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1 Einleitung und allgemeine Grundlagen

1.1 Definition und Haufigkeit

Die autosomal — rezessive polyzystische Nierenakknag (Autosomal Rcessive Blycystic
Kidney Dsease, ARPKD) ist eine schwer verlaufende heneditBrkrankung, deren
Haufigkeit in der Gesamtbevdlkerung auf ca. 1:20,QBeterozygotenfrequenz von etwa
1:70) geschatzt wird. Vom klinischen und pathoamaschen Gesichtspunkt wurde friher
von der infantilen polyzystischen Nierenerkranku(ystennieren Typ | nach Potter)
gesprochen, jedoch ist der genetisch definierteriBegARPKD" nicht streng an das

Manifestationsalter in der Kindheit gebunden unciwieutzutage bevorzugt verwendet.

1.2 Klinik

Die ARPKD hat ein sehr weites ManifestationsspektrDie meisten betroffenen Kinder (ca.
80%) werden schon im Neonatal-/Séauglingsalter diaginiert, wobei die Erkrankung sich
initial etwa in der Hélfte der Falle als palpabBauchtumor und bei den restlichen Kindern
mit Hypertonie oder mit anderen Symptomen man#estiin schweren Fallen kommt es
intrauterin aufgrund der eingeschrankten Nierentionkzum Oligohydramnion, begleitet von
einer Lungenhypoplasie (wahrscheinlich wegen Zwlettttebung durch die vergrésserten
Nieren) und einer sog. Potter-Sequenz. Diese fuhéerfig schon pranatal oder in den ersten
Lebenstagen (z.B. infolge respiratorischer Insidfiz) zum Tod. Bei den uberlebenden
Patienten hangt der weitere Verlauf vom Grad deré\i- und Leberverédnderungen ab.

Merkmale ARPKD

Hauptsymtome Neugeborenenperiode: respiratorische téruriyen be

Lungenhypoplasie

spater: progredient verlaufende Niereninsuffizierarterielle

Hypertonie, portale Hypertension

Weitere Symptome kongenitale Leberfibrose in sedmablem Ausmass, zystische

Pankreasveranderungen

Tabelle 1-1: Klinik der ARPKD {Aus: Zerres 2000; dhtiziert (54)}
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Im Mittelpunkt der Nierensymptomatik steht eine iednigte glomerulare Filtrationsrate
(GFR) (72% der betroffenen Kinder im Alter bis 2 Jahren nach einem durchschnittlichen
Krankheitsverlauf von 5 Jahren) (55). Neben derehomenden Einschrankung der GFR stellt
die Hypertonie ein Hauptproblem dar (75-100% derdd&enen). Frihzeitig macht sich eine
ausgepragte renale Konzentrationsschwéache durehRalyurie oder Polydipsie bemerkbar,
gelegentlich beobachtet man auch eine Azidose @iden tubuldren Salzverlust (im Urin ist
manchmal eine Makro- oder Mikrohdmaturie, eine hegc Proteinurie und/oder eine
Leukozyturie mit oder ohne Bakteriurie nachzuwejsém Spatstadium stehen assoziierte

Symptome der Niereninsuffizienz wie Anamie und Kbeiichs im Vordergrund (22).

Sonographische Zeichen einer Leberfibrose sowi@skne Symptome wie Hepatomegalie,
Osophagusvarizen mit Hamatemesis infolge portalgoertension, Milzvergrosserung mit
entsprechenden Blutveranderungen treten bei fasi@ée der Kinder mit ARPKD schon im
1. Lebensjahr, allerdings oft auch erst im spatend&s- und Jugendalter auf. Die
Leberfunktion bleibt jedoch in der Regel intakt,nEndest bis eine Nierenersatztherapie
erforderlich  wird. Ein weiteres Problem stellen eaggntlich rezidivierende

Harnwegsinfektionen dar.

Mittels Sonographie sind Veranderungen haufig eesth der 30. Schwangerschaftswoche
nachzuweisen. Postnatal zeigt das Ultraschallbétden einer Vergrosserung eine diffus
verstarkte Echogenitat der Nieren mit verwascheviarkrindengrenze; Zysten erreichen
einen Durchmesser von maximal 2mm. Mit zunehmend®&liler nimmt die relative

Nierengrosse ab. Eine brauchbare Klassifikation derschiedenen sonographischen
Schweregrade der ARPKD wurde von Garel 1984 (13jgestellt. Die intravendse

Urographie zeigt eine verzogerte Kontrastmittelasslung der vergrésserten Niere mit
einer streifigen radiaren Struktur in NierenrindaduNierenmark, die den erweiterten

Sammelrohren entspricht (Abb. 1-1), wird jedochthewr noch selten durchgefihrt.
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Abb. 1-1: a) Dilatiertes Abdomen eines an ARPKDdégiden Kindes durch bilateral
vergrosserte Nieren. b) Intravendse Urograpbsselben Patienten (11)

1.3 Pathologische Anatomie

Makroskopisch erscheinen die Nieren beidseitig ksteergrossert. Mikroskopisch sind
praktisch nur die Sammelrohre zystisch erweitedr Bnteil erweiterter Sammelrohre (ca.
60% bei perinataler, 10% bei juveniler Manifestafikorreliert mit der Schwere der
Erkrankung. Der Zystendurchmesser nimmt mit denerAtu und es tritt eine interstitielle
Fibrose auf (Abb. 1-2).

Bei der Leber beobachtet man eine Proliferation Didtation der intrahepatischen, spéater
auch der extrahepatischen Gallengange, die vorr eimeehmenden Leberfibrose begleitet
wird (sog. Duktalplattenmalformation (56)). Diesaceht sich sonographisch durch verstarkte
Echogenitat bemerkbar.
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Abb. 1-2: Bauchsitus mit deutlich
vergrosserten Nieren bei einem
Kind mit ARPKD

1.4 Pathogenese

Die Pathogenese der ARPKD ist bis heute nicht tzolldig geklart.

Die unterschiedlichen Formen von Zystennieren uma \delzahl von Syndromen mit
zystischen Nierenveranderungen (59) sprechen dadiss die Zystengenese nicht einheitlich
ist und dass die Niere auf eine Vielzahl von Stgammit der Bildung von Zysten reagiert
(26).

Fur die Zystenentstehung sind vor allem drei Faktaron Bedeutung:
* eine Stbrung des Epithelzellwachstums
* Veranderungen der tubuléren Basalmembranen unextiaizellularen Matrix
« Storungen des transepithelialen Flissigkeitstramspo

Ausserdem wird die Bedeutung der Apoptose bei gstenentstehung diskutiert (51; 23), es
bleibt jedoch die Frage offen, inwieweit es siclchaum ein sekundéres Phanomen handeln
konnte, welches aufgrund der enormen Veranderung\Nd=en infolge der Zystenbildung
eintritt. Weitergehende Aufschlisse werden sich dersexakten funktionellen Analyse der
Zystennierenproteine ergeben. Neueste Befunde rmledaeaufhin, dass die Funktion der
Cilien als Mechanosensoren Uber die Regulation idészellularen Ca?+ - Spiegels
beeinflusst ist.
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1.5 Differentialdiagnose

Die wichtigste Differentialdiagnose von ARPKD stalle frihmanifeste Form der autosomal
dominanten polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKDJar. Insbesondere im
Neugeborenenalter ist es klinisch schwierig, dieldie Formen auseinander zu halten. 20-
30% aller Kinder mit Zystennieren zeigen bildgebeMerkmale beider Formen (26). Umso
starker kommt der Familienanamnese bei der Einorgiraine Bedeutung zu, vor allem der
Ultraschalluntersuchung beider Eltern, (die alter3® Jahre sein sollten, (2)) : Ein negatives
Ergebnis reduziert die Wahrscheinlichkeit einer ADPauf das Niveau einer Neumutation
(34).

Weiterhin kommen differentialdiagnostisch zahlreicKrankheitsbilder in Betracht, wie
glomerulare Zystennieren, Nephronophtise, tubeg8iderose, erworbene Zystennieren u.a. ,
die sich jedoch klinisch meist sicher abgrenzesdasDie kongenitale Leberfibrose (CHF)
tritt zwar obligat im Rahmen der ARPKD auf, kanrealm seltenen Fallen auch bei Patienten
mit ADPKD sowie bei anderen zystischen Nierenerkusmgen vorkommen. Ausserdem
sollte immer an syndromale Krankheitsbilder gedaatriden, die mit Nierenzysten assoziiert
sein konnen (z.B. Meckel-Syndrom, Jeunne-Syndrommzippen-Polydaktylie-Syndrome,
Von-Hippel-Lindau-Syndrom u.a.). Viele dieser Symmde sind heute auch durch
molekulargenetische Methoden zu diagnostizierei (54

1.6 Pranataldiagnostik

Aufgrund der haufig infausten Prognose und deseinifiodes (30-50% der betroffenen
Neugeborenen sterben kurz nach der Geburt an a&spsher Insuffizienz auf dem Boden
einer Lungenhypoplasie, (15)) ist die ARPKD eindkEankheit mit grosser Nachfrage nach
einer vorgeburtlichen Diagnostik. Die ultrasonodpiaphe Pranataldiagnostik muss aber als
unsicher eingestuft werden (53), denn selbst béir delilher Manifestation tritt die
entscheidende Gréssenzunahme der Niere haufigneddr 2. Schwangerschaftshélfte ein.
Zahlreiche Beobachtungen falsch negativer pramatdléraschalluntersuchungen der 1.
Schwangerschaftshélfte sind Beleg hierfur. Molelgdaetische Analysen sind somit fur eine

sichere Pranataldiagnose unerlasslich.
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1.7 Genetik

Blyth und Ockenden haben 1972 auf der Basis eim&ly&e von Krankheitsverlaufen bei
Geschwistern 4 verschiedene Genorte fur die ARPKBtydiert. Auf dem Hintergrund der
klinischen Variabilitit der ARPKD sowie einer hohemntrafamiliaren Variabilitat der
Krankheitsverlaufe bei einigen Geschwistern ersgthgdoch multiple Allelie, also die
Existenz unterschiedlicher Auspragungen eines gamziGens, eine plausible Erklarung, die

durch die molekulargenetischen Befunde bestatigt.wi

Das verantwortliche Gen der ARPKD konnte 1994 verr&s et al. auf der Basis der Analyse
von 16 Multiplexfamilien auf Chromosom 6p21 lok&is und auf eine Region von ~ 13 cM
(centiMorgan) eingegrenzt werden (52). Der Genlokosinte in den folgenden Jahren
zwischen dem Marker D6S1714 als telomerischer ucARO057(CA)28 als zentromerischer
Grenze weiter eingegrenzt werden (30, 29, 25, BB).der Kartierung des Genlokus fur
ARPKD war molekulargenetische PranataldiagnostiiclliKopplungsanalyse mdglich. 2002
gelang die Identifizierung dBKHD1-Gens zwei unabhangigen Gruppen (50; 35). Onuchic
et al. waren mittels Positionsklonierung erfolghe(28; 38; 19; 37), wahrend Ward et al. das
menschliche Gen durch Homologie zu Mutationen inKHRattenmodell fur polyzystische
Nierenerkrankung identifizieren konnten (24; 46asDGen erstreckt sich Uber ca. 470 kb
genomischer DNA und besteht aus mindestens 8thattergespleissten Exonen (35). Der
langste offene Leserahmen (ORF, ,,Open Reading Flamafasst 67 Exone und kodiert fur
ein bioinformatisches Protein von 4074 Aminosaufgpolyductin® (35) / ,Fibrocystin“
(50)). Laut Strukturvorhersagen handelt es sicheumintegrales Membranprotein mit einer
grossen, stark glykosilierten Extrazellulardomaneer einzelnen Transmembrandomane und
einem kurzen zytoplasmatischen Carboxy-Terminuspd&enzielle Phosphorylierungsstellen
aufweist (28). Polyductin/Fibrocystin weist keinendeutigen Homologien zu bekannten
Proteinen auf und bildet somit eine neue Protegdda Nach Strukturanalyse beinhaltet
Polyduktin in seiner Extrazellulardomane verschiedeéPT-Doménen_@-ahnlich, Rexin,
Transkriptionsfaktoren) und mehrere PbH1-Wiederhgéim (Rirallele-leta-Helix-1) (35).

