et al., 1990) zur Verfugung. Bei et-
was mehr als der Halfte aller deut-
schen Betroffenen einer CF liegt
Homozygotie fir die Mutation DF508
vor, und die Diagnose kann mit einem
einzigen einfachen Test bestatigt wer-
den. Die meisten anderen Betroffenen
einer CF sind heterozygot fiir die Mu-
tation DF508, und nur ca. 6 % der deut-
schen Betroffenen einer CF tragen die
Mutation DF508 uberhaupt nicht.

Neben den in der Tabelle 1 genannten
Mutationen, die jeweils auf mindestens
1 % der CF-Chromosomen deutscher
CF-Patienten detektiert werden, kom-
men auch noch andere Mutationen wie
1717-1G—A (ca. 0,9 %), 2789+5G—A
(ca. 0,9 %), 3272-26A—G (ca. 0,9 %),
2143delT (ca. 0,7 %), W1282X (0,7%)
relativ haufig vor. Die genannten Fre-
quenzen sind sicherlich in den ver-
schiedenen Regionen der Bundesre-
publik Deutschlands unterschiedlich,
und in mancher Gegend kdnnen ande-
re, hier nicht genannte Mutationen,
maoglicherweise so haufig sein, dal}
solche regional haufigen Mutationen
sinnvollerweise in die Diagnostik ein-
bezogen werden sollten.

Das Testen der non-DF508-Mutatio-
nen kann mittels einer Vielzahl von
Methoden erfolgen. Neben ,hausge-
machten“ Methoden wie PCR und Re-
striktionsverdau, ASO oder ASP fir
weitere Mutationen, SSCP oder DGGE
(siehe unten), oder direkter Sequen-
zierung, stehen inzwischen auch eine
Vielzahl kommerziell erhéaltlicher ,,Dia-
gnostik-Kits* zur Verfigung. Diese
Kits ermdglichen die simultane Detek-
tion mehrerer Mutationen und basie-
ren zumeist auf den Methoden der re-
versen-ASO-Hybridisierung (Cuppens
et al., 1992), einer multiplen ASP, dem
amplification refractory mutation sy-
stem (ARMS) (Ferrie et al., 1992) oder
dem Oligo-Ligations-Verfahren (Eg-
gerding et al., 1995). Zu den einzelnen
Testverfahren siehe Abschnitt 3.1. Es
ist damit zu rechnen, daB in den nach-
sten Jahren noch weitere Testverfah-
ren auf den Markt kommen, mit denen
maoglicherweise noch mehr verschie-
dene Mutationen nachgewiesen wer-
den kénnen.

Die molekulargenetische Diagnostik
sollte auf jeden Fall die in der Tabelle
1 aufgefuihrten Mutationen beinhalten.
Labors, in denen nicht alle der ge-
nannten Mutationen getestet werden
kdonnen, sollten gegebenfalls DNA-
Proben an andere Labors zur Fort-
fuhrung der Diagnostik weiterleiten.
Dartiberhinaus hat es sich bewahrt,
dall DNA-Proben, bei denen trotz der
Untersuchung aller in Tabelle 1 ge-
nannten Mutationen (sowie gegebe-
nenfalls weiterer haufiger Mutationen)
keine vollstandige Identifizierung des
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Tab 1

Die Verteilung der CFTR-Mutationen in der deutschen Bevodlkerung

Mutation Exon N (%) non-AF508 (%)
AF508 10 938 (73,2) -
R347P 7 17 (13 (49
G542X 11 15 (1,2 (44
G551D 11 17 (1,3 (4,9
R553X 11 34 (27) (99
N1303K 21 16 (1,2 ( 4,6)
3849+10Kb 19* 15 (1,2) ( 4,4
andere 230 (17,9) ( 66,8)
non-AF508 gesamt 344 (26,8) (100,0)
CF-Chrom. gesamt 1282

* Die Mutation 3849+10KbC T liegt im Intron 19 des CFTR-Gens.

Die Daten wurden in Berlin, Hannover und Goéttingen erhoben; die Patien-
ten stammen aus dem gesamten Bundesgebiet (Tabelle aus Will et al 1994).
Aufgefuhrt ist der jeweilige Anteil (%) der Mutationen unter allen unter-
suchten 1282 CFTR-Allelen (zweite Spalte von rechts) und unter den 344

non-AF508-Allelen (rechte Spalte).

CFTR-Genotyps gelang, an andere,
starker spezialisierte Labors weiterge-
geben werden, wenn im eigenen La-
bor keine weiterfihrende Diagnostik
mdoglich ist. Allerdings ist bedauerli-
cherweise festzustellen, daB es in
Deutschland kein Referenzlabor gibt,
in dem (auflerhalb von Forschungs-
projekten) letztendlich das gesamte
CFTR-Gen auf Mutationen untersucht
werden kann. Ein solches (oder meh-
rere solcher) Referenzlabor(s) (wie z.
B. Manchester in England) wirde(n) in
vielen Féallen dazu beitragen kdénnen,
die Diagnose CF gerade auch bei den
eher untypischen Verlaufen zu sichern.
Werden mehr als die in der Tabelle 1
aufgefihrten Mutationen untersucht,
kann fir eine Abschatzung der Hau-
figkeit der jeweiligen Mutationen in
der deutschen Population die Arbeit
von Dork et al. (1994) herangezogen
werden.

