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Verzeichnis der Abklirzungen

CAVD: congenital absence of the vas deferens

CBAVD: congenital bilateral absence of the vas deferens
CUAVD: congenital unilateral absence of the vas deferens
CF: cystic fibrosis

CFTR: cystic- fibrosis- transmembrane- regulator

ICSI: intracytoplasmatische Spermieninjektion

MESA: mikrochirurgische epididymale Spermienaspiration
TESE:  testikuldre Spermienextraktion



1. Einleitung

1.1 Entdeckung und Identifizierung des CFTR- Gens

1953 wurden wéahrend einer Hitzewelle in New York zum ersten Mal stark erhdhte
Elektrolyt- Werte des SchweiBes (Natrium und Chlorid) bei Mukoviszidose- Patienten
festgestellt (di Sant’Agnese et al., 1953). Dieser schon friih vermutete Zusammenhang
zwischen der veranderten lonenzusammensetzung und der Mukoviszidose setzte den
Grundstein fur die Erforschung der Ursache einer der weltweit haufigsten
Erbkrankheiten. Anfang der 80-er Jahre wurden Stérungen im Natrium- und Chlorid-
Transport respiratorischer Epithelzellen (Knowles et al., 1981; 1983) und ekkriner
SchweiBdrisen (Quinton, 1983) von CF-Patienten nachgewiesen. Widdicombe
entdeckte 1985 einen cAMP-abhangigen transepithelialen Chloridionenflu3 in normalen,
nicht aber in Epithelzellen von Mukoviszidose- Erkrankten (Widdicombe et al., 1985).
Der Verdacht, es handle sich um eine lonenkanalerkrankung, war also naheliegend
(Frizzell, 1987).

Der nachste Schritt auf der Suche nach dem zugrundeliegenden Gendefekt bestand nun
darin, mittels der Methode des positionalen Klonierens das Gen zu lokalisieren und
identifizieren. Bei diesem Verfahren wird ein Gen kloniert, von dem nur die Zuordnung
zu einer chromosomalen Teilregion bekannt ist, was friher auch als ,reverse Genetik"
bezeichnet wurde. Durch gezielte Familienuntersuchungen und Kopplungsanalysen mit
Restriktionsfragmentlangen- Polymorphismus- (RFLP-) Sonden wurde zunéchst der
Genort auf einen Bereich (7931) des langen Arms von Chromosom 7 eingegrenzt
(Knowlton et al., 1985; Tsui et al., 1985; Wainwright et al., 1985; White et al., 1985).

Abbildung 1: Schema des positionalen Klonierens des CFTR- Gens
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Trotz einer intensiven weltweiten Suche gelang es lange Zeit nicht, CF- Patienten mit
Bruchstellen einer Translokation, Inversion oder Deletion in der 7q31- q32 Region zu
finden. Auch Mikrodeletionen konnten nirgendwo ausfindig gemacht werden- die
Identifizierung des CFTR-Gens erwies sich mehr und mehr als ein mihsames
Unterfangen: Erst nach einer aufwendigen genetischen Kartierung und einer
umfassenden molekularen Charakterisierung der Kandidatenregion lieB sich das Gen
isolieren. Ein groBer Teil der Bemuhungen galt dabei der Durchsuchung von
genomischen DNA- Banken und der Durchfiihrung einer Chromosomenwanderung
(chromosome walking). Als effizientes Klonierungssystem auf Zellbasis erwiesen sich
Lambda- Bakteriophagen und Cosmide, die als Vektoren fungieren, um mittellange
(etwa 10 bis 40 kb) DNA- Fragmente zu klonieren. Mit Hilfe des sogenannten
Chromosomenspringens (chromosome jumping) konnte die Suche beschleunigt werden,
da man hierdurch zu neuen Startpunkten fur anschlieBende Chromosomenwanderungen
innerhalb der Kandidatenregion gelangte, bis schlieBlich der GroBteil der Region 31- 32
auf dem langen Arm von Chromosom 7 erfasst war. Durch Expressionsstudien der
dadurch erhaltenen genomischen Fragmente in den betroffenen Geweben sowie durch
die Analyse entsprechender cDNA- Banken gelang es schlieBlich, das CFTR- Gen zu
identifizieren (Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989; Kerem et al., 1989).

Letztlich stitzte auch der Nachweis einer Deletion von drei Basenpaaren im Exon 10
dieses Gens bei der Mehrheit der Mukoviszidose - Patienten (Kerem et al., 1989) und




das gehaufte familiare Auftreten dieser als dF508 bezeichneten Mutation bei den
Betroffenen die Vermutung, es handle sich bei dem identifizierten Gen um das an der
Entstehung der Mukoviszidose maBgeblich beteiligte.