Eine Funktion als Rezeptor u./0. Adhasionsmolegitienkbar.
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1.8 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit ist Teil der ersten grosssystematischen Mutationsanalyse
(Bergmann et al., 2003), die nach der IdentifiaigrdesPKHD1-Gens durchgefuhrt wurde.

Das seinerzeit bekannte Spektrum ARPKD-assozii@giD1-Genotypen sollte durch eine
systematische Muationsanalyse der zum langstennkoatichen ORF de$KHD1-Gens
gehdrenden Exone 26-52 bei 90 betroffenen Famiiet8 betroffene Kinder) erweitert

werden.

Zusammen mit den Ergebnissen weiterer Mutationgaeal der restlichen Exone des
PKHD1-Gens (2-25 und 53-67, (6)) sollte die erreichidrgationsdetektionsrate ermittelt
werden und diese unter anderem im Hinblick aufadigewandte Methodik diskutiert werden.

Anhand der Ergebnisse der in dieser Arbeit durdifygén Mutationsanalyse sollte versucht

werden, mogliche Genotyp-Phanotyp-KorrelationenARRPKD-Patienten zu etablieren.

Schliesslich wurde zudem Uber die Bedeutung dexktin Mutationsanalyse dé&KHD1-

Gens in der Pranataldiagnostik von ARPKD diskutiert
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In dieser Studie fanden 90 Familien Aufnahme, diedestens ein betroffenes Kind mit
ARPKD hatten (insgesamt 148 betroffene Individuanil wurden auf Mutationen in den
Exonen 26-52 dePKHD1-Gens untersucht. Die Mehrzahl der in der Studigersnchten

Familien hatten im letzten Jahrzehnt eine Anfragé Rranataldiagnostik gestellt. Die

Auswahl der Familien erfolgte nach folgenden diagisehen Kriterien (53) :

1. Manifestation von typischen klinischen Symptomen t mtharakteristischen

ultrasonographischen Veranderungen (8; 13)
2. mindestens eine der folgenden Bedingungen mudsié sein:

a. normaler Ultraschall der elterlichen Nieren (diekegerium wurde bei allen

ausser 3 Familien erftillt)
b. klinische Zeichen oder histopathologischer Nachwaisr Leberfibrose

c. pathoanatomischer Nachweis von ARPKD bei einem obfetrien

Geschwisterteil

d. Verwandschaft der Eltern, die eine autosomal rézessvVererbung

wahrscheinlich macht.

Alle Familien stammten grésstenteils aus dem eusopén Raum, aber auch aus Nord- und
Sudamerika und Asien und deckten das kompletteskinie Spektrum der Erkrankung ab. Je
nach Ausmass der Erkrankung wurden die Phanotypesthwer und moderat ausgepragt
unterteilt. Als schwer betroffen wurden Individuemgestuft, die wéhrend der perinatalen
oder neonatalen Periode gestorben waren, wobeilLdiegenhypoplasie die héaufigste

Todesursache darstellte. Die Patienten, die alsemabdetroffen zusammengefasst wurden,

erfullten folgende Kriterien:
1. Entwicklung der Symptomatik jenseits der Neonatadyuke

2. Uberleben peri-/neonatal aufgetretener Komplikadion
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Eine weitere Unterteilung innerhalb der Grupperdederat betroffenen Patienten war wegen
der hohen Variabilitdt des klinischen Bildes niskrinvoll. Von den insgesamt 90 Familien
waren bei 44 die Kinder schwer betroffen, wéhrend38 Familien die Patienten einen
moderaten Phanotyp aufwiesen. Intrafamiliare Vaditab des Phanotyps der betroffenen
Kinder (sowohl moderat als auch schwer ausgepr&jténotyp zwischen den betroffenen
Geschwistern) wurden bei 8 Familien beobachtete Elbersicht iiber das Patientenkollektiv

ist den Tab. 8-1 bisTab. 8-3 im Anhang zu entnehmen

Ein Kontrollkollektiv aus 150 gesunden Individuegrgsstenteils deutscher Abstammung,
wurde mituntersucht, um in Fallen fraglicher Mutagn einen Polymorphismus

ausschliessen zu kdénnen.

2.2 Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain ReactigriPCR)

Um fir die Mutationsanalyse ausreichende MengenZggdfDNA zu erhalten, wurden die
Exone 26-52 desPKHD1-Gens mittels Polymerasekettenreaktion vervielféiltiDer
(Standard-)PCR-Ansatz sowie das (Standard-)PCRrirog, die in dieser Studie
angewendet wurden, sind der Tabelle 2-1 und derell@al2-2 zu entnehmen. Die
Oligonukleotidprimer wurden mit Hilfe des Primer3 roBrammes Http://www-

genome.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer/primer3.ygo konstruiert, dass die resultierenden PCR-

Produkte eine optimale Lange&300bp) fur die nachfolgende Einzelstrangkonfornretio
Polymorphismen-Analyse (single-strang conformapoitymorphism analysis, SSCP) hatten.
Grossere Transkriptionseinheiten (27, 32, 34) waiidenehreren Uberlappenden Fragmenten
aufgeteilt, deren Lange eine SSCP-Analyse ermdglidbie Primersequenzen, sowie deren
etablierte Annealing-Temperaturen sind in Tab. iBa4Anhang dargestellt. Bevor die PCR-
Produkte mittels SSCP weiter analysiert wurden, deurhre Qualitat Uberprift durch
elektrophoretische Auftrennung (120V, 40min) auf igé6 Agarosegelen, wobei die
amplifizierten Fragmente mit Ethidiumbromid untevlicht sichtbar gemacht wurden.


http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi
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Komponente Ausgangskonz. Volumen Endkonz.
Autoklaviertes - 12.8pl -
destilliertes Wasser
dNTP's SmM 4.0u 0.8mM
10xPCR-Puffer 200mM Tris-HCIl | 2.5l 1x
(pH 8.4) 500mM KCI

MgCl2 15mM 2.5l 1.5mM
Primer F (forward) | 10 uM 1.0ul 0.4uM
Primer R (reverse) |10uM 1.0ul 0.4uM
Tag-DNA 5 Ul 0.2l 1.0 unit
Polymerase
Pat.-DNA 20 ngful 1.0pl -
Tabelle 2-1: PCR-Ansatz (28)
Schritt Nr. Bezeichnung Temperatur [°C] Zeit [min]
1 Denaturierung 94 5
2 Denaturierung 94 0.5
3 Primer-Hybridisierung Ta 0.5

(anneal)
4 Polymerisation (extend) 72 15
5 Wdh. der Schritte 2-4 : 39x | - -
6 Polymerisation 72 10
7 Abkihlung 4 -

Ta: annealing Temperatur

auf 2 min verlangert

Tabelle 2-2: PCR-Programm

Anm: Bei der Amplifika des Exons 37 wurde Schritt Nr. 4
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2.2.1.2 Einzelstrangkonformations-Polymorphismen-Analyse
(Single-Strang Conformation Polymorphism analysisSSCP)

Die SSCP ist eine Methode, um die mittels PCR dmjgiten DNA-Fragmente auf das
Vorhandensein von Sequenzverdnderungen zu untersudbabei wird die Eigenschaft
einzelstrangiger Nukleinsauren genutzt, unter pderaturierenden Bedingungen
Sekundarstrukturen in Abhangigkeit von der Basemsez; auszubilden. Kommen
Veranderungen in der zu untersuchenden Basensequenz so fuhren die daraus
resultierenden abweichenden Konformationen in deel@ktrophorese zu einem verénderten
Laufverhalten; die Banden dieser neuen Konformatiowerden in ihrer Position von den
Wildtyp-Banden abweichen (39; 18). Die SSCP-Analysiede auf 10% Polyacrylamid-Gele
(PAA-Gele, 49:1 Acrylamid: Bis-Acrylamid) durchgéfii. Alle PCR-Produkte wurden unter
4 verschiedenen Bedingungen analysiert. Je ein mdelund ohne Glycerol liefen bei
Raumtemperatur und 180V, je ein Gel mit und ohng&bl im Kuhlschrank bei 4°C und
200V fur 3 Stunden. Im Anschluss wurden die DNA-&am mittels Silberfarbung der PAA-
Gele sichtbar gemacht (Tabelle 2-3). Zur Archivieywurden die Gele auf Whatman-Papier
aufgezogen und auf einem Vakuumtrockner bei 801CAf&tunden getrocknet. Fragmente,
die durch abweichende SSCP-Muster auffielen, wurdarch direkte Mutationsanalyse

weiter untersucht.

Schritt Nr. Zeit [min] Reaktion

1 10 Fixieren mit 10% Ethanol

2 10 Ansauern mit 1% HNO3

3 30 Farben in 0.2% AgNO3

4 3x1 Uberschiissige Silberionen abwaschen mit Algsa

5 - Entwickeln mit Na2CO3/Formaldehyd (500ml/260
je zur Halfte 2x zugeben

6 5 Farbung stoppen mit Essigsaure

7 - Essigsaure auswaschen mit Aqua dest.

Tabelle 2-3: Silberfarbung der PAA-Gele
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2.2.1.3 Direkter Mutationsnachweis — DNA-Sequenzierung

Da die abnormen SSCP-Laufmuster keinen Hinweis digf Art und Position der
Sequenzveranderung liefern, wurden die entspreemeftdagmente sequenziert. Zur DNA-
Sequenzierung wurde die von Sanger entwickelte @uiglkettenabbruchmethode (45)
verwendet. Das Prinzip dieser DNA-Sequenziermethad¢eht darin, dass Fragmente mittels
kontrollierten Abbruchs enzymatischer Replikatioriseehen. Die Detektion der Fragmente
ermoglicht der Einbau von fluoreszenzmarkiertenedid/nukleotiden (49; 40; 41). Zunéachst
wurden die PCR-Produkte (1001 Ansatz) Uber den QUIAquick-PCR Purification Kit
(Quiagen, Hilden, Deutschland) von Primerresterigegt. Danach wurden 80ng gereinigter
DNA in die Sequenzier-PCR (Tabelle 2-4, Tabelle )2-Bingesetzt, wobei als
Sequenzierprimer einer der entsprechenden PCR-Pdimete, entweder der F- oder der R-
Primer. Es wurde der ABI Prism BigDye Terminatorc@ySequencing Reaction Kit (Applied
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) verwendet Bequenzier-PCR-Produkte wurden
anschliessend geféllt, um einen mdglichst hohemtdisgrad zu erreichen. Die Analyse
(Elektrophorese, Detektion der Fluoreszenzdatemerdaswertung) erfolgte auf einem ABI
PRISM 310-DNA-Sequencer (Applied Biosystems, Wettait, Deutschland).

DNA 80ng
Primer F oder R 5pmol
Terminator Ready Reaction Mix 4l
HPLC-Wasser Ad 20ul

Tabelle 2-4: Seqg-PCR-Ansatz (gD

Schritt Nr. Bezeichnung Temperatur Zeit

1 Denaturierung 96°C 10sec
2 Primer-Hybridisierung (anneal) Ta 60°C) 5sec

3 Polymerisation (extend) 60°C 4min
4 Wdh. Der Schritte 1-3 : 29x - -

Tabelle 2-5: Seq-PCR-Programm
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Wenn eine Mutation identifiziert wurde, wurde migte&Sequenzierung der Eltern-DNA die
Segregation getestet. Um bei fraglichen Missens&a&itunen einen mdglichen
Polymorphismus auszuschliessen, wurden 150 gesumdigiduen als Kontrollkollektiv
mittels SSCP-Analyse untersucht. In den Féllen, Mugationen in Patienten nicht West-
Europaischer Abstammung identifiziert wurden, wuardausatzlich 30 ethnisch passende
Kontrollproben mitgetestet.
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3 Ergebnisse

Die SSCP — Analyse der Exone 26-52 B&$HD1-Gens zeigte bei 36 Patienten (36/90, 40%)
des untersuchten Kollektivs abnorme Laufmuster. tim Art und Position der dadurch
implizierten Sequenzveranderung zu bestimmen, wumdie entsprechenden Exone beim

jeweiligen Patienten sequenziert.