Die Untersuchung von Betroffenen
aus anderen Populationen sollte sich
an den Mutationen, die in den ent-
sprechenden Populationen beobach-
tet werden, orientieren. Verlaliliche
Aussagen zu Mutationshaufigkeiten in
anderen Populationen finden sich in
zahlreichen Publikationen. Einen (teil-
weise unvollstandigen) Uberblick lie-
fern auch die Arbeiten des Cystic Fi-
brosis Genetic Analysis Consortiums
(1994) und (fur einige européaische Po-
pulationen) von Estivill et al. (1997). Zu
letzterer Arbeit sei angemerkt, daR
(zumindest in der dort beschriebenen
deutschen Population) die selteneren
Mutationen teilweise stark unterrepra-
sentiert sind.
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2.1.1 Eltern eines Betroffenen

Es ist ratsam, die Eltern der Betroffe-
nen ebenfalls zu untersuchen, um die
Anwesenheit der beim Betroffenen
nachgewiesenen Mutationen bei bei-
den Eltern zu bestatigen. Das ist be-
sonders wichtig im Falle zukinftiger
vorgeburtlicher Untersuchungen in be-
troffenen Familien, da so die Méglich-
keiten falscher Paternitat oder Pro-
benvertauschung ausgeschlossen
werden kénnen. Bei vermeintlicher Ho-
mozygotie des Betroffenen kann durch
die Untersuchung der Eltern die (bis-
her zweimal berichtete) Moglichkeit ei-
ner uniparentalen Isodisomie ausge-
schlossen werden. Bei vermeintlicher
compound-Heterozygotie des Betrof-
fenen kann durch die Untersuchung
der Eltern nachgewiesen werden, daf3
wirklich compound-Heterozygotie (und
nicht etwa ein Allel mit zwei Mutatio-
nen oder eine Neumutation beim Be-
troffenen) vorliegt. Der Nachweis der
elterlichen Mutationen ermdglicht dann
auch das Testen der entsprechenden
Mutation bei weiteren Verwandten.

Manchmal ist es notwendig, den Ge-
notyp eines verstorbenen Patienten zu
identifizieren. In diesen Fallen erlaubt
zumeist die Untersuchung der Eltern
des Verstorbenen die Herleitung des-
sen Genotyps.

2.2 Patienten mit der
Verdachtsdiagnose CF

Es ist nicht méglich, mittels einer mo-
lekulargenetischen Untersuchung die
(Verdachts-) Diagnose einer CF auszu-
schlief3en. Kliniker sollten darauf hin-
gewiesen werden, dall ein ,Aus-
schluBtest* nicht mdglich ist, es sei

denn, es handelt sich um das klinisch
auffallige Geschwisterkind eines Be-
troffenen, bei dem beide Mutationen
bekannt sind. Die Untersuchung kli-
nisch nicht aufféalliger minderjéhriger
Geschwister von Betroffenen ist in der
Regel nicht indiziert und abzulehnen
(siehe dazu auch die Leitlinie des Be-
rufsverbandes Medizinische Genetik,
1996, sowie die Stellungnahme der
Kommission fiir Offentlichkeitsarbeit
und ethische Fragen der Gesellschaft
fir Humangenetik, 1995). Es ist aller-
dings sinnvoll, bei allen Patienten mit
der Verdachtsdiagnose CF durch eine
molekulargenetische Untersuchung zu
versuchen, die Diagnose zu bestati-
gen. Durch die Untersuchung der in
der Tabelle 1 aufgefiihrten Mutationen
kdnnen in Deutschland ca. 82 % der
CFTR Mutationen entdeckt werden.
Haufige Symptome, die zur Verdachts-
diagnose CF fiihren kdnnen, stellen in-
trauterine Auffalligkeiten im Ultraschall
(echogenic bowel oder Mekoniumileus)
bei Feten, ein Mekoniumileus oder an-
dere gastrointestinale Symptome bei
Neugeborenen, Nasalpolypen im Kin-
desalter, disseminierte Bronchiektasi-
en, chronische Pankreatitis, congenita-
le bilaterale Aplasie der Samenleiter
(CBAVD, siehe unten) und anderes dar.
Mitunter wird die Verdachtsdiagnose
CF auch erst im spéateren Erwachse-
nenalter gestellt. Auch wenn bei allen
diesen Symptomen haufig Mutationen
im CFTR-Gen als Krankheitsursache
nachgewiesen werden konnten, findet
sich oft ein anderes Mutationsspek-
trum als bei der typischen CF.

Es gibt (wie auch bei klinisch sicher
Betroffenen) drei mdgliche Testergeb-
nisse:
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Kombination Klinischer und
maolekularer Diagnostik
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Klinische Evidenz (im 5%}

a) ldentifizierung von zwei Mutationen
(= CF)
b) Identifizierung einer Mutation
c) ldentifizierung keiner Mutation
Sowohl in b), als auch in c) kann die
Diagnose einer CF nicht ausgeschlos-
sen werden. Ausgehend von der
Wahrscheinlichkeit der klinischen Ver-
dachtsdiagnose kann anhand des Er-
gebnisses der molekulargenetischen
Untersuchung allerdings mitunter eine
deutliche Prazisierung der posterioren
Wahrscheinlichkeit fur eine CF erfol-
gen. Die Abbildung 1 (aus Stuhrmann
et al., 1995) ermdglicht die Abschat-
zung der posterioren Wahrscheinlich-
keit auf einen Blick. Voraussetzung ist
die Kenntnis der Haufigkeit der unter-
suchten Mutationen in der jeweiligen
Population.

Auf jeden Fall sollte bei jeder Ver-
dachtsdiagnose CF ein ,,Schweilitest"
veranlalt werden, sobald der Patient
alt genug ist (in der Regel ist ein sol-
cher Test kaum vor der sechsten Le-
benswoche durchfiihrbar, oft auch
erst noch spater). Der ,Schweil3test”
ist ein wichtigstes diagnostisches Kri-
terium der CF, auch wenn in sehr sel-
tenen Fallen auch andere Erkrankun-
gen zu einem positiven ,Schweil3test”
fihren, und auch wenn einige CF Mu-
tationen, wie z. B. die auch in
Deutschland beobachtete Mutation
3849+10KbC—T (Highsmith et al.,
1994), mit einem normalen ,,.Schweil3-
test einhergehen kénnen.