1.2 Struktur und Expression des CFTR- Gens

Das CFTR- Gen weist eine Lange von 250kb auf Chromosom 7g31 auf, es ist unterteilt
in 27 Exons (38- 724 kb) und wird von Intronabschnitten unterschiedlichster Lange (1- 40
kb) unterbrochen (Zielenski et al., 1991). Die 27 Exons waren ursprunglich mit den
Bezeichnungen 1 bis 24 versehen, im nachhinein wurde aber festgestellt, dass die
Exons 6, 14 und 17 nochmals durch Intronsequenzen unterteilt sind.

Die Expression des Gens erfolgt unter einer komplexen zelluldren Kontrolle, wobei die
héchsten Mengen an CFTR- mRNA in Pankreas, Darm, Leber, Niere, SchweiBdrisen
und Reproduktionsorganen festgestellt wurden (Riordan et al., 1989). In der Lunge wird
das CFTR- Gen nur in spezifischen Zellsubpopulationen, vor allem in sekretorischen
Zellen der engen Atemwege und in submukdsen Drlsen exprimiert. Die funktionelle
CFTR- mRNA ist etwa 6.2 kb lang und kodiert fir ein Protein von 1480 Aminoséauren,
wobei durch alternatives SpleiBen Transkripte abweichender Zusammensetzung erzeugt
werden kdénnen. Am haufigsten wurden mRNA- Varianten beobachtet, denen Exon 4, 9
oder 12 fehlt.

1.3 Das CFTR- Protein



Die Sequenz der 1480 Aminosauren erlaubt die Zuordnung des CFTR- Proteins zur
Familie der Transportproteine, die als ATP- binding- cassette (ABC)- Transporter
zusammengefasst werden (Dean et al., 1995; Higgens, 1995). ABC- Transporter weisen
zwei strukturell und funktionell verschiedene Module auf, und zwar eine hydrophobe
Transmembrandoméane (TMD) mit meist sechs membranspannenden Helices, die einen
Kanal durch die Zellmembran bilden, und eine hydrophile Bindungsdoméne fir
Nukleosidtriphosphate (NBD), die vermutlich die Energie fir den Substrattransport
bereitstellt. Bei den eukaryontischen ABC Proteinen liegen gewdhnlich die TMD sowie
die NBD auf einer gemeinsamen Peptidkette vor, wobei die NBD der TMD
carboxyterminal folgt. Das CFTR- Protein setzt sich aus zwei TMD- NBD Modulen
zusammen, die Uber eine regulatorische Doméane (,R- Doméane®) verbunden sind. Ein
Funktionsausfall in ABC- Transportergenen spielt nicht nur bei der Entstehung der
Mukoviszidose eine wichtige Rolle, auch bei anderen erblichen Erkrankungen wie
Adrenoleukodystrophie, Dubin- Johnson- Syndrom oder Hypoglykdmie mit
Hyperinsulinismus hat die verminderte Expression der ABC- Proteine groBe Bedeutung.
Auf der Grundlage dieses beobachteten Basisdefekts der Mukoviszidose, namlich der
Stérung des transmembranalen Chloridtransports, wurden zwei Hypothesen zur Funktion
des CFTR- Proteins aufgestellt: entweder stellt CFTR den Regulator eines Chloridkanals
dar, oder es bildet selbst einen Chloridkanal. Mit Hilfe von Mutagenese- Experimenten in
der Transmembranregion des CFTR- Proteins, die zu Verdnderungen in der
lonenselektivitéat fihrten konnte letztere Hypothese gestitzt werden (Anderson et al.,
1991). AuBerdem wurde nach funktioneller Rekonstitution von im Baculovirus-
Insektenzellsystem exprimiertem CFTR- Protein ein Proteinase- A- aktivierter
ChloridionenfluB gemessen (Kartner et al., 1991). Insbesondere durch die Studien zur
Expression von CFTR in verschiedenen heterologen Systemen sowie durch eine
zellfreie Rekonstitution in Phospholipidvesikeln, die stets zum Auftreten einer durch
cAMP stimulierbaren Chloridionenleitfahigkeit fihrte, ist die Funktion des CFTR-
Proteins als Anionenkanal heute gut belegt (Riordan et al., 1993; Welsh et al., 1993).