3.1 Ergebnisse der Mutationsanalyse

3.1.1 Gruppe der Patienten mit schwerem Phénotyp
a) Familie 340

Bei Patient 340.1 wies das dem Exon 36 entspreeh@®@R-Produkt eine zusatzliche
Bande auf. Die anschliessend durchgeftihrte DNA-8erjerung erbrachte den Nachweis
einer heterozygoten A-Insertion in der Nukleotidpos 5895 (das erste Nukleotid des
ATG-Startcodons wurde mit 1 nummeriert). Diese ®aguerdnderung fuhrt zu einer
Verschiebung des Leserahmens (,frameshift”), woldimcAminosaure-Position 1969 ein
Stop-Codon entsteht, das zu einem vorzeizigen Kaitderuch fuhrt.

b) Familie 215

Die SSCP-Analyse des Exons 33 zeigte bei Patiehtl2din verandertes Bandenmuster.
Die DNA-Sequenzierung wies eine homozygote DeletienBasen ATGG auf, die durch
Verschiebung des Leserahmens (,frameshift”) zu raineorzeitigem Stop-Codon in
Position 1802 fuhrt.

c) Familie 413

Bei Patient 413.1 zeigte die aufgrund des abnor8GP-Musters durchgefiihrte DNA-
Sequenzierung des Exons 32 eine homozygote GGidrelet der Nukleotidposition
3958. Durch die resultierende Verschiebung desrabseens entsteht ein Stop-Codon in
Position 1322 (Abb. 3-1).
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d) Familie 219

Patient 219.1 wurde bei der SSCP-Analyse des EX@nslurch das Auftreten einer
zusatzlichen Bande auffallig. Die DNA-Sequenzierwigs eine heterozygote-&T-
Transition der Nukleotidposition 8281 auf. Dieses&asubstitution fihrt zum Austausch
der Asparaginsaure in Position 2761 gegen einewsiipRest. Um einen maoglichen
Polymorphismus auszuschliessen, wurden mittels SS@GRB/se weitere 150

Kontrollproben untersucht, wobei keine das muta@msprechende Muster aufwies.

e) Familie 111

Die DNA der beiden Kinder der Familie 111 (111.1dudll.2) wurde wegen
abweichenden SSCP-Bandenmusters des Exons 27 sgemtemabei wurde eine
heterozygote FA-Transition der Nukleotidposition 2990 nachgewigesdie in einem

Aminosaureaustausches Methionihysin in Position 997 resultiert. Die Missense-

Mutation konnte bei keinem der 150 Kontollfalle hgewiesen werden.

f) Familie 90

Das Exon 39 fiel bei Patient 90.1 in der SSCP-Asalyaufgrund eines abnormen
Bandenmusters auf. Die DNA-Sequenzierung zeigte beterozygote HC-Transition
des dritten Nukleotids in Codon 2134, das somitaanfir Leucin fur Prolin kodiert. Der

Basenaustausch kam unter den 150 gesunden Konbtzeip nicht vor.

Ausserdem wies Patient 90.1 beim Exon 36 die gieledterozygote Sequenzveranderung

wie Patient 340.1 auf (A-Insertion, siehe auch AbR).
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Fam. 413
413.1
Ex 32: 3958 3959delGG (G1320fsX1322) Ex 32: Wildtyp
fi |] . | '|Ir| !"I I'i I i I
I. I|| || :|||>- Irl I II ||
TR
il I | l (N
CATGTGAGGAAG TAACCTC CATGTGGGAGGAAGTAAQT
H V R L X H V G G S NL

Abb. 3-1: PKHD1-Mutation bei der ARPKD-Familie 41Bie sich aus den Nukleotiden

ergebende Aminoséaureabfolge ist unterhalb der s$ittsprofile dargestellt.

g) Familie 91

Die Patienten 91.1 und 91.2 zeigten beim Exon 36geiche SSCP-Muster wie Patient
340.1. Die anscliessend durchgefuhrte DNA-Sequemzie bestéatigte die Vermutung,
dass die gleiche Mutation wie bei Pat. 340.1 vgtlie
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Fam. 90
90.1
Ex 39: 6401T>C (L2134P) Ex 36: 5895 _5896insA (L1966fsX1969)
(vaterliches Allel) (mtterliches Allel)
.
i
Ilr\\ f | || lp‘l
IIIII _Ill \ Ilnl |'I |
Yy dﬂ.ll"". | IN il

TTACTGCACAT TAAAG GT

CCG TT AACTGCAC ATTAAA GGT
\Y AL L S R L L H I K G
P L T A H X

Abb. 3-2: PKHD1-Mutationen bei der ARPKD-Familie.9Die sich aus den Nukleotiden

ergebende Aminoséaureabfolge ist unterhalb der s$ittsprofile dargestellt.

3.1.2 Gruppe der Patienten mit moderatem Phanotyp
a) Familie 270

In der SSCP-Analyse des Exons 37 wurde bei P&i&htl ein verandertes Laufverhalten
beobachtet. Die zugrunde liegende Sequenzverarglekannte als eine homozygote

T—C-Transition der Nukleotidposition 5993 identifidie werden, die zum
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Aminosaureaustausch 11€1998Thr fuhrt (Abb. 3-3). sDdieser Sequenzvariante
entsprechende SSCP-Muster wurde bei keinem dendeswKontrollfille entdeckt.

b) Familie 80

Bei Patient 80.1 konnte ein veréndertes SSCP-Mudésr Exons 27 nachgewiesen
werden. Das SSCP-Muster unterschied sich von denPagenten 111.1 und 111.2, so
dass angenommen wurde, dass es sich um eine aMdeation handelt. Tats&chlich
erbrachte die DNA-Sequenzierung den Nachweis eifeterozygoten GA-

Basenaustausches der Nukleotidposition 3089, der Austausch den Alanin gegen
Glutaminsaure in Position 1030 fuhrt. Alle 150 géd¢en Kontrollproben wiesen das dem

Wildtyp entsprechende Bandenmuster auf.

Fam 270

270.1

Ex 37: 5993T>C (11998T) Ex 37: Wildtyp

Abb. 3-3: PKHD1-Mutation bei der ARPKD-Familie 27Die sich aus den Nukleotiden

ergebende Aminosaureabfolge ist unterhab der Inéssrofile dargestellt.
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c) Familie 113

Die Patienten 113.1 und 113.2 fielen bei der SS@BKSe des Exons 43 mit dem
gleichen abnormen Bandenmuster wie die Patientenr®l 3.2 auf. Tatsachlich war auch

bei der Sequenzierung die gleiche Mutation (6992A) zu finden.
d) Familie 106

In der SSCP-Analyse des Exons 32 liess sich naclkeweidass bei Patient 106.1 ein
abweichendes Bandenmuster vorlag, das nicht denPdgsnten 413.1 entsprach. Die
anschliessend durchgeflihrte Sequenzierung zergeneterozygote S T-Transition der
Nukleotidposition 4457, die in einem Aminosaureausth Prolir~Leucin in Position
1486 resultiert. Das dem Basenaustausch entsprel&8CP-Muster konnte bie keinem

der 150 Kontrollfalle nachgewiesen werden.

3.1.3 Gruppe der Patienten mit intrafamiliarer Variabilit at des Phanotyps

a) Familie 151

Das dem Exon 30 entsprechende PCR-Produkt wurdgruendf eines auffalligen
Laufmusters in der SSCP-Analyse sequenziert. Dahede ein heterozygoter -GA-

Basenaustausch der Nukleotidposition 3367 entdesdtt, zum Aminosaureaustausch
Glyl1123Ser fuhrt. Alle mitgetesteten gesunden Kall@n waren beziglich dieser

Sequenzvariante negativ.
b) Familie 3

Bei den Patienten 3.1 und 3.2 konnten in der SSG&ly&e veranderte Bandenmuster des
Exons 43 nachgewiesen werden. Die DNA-Sequenzienieg eine heterozygote—¥A-
Transition des zweiten Nukleotids in Codon 2331, das somit anstatt fur Isoleucin fur
Lysin kodiert. Das dem Basenaustausch entsprech®8@#-Muster konnte bei keinem

der 150 Kontrollfalle nachgewiesen werden.
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Pat. 3.1/ Kontr.

Vo
- -

—

Abb. 3-4: SSCP-Analyse des Exons 43 mit verAndeBandenmuster des Patienten 3.1

Von den insgesamt 11 unterschiedlichen identifiegirerMutationen (Tab. 3-1) waren 9
Veranderungen in der Literatur zuvor nicht besdten. Das Spektrum der bekannten
Mutationen in den Exonen 26 bis 52 dsHD1-Gens konnte somit durch die Ergebnisse

dieser Arbeit von 13 auf 22 erweitert werden.

Art der Lokalisation | cDNA-Verdnderung | Aminosaure- | Herkunft
Mutation Veranderung
Deletion/Insertion Ex32 3958 3959delGG G1320fsX1322 Inuit
Ex33 5378_IVS+1delATGG D1793fsX1802 | Turkei
Ex36* 5895 5896insA L1966fsX1969 Frankreich,
UK
Missense Ex27 2990T>A M997K Deutschland
Ex27 3089C>A A1030E Deutschland
Ex30 3367G>A G1123S Deutschlang
Ex32 4457C>T P1486L Deutschlang
Ex37 5993T7>C 11998T Tarkei
Ex39 6401T>C L2134P Frankreich
Ex43** 6992T>A 12231K Finnland
Ex52 8281G>T D2761Y Finnland

Tab. 3-1: In dieser Arbeit identifizierte Mutatemin den Exonen 26-52 dBKHD1-Gens ;
*: beschrieben auch in Onuchic et al. 2002; **:dfegben auch in Ward et al. 2002
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3.2 Polymorphismen

Zuséatzlich zu den oben erwdhnten pathogenen Muotiiowurde eine Anzahl von
apathogenen Sequenzvarianten beobachtet. Insgesamién 18 von den bei der SSCP-
Analyse mit abweichendem Laufmuster aufgefallenerob& als Polymorphismen

identifiziert. Hierbei handelt es sich um:

1) intronische Veranderungen, die nicht die sog. keautien Splice-Sites (Bereiche, die
fur ein korrektes Herausschneiden der intronisdbBiA aus dem primaren mRNA-

Strang bedeutsam sind) betrafen, oder
2) stille exonische Veranderungen (kein Aminosaureassth), oder

3) Veranderungen, die nicht mit der Erkrankung se@mégmn und/oder bei einer Anzahl

von gesunden Kontrollproben zu finden waren.