2.3 Verwandte von Betroffenen
einer CF

Die Erstellung eines genauen Stamm-
baums ist notwendig, bevor eine mo-
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lekulargenetische Untersuchung bei
Verwandten von Betroffenen einer CF
durchgefiihrt wird (die Angabe ,,Onkel*
oder ,Tante“ eines Betroffenen ist
nicht ausreichend, da eine der beiden
Personen offensichtlich blutsverwandt
mit dem Betroffenen ist, die andere
Person aber nicht). Wenn mdglich,
sollten die Mutationen des Betroffe-
nen bekannt sein, da nur so der Aus-
schluB der Gentragerschaft beim rat-
suchenden Verwandten erreicht wer-
den kann. Der Partner des Verwand-
ten, der zumeist die in der jeweiligen
Population ubliche Gentragerwahr-
scheinlichkeit hat, sollte ebenfalls in
die Untersuchung einbezogen werden,
da die Wahrscheinlichkeit fir eine CF
bei gemeinsamen Nachkommen durch
die Untersuchung des Partners haufig
starker gesenkt werden kann als
durch die Untersuchung des Ver-
wandten. Bei der Mitteilung von Gen-
trager- oder Erkrankungs-Wahr-
scheinlichkeiten sollten moglichst a
priori und posteriore Wahrscheinlich-
keitswerte angegeben werden.

2.4 Allgemeine Population

Die Untersuchung der in Tabelle 1 ge-
nannten Mutationen erlaubt die Redu-
zierung der Gentragerwahrscheinlich-
keit auf unter 1 %. Die a priori Gen-
tragerwahrscheinlichkeit ist die glei-
che wie fur Partner von Verwandten
von Betroffenen (siehe 2.3) und liegt in
der deutschen Population bei ca. 4 %.
Je nach ethnischer Herkunft der Test-
person kann dieser Wert grof3en
Schwankungen unterliegen. Zur Te-
stung von Personen aus der Allge-
meinpopulation sei hier auch auf die
Stellungnahmen des Berufsverbandes

Abb 1

Kombination klinischer und molekularer
Diagnostik bei CF

Die Graphik basiert auf der Anwendung des Bayes-
Theorems. Sie ermdglicht die Abschatzung der po-
sterioren Wahrscheinlichkeit fur eine CF bei gege-
bener klinischer Evidenz fur eine CF (apriori-Wahr-
scheinlichkeit) unter Bertcksichtigung der Ergeb-
nisse der molekularen Diagnostik

(Aus Stuhrmann et al 1995; mit freundlicher Geneh-
migung des Springer-Verlages).

Medizinische Genetik (1990) und der
Kommission fir dffentlichkeitsarbeit
und ethische Fragen der Gesellschaft
fur Humangenetik (1991) zum ,,CF-He-
terozygotenscreening“ verwiesen, in
denen insbesondere auch auf die Not-
wendigkeit der Sicherstellung einer
genetischen Beratung verwiesen wird.
Eine besondere Problematik stellen
auch die Untersuchungen miteinander
verwandter Partner dar (Pander und
Schwinger, 1994). Hier gilt letztendlich
die gleiche SchluRfolgerung wie auch
fur alle Personen aus der Allgemein-
bevolkerung: wer aus freien Sticken
im Rahmen einer genetischen Bera-
tung um die Durchfuhrung einer mole-
kulargenetischen CF-Diagnostik bittet,
dem kann sie nicht verwehrt werden.

2.5 Congenitale bilaterale Aplasie
der Samenleiter (CBAVD)

Nicht zuletzt durch die zunehmende
Mdéglichkeit der intrazytoplasmati-
schen Spermieninjektion (ICSI) zur Er-
zielung einer Schwangerschaft bei
Partnerinnen eines Betroffenen mit
Azoospermie wird in immer starkeren
MaRe auch bei Mannern mit CBAVD
die molekulargenetische Untersu-
chung des CFTR-Gens durchgefihrt
(siehe hierzu auch die gemeinsame
Stellungnahme der Deutschen Gesell-
schaft fur Gynakologie und Geburts-
hilfe, des Berufsverbandes der Frau-
enarzte und der Arbeitsgemeinschaft
fur Gynékologische Endokrinologie
und Fortpflanzungsmedizin, 1995). In
den meisten Féllen liegen einer CBA-
VD ohne gleichzeitige Nierenbeteili-
gung (CBAVD mit Nierenbeteiligung
stellt wohl ein von Mutationen im
CFTR-Gen unabhangiges Krankheits-
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bild dar) Mutationen im CFTR-Gen zu-
grunde, wobei sich das Spektrum der
Mutationen deutlich von dem der ty-
pischen CF unterscheidet (siehe Dork
et al., 1997). In Deutschland finden
sich am haufigsten die Genotypen
DF508/R117H (ca. 21,5 % aller unter-
suchten CBAVD-Patienten ohne Nie-
renbeteiligung) und DF508/IVS8-5T
(ca. 8,6 % aller untersuchten CBAVD-
Patienten ohne Nierenbeteiligung), so
daB bei Betroffenen einer CBAVD die
beiden Mutationen R117H und IVS8-
5T auf jeden Fall in die Untersuchung
einbezogen werden sollten. Aber auch
bei Untersuchung dieser beiden Gen-
veranderungen, sowie aller in Tabelle
1 genannten Mutationen lassen sich
nur auf ca. 56 % der Allele von CBA-
VD-Patienten ohne Nierenbeteiligung
entsprechende Verédnderungen nach-
weisen, wohingegen sich mittels
SSCP-Analyse des ganzen CFTR-
Gens Mutationen auf ca. 87% der Al-
lele von CBAVD-Patienten ohne Nie-
renbeteiligung finden (Dérk et al.,
1997). Daruberhinaus finden sich
gehauft (allerdings deutlich weniger
als bei der CBAVD) Mutationen im
CFTR-Gen auch bei Betroffenen einer
einseitigen Aplasie der Samenleiter
(CUAVD) und bei Betroffenen einer
obstruktiven Azoospermie mit beid-
seitig tastbaren Samenleitern.

3. Praktische Vorgehensweise

Da die Diagnostik der CF auf der An-
wendung der PCR basiert, ist eine ge-
ringe Menge an DNA in den meisten
Fallen ausreichend. In der Regel ist
aus 2 bis 5 ml Blut gentigend DNA fir
die molekulargenetische Untersu-
chung zu erhalten. In spezialisierten
Labors kann die Untersuchung auch
aus Mundspilflissigkeit, Mund-
schleimhautabstrichen oder Guthrie-
Karten erfolgen. Fir die DNA-Préapa-
ration stehen eine Vielzahl von Metho-
den zur Verfiigung. Die Qualitat der
DNA ist fur die weitere Diagnostik von
groRer Bedeutung.