Zahlreiche immunologische Experimente zur Lokalisation des CFTR- Proteins in
verschiedenen Geweben und Zelllinien ergaben, dass das native Protein vorwiegend in

der apikalen Membran komplett differenzierter Epithelzellen anzutreffen ist (Zeitlin et al.,
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1992). Die hydrophoben Transmembrandoménen formen eine lonenpore, die nach
streng regulierter Offnung von mehreren Chloridionen gleichzeitig in Richtung des
elektrochemischen Gradienten passiert werden kann. Die Stimulation dieser CFTR-
Funktion wird durch cAMP, cGMP oder die entsprechenden Rezeptoragonisten
vorbereitet, und zwar Uber eine Phosphorylierung der regulatorischen R- Doméane durch
die cAMP abhangige Proteinkinase (PKA). Diese regulatorische Domé&ne scheint dabei
wie eine Art ,Schllsselsicherung” zu funktionieren, denn ihre Phosphorylierung ist fiir die
Freigabe des lonenkanals notwendig, nicht jedoch hinreichend fiir dessen Offnung. Die
nun phosphorylierte Form von CFTR kann erst in einem separaten Mechanismus durch
die Bindung von ATP Uber die Nukleotidbindungsdoméanen, NBD1 und NBD2, gedffnet
werden. ATP Bindungs- und Hydrolyseschritte scheinen dabei zunachst Gber NBD1 eine
aktivierende Konformationsdnderung des phosphorylieten CFTR zu bewirken und
anschlieBend tber NBD2 die Offnungsdauer des lonenkanals zu steuern (Gunderson et
al., 1995).

Neben der Funktion als Anionenkanal werden durchaus weitere Funktionen diskutiert: es
liegen Berichte Uber die Beteiligung von CFTR an der Regulation der Endo- und
Exocytose in Epithelien (Bradbury et al., 1992), am Transport von Wasser und Harnstoff
(Hasegawa et al., 1992), an der Sialisierung und Sulfatierung von Muzinen, an der cAMP
abhangigen Regulation von Natriumkanalen (Stutts et al., 1995) und an der Regulation
sogenannter auswarts gerichteter Chloridkandle (outwardly rectifying depolarization
chloride channels, ORDICs) mittels eines ATP involvierenden autokrinen Mechanismus
(Schwiebert et al., 1995) vor. Letztere Funktion scheint allerdings nur an Einzelzellen,
nicht an Zellverbéanden eine Rolle zu spielen (Xia et al., 1997). Vermutlich konnten
bislang langst nicht alle Funktionen des Cystic- Fibrosis- Transmembrane- Regulator
aufgeklart werden.

1.4 Mutationen im CFTR- Gen



Seit Entdeckung der Deletion dF508 im Jahre 1989 (Kerem et al., 1989) sind im
Rahmen des Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium mehr als 700 verschiedene
krankheitsverursachende Mutationen im CFTR- Gen durch die weltweite Mitarbeit von
Uber 100 Forschergruppen identifiziert worden. Interessierten Wissenschaftlern steht
inzwischen eine Datenbank mit stadndig aktualisierter Auflistung aller bisher detektierten

Mutationen zur Verfigung (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/).

Es handelt sich bei etwa der Halfte der Mutationen im CFTR- Gen um Missense-

Mutationen, was einer nichtsynonymen Substitution entspricht, die ein Codon so

veréndert, dass es fir eine andere Aminoséaure steht. Man unterscheidet zwei Arten von

Missense- Mutationen:

o Eine konservative Substitution ersetzt eine Aminosaure durch eine andere,
chemisch verwandte. Die Auswirkungen einer solchen Substitution sind haufig
gering, da die Seitenkette der neuen Aminoséure in der Funktion der Ersetzten
entspricht. Der genetische Code hat sich offensichtlich so entwickelt, dass der
Effekt von Basensubstitutionen so gering wie méglich gehalten wird, da &hnliche
Codons fur verwandte Aminosauren stehen.

o Eine nicht konservative Substitution allerdings fihrt zum Austausch einer
Aminosaure gegen eine andere mit unterschiedlicher Seitenkette. Verandert sich
hierdurch die elektrische Ladung, beispielsweise wenn eine polare Seitenkette
durch eine nichtpolare ersetzt wird oder umgekehrt, so hat dies
schwerwiegendere Auswirkungen auf das entstehende Protein.

Zudem treten Nonsense- Mutationen auf, ebenfalls nichtsynonyme Substitutionen, bei

der ein flr eine bestimmte Aminoséure spezifisches Codon durch ein Stopcodon ersetzt

wird. Da solche Mutationen die Genfunktion immer deutlich herabsetzen, sorgt der

Selektionsdruck in der Regel daflir, dass sie nur selten auftreten.