Die konkrete Art und Lokalisation der entdeckterlyRmrphismen sind den Tabellen Tab.
3-2 - Tab. 3-4 zu entnehmen:

Lokalisation cDNA-/Nukleotid- Allel-Frequenz
Veranderung unter Kontrollen

IVS32 c.5236 + 14A>G 30/600 (5%)

IVS52 c.8302 + 12T>A 56/800 (7%)

Tab. 3-2: intronische Veranderungen

Lokalisation cDNA-/Nukleotid- | Aminoséaure- Allel-Frequenz
Veréanderung Veranderung unter Kontrollen

Ex 30 c.3407A>G Y1136C 1/400 (0.25%)

Ex 32* c.3785C>T Al1262V 100/1000 (10%)

Tab. 3-3: exonische Veranderungen mit Aminosautaassh, *: beschrieben auch in Ward

et al. 2002
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Lokalisation cDNA-/Nukleotid- | Aminoséaure- Allel-Frequenz
Veréanderung Veranderung unter Kontrollen

Ex 27 €.3024C>T A1008A 1/300 (0.33%)

Ex 30 .3393G>A A1131A 1/400 (0.25%)

Ex 30 €.3537T7>C N1179N 5/500 (1%)

Ex 32* ¢.3756G>C L1252L 24/800 (3%)

Ex 32 Cc.4101A>G Q1367Q 1/400 (0.25%)

Ex 32%** c.4920A>C V1640V 5/1000 (0.5%)

Ex 32 c.5100C>T T1700T 1/400 (0.25%)

Ex 36 c.5896C>T L1966L 16/400 (4%)

Ex 39 c.6400C>T L2134L 0/300 (0%)

Ex 39 €.6462T7>C V2154V 0/300 (0%)

Ex 40 .6636C>T A2212A 0/300 (0%)

Ex 43 .6900C>T N2300N 1/300 (0.33%)

Ex 48*** C.7587A>G G2529G 250/1000 (25%)

Ex 49%** C.7764A>G L2588L 120/1000 (12%)

Tab. 3-4: exonische Veranderungen ohne Aminosastaasch , *: beschrieben auch in
Ward et al. 2002; **: beshrieben auch in Onudatial. 2002

Anmerkung zu den Tabellen T&éh2 bis Tab.3-4: Die Allelfrequenz wurde in dieser Arbeit
durch Uberprifung von bis zu 150 Kontrollproben Q3®llelen) auf gleichartige
Veranderungen bestimmt. Fir die hier angegebentieAfrequenzen wurde auch auf die
Ergebnisse weiterer vorheriger und nachfolgendedi&h zuriickgegriffen (50, 35, 5, 7, 12,
42).

Von den 18 in dieser Arbeit identifizierten Polympbismen waren 14 zuvor in der Literatur
nicht beschrieben. Dadurch konnte das Spektrunindégen Exonen 26-52 dé¥KHD1-Gens

bekannten Polymorphismen von 5 auf 19 erweitertiesmr
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3.3 Genotyp-Phénotyp-Korrelationen

Die Familien wurden zur Untersuchung mdoglicher Ggmd’hé&notyp Korrelationen nach der
Klinik in drei verschiedene Gruppen aufgeteilt: Geuppe mit schwerem Phanotyp, wobei
die Patienten in der perinatalen oder neonataletod®e gestorben sind, die Gruppe mit
moderatem Phanotyp, wobei die Patienten die nelend®ariode Uberlebt haben und
schlie3lich die Gruppe mit intrafamiliarer Variatiit des Phanotyps.

Die Einteilung der Mutationen erfolgte je nach @gshdem Effekt in Missense-Mutationen
und in Mutationen, die zu einem vorzeitigen Kettasrach fihren (Tab. 3-1). Bei der letzten
fanden Insertionen und Deletionen mit Verschiebuley Leserahmens (frame shifting)
Aufnahme.

Die Mutationsanalyse zeigte, dass es sich bei ralsh2/3 der nachgewiesenen Mutationen
bei den schwer betroffenen Patienten um trunkiegeévidtationen handelt (7 von 10, 70%).
Diese scheinen demnach haufiger mit einer schwdfanifestationsform von ARPKD
assoziiert zu sein. Auf der anderen Seite warerddn Patientengruppe mit moderatem
klinischen Verlauf alle Mutationen, die identificievurden, Missense-Mutationen. Es liegt
also die Vermutung nahe, dass dieser Mutationstygdideer mit Patienten mit moderaterem
Verlauf der Erkrankung assoziiert ist. Die geririg@enmenge in der Gruppe der Patienten
mit intrafamiliarer Variabilitat des Phanotyps (&rfilien, 2 nachgewiesene Mutationen in
den Exonen 26-52 dé¥KHD1-Gens) erlaubt leider keine verlassliche Aussage.

Einen weiteren Beitrag zur Untersuchung moglichen@yp-Phanotyp Korrelationen kdnnen
Patienten leisten, bei denen die identifiziertentdflanen homozygot vorliegen. In dieser
Arbeit sind alle Patienten, die eine trunkierendetéion im homozygoten Zustand hatten,
kurz nach der Geburt verstorben. Die Missense-Mutakl998T wurde im homoyzgoten
Zustand bei einer tirkischen blutsverwandten Fan{i70) identifiziert, deren betroffenes
Kind einen moderaten Erkrankungsverlauf zeigte etder Hypothese, dass alle trunkierende
Mutationen zu einem kompletten Funktionsverlust Besteins fiihren, sollte die Art und
Position der Missense-Mutation die entscheidenddalle darstellen, die den klinischen
Verlauf bei heterozygoten Patienten mit einer trerdnden und einer Missense-Mutation
bestimmt. Die Ergebnisse der Mutationsanalyse digdmeit legen die Vermutung nahe, dass
die Missense-Mutationen L2134P und D2761Y mit pEalem/neonatalem Versterben
assoziiert sind, wahrend die Missense-Mutation A8her mit einem moderatem Phénotyp
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einhergeht. Letztere ist auch in einer der IPT-Doemides Proteins lokalisiert. Allerdings
konnte fUr den Rest der in dieser Arbeit in denrer26-52 de®KHD1-Gens identifierten
Mutationen keine Struktur-Funktion-Korrelation caleerisiert werden, da diese in Regionen

ohne vorhergesagte Homologie zu bislang bekanmaeiRsequenzen liegen.
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4 Diskussion

4.1 Mutationsdetektionsrate und Methodik

In dieser Arbeit wurde die erste grol3e systematiddhtationsanalyse in den Exonen 26-52
des langsten kontinuierlichen ORF deKHD1-Gens mittels SSCP-Analyse durchgefuhrt.
Dabei wurde zusammen mit den Ergebnissen entspréeheViutationsanalysen in den
Exonen 2-25 und 53-67 (Bergmann et al. 2003) eingalbnsdetektionsrate von 61%
erreicht (2 Mutationen konnten bei 45% der FamjlieiMutation bei 33% der Familien und

keine Mutation bei 22% der Familien identifiziererden).

Bei den nachgewiesenen Mutationen handelte esgsidstenteils um jeweils verschiedene,
familienspezifische Veranderungen (,private mutagi), was mit der Existenz vieler
unterschiedlicher Haplotypen auf ARPKD-Chromosomereinstimmt (52, 53). Alle
entdeckten Mutationen unabhangig vom Mutationstyyl selativ gleichméssig tUber den
gesamten untersuchten Bereich d&sHD1-Gens verteilt, eine Beobachtung, die durch
nachfolgende Mutationsanalysen (42, 12, 7, 5) hgstéurde.

In der Gruppe der schwer betroffenen Patienten evemde Mutationsdetektionsrate von 77%
erreicht. Ahnlich hoch war die Detektionsrate beiti€ten mit intrafamiliar variablem
Phanotyp (75%). Allerdings konnten in der Gruppé¢ moderatem Phanotyp nur 30 von 76
Mutationen (40%) identifiziert werden. Insgesamelbén bei 15 der 38 Familien in dieser
Gruppe (39.5%) die Mutationen auf beiden Allelerentdeckt. Eine mdgliche Ursache
konnte sein, dass bei einem Teil der Patienteredi@uppe eine falsche Diagnosestellung
erfolgte, da bei der Mehrheit Patienten mit mildereklinischen Verlauf keine
histopathologische Absicherung der Diagnose dufcinge wurde. Auf der anderen Seite
kénnten die unentdeckt gebliebenen Sequenzveramgimun zusatzlichen Exonen, die nicht
im langsten kontinuierlichen ORF enthalten sindgroaluch in anderen Bereichen des Gens,
die regulierende Funktionen haben, lokalisiert s@iowohl sich in allen bisherigen Analysen
keine sicheren Anhaltspunkte fur einen zweiten Glard von ARPKD ergaben (53, 52, 1,
17) muss bei Patienten ohne nachgewiesene Mutati@ueh die Moglichkeit einer

Lokusheterogenie in Betracht gezogen werden.

Ein weiterer die erreichte Detektionsrate beeirstugler Faktor liegt moglicherweise in der

fir das Mutationsscreening angewandten Methode PS8IC4 Laufbedingungen, siehe auch
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Kapitel 2.2.1.2). Die maximale Sensitivitat der $5@ird in der Literatur (21, 33) als bis zu
90% angegeben. Allerdings ist die erreichbare $en&t von der Anzahl der
Laufbedingungen und der gewahlten Fragmentlangérapp und kann dadurch geringer
ausfallen. Die Bedeutung der fir das Mutationsstnge angewandten Methode fir die
erreichte Detektionsrate unterstreichen die Ergsenvon Bergmann et al. (7). In dieser
Studie konnte unter Anwendung von DHPLC effaturing _Hgh-Performance _lquid
Chromatography) in einem Kollektiv von 106 Familiemt moderat betroffenen Patienten
(Entwicklung der Symptomatik jenseits der Neonatdtmle oder Uberleben peri/neonatal
aufgetretener Komplikationen) eine Mutationsdetaldrate von 76% erreicht werden.
Ausserdem werden Deletionen gesamter Exone odesngeche Rearrengements mittels
SSCP nicht erfasst. Vielmehr kénnen Deletionen @ieplikationen von wenigen Kilobasen
nicht durch PCR-basierte Detektionsmethoden entdeckden (48, 47). Zwei kirzlich
beschriebene Techniken, MAPH_(Miplex Amplification and_Pobe Hybridisation) und
MLPA (Multiplex Ligation dependent rBbe _Amplification) erlauben nun die Detektion
solcher mittelgrosser Rearrengements mittels Storgdar das Vorhandensein einer Deletion
oder Duplikation von bis zu 40 Ziel-Sequenzen (4Bgide Methoden basieren auf die
sequenz-spezifische Probenhybridisation genomisbin, gefolgt von Amplifikation der
hybridisierten Probe und semi-quantitativer Analgise resultierenden PCR-Produkte.

4.2 Genotyp-Phéanotyp-Korrelationen

Ein erwarteter Nutzen von der Identifikation menmtier Erkrankungsgene ist die Fahigkeit,
die molekulare Basis der klinischen Variabiltat uerkrankungsprasentation und —folgen zu
verstehen. Eine solche Korrelation zwischen denfieggnden molekularen Defekt und dem
klinischen Verlauf kann einerseits die Patienteipellung verbessern und andererseits dem

Verstehen der molekularen Erkrankungspathogenesaden (12).

Innerhalb des Patientenkollektivs dieser Arbeit deudas breite Spektrum der klinischen
Prasentation von ARPKD in 3 Gruppen (schwer, mdden&rafamiliar varabel) unterteilt,
abhangig vom Uberleben der Peri-/Neonatalzeit ésiabch Kap. 2.1). Dieser Parameter
wurde als Grenze gewabhlt, weil er verlasslich blenaPatienten zu eruieren war. Allerdings
spiegelt diese Unterteilung angesichts der deutiesseren Prognose von Patienten, die die

Neonatalzeit Uberleben (16), eine stark vereina&itht wider.
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Alle Patienten dieser Studie mit zwei trunkieren8&utationen sind in der Peri-/Neonatalzeit
gestorben, wahrend Patienten, die die Neonatdlbeitiebt haben, mindestens eine Missense-
Mutation hatten. Die Umkehrung dieser Aussaget taiferdings nicht zu; das Vorhandensein
einer Missense-Mutation stellt keine Uberlebensg#adar. Insgesamt kann man aber
behaupten, dass Missense-Mutationen haufiger bdermb betroffenen Patienten beobachtet
werden {5 von insgesamt 5 identifizierten Mutation€l00%) in Exon 26-52, 23 von
insgesamt 28 identifizierten Mutationen (82%) inoBx2-67}, wahrend trunkierende
Mutationen haufiger mit Patienten mit schwerem Bl assoziiert sind {7 von insgesamt
10 identifizierten Mutationen (70%) in Exon 26-529 von insgesamt 69 identifizierten
Mutationen (56%) in Exon 2-67}.