Die pranatale Diagnostik der CF wird
zumeist im Rahmen einer Chorionzot-
tenbiopsie wahrend des ersten Trime-
sters der Schwangerschaft durchge-
fuhrt. Steht viel Material fur die mole-
kulargenetische Untersuchung zur
Verfiigung, kdnnen Anteile der prapa-
rierten Chorionzotten direkt durch Auf-
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kochen in NaOH-L6sung und ansch-
lieBender PCR untersucht werden. Der
Rest des dissektierten Materials wird
fir die DNA-Isolierung mittels Pro-
teinase K-Verdau und Phenol/Chloro-
form-Extraktion eingesetzt. Die Unter-
suchung mehrerer unabhéangiger Pro-
ben (durch Teilen des Materials) ver-
ringert das Problem der maternalen
Zell-Kontamination. Zur préanatalen
Diagnostik aus Chorionzotten wird
auch auf den entsprechenden Vor-
schlag fur eine Leitlinie des Berufs-
verbandes Medizinische Genetik
(Schmidtke, 1997; dieser Vorschlag ist
inzwischen von der Mitgliederver-
sammlung des Berufsverbandes Me-
dizinische Genetik angenommen wor-
den) verwiesen, in denen bei identi-
schem fetalen und maternalen Geno-
typ der Versuch zum Ausschlul} einer
maternalen Zellkontamination gefor-
dert wird. Zum pranatalen Nachweis
der Mutation DF508 ist festzustellen,
daf die Durchfiihrung der PAGE in ei-
nem Teil der Félle (im Gegensatz zu
den anderen in den Abschnitten 2.1
und 3.1 genannten Testverfahren)
auch die Entdeckung maternaler Zell-
kontaminationen ermdglicht (Stuhr-
mann et al., 1991).

Amnionzellen (sowohl native, als auch
kultivierte) kdnnen ebenfalls fur die
molekulargenetische Diagnostik ein-
gesetzt werden. Bei der direkten Ana-
lyse nativer Zellen ist die beinahe un-
ausweichliche Beimengung materna-
ler Zellen zu beachten. Bei kultivierten
Amnionzellen spielt Kontamination
eine wesentlich geringere Rolle.

Mitunter wiinscht ein Paar eine mole-
kulargenetische Diagnostik erst dann,
wenn bereits eine Schwangerschaft
eingetreten ist. Das Paar hat mogli-
cherweise bereits ein betroffenes Kind,
so dal eine Wahrscheinlichkeit von
25% fir eine CF bei weiteren Nach-
kommen besteht. Sind beide Mutatio-
nen beim betroffenen Kind bekannt,
kdénnen diese nach Bestéatigung bei
den Eltern beim Feten untersucht wer-
den. Ist der Genotyp des betroffenen
Kindes unbekannt, sollte versucht wer-
den, die haufigsten Mutationen schnell
zu untersuchen. Falls die Familie fur
den direkten Mutationsnachweis nur
teilweise oder gar nicht informativ ist,
sollte umgehend mit der Durchfihrung

eines indirekten Gentestes mittels in-
tragenischer und/oder das CFTR-Gen
flankierender polymorpher Marker be-
gonnen werden. Am meisten Informa-
tivitdt wird durch die Untersuchung
des Dinukleotidrepeats IVS17bTA (Zie-
lenski et al., 1991) erreicht, doch auch
andere Marker haben sich als sehr
sinnvoll erwiesen. Die Richtigkeit der
angegebenen Stammbauminformation
ist fur die Durchfiihrung eines indirek-
ten Gentests unverzichtbar; darauf
sollte auch im Befundbericht hinge-
wiesen werden.

Haufiger ist die Schwangere nachge-
wiesene heterozygote Gentragerin
(oder hat aufgrund der Familienanam-
nese eine erhdhte Gentragerwahr-
scheinlichkeit) und der Partner stammt
aus einer Familie ohne Betroffene ei-
ner CF (oder umgekehrt). Die Unter-
suchung letzterer Person kann in den
meisten Féallen die Wahrscheinlichkeit
fur eine CF soweit senken, dal eine
Préanataldiagnostik zumeist nicht mehr
in Anspruch genommen wird.

In seltenen Fallen (z. B. wenn eine
Schwangere obligate Tragerin einer
weder direkt noch indirekt nachweis-
baren Mutation und der Partner eben-
falls Trager einer Mutation im CFTR-
Gen ist) kann durch einen Biursten-
saumenzymtest in der 17. Schwan-
gerschaftswoche, gegebenenfalls in
Kombination mit einem Gentest, die
Wahrscheinlichkeit fr eine CF beim
Feten deutlich modifiziert werden.

3.1 Methoden

Fur die molekulargenetische Diagno-
stik der CF stehen eine Vielzahl zuver-
lassiger Testmethoden zur Verfigung.
Der Untersucher mufl im Befundbe-
richt die eingesetzte Methode nennen
und er mufl} die Mdglichkeiten und
Grenzen der eingesetzten Methode
kennen und im Befundbericht darle-
gen. Wenn die Identitat einer Mutation
nicht durch Sequenzieren zweifelsfrei
geklart ist, sollte (je nach Mutation
und Testverfahren) im Befund mitge-
teilt werden, daR die entsprechende
Mutation mit (groBer, gréiter, mit an
Sicherheit grenzender) Wahrschein-
lichkeit vorliegt.

Bei der PAGE-Methode zum Nachweis
der Mutation DF508 kann aufgrund
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der typischen Heteroduplex-Bildung
zumeist eine Unterscheidung zur Mu-
tation DI507 getroffen werden. Bei al-
len weiteren Auffalligkeiten (Insertio-
nen oder Deletionen) muf} die Identitat
der jeweiligen Genveranderung durch
ein spezifisches Testverfahren (z. B.
Sequenzieren) gesichert werden.

Viele Mutationen lassen sich mittels
PCR (mitunter unter Einsatz eines sog.
mismatch-Primers), Restriktionsver-
dau und Agarosegelelektrophorese
nachweisen. Hierbei ist auf einen voll-
standigen Verdau des PCR-Produktes
zu achten, da unvollstandige Restrik-
tionsverdaus eine haufige Fehlerquel-
le darstellen. In den Fallen, in denen
durch die zu testende Mutation eine
Restriktionsschnittstelle zerstort wird,
muB darauf verwiesen werden, daR
der Test nicht spezifisch fur die ent-
sprechende Mutation ist und auch an-
dere Veranderungen der gleichen Re-
striktionsschnittstelle das gleiche Te-
stergebnis liefern kénnen. In derarti-
gen Féllen sollte die Sicherung der
entsprechenden Mutation durch ein
spezifisches Testverfahren durchge-
fuhrt, bzw. veranlalt werden. Beispiel:
Die Mutationen G551D und R553X
fuhren beide zur Zerstérung der glei-
chen Schnittstelle fir das Enzym Hin-
cll im Exon 11 des CFTR-Gens. Zur
Unterscheidung der beiden Mutatio-
nen wird ein Restriktionsverdau mit
dem Enzym Mbol durchgefiihrt, da die
Mutation G551D eine Mbol-Schnitt-
stelle generiert. Liegt bei zerstorter
Hincll-Schnittstelle nicht die Mutation
G551D (d.h. die Mbol-Schnittstelle)
vor, ist es zwar sehr wahrscheinlich,
aber nicht bewiesen, dal} die Mutati-
on R553X vorliegt. Das Vorhandensein
dieser Mutation laRt sich durch einen
spezifischen Test sichern.

Bei den verschiedenen Verfahren der
ASO-Hybridisierung (inclusive reverser
Verfahren) besteht haufig ein Problem
durch ,Hintergrund“-Signale. Werden
nur Mutations-spezifische ASOs ein-
gesetzt, kann nur bei ,,compound“-He-
terozygotie und/oder gleichzeitiger Un-
tersuchung der Eltern eines Betroffe-
nen zwischen Homozygotie und He-
terozygotie unterschieden werden.
Weiterhin existieren Mutationen im
CFTR-Gen, die die Bindung eines
Wildtyp-spezifischen ASOs verhindern
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und somit féalschlicherweise Homozy-
gotie fir eine bestimmte Mutation vor-
spiegeln kénnen. Beispiel: die Mutati-
on F508C im Exon 10 des CFTR-Gens
verhindert die Bindung des Wildtyp-
spezifischen ASOs fur den entspre-
chenden Bereich des CFTR-Gens.
Eine DF508/D508C compound-hetero-
zygote DNA-Probe kann bei diesem
Verfahren als DF508 homozygote Pro-
be erscheinen. Zur Sicherung einer
Homozygotie fiir DF508 ist daher die
Durchfuhrung eines zweiten Testver-
fahrens bzw. die Untersuchung der El-
tern des Betroffenen notwendig.

Prinzipiell die gleichen Einschrankun-
gen der diagnostischen Sicherheit wie
bei der ASO-Hybridisierung gelten
auch fiur die ebenfalls auf Oligonu-
kleotid-Hybridisierungen beruhenden
ASP (z. B. ARMS-Test) und Oligo-Liga-
tions-Verfahren. Bei der Verwendung
kommerzieller Kits missen auf jeden
Fall die zumeist auch in den Test-Ma-
nuals beschriebenen Fehlerméglich-
keiten beachtet und bei der Befundab-
fassung bericksichtigt werden.

Bei den eher allgemeineren Scree-
ning-Verfahren wie der Suche nach
single strand conformational polymor-
phism (SSCP) und der denaturing gra-
dient gel electrophoresis (DGGE) muf3
die Identitat der gefundenen Auffallig-
keit ebenfalls zumeist durch ein spe-
zifisches Testverfahren gesichert wer-
den, da Mutationen zwar oft zu typi-
schen Anderungen der Wanderungs-
geschwindigkeit fihren und somit
durch den Vergleich mit Kontrollpro-
ben schon eine Vermutung Uber die
vorliegende Mutation ausgesprochen
werden kann, andererseits aber auch
verschiedene Mutationen zu einem
identischen Bandenmuster fuhren
kénnen. Es muR weiterhin berticksich-
tigt werden, daR insbesondere bei der
SSCP, aber auch bei der DGGE keine
vollstdndige Detektionsrate aller Mu-
tationen (ca. 80 bis 85% bei der SSCP
und ca. 90 bis 95 % bei der DGGE)
besteht. Beide Verfahren (DGGE mehr
als SSCP) erlauben auch die simulta-
ne Untersuchung mehrerer Exons.

Die direkte Sequenzierung stellt wohl
die genaueste Mdoglichkeit zur Identi-
fizierung einer Mutation dar. Es muf}
allerdings beachtet werden, da mit-
unter die Entdeckung heterozygoter

Mutationen schwierig ist und dal es
auch zu Artefakten bei der Sequen-
zierung kommen kann. Insbesondere
bei der Identifikation seltener oder gar
noch nicht beschriebener Mutationen
sollte die Identitdt der gefundenen
Auffalligkeit durch Sequenzierung bei-
der Strange oder ein zweites Verfah-
ren gesichert werden.

4. Bestatigung

Jede molekulargenetische Diagnostik
hangt von der klinischen Diagnose
und der guten Kommunikation zwi-
schen Klinik und Labor ab. Das Labor
mochte keine extensiven Anstrengun-
gen zur CFTR-Mutationsdetektion un-
ternehmen, nur um spéter dariiber in-
formiert zu werden, dalR die Ver-
dachtsdiagnose CF nur sehr vage war
und daR eigentlich nur der (nicht még-
liche) Ausschlul? gewiinscht war. Kli-
niker sollten sich der Bedeutung der
Indikation und des Wertes der Durch-
fihrung eines ,Schweiltestes* oder
der (in einigen Zentren madglichen)
Messung der Nasalepithel-Potential-
Differenz bewuRt sein. Wie oben er-
wahnt, kann in rund 2/3 bis 3/4 aller
Falle ,klassischer CF“ die Diagnose
gesichert werden, und es gibt stets
grenzwertige Félle, in denen eine Dia-
gnostik sehr sinnvoll ist.