Die Ergebnisse dieser Arbeit, die als Teil der Atrlsen Bergmann et al. (2003) veroéffentlicht
sind, bestéatigen somit die Feststellungen in ddre#en von Onuchic et al. (2002 b), Furu et
al. (2003), Rossetti et al. (2003) und Bergmanal.e2004 b, 2005). Ein direkter Vergleich
der prozentualen Anteile der in den jeweiligen &dengruppen identifizierten
Mutationstypen war allerdings nur mit den Arbeitesn Bergmann et al. (2003, 2004 b,
2005) moglich, da bei den anderen Arbeiten voldigem Angaben Uber die genaue
Zusammensetzung des Patientekollektivs fehlen (Zdb. In der Arbeit von Bergmann et al.
2004 b fanden nur Familien mit schwer betroffenand€rn Aufnahme, die wahrend der
perinatalen oder neonatalen Periode gestorben wBerBergmann et al. 2005 bestand das
Patientenkollektiv aus 126 Familien. Bei 106 Faemlzeigten die Patienten einen moderaten
Phanotyp mit Entwicklung der Symptomatik jenseits tNeonatalperiode oder Uberleben
peri/neonatal aufgetretener Komplikationen, wahréed 20 Familien eine intrafamiliare
Variabilitdt des Phanotyps mit sowohl moderat algha schwer betroffenen Kindern
(peri/neonataler Tod) bestand. (In der nachfolgerib&belle wurden bei der Berechnung der

Prozentsatze nur die Familien mit moderat betr@ffieldindern bertcksichtigt).
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Bergmann et al. 2008| Bergmann et al. 2004 b Bergmann et al. 2005
diese Arbeit
untersuchter Bereich | Exon 2 bis 67/ Exon 2 bis 67 Exon 2 bis 67
desPKHD1-Gens (Exon 26 bis 52)
angewandte Methode SSCP DHPLC DHP
bei der indirekten
Mutationsanalyse
Patientengruppe mit
moderatem Phanotyp:
trunkierende
Mutationen 18% / (0%) -- 23%
Missense-Mutationen 82% / (100%) -- 7%
Patientengruppe mit
schwerem Phénotyp:
trunkierende
Mutationen 59% / (70%) 66% --
Missense-Mutationen 41% / (30%) 34% --

Tab. 4-1: Vergleich der prozentualen Anteile dechgewiesenen Mutationstypen in den

unterschiedlichen Phanotypgruppen verschiedéidrdD1-Mutationsanalysen

Aus Tab. 4-1 geht eine deutliche Korrelation zwestPhanotyp ind Mutationstyp hervor: in
den Patientengruppen mit schwerem Phé&notyp kot als die Halfte der Mutationen
(59% bis 66%) entdeckt werden. Auf der andereneSa@nnten bei Patienten mit moderatem
Phanotyp Missense-Mutationen mehr als zweimal adidhg77% statt 23%) identifiziert
werden. Der hohe Anteil von in dieser Arbeit eniden Missense-Mutationen in der
Patientengruppe mit moderatem Phéanotyp ist am emekirch die geringe Datenmenge zu
erklaren (5 identifizierte Mutationen bei insgesa@nfitamilien).

Kompletter Funktionsverlust des Proteins ist dihmsaheinlichste Erklarung fur den peri-
/neonatalen Exitus aller Patienten mit zwei Mutaio, die zum Kettenabbruch fuhren (7, 6).
Im Gegensatz dazu stellen Missense-Mutationen ctigweise hypomorphe Allele dar, die
in verschiedenen Graden einer Funktionseinschrapkubis hin  zum kompletten
Funktionsverlust resultieren (12, 7).
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Sharp et al. haben kurzlich eine weitere Mutatioabse de$KHD1-Gens bei insgesamt 75
ARPKD-Patienten durchgefihrt und konnten bei 56 ieRggn beide Mutationen
identifizieren. Um einen Vergleich dieser Daten deh unsrigen zu ermdglichen, wurden nur

die Patienten berucksichtigt, bei denen beide Nurtah entdeckt werden konnten (Tab. 4-2).

Es fallt auf, dass obwohl der Anteil an entdecki#issense-Mutationen bei den moderat
betroffenen Patienten in beiden Arbeiten vergleachboch ist (80% vs. 77%), der Anteil
jedoch der trunkierenden Mutationen in der Patmgeppe mit schwerem Phéanotyp bei
Sharp et al. deutlich niedriger liegt (44% vs. 59%ine mdgliche Erklarung fur diesen
Unterschied stellt die Tatsache dar, dass es &®chi3% der von Sharp et al. identifizierten
Mutationen in dieser Gruppe um Splice-site-Mutagiorhandelt. Diese kénnten sowohl zu
einem vorzeitigen Kettenabbruch mit kompletten Rigmsverlust des Protein fihren, als
auch zu einem hypomorphen Allel, wenn nur eine &ege Anzahl von Aminosauren

entfernt werden.

Mutationstyp: Allelanzahl und prozentualer Anteil

Phéanotyp: trunkierende Mutationen  Splice-site Mutationen Missense- Mutationen
Sharp et al. 2005/ Sharp et al. 2005/ Sharp et al. 2005/
Bergmann et al. 2003 Bergmann et al. 2003 Bergmann et al.2003
schwer betroffen 32 (44%) 11 (15%) 29 (40%)
35 (60%) 0 (0%) 23 (40%)
moderat betroffen 6 (15%) 2 (5%) 30 (80%)
3 (30%) 0 (0%) 3 (70%)

Tab. 4-2: Vergleich der Ergebnisse der nachgewaserMutationstypen in den
unterschiedlichen Phanotypgruppen zwischen Shagph. ¢2005) und Bergmann
et al. (2003).
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Bei 8 Familien in dieser Arbeit liegt eine phanasghe Variabilitat zwischen den
Geschwistern (sowohl schwer, als auch moderat fiet® Patienten) vor. Diese
intrafamiliare Variabilitéat der Klinik wird bei c&20% von ARPKD-Familien beschrieben (7,
9) und stellt einen wichtigen Faktor dar, der diégiithe Vorhersagbarkeit des klinischen
Bildes bei Mutationstragern begrenzt. Die intrafi@ne Diskordanz des klinischen Verlaufes
kénnte durch Unterschiede in der nachgeburtlichetensivmedizinischen Versorgung
begriindet werden. Dies wirde am ehesten fir dieilleamzutreffen, bei denen das
erstgeborene Kind schwer betroffen war. Die darassltierende erhdhte Sensibilitdt sowohl
der Eltern als auch der betreuenden Arzte bezigliobr moglichen ARPKD-Erkrankung
konnte den moderateren klinischen Verlauf nachfodge Geschwister erklaren (Familien 1,
2, 105, 316). Die intrafamilidre klinische Variatiit bestimmter Patienten unserer Studie
unterstreicht die Tatsache, dass der Phanotyp mibdin auf Basis des Genotyps erklart
werden kann. Vielmehr héngt er auch von weiterenifizeerenden Einflissen wie andere
Gene, epigenetischen Faktoren und von Umweltasdd ab (14, 53, 12). Von den
epigenetischen Faktoren wird wahrscheinlich altierea Splicing als modifizierender Faktor

eine wichtige Rolle spielen (7).

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den meiséehgewiesenen Mutationen des
PKHD1-Gens um jeweils verschiedene familienspezifischeréadderungen (,private
mutations®) handelt (35, 50, 42, 12, 6, 5, 7), wathe Klassifikation der identifizierten
Missense-Mutationen nach Phanotyp erschwert. Dsgepragte allelische Heterogenitat des
PKHD1-Gens und die hohe Rate an heterozygot vorliegeMdganderungen {anhand der
Ergebnisse dieser Arbeit und zusammen mit den Brgedn weiterer durchgefihrter
Mutationsanalysen in den Exonen 2-25 und 53-67 diBann et al., 2003) konnten bei 40
Familien beide Mutationen identifiziert werden, # davon (50%) handelt es sich um
Heterozygote} stellen eine grosse Herausforderwanglzeim Versuch, zuverlassige Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen zu etablieren. Weitere Matsdanalysen mit  grossen
Patientenkollektiven werden noétig sein, um Genauéber mogliche Korrelationen aussagen

zu kdénnen.
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4.3 Bedeutung der direkten Mutationsanalyse in der Praataldiagnostik von ARPKD

Aufgrund der héufig infausten Prognose und des einiifodes ist die ARPKD eine

Erbkrankheit mit grosser Nachfrage nach einer mo&genetischen Pranatal-Diagnostik.
Die Kartierung des Genlokus fiur ARPKD auf Chromosérm der Region 6p21-cen durch

Zerres et al. im Jahre 1994 ermoglichte eine friihd verlassliche Pranataldiagnostik in
Form der indirekten Genotypdiagnostik (Haplotypexigse). Nachfolgende Voraussetzungen
sollten bei Anwendung der molekulargenetischen &eddiagnostik bei der ARPKD bedacht
werden (54):

Zweifelsfreie Diagnose bei Indexpatienten untarsénluss der Sonographie von

Nieren und Leber.

» Ein unauffalliges Ergebnis der renalen Ultraschusuchung bei den Eltern des

betroffenen Kindes ist fur die Pranataldiagnostikhdingbar.

* Blutproben (DNA) der Eltern und des betroffenen déa sowie evtl. weiterer
Geschwister werden benétigt. Sollte das betrofféimed zum Zeitpunkt der
Untersuchung bereits verstorben sein, kann mogltiese DNA aus evtl.
vorhandenem Gewebe (Paraffinblock bzw. histologiacPraparaten) extrahiert

werden (nicht immer maoglich!).

» Die Voruntersuchungen sollten mdglichst vor Eibtginer Schwangerschaft

abgeschlossen sein.

* Obwohl es bisher keine Hinweise flr genetische tdgenie gibt, kann aufgrund
der begrenzten Erfahrung diese Moglichkeit bisheschn nicht sicher
ausgeschlossen werden. Ein mogliches Risiko futeneeiGenorte typischer Falle
betragt jedoch sicherlich deutlich weniger als 5%.

Voraussetzung fur die pranatale DNA-Diagnostik ésttsprechend der Richtlinien des

Berufsverbands Medizinische Genetik e.V. eine hugeartische Beratung.

Bis heute war die Haplotyp-basierte Pranataldiagkae®n ARPKD von der Informativitat

der Mikrosatelliten-Marker und fehlender intragaaier Rekombination abhangig. Aufgrund
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der normalerweise kleinen Familiengrosse v.a. naiddsetroffener Patienten, ohne
pathoanatomischen ARPKD-Nachweis, war die diagedsé Sicherheit jedoch in

Einzelfallen eingeschrankt.

Die Identifizierung vonPKHDL1 als verantwortliches Gen fir ARPKD erlaubt nuneein
direkte Mutationsanalyse auch bei Patienten, deekisinen, nicht-blutsverwandten Familien
mit nur einem betroffenen Kind stammen.Bei Familrait diagnostischen Unsicherheiten
sowie in Familien ohne histologischer Diagnosesichg des Indexpatienten sollte vor dem
Angebot einer Pranataldiagnostik eine Mutationsam®aldesPKHD1-Gens durchgefiihrt

werden.

Allerdings weist diePKHDI1-Mutationsanalyse besondere Schwierigkeiten auferseits
wegen der enormen Gengrésse, andererseits wegelipleruSpleiss-Varianten und der
ausgepragten allelischen Heterogenitdt. Da es $ieh ~ 50% der identifizierten
Veranderungen um Missense-Mutationen handelt, aggfordie Differenzierung zwischen
pathogenen Nukleotid-Austauschen und einer sigmtén Anzahl von Aminosaure-
austauschenden Polymorphismen, welche harmloseeSeearianten darstellen, besondere
Aufmerksamkeit. Die Einrichtung einer Datenbank lhgkanntePKHD1-Mutationen (URL:

http://www.humgen.rwth-aachen)esoll die Gefahr minimieren, Polymorphismen als

krankheitsassoziierte Mutationen zu missinterpreti€58, 4).