5. ,Stammbaum-Risiko*

Das Labor sollte die Inzidenzen und
Gentragerhaufigkeiten in den Popula-
tionen der jeweilig untersuchten Fa-
milien in Erfahrung bringen (z. B. in
Welsh et al., 1995). Liegen fir die ent-
sprechende Population keine Berich-
te vor, so sollte fur kaukasische Po-
pulationen von einer mittleren Inzidenz
von 1/2500 und einer Heterozygoten-
rate von 4 % ausgegangen werden.
Fur andere Populationen sollte an-
hand der Daten in Welsh et al. (1995)
oder anderer Literaturstellen eine un-
gefahre Schatzung vorgenommen
werden. Aus der Inzidenz und der He-
terozygotierate kann in der Ublichen
Weise die a priori Gentragerwahr-
scheinlichkeit errechnet werden.
Durch die Testung der entsprechen-
den Mutationen (deren Haufigkeit fur
die jeweilige Population bekannt sein
sollte) wird diese Wahrscheinlichkeit
verdndert und kann entsprechend
dem Bayes’ schen Theorem berechnet
werden.
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6. Nomenklatur/Befund

Die Nomenklatur der CFTR-Mutatio-
nen ist einfach, so dall nur wenige
Probleme bestehen. Ein solches Pro-
blem entsteht durch die Mdéglichkeit
identischer Aminosaureaustausch-
Mutationen durch verschiedene Ein-
zelbasenaustausche. Als Beispiel hier-
fur sei die Mutation S549R genannt,
die sowohl durch einen A—C Substi-
tution an dem Nukleotid 1777, als
auch durch eine T—G Substitution am
Nukleotid 1779 verursacht werden
kann. Die entsprechenden Genveréan-
derungen  werden daher mit
S549R(A—C) und S549R(T—G) be-
zeichnet. Ein anderes, eher profanes
Problem besteht in der Tatsache, dafl}
einige Textverarbeitungsprogramme,
Drucker oder Schreibmaschinen Pro-
bleme beim Drucken des Buchstaben
,D“ haben. Eine akzeptable Alternati-
ve ist das Wort Delta oder delta.

Aminosaureaustausch (missense)-
Mutationen

Diese Mutationen kdnnen stets als
eine dreiteilige Abklirzung wiederge-
geben werden:

Der erste Teil besteht aus dem Einzel-
buchstaben-Code fir die Wildtype-
Aminosaure.

Der zweite Teil bezeichnet die Positi-
on der Aminoséaure (Codon-Nummer).
Der dritte Teil besteht aus dem Einzel-
buchstaben-Code fir die neue (sub-
stituierende) Aminosaure.

Beispiel: G551D bezeichnet die Sub-
stitution eines Glycins (G) durch As-
paraginsaure (D) an der Position 551
des CFTR-Gens.

Nonsense-Mutationen

Diese werden in der gleichen Art wie
Aminoséaureaustausch-Mutationen ge-
schrieben, wobei der dritte Teil aus ei-
nem ,X* (fur ein Translations-Termina-
tions-Codon) besteht.

Beispiel: R553X bezeichnet die Sub-
stitution eines Arginins (R) durch ein
Translations-Terminations-Codon (X)
an der Position 553 des CFTR-Gens.

Deletionen, die den Leserahmen
erhalten

Deletionen einzelner Aminosauren re-
sultieren aus Drei-Basenpaar-Deletio-
nen und sind durch ein ,,D* reprasen-
tiert, gefolgt von dem Einzelbuchsta-
ben-Code der Aminosaure und der
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entsprechenden Position.

Beispiel: DF508 bezeichnet die Dele-
tion von Phenylalanin (F) an Position
508 des CFTR-Gens.

Deletionen/Insertionen einer oder
zweier Nukleotide

In diesen Féllen wird nicht die Codon-
Nummer, sondern die Nukleotidpositi-
on angegeben. Bei Deletionen wird
das deletierte Nukleotid bezeichnet,
z.B. liegt bei der Mutation 300delA die
Deletion eins Adenins an der Nukleot-
id-Position 300 vor. Handelt es sich
um die Deletion einer Base in einer
Abfolge mehrerer identischer Basen,
wird die Position der ersten Base die-
ser Abfolge angegeben. Sind zwei Nu-
kleotide deletiert, werden beide Nu-
kleotide angegeben, z.B. handelt es
sich bei der Mutation 394delTT um die
Deletion zweier Thymidine beginnend
an Position 394.

Im Falle von Insertionen wird eine
ahnliche Nomenklatur verwandt, mit
dem Unterschied, dal} hier die Positi-
on des Nukleotides angegeben wird,
hinter dem die Insertion stattgefunden
hat, d. h. 1138insG bezeichnet die In-
sertion eines Guanins hinter dem Nu-
kleotid Nr. 1138. Im Falle einer Inser-
tion zweier Nukleotide werden beide
angegeben, d. h. 1154insTC bezeich-
net die Insertion eines Thymidins und
eines Cytosins hinter dem Nukleotid
an Position 1154 des CFTR-Gens.

Komplexe Deletionen/Insertionen
Es gibt mehrere frameshift-Mutationen
die in einer Deletion oder Insertion von
vier oder mehr Nukleotiden bestehen.
Diese werden Ublicherweise mit der
Anzahl der deletierten oder inserierten
Nukleotide bezeichnet, so handelt es
sich bei der Mutation 1461ins4 um die
Insertion von vier Nukleotiden (in die-
sem Fall AGAT) hinter der Nukleotid-
position 1461. Bei der Mutation
1949del84 handelt es sich um eine
Deletion von 84 Basenpaaren, begin-
nend an Nukleotidposition 1949. Wei-
terhin gibt es einige groRere Deletio-
nen die ganze Exons des CFTR-Gens
entfernen und entsprechend z. B. als
CFTRdel2 (Deletion des Exons 2 des
CFTR-Gens) bezeichnet werden.

SpleiBmutationen
Bei diesen Mutationen handelt es sich

Ublicherweise um die Substitution ei-
nes Nukleotids in den hoch-konser-
vierten Splei3-Akzeptor (einem AG Di-
nukleotid am 3" Ende des Introns)
oder SpleiR-Donor (einem GT Dinu-
kleotid am 5'Ende des Introns)-Stel-
len. Die Position des mutierten Nu-
kleotids wird auf das erste oder letzte
Nukleotid des Exons bezogen, da In-
tronsequenzen nicht numeriert wer-
den. Bei der Mutation 621+1G—T
handelt es sich um die Substitution ei-
nes Guanins durch ein Thymidin am
ersten Nukleotid des Introns 4 (das
letzte Nukleotid des Exons 4 hat Posi-
tion Nr. 621 und das erste Nukleotid
des Introns 4 wird mit 621+1 bezeich-
net). Dem vergleichbar, handelt es
sich bei der Mutation 621+2T—C um
die Substitution des zweiten Nukleot-
ids im Intron 4. Mutationen der Ak-
zeptor-Spleilstellen werden vom 5'
Ende des Exons ausgehend bezeich-
net, so handelt es sich bei der Mutati-
on 1717-1G—A um die Substitution
des letzten Nukleotids des Introns 10
(einem Guanin) durch ein Adenin.

Um eine ungewohnliche Spleifmutati-
on handelt es sich bei der Mutation
3849+10KbC—T, bei der eine krypti-
sche SpleiR-Akzeptor-Stelle, die 10Kb
vom Ende des Exons 19 im Intron 19
liegt, durch eine Cytosin zu Thymidin
Substitution aktiviert wird. Dies fihrt
Zu einem teilweisen Einbau eines zu-
satzlichen Exons, welches ein Trans-
lations-Terminations-Codon enthalt.

7. Definition des Begriffs Mutation

Das Konzept von Mutationen als ein-
fache ,,Schwarz oder Weil}* Beziehung
kann in der molekularen Humangene-
tik nicht langer aufrechterhalten wer-
den; insbesondere die Studien zur
mRNA-Produktion und -Expression
ergaben eine Vielfalt phenotypischer
Effekte bei einer Reihe von Mutatio-
nen. Das groRBe Spektrum der klini-
schen Auspragung der CF suggeriert,
dall manche Mutationen ,,schwerwie-
gend“ (severe) und andere ,milder”
(mild) sind. Es sollte beachtet werden,
dall Mutationen, die mit erhaltener
Pankreasfunktion (pancreatic suffi-
ciency, PS) einhergehen, nicht not-
wendigerweise ,,mild“ sind. Patienten
mit schwerwiegenden respiratorischen
Symptomen kdnnen PS sein. Es gibt
einige Assoziationen zwischen Geno-
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typ und Pankreasfunktion, und einige
Mutationen finden sich vorwiegend
bei Patienten mit geringer pulmonaler
Symptomatik. Allerdings sind auf-
grund der zunehmenden Untersu-
chungen von Patienten mit ,grenz-
wertiger CF“ und ,,CF-assoziierten”
Erkrankungen wie CBAVD, dissemi-
nierten Bronchiektasien und chroni-
scher Pankreatitis (Erkrankungen, die
zusammenfassend als ,,CFTRopathi-
en“ oder CFTR-Gen-Erkrankungen
bezeichnet werden kénnen) Mutatio-
nen entdeckt worden, deren Status als
definitiv CF-verursachende Mutatio-
nen zweifelhaft ist.

Es ist eine Vielzahl von Kriterien zu
beriicksichtigen, bevor eine DNA-Se-
quenzveranderung als krankheitsver-
ursachende Mutation bezeichnet wer-
den kann:

a) Ist die urspriingliche Aminosauren-
zusammensetzung des Genproduk-
tes verandert worden, entweder
durch eine Substitution oder durch
SpleilReffekte? Bei Aminosauresub-
stitutionen muB gefragt werden, ob
die betreffende Aminosaure hoch-
konserviert ist (in vergleichbaren
Proteinen oder in verwandten Spe-
cies). Wurde durch die Aminoséaure-
substitution die Ladung, die Grolze
oder die hydropathische Eigen-
schaft verandert?

b) Wurde die Mutation nur auf CF-
Chromosomen und nicht auf nach-
gewiesenen non-CF-Chromosomen
oder CF-Chromosomen, auf denen
eine andere Mutation bereits ge-
funden wurde, identifiziert?

c) Betrifft die Mutation eine Spleil3-
stelle und konnte aberrantes
SpleiBen nachgewiesen werden
(z.B. durch RNA-Untersuchungen)?

Viele dieser Fragen sind bis jetzt un-
beantwortet und Sequenzverédnderun-
gen werden empirisch als Mutationen
eingestuft, da sie auf mehreren CF-
Chromosomen gefunden werden.

8. Internetadressen

CF Home Page: http://CF-web.mit.edu/
CF Mutationsdatenbank (The Cystic
Fibrosis Genetic Analysis Consortium):
http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/

Verlag medizinischegenetik Sonderdruck 7. Auflage Okt. 2001

9. Literatur
Ballabio A, Gibbs RA, Caskey CT (1990) PCR test
for cystic fibrosis deletion. Nature 343: 220

Berufsverband Medizinische Genetik e. V. (1990)
Stellungnahme zu einem mdéglichen Heterozygo-
ten-Screening bei zystischer Fibrose. Med. Ge-
net. 2: 6

Berufsverband Medizinische Genetik e. V. (1996)
Leitlinien zur Erbringung humangenetischer Lei-
stungen: 4. Leitlinien zur molekulargenetischen
Labordiagnostik. Med. Genet. 8: Heft 3, Sonder-
beilage S. 4

Cuppens H, Buyse |, Baens M, Marynen P, Cassi-
man JJ (1992) Simultaneous screening for 11 mu-
tations in the cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator gene by multiplex amplificati-
on and reverse dot-blot. Mol. Cell. Probes 6: 33-39

Deutsche Gesellschaft fur Gynéakologie und Ge-
burtshilfe, Berufsverband der Frauenéarzte, Ar-
beitsgemeinschaft fur Gynakologische Endokri-
nologie und Fortpflanzungsmedizin (1995) Ge-
meinsame Stellungnahme. Assistierte Reproduk-
tion: Mikroinjektion (ICSI) - Fehlbildungsrisiko,
ovarielle Stimulation und Ovarialkarzinomrisiko.
Der Frauenarzt 36: 614-616