Aus den oben genannten Herausforderungen und Eédaimgen beim PKHDI-
Mutationsscreening geht hervor, dass der Einsatalidekten PKHD1-Mutationsanalyse in

der Pranataldiagnostik eine strenge Indikationlsstglerfordert (58):
« Familien, bei denen keine DNA des Indexpatiente\Vanfiigung steht,
» Patienten mit diagnostischen Zweifeln,
« Patienten ohne histopathologischer Bestatigundpaegnose (mind. Leberbiopsie),

e Mangelnde Informativitat

Die Haplotypen-Analyse mit Mikrosatelliten-Markeumd intragenischen Polymorphismen

wird foglich bei Familien mit gesicherter ARPKD-Djiaose weiterhin nutzlich sein. Bei


http://www.humgen.rwth-aachen.de/
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Familien jedoch mit diagnostischen Herausforderangbe die Voraussetzungen fir eine
Haplotypenanalyse nicht erfillen, wird eine direltealyse die einzige Mdglichkeit sein,
eine molekulargenetische Diagnose zu etablieren.
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5 Zusammenfassung

Die autosomal rezessive polyzystische Nierenerkmgk(ARPKD) ist eine meist schwer
verlaufende hereditare Nephropathie des Kindesaltederen Haufigkeit in der

Gesamtbevolkerung ca. 1: 20,000 betréagt.

Der Genort fur ARPKD RKHD1-Genlokus) konnte im Jahre 1994 auf Chromosom é&em
Region 6p21-cen kartiert werden. 2002 gelang es mwabhangigen Forschergruppen die
Identifizierung de$?KHD1-Gens.

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels SSCP-Amsal die Exone 26-52 des langsten
kontinuierlichen offenen Leserahmens dRsHD1-Gens auf Mutationen bei 90 betroffenen
Familien (148 betroffene Kinder) untersucht.

Von 11 verschiedenen, als pathogen einzustufendetatdnen, die nachgwiesen werden
konnten, waren 9 Veranderungen in der Literatuozunicht beschrieben; darunter befinden

sich 2 Deletions- / Insertions-Mutationen und 7 déisse-Mutationen.

Weiterhin konnten 18 verschiedene Polymorphismemgewiesen werden, von denen 14 in

der Literatur zuvor nicht beschrieben waren.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit und zusammen den Ergebnissen weiterer
durchgefuhrter Mutationsanalysen in den Exonen 2#2% 53-67 (Bergmann et al., 2003)
konnte eine Mutationsdetektionsrate von 61% erteidrden (2 Mutationen konnten bei 40
Familien (45%), 1 Mutation bei 30 Familien (33%)dukeine Mutation bei 20 Familien
(22%) identifiziert werden).

Ein wichtiger dieser Detektionsrate beeinflussendeaktor liegt in der fir das
Mutationsscreening angewandten Methode (SSCP-Aaalyis 4 Laufbedingungen), womit
keine Deletionen gesamter Exone oder grosse geobeni¥mbauten erfasst werden.
Bergmann et al. gelang 2005 die Identifizierungr8sger Deletionen mittels DHPLC und
RT-PCR bei 3 verschiedenen Patienten (3). Aussestémmint der Einsatz von zwei kirzlich
beschriebenen Techniken (MAPH und MLPA) bei der eRi#dn solcher mittelgrosser

Umbauten vielversprechend zu sein.
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Die Analyse mdoglicher Genotyp-Phanotyp-Korrelationeeigt, dass Missense-Mutationen
signifikant h&ufiger mit einer moderateren Klinikrv ARPKD assoziiert sind, wéhrend zu
einem Kettenabbruch fuhrende Mutationen eher beiefan mit schwerem Kklinischen

Verlauf auftreten.

Ferner ist nach den Analyseergebnissen das Voriegsm zu Kettenabbruch fuhrenden
Mutationen auf beiden Allelen immer mit dem perRgonatalem Versterben des Patienten
verbunden, wahrend fir das Uberleben dieser Knitisc Zeitperiode das Vorliegen

mindestens einer Missense-Mutation notwendig ist.

Die Identifizierung von PKHD1 als verantwortliches Gen fiur ARPKD erlaubt eine
molekulargenetische Pranataldiagnostik in Form dieekten Mutationsanalyse auch bei
Familien, welche die Voraussetzungen fur eine Hgpknanalyse nicht erfullen. Allerdings
erfordert der Einsatz der direktetARKHD1-Mutationsanalyse in der Pranataldiagnostik
aufgrund der enormen Gengrdsse und der daraugieesatlen Schwierigkeiten eine strenge
Indikationsstellung.
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Tab. 8-1: ARPKD-Patienten/Familien mit schwerer pudgjung des Phanotyps
Familie Herkunft Genotyp Patient Ge- Alter bei letzter | Zusétzliche Befunde
Untersuchung/ Tod
schlecht
90 Frankreich | Ex36: L1966fsX1969 (M) 90.1 F tiM SC 0.5, HTN, vergroRerte Leber, pert
HTN, Leberversagen wg. ascen
Ex39: L2134P (P) Cholangitis, PM
{Ex58: 13081V (P)}
91 Frankreich | Ex36: L1966fsX1969 (P) 911 M T perinatal RD, PM
91.2 F t CVS/TOP
95 (C) Tarkei Ex16: R496P (P) 95.1 M T perinatal RD
Ex16: R496P (M) 95.2 F T perinatal RD
95.3 F T perinatal RD, PM
95.4 M T CVS/TOP PM
95.5 F t CVS/TOP
108 Finnland Ex16: R496X (P) 108.1 F T perinatal RD, PM
Ex61: V3471G (M) 108.2 M t US/ITOP OH, PSP 22 (GW), PM
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111 Deutschland| Ex3: T36M (M) 1111 T perinatal RD, PM
Ex27: M997K (P) 111.2 T perinatal RD, PM
118 Deutschland| Ex3: T36M (P) 118.1 T perinatal OH, vergroRerte Nieren, PSP G32),
RD, PM
Ex3: F42fsX63 (M)
126 Italien 126.1 T perinatal OH, vergroRerteerdn, PSP (32 GW
RD, PM
133 Finnland Ex16: R496X (M) 133.1 T perinatal RD, PM
Ex61: V3471G (P) 133.2 T US/ITOP OH, vergroRBerte Nieren, PSP (22 GV
PM
PM
133.3 t CVS/TOP
165 Finnland Ex16: R496X (P) 165.1 T perinatal OH, RD, PM
Ex61: V3471G (M) 165.2 T CVS/TOP PM
165.3 t CVS/TOP
165.4 t CVS/TOP
182 Finnland Ex16: R496X (P) 182.1 T perinatal ,8B, PM
185 Deutschland 185.1 T perinatal OH, vergroRBerte Nieren, PSP (36 GV
RD, PM
OH, vergroRerte Nieren, PSP (28 GV
185.2 T perinatal RD, PM
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188 (C) Pakistan Ex9: G223S (P) 188.1 T perinatal OH, RD, PM
Ex9: G223S (M) 188.2 t perinatal RD
188.3 T perinatal RD
188.4 t perinatal RD
188.5 t perinatal RD
197 Deutschland| Ex3: T36M (P) 197.1 Tt 1 Woche OH, RD, HTN, PM
Ex61: L3413fsX3432 (M) 197.2 1t 1 Monat RD, SC 0.8, HTN, Anamie, Sepsis, PM
200 Danemark Ex7: T166fsX178 (M) 200.1 T perinatal RD, PM
200.2 T perinatal OH, vergroRerte Nieren (31 GW), RD
215 (C) Turkei Ex33: D1793fsX1802 (P) 215.1 T perinatal OH, vergroRerte Nieren (30 G\RD,
Ex33: D1793fsX1802(M) o
219 Finnland Ex16: R496X (P) 219.1 T perinatal OH, RD, PM
Ex52: D2761Y (M)
220 Albanien 220.1 T perinatal OH, vergroRBerte Nieren, PSP (31 GV
RD, PM
220.2 T US/ITOP
OH, vergroRerte Nieren, PSP (22 GW)
OH, vergroRerte Nieren, PSP (23 GV
220.3 T US/ITOP PM
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225 (C) Niederlande| Ex21: D703N (P) 225.1 T perinatal OH, vergro3erte Nieren, PSP (34 GW),
RD, PM
Ex21: D703N (M)
OH, vergroRerte Nieren, PSP (31 GW),
225.2 T perinatal RD, PM
225.3 t CVS/TOP
226 Deutschland 226.1 T perinatal OH, vergroRRerte Nieren, PSP (31 GV
RD, PM
PM
226.2 t CVS/TOP
228 Finnland Ex16: R496X (P) 228.1 T perinatal OH, RD, PM
Ex16: R496X (M) 228.2 t CVS/TOP PM
228.3 t CVS/TOP
229 Finnland Ex3: T36M (M) 229.1 T perinatal RD, PM
Ex57: 12957 (P)
251 (C) Turkei Ex14: P356fsX357 (P) 251.1 T perinatal OH, RD, PM
Ex14: P356fsX357 (M) 251.2 t US/TOP OH, vergroRRerte Nieren, PSP (29 GV
PM
254 UK Ex24: P805L (P) 254.1 1 perinatal OH, D]
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264 (C) Turkei Ex14: R328X (P) 264.1 t3w. OH, RD, HTN, ESRD, Sepsis, PM
Ex14: R328X (M)
282 Australien Ex3: T36M 282.1 T perinatal OH, RD, PM
282.2 t CVS/TOP PM
282.3 t CVS/TOP
290 (C) Tarkei Ex14: P356fsX357 (P) 290.1 T perinatal OH, vergroRRerte Nieren, PSP (34 GV
RD, PM
Ex14: P356fsX357 (M)
PM
290.2 t CVS/TOP
297 (C) Israel Ex61: R3482C (P) 297.1 t perinatal RD
/Arabien
Ex61: R3482C (M) 297.2 t perinatal OH (28 GW), RD, PM
297.3 t CVS/TOP
330 (C) Finnland Ex16: R496X (P) 330.1 T perinatal OH (32 GW), RD, PM
Ex16: R496X (M)
333 Finnland Ex16: R496X (M) 333.1 t perinatal @RD, PM
337 UK Ex3: T36M 337.1 T perinatal RD, PM