Dork T, Mekus F, Schmidt K, BoRhammer J, Fis-
lage R, Heuer T, Dziadek V, Neumann T, Kalin N,
Wulbrand U, Wulf B, Hard H von der, Maas G,
Tummler B (1994) Detection of more than 50 dif-
ferent CFTR mutations in a large group of German
cystic fibrosis patients. Hum. Genet. 94: 533-542

Dork T, Dworniczak B, Aulehla-Scholz C, Wiec-
zorek D, B6hm I, Mayerova A, Seydewitz HH,
Nieschlag E, Meschede D, Horst J, Pander HJ,
Sperling H, Ratjen F, Passarge E, Schmidtke J
Stuhrmann M (1997) Distinct spectrum of CFTR
gene mutations in congenital absence of vas de-
ferens. Hum. Genet. 100: 365-377

Eggerding FA, lovannisci DM, Brinson E, Gros-
sman P, Winn-Deen ES (1995) Fluorescence-ba-
sed oligonucleotide ligation assay for analysis of
cystic fibrosis transmembrane conductance re-
gulator gene mutations. Hum. Mutat. 5: 153-165

Estivill X, Bancells C, Ramos C, and the Biomed
CF Mutation Analysis Consortium (1997) Geo-
graphic distribution and regional origin of 272 cy-
stic fibrosis mutations in European populations.
Hum. Mutat. 10: 135-154

Ferrie RM, Schwarz MJ, Robertson NH, Vaudin
S, Super M, Malone G, Little S (1992) Develop-
ment, multiplexing, and application of ARMS
tests for common mutations in the CFTR gene.
Am. J. Hum. Genet. 51: 251-262

Highsmith WE Jr., Burch LH, Zhou Z, Olsen JC,
Boat TF, Spock A, Gorvoy JT, Quittel L, Friedman
KJ, Silverman LM, Boucher RC, Knowles M
(1994) A novel mutation in the cystic fibrosis
gene in patients with pulmonary disease but nor-
mal sweat chloride concentrations. N. Engl. J.
Med. 331: 974-980

Kerem BS, Rommens JM, Buchanan JA, Markie-
wicz D, Cox TK, Chakravarti,A, Buchwald M, Tsui
LC (1989) Identification of the cystic fibrosis
gene: genetic analysis. Science 245: 1073-1080

Kommission fiir 6ffentlichkeitsarbeit und ethische
Fragen der Gesellschaft fir Humangenetik e. V.
(1991) Stellungnahme zum Heterozygoten-Be-
volkerungsscreening. Med. Genet. 3: 11

Kommission fiir Offentlichkeitsarbeit und ethi-
sche Fragen der Gesellschaft fir Humangenetik
e. V. (1995) Stellungnahme zur genetischen Dia-
gnostik bei Kindern und Jugendlichen. Med. Ge-
net. 7:358-359

Pander HJ, Schwinger E (1994) Blutsverwandt-
schaft als Indikation fur einen CF-Heterozygo-
tentest? Med. Genet. 6: 205-209

Rommens JM, Kerem BS, Greer W, Chang P, Tsui
LC, Ray P (1990) Rapid non-radioactive detec-
tion of the major cystic fibrosis mutation. Am. J.
Hum. Genet. 46: 395-396

Schmidtke J (1997) Vorschlag fir die Leitlinie zur
molekulargenetischen Diagnostik nach CVS.
Med. Genet. 9: 132

Stuhrmann M, Spangenberg A, B6hm |, Reis A,
Schmidtke J (1991) Application of PCR for pre-
natal diagnosis of cystic fibrosis (CF). In: Rolfs A,
Schumacher HC, Marx P (Hrsg.). PCR Topics.
Usage of polymerase chain reaction in genetic
and infectious diseases. Seiten 89--91, Springer
Verlag, Berlin Heidelberg New York

Stuhrmann M, Krawczak M, Schmidtke J (1995)
Madglichkeiten und Grenzen der molekulargeneti-
schen Diagnostik der Mukoviszidose. Monats-
schr. Kinderh. 143: 835-838

The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium
(1994) Population variation of common cystic fi-
brosis mutations. Hum. Mutat. 4: 167-177

Wagner M, Schidsser M, Reiss J (1990) Direct gene
diagnosis of cystic fibrosis by allele-specific poly-
merase chain reaction. Mol. Biol. Med. 359-364

Welsh MJ, Tsui LC, Boat TF, Beaudet AL (1995) Cy-
stic fibrosis. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly W und
Valle D (Hrsg.): The metabolic and molecular bases
of inherited disease. 7. Auflage, Band Ill, Seiten
3799-3876, McGraw Hill Inc. Verlag (New York)

Will K, Schmidtke J, Stuhrmann M (1994) Gene-
tische Aspekte der Cystischen Fibrose — Die Auf-
klarung der molekularen Grundlagen ist gelun-
gen. Med. Genet. 6: 320-324

Zielenski J, Markiewicz D, Rininsland F, Rom-
mens J, Tsui LC (1991) A cluster of highly poly-
morphic dinucleotide repeats in intron 17b of the
cystic fibrosis transmembrane conductance re-
gulator (CFTR) gene. Am J Hum Genet 49:
1256-1262

Anmerkung

1 Als federfihrende Autoren und Autorinnen
zeichnen sich:

Manfred Stuhrmann-Spangenberg (1), Christa
Aulehla-Scholz (2), Bernd Dworniczak (3),
Jochen Reiss (4).

1) Institut fur Humangenetik, Medizinische Hoch-
schule Hannover; 2) Abteilung fir Klinische Ge-
netik, Frauenklinik Berg, Stuttgart; 3) Institut fur
Humangenetik, Universitat Minster; 4) Institut
fir Humangenetik, Universitat Gottingen

Zitierhinweis

Berufsverband Medizinische Genetik e.V., Deut-
sche Gesellschaft fur Humangenetik (1997)
Leitlinien zur molekulargenetischen Diagnostik
der Cystischen Fibrose. medgen 9: 553-559.

Leitlinien zur Molekulargenetischen Diagnostik der Cystischen Fibrose

69