~
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340 UK Ex11: S237fsX244 (P) 340.1 1 perinatal OH (30 GW), RD, PM
Ex36: L1966fsX1969(M)
353 USA Ex3: T36M (M) 353.1 1 perinatal OH (34 GW), RD, PM
Ex16: G470fsX480 (P)
360 (C) Israel Ex61: R3482C (P) 360.1 t perinatal RD
/Arabien
Ex61: R3482C (M) 360.2 T perinatal RD
360.3 T perinatal RD, PM
384 Deutschland| Ex61: R3482C (P) 384.1 T pefinata OH, RD, PM
385 Finnland Ex16: R496X (P) 385.1 T perinatal RD, PM
Ex16: R496X (M)
413 (C) Inuit Ex32: G1320fsX1322 (P) 4131 T perinatal OH, vergroRerte Nieren, PSP G28),
(Kanada) RD, PM
Ex32: G1320fsX1322 (M)
427 UK Ex3: T36M (M) 427.1 T3W. OH, RD, HTN, Anurie, SC 5.2
Ex61: L3494fsX3528 (P) (3. Woche), PM
440 (C) Turkei Ex62: 13658fsX3664 (P) 440.1 1 perinatal OH (33 GW), RD, PM
Ex62: 13658fsX3664 (M)
441 Deutschland 441.1 T perinatal OH (33 GW), RD, PM
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451 Finnland Ex16: R496X (P) 451.1 t2w. RD, HTN, SC 4.6 (2. Woche)
Ex16: R496X (M)
452 Deutschland| Ex3: T36M 452.1 T perinatal RD, PM
452.2 T US/ITOP OH, vergroRBerte Nieren, PSP (22 GV
PM
470 (C) Syrien Ex58: R3107X (P) 470.1 T perinatal OH, vergroRRerte Nieren, PSP @A),
RD, PM
Ex58: R3107X (M)
483 Finnland Ex16: R496X (P) 483.1 T perinatal OH (20 GW), RD, PM
Ex16: R496X (M)
494 Finnland Ex16: R496X (P) 494.1 T perinatal @ GW), RD, PM
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Tab. 8-2: ARPKD-Patienten/Familien mit intrafamigé Variabilitat des Phanotyps
Familie | Herkunft Genotyp Patient Geschlecht Alter bei letzter | Nieren- Leber- Art. Zusatzliche
Untersuchung/ | beteiligung beteiligung Hyper- Befunde
Tod tension
1 Finnland Ex3: T36M (P) 1.1 F t1M. RD,PM
Ex61: V3471G (M) 21 M 15J. SC 0.6, Cl-Krea] Bx CHF (2J.) Ja(2J) | RD (erste 4
61 (5 J.), SC 2.2 Tage)
(153.)
2 Finnland Ex3: T36M (P) 2.1 F t perinatal RD, PM
Ex3: T36M (M) 21 F 5J. SC 3.0 (3 J.)/| Echogenitat Ja(2J) | RD, Anamie,
Nierenversagen Wachstums-
5J) (53) retardierung
3 Finnland IVS13-1G>A (P) 3.1 F 18 J. SC 0.4, Cl-Kreal Bx CHF (2 J.) Ja(5J)
131 (2 J.), SC 2.9
Ex43: 12331K (M) (183)
Nierenversagen
(1 Monat)
3.2 M t1M. Ja RD, PM
(Geburt)
59 Tirkei Ex58: R3107X (P) 59.1 M t1J. SC 1.6, Cl-Krea Echogenitat Ja OH, Anédmie
15 (neonatal), SC (Geburt)
Ex59: D3293V (M) 2.9 (10 Monate) | (4 M.)
59.2 M t perinatal SC 0.8 (Geburt) OH,
vergrol3erte
Nieren, PSP
(28 GW), RD,

PM
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59.3 t2J. SC 21 (1 J.)| Echogenitat
Nierenversagen
(23) 13) Ja
(Geburt)
105 Italien Ex9: 1222V (M) 105.1 T perinatal RD, PM
Ex58: R3240X (P) 105.2 T perinatal RD, PM
105.3 7. SC 0.3 (1 J.), SG US normal (7 J.)| Ja(1J.)
0.7 (7J.)
127 UK Ex3: T36M 127.1 6J. Nierenversagen | VergréRerung Ja
(2 J.), Nieren- (Geburt)
transplantation (2
J.),SC0.9(6J.)
127.2 T perinatal RD, PM
151 Deutschland Ex21: W656C (M) 151.1 6J. SC 0.6, Cl-Krea Ja OH
27 (1 J), sC 1. (Geburt)
Ex30: G1123S (P) (6J)
151.2 T perinatal OH, RD, PM
316 Deutschland Ex61: R3482C 316.1 T perinatal RD, PM
316.2 24 . Nierenversagen, | Bx CHF, Caroli-| Ja (2 J.) | Andmie, wartet

Nieren-
transplantation (9
J.), AbstoRRung
(112 J.), Nieren-
transplantation

(15J.), AbstofRung
(223)

Syndrom (23 J.)

auf kombinierte
Niern- Leber-
Transplantation
(24 3.
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Tab. 8-3: ARPKD-Patienten/Familien mit milder Auggung des Phénotyps
Familie | Herkunft Genotyp Patient | Geschlecht | Alter kei letzter | Nierenbeteiligung Leber- Art. Hyper- | Zuséatzliche
Untersuchung beteiligung tension Befunde
/Tod
9 Deutschland Ex3: T36M 9.1 F 18 J. SC 0.5 (12 J.), SC 0.f US normal (18 J.)| Nein (18 J.)
(18J.)
SC0.7(2J.),SC0.6 (B
9.2 M 8J. J) Echogenitat 1 | Nein (8 J.)
8J)
12 Deutschland | Ex3: T36M 12.1 F 33J. SC23(331) bx CHF (25 J.) Nein (33 J.)
12.2 F 31J. SC 0.6 (14 J.), SC 1.3US normal (14 J.)| Nein (31J.) | Intrakranielle
(18 J.), SC 1.6 (21 J.), Aneurysmen,
Nierenversagen komplikations
(28 J.), RTX (29 J) lose SS (31 J.
SC14 (31J)
27 Deutschland | Ex3: T36M 27.1 F 6J. SC 0.7 (1 J.), SC 35bx CHF (2 J.),] Nein (6J.)
(3 J.), Nierenversagen,vergréRert
Dialyse (4 J.) SC 4.4
(6J.)
27.2 F t3J. Caput
SC 22 (Geburt)| px CHF (1.5J.) medusae
Nierenversagen, Ja (Geburt) | (1.5J.), PM

Dialyse (1 J.), SC 5.2
(3J)
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32 Deutschland | Ex3: T36M 32.1 22 . SC 0.4 (3 J.), SC 4.4 Echogenitat 1, | Ja(3J.) Osophagusvar
(15 J.), Nierenversageh portaler HTN, izenblutung
(16 J.), RTX (18 J)| HSM (12 J), (16 J.)
Dialyse (22 J.) LTX (22 J.)
SC 0.5 (2 J.), SC 1.7 Echogenitat 1,
32.2 16 J. (6 J.), SC 5.2 (9 J.), HSM, portaler Ja (2 J_) Osophagusvar
Nierenversagen (10 J.),HTN (8 J.) izen (8 J.)
RTX (11 J.), SC 3.0
(16 J.)
41 Deutschland | Ex3: T36M (P) 41.1 12 J. SC 1.3, ®Frea 64| bX CHF (3 J.),| Ja(2J) Wachstums-
(6 J.), SC 1.7, Cl-Krea HSM, portaler retardierung,
45 (12 J.) HTN (11 J.) Enuresis,
Anémei,
Hyperpara-
thyreoidismus
43 Deutschland 43.1 13J. SC 0.8 (4 J.), SC 3|6)x CHF (8 J.) Ja(1J) Wachstums-
Cl-Krea 25 (13 J.) retardierung,
Enuresis,
Anamei,
Hyperpara-
thyreoidismus
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45 Deutschland 45.1 13J. SC14(1J.),SC O.7(L(‘Echogenitét t1Ja@d) Wachstums-
J.), SC 1.1, Cl-Krea 80 (1 J.), bx CHF retardierung
(133) (8 J), HSM,
portaler HTN
(133)
48 Belgien 48.1 26 J. Nierenversagen, HSM, Ja(3J) Thrombozyto-

Dialyse (15 J.), RTX| Echogenitat 1 penie (26 J.)

(19J.),SC25(26J.) | (26J)

Osophagus-
48.2 18 J. Nierenversagen, portaler HTN,| Ja (1J) varizenblu-

kombinierte Leber{ bx CHF (10 J.) tung (10 J.)

NierenTransplantation

(11J),SC2.7(18)

53 (C) Israel/Arabien 53.1 2. SC24(213) x ChiF (1J.) Ja(1J)
56 Finnland Ex16: R496X (P) 56.1 17 J. SC 65 (14 J)bx CHF (4 J.),| Ja(Geburt) Osophagus-

Nierentransplantation | HSM,  portaler varizenblu-

Ex61: V3471G (M) (173) HTN (14 J.) tung (14 J.)
57 Israel/Arabien| IVS16+1G>A 57.1 2. SC 0.9 bx CHF (2 J.) Ja (Geburt)
73 Deutschland 73.1 14 J. SC 0.6 (1 J.), SC |[1HSM, portaler| Ja (1 J.) Thrombozyto

Cl-Krea 53 (7 J.), SG@ HTN (8 J.), bx penie,

1.2, Cl-Krea 45 (14 J.)| CHF (11 J.) Osophagus-
varizenblu-
tung

77 Portugal Ex14: G369fsX412 (M 77.1 12 J. SC 1.4 (3 J.), Nierent bx CHF (1 J.),| Ja(1J) Wachstums-
versagen (7 J.), RTX portaler HTN retardierung,

(8J.),SC3.1(12J) | (2J) Osophagus-
varizen

77.2 CVS/TOP
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78 Italien 78.1 7. SC1.1(7J) Echogenitatt, | Ja (5J.) Osophagus-
HSM, portaler varizen (6 J.)
HTN (7 J.)
80 Deutschland | Ex27: A1030E (P) 80.1 8J. SC 0.3, Cl-Krea 11J0HSM, Ja(1J) Wachstums-
(2J),8C1.2(81J) Echogenitat 1, retardierung
Ex58: L3166fsX3161 dilatierte
(M) Gallengange
8J.)
81 Schweden 811 9J. Nierenversagen, RTvergrofiert, bx Ja (3J.) Osophagus-
(4J.),SC0.8(9J) CHF (3 J), varizen (7 J.)
portaler HTN
6J)
84 Italien 84.1 11J. SC35(11J) US normal.) | Ja(3J.)
88 Brasilien 88.1 11 3. SC 25 (3 J.vergroBert (3 J.)| Ja (Geburt)
Nierenversagen (10 J.),Echogenitét 1
RTX (11 J)) portaler HTN
(11J)
96 Frankreich 96.1 8J. SC12(8J) vergrofert, Ja(1J)
Echogenitat 1
8J.)
vergrofert,
Echogenitat 1
96.2 3J. SC0.7 (3J)) (3J) Ja (Geburt)
97 Schweden 97.1 10J. Nierenversag®TX | bx CHF (4 J),| Ja (Geburt), Osophagus-
(5J.),SC2.1(10J) HSM, portaler| normal seit| varizen (8 J.)
HTN (7 J.) RTX
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101 Deutschland 101.1 20J. Nierenversagen, Echogenitat 1, | Ja(3J.) Osophgus-
Dialyse (16 J.),| HSM, portaler varizenblu-
kombinierte Leber{ HTN (5 J.), bx tung (6 J),
Nieren-Transplantation CHF (16 J.) Panzytopenie
(18J) a7J)
106 Deutschland | Ex32: P1486L (M) 106.1 11J. SC 1.8 (1 J.), SC 3.] portaler HTN| Ja(1J) Osophagus-
(4 J.), Nierenversagen (10 J.) varizen
(7 J), RTX (8 J), (10 J),
AbstoRung (10 J.) kombinierte
Leber-Nieren-
Transplantat-
ion  geplant
(113)
113 Finnland Ex16: R496X (P) 113.1 5J. SC 0.4, CIKrea 110| US normal Ja(5J)
(53J)
Ex43: 12331K (M)
SC0.5(4J)
113.2 4. Echogenitdt 1 | Nein (4 J.)
(4J)
124 Schweiz 124.1 13J. SC 0.4 (2 J.), SC 04 USnormal (13J.)] Ja(1J)
(133)
135 Venezuela 135.1 14 J. SC0.9(14J) Nein
135.2 11J. SCO0.6 (11J) Nein
135.3 8J. SCO0.7(8J) vergrof3ert, Nein Osophagus-
portaler HTN, bx varizen (8 J.)
CHF (6 J.)
163 Deutschland Ex3: T36M 163.1 7. SC 0.7,K@a 31| US normal (1 J.)| Ja (Geburt) Hyperpara-

(1 M), SC03(1J)
SC 0.7 (3 J.), SC 1.2
Cl-Krea 43 (7 J.)

HSM,

, Echogenitat 1,
erweiterte Gallen-
gange (7 J.)

thyreoidismus
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195 Deutschland Ex3: T36M 195.1 14 J. SC 0.6))4 US normal (14 J.) Nein (14 J.)

231 Slowenien Ex3: T36M 231.1 21J. Nierenversagen, HSM (2 J),|Ja(2J) Osophagus-

Dialyse (14 J.), SC 8.4 Echogenitat 1, varizen,
(213) portaler HTN Thrombozyto-
123) penie (12 J.)
HSM (1 J),
2312 181. SC3.3(18J) Echogenitat 1, | 33 (3J.)
portaler HTN
(10J.)
260 (C) | Turkei Ex16: 1473S (P) 260.1 1J. SC05(1J) US normal Ja (Gebur})
Ex16: 1473S (M)
270 (C) | Turkei Ex37:1998T (P) 270.1 2. SC 0.4 (1 M.), Cl-KreaUS normal| Ja (Geburt) OH (31 GW
64 (4M.),SC0.5(2J.) (4 M.), RD, Anamie
Ex37: 1998T (M) Echogenitat 1
23)
277 Tsechische | Ex3: T36M (M) 277.1 4. SC 1.2 (2 M.), SC 0.81SM, Ja(2M) Anamie
Republik (3 J.), SC 1.0, Cl-Krea Echogenitat 1
38(4J) (2M)

299 Finnland Ex16: R496X (P) 299.1 t2J. SC®D.J.) US normal Ja (Geburt) OH, Tq
aufgrund von
angeborenem
Herzfehler

324 Deutschland Ex3: T36M 324.1 3J. SC 1.0,Keda 43| Echogenitét 1 | Ja (6 M.) Anamie

(1 J.), SC 1.3, Cl-Krea (1 J.) (6 M.)
38(3J))

357 Deutschland Ex3: T36M 357.1 4. SC 0.5 (5 M.), SC 1.4 MRT: CHF, | Ja (Geburt) Anamie

43J) Aszites,
erweiterte Gallen-
gange (5M.)
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408 Italien 408.1 1J. SC0.8(1J) vergrof3ert, Ja (Geburt)
Echogenitat 1,
y-GT T
erweiterte Gallen-
gange (1J.)
457 Griechenland| Ex3: T36M (M) 457.1 4. SC05(1J.),1.7¢4J. US normal Ja (Geburt OH,
vergrof3erte
Nieren, PSP
(28 GW)
OH,
457.2 US/TOP vergroerte
Nieren, PSP
(19 GW), PM
483 Deutschland Ex3: T36M 483.1 1J. SC0.3)(1 J. Echogenitdt 1 | Ja (Geburt)
1J)
485 Deutschland Ex3: T36M 485.1 4. SC 0.5K@h 105| bx CHF, | Ja(1J) Thrombozyto

(4J.)

erweiterte Gallen-
gange (3J.)

penie, Anamie
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Legende fir die Tabellen 8.1 - 8.3:

(C) = bekannte Kosanguinitat
(P) = véterliches betroffenes Allel
(M) = mtterliches betroffenes Allel
CVS/TOP = Préanataldiagnostik durch Chorionzottepsie (CVS) mit darauf folgender Haplotypenanalysé anschliessendem
Schwangerschaftsabbruch
US/TOP = durch sonographische Befunde gestelltedatht auf das Vorliegen von ARPKD und anschliedeen
Schwangerschaftsabbruch

T = verstorben

W. = Wochen
M. = Monate
J. = Jahre

SC = Serum-Kreatini (mg/dl)

Cl-Krea = Kreatinin-Clearance (ml/min/1.73m?2)
RTX = Nierentransplantation

US = Ultraschall

MRT = Magnetresonanzsonographie

bx = Leberbiopsie
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CHF = kongenitale hepatische Fibrose

Portalaler HTN = portaler Hypertonus

HSM = Hepatosplenomegalie

LTX = Lebertransplantation

HTN = arterieller Hypertonus

OH = Oligohydramnion

PSP = ,pepper and salt pattern*: charakteristis&efund in der pranatalen Ultraschalluntersuchung
GW = Gestationswoche

RD = respiratorische Stérung

PM = post mortem mit charakteristischen fir ARPKypjischen Befunden in Nieren und Leber
F = weiblich

M = mannlich

Die in dieser Arbeit in den Exonen 26 bis 52 desg#fen kontinuierlichen offenen Leserahmens (OR&9 RKHDI1-Gens
identifizierten Mutationen sind durch Fettschriirhorgehoben. Zur vollstdndigen Darstellung dereBrgsse der Mutationsanalyse
fur das gesamtKHD1-Genwurden die in den Exonen 2 bis 25 und 53 bis 6demiten Verdnderungen, die nicht Gegenstand
dieser Arbeit sind, freundlicherweise von Frau Be&gdlacek und Frau Patricia Puglia zur Verfugusgegie
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Fragment | Forward — Primer (5°3") Reverse — Primer (55 3") Annealing
Temperatur
(°C)
Exon 26 TGGAAAAGAAATTTTGCCTCA GGCCTCTAACAAAATCACTGC 58
Exon 27 GGGCAGAGAAGGAACATTTG GAACACTAGCTTCAGAGGCTCA | 55
Exon 28 TTGTCTGCCTGTATGGTTGG CAGTGGTCACTCACCCAGAG 06
Exon 29 TGGAGTTCTCTTCCCTTAAGTCAG| TGCCCTTTTTATAGGAGATG 61
Exon 30 CCCCACATGTCAGAGGCTAT AGCTGAATGCTAGACCATCAAA | 60
Exon 31 GACAGTTTGCTCTTCTCCTCAAA | TCTCTCTGACCTCACTGGC 60
Exon 32.1 | CCACAGGTGCTATGAATTC AGGGTTTCACACCAGATG 60
Exon 32.2 | TGTGACATTGTGAACTTAACGG GTGACTACTGGTGTTGGT 60
Exon 32.3 | AAGGCTTCACTTTCATGTATGAA | CGTACTTGGAGAGGATBATG 60
Exon 32.4 | TGGATGCTCCATCCCTCTTCA CCTCACAGTAAGTATGGTC 60
Exon 32.5| ATCTTCCCATCGCAGGGTTCG ATGACAGGACTTGCCTCTT 60
Exon 32.6 | AGTCCTGGTCAATGGGCTAA TGACAGGTAGTGGGGTCCTG 60
Exon 32.7 | CTTCCTTGCAATGTAAACTTTT GCTTCCACCATGTAAGQE 57
Exon 32.8 | GCCCCAAGTGTTTCATTAT GATACCAAAGTCCATCTACCT 55
Exon 32.9 | ACAGGGAATGGCTCTGTTG CCACACAGGGTGACATTC 55
Exon AGGAGCTGCAAACATTGA GTGTGCTGTCTTATTTGC 50
32.10
Exon 33 AAGGGAGATTTGCCTGTATGA GAATTAACCAAAGAATATCATIT | 59
CCA
Exon 34 GGTCAAAGGAGGACACAGGA TCCACCCAGCCTACACTCTC 06
Exon 35 AGCTAATGGCTTGCAATGAT TCGCTGCCATTTGGACTAA 59
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Exon 36 CCAACCCAGCTCTCTGTTTT CAGAAAGTTTCCCTCCTCCA 06
Exon 37 CAAAACGGTGAGCCTTATCC TTTCCACTGCTAGACACAGCT 60
Exon 38 AAATTATCTGGACAACTTTTCCTC| AGACCCCAATACAAATGTCCA 59
Exon 39 TTTGGAGTGATGTCCTCAGTTCT GCAATGCCATCTATCATGBAC 60
Exon 40 CATAGCTTTAGGTTCTCTGGACTT| TGCCTTAAACATGGGAGAA 60
Exon 41 CAACAGAATCTCAGGAGCCA TTGGGGAGAATTCATTGTGA ®
Exon 42 TGCAGCATCTCTTGTTTTCC ATTTTGCCATCAGGCTTGTC 06
Exon 43 TCAAGGGTGTTGAGTTGAGTACA | TTGAGAAAGAACTTTATGCCTC 60
Exon 44 GCAACCTTATCATACATGGGG TGTGAAATCATAAGACAGCCAA | 60
Exon 45 TTGGCTTAATTTCATTCTGTTTCA | TGTGAGAAAACAAGTGAGGTTT | 60
TAAT
Exon 46 AACCAAGCCTCAGACCTTTG GGCCCAGCACATGTAATTTTGT | 60
Exon 47 TCCAGTTTTCTTATTTTGCTTTCA | TGGGCCTTATTTATCATGGTTC 60
Exon 48 TTGCTATTTGTGCCATTGTG ATGCCCATCGGCAAGCTA 60
Exon 49 TTGGATTCAGAATGAGCAAAT TGAGAATGCAGCATACCAACT 60
Exon 50 TGATGGGGTTCCTTACTAAATGA | TGGTGATTTCTGACTATGGECTC 60
Exon 51 TTTTCTCACGTGTGACTGTCTTT AGGACTGATACCTGCCTAT 60
Exon 52 GAATTTGGAAGTTATCACAATGG | GGGTTCAGCCTGTCTGTGAT 57
A

Tab. 8-4: Zur PCR verwendete Primerpaare und démmealing-Temperaturen fur die

Exone 26 - 52 deBKHD1-Gens
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Personliche Daten

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Staatsangehdrigkeit:

Familienstand:
Familie:

Schulbildung

Pegiazoglou
loannis
23.04.1980
Thessaloniki/GR
Griechisch
ledig
Thomas und Aregiazoglou,
Schwesteari

1986-1992 Grundschule 94 Thessaloniki
1992-1998 Gymnasium Deutsche Schule Thessaloniki

06/1998: Abschluss AllgemeinecHschulreife,
Griechisches Apolytirion und Dszhes Abitur

Schulbegleitende Téatigkeiten

Teilnahme an Schileraustauschprogrammen

09/1995 Thessaloniki/Griechenland — Kiel/Deutaaohl

Studium

10/1998-05/2005

Humanmedi8tidium an der RWTH Aachen, Deutschland

09/2000: Arztliche Vorpriifung

08/2001: Erster Abschnitt der Arztlicheriifang
03/2004: Zweiter Abschnitt der ArztlichBnifung
05/2005: Dritter Abschnitt der Arztlicheniifung
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Praktisches Jahr

04/2004 - 08/2004
08/2004 - 11/2004

11/2004 - 03/2005

Famulaturen

Padiatrie am Universkétigkum Aachen
Chirurgie am Kantonss$pitanterthur /CH

Innere Medizin am Uniité@tsklinikum Aachen

03/2001
03/2001
08/2002
02/2003
03/2001

Innere Medizin {pNmlogie, Universitatsklinikum Aachen
Humangenetik, Wmsitatsklinikum Aachen

Gynékologie und (ekhilfe, arztliche Praxis Athen
Padiatrie, Univertsklinikum Aachen

Andasthesie, Luismspital Aachen

Studiumbegleitende Tatigkeiten

07/2001

10/2002 - 03/2003
04/2003 - 09/2003
05/2004
06/2004 - 07/2004
09/2004

03/2005

04/2005

Beruflicher Werdegang

Laborpraktikum ,Mkulargenetische Diagnostik®,
Universitéditaikum Aachen

Chirurgischer Basic ISRidurse am Universitatsklinikum Aachen
Chirurgischer Advanceil-£ourse am Universitatsklinikum Aachen
Teilnahme am ,dgoAr-Krankenhaus* Aachen

Sonographie Kurs am esivatsklinikum Aachen

Ultraschall-Fadbngskurs ,Sonographisch diagnostizierte fetale
Nierenpathologie in der Schgerschaft"

Fortbildung Fraheilkunde ,Endometriose-zwischen ,State of the' Art
und Grundlagenforschung*

Fortbildung Fraheilkunde ,I. Aachen Update Gynakologische
Onkologie-Zervixkarzinom*

Seit 03/2006

Assistenzarzt in@birurgischen Universitats-Kinderlinik und
Poliklindes Inselspitals Bern, Schweiz

Bern, 01. September 2006