Daneben werden noch Frameshift- Mutationen, bei denen es zum Verschieben des

Leserasters kommt beschrieben. Folge davon sind Veranderungen in der entstehenden

Aminosauresequenz und méglicherweise ein Funktionsverlust des Proteins.

Auch SpleiBmutationen werden gefunden, die meist konservierte Sequenzen betreffen,

die fir einen normalen SpleiBvorgang notwendig sind. Bei vielen Genen gibt es schon

unter normalen Bedingungen alternative Formen des RNA- SpleiBens, darlber hinaus

kébnnen jedoch Mutationen zu einem fehlerhaften SpleiBen flihren, was pathogenetische
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Auswirkungen haben kann, da auf diese Weise ganze Exons nicht in die reife RNA
dbernommen werden. In anderen Fallen fihrt das fehlerhafte SpleiBmuster nur zum
AusschluB einer Exonteilsequenz, oder es entstehen ganz neue Exonsequenzen.
Deletionen einzelner Codons treten gelegentlich auf, groBere Deletionen sind eher
selten (Morral et al., 1994), und groBe Insertionen wurden noch nie gefunden, vermutlich
da sie in der codierenden DNA generell ausgesprochen selten vorkommen: eine solche
Mutation ruft oft die Verschiebung des Leserasters hervor und kann deshalb pathogen
sein, da sich ab dieser Mutationsstelle die Aminosduresequenz vollstdndig verandert
und die Polypeptidsynthese vorzeitig an einem Stopcodon, das in dem neuen Raster
entstanden ist, abbricht. Selbst wenn Deletionen oder Insertionen zu Kkeiner
Rasterverschiebung fuhren, kdnnen sie die Genfunktion haufig beeintrachtigen, zum
Beispiel wenn eine wichtige codierende Sequenz dadurch einfach verloren geht (aus
.Molekulare Humangenetik®, Spektrum Lehrbuch, Strachan et al., 1996).

Obwohl in allen Exons des CFTR- Gens Mutationen nachgewiesen werden konnten,
scheint die Verteilung der Mutationen nicht zufallig erfolgt zu sein. Insbesondere im
Bereich der Exons 4,7,11,17b und 20 finden sich Uberproportional viele Mutationen,
wobei es sich dabei vornehmlich um Missense- Mutationen handelt. Méglicherweise ist
dies als Hinweis auf die funktionelle Wichtigkeit dieser Proteindomanen zu sehen. In
einigen Codons finden sich mehrere verschiedene Punktmutationen, zum Beispiel in den
Codons 117, 347 und 549. Diese sogenannten Mutations- hot- spots beinhalten meist
ein CpG- Nukleotid, also eine DNA- Sequenz, die besonders anfallig far
Punktmutationen ist (Cooper et al., 1990).

Die meisten der pathogenen Mutationen im CFTR- Gen sind sehr selten; oft wird die
jeweilige Mutation nur in einer Familie beobachtet. Einige Mutationen jedoch kommen
weltweit oder auch regional haufig vor und werden daher in die jeweiligen

molekulargenetischen Diagnostik- Schemata einbezogen.

Tabelle 1: Haufige Mutationen im CFTR- Gen

Mutation Lokalisation Nukleotid- Codon- Austausch | Referenz
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Austausch

R117H Exon 4 G>A bei 482 Arg> His bei117 Dean et al., 1990
621+1G>T Intron 4 G>T bei 621+1 SpleiBfehler Zielinski et al., 1991
dl507 Exon 10 3bp Deletion 1648- | Isoleucin deletiert Kerem et al., 1990
1653
dF508 Exon 10 3bp Deletion 1652- | Phenylalanin Kerem et al., 1989
1655 deletiert
1717-1G>A Intron 10 G>A bei 1717-1 SpleiBfehler Kerem et al., 1990
G542X Exon 11 G>T bei 1756 Gly> Stop bei 542 | Kerem et al., 1990
S549N Exon 11 G>A bei 1778 Ser> Asn bei 549 Cutting et al., 1990
G551D Exon 11 G>A bei 1784 Gly> Asp bei 551 Cutting et al., 1990
R553X Exon 11 C>T bei 1789 Arg> Stop bei 553 | Cutting et al., 1990
R560T Exon 11 G>C bei 1811 Arg> Thr bei 560 Kerem et al., 1990
W1282X Exon 20 G>A bei 3978 Trp> Stop bei 1282 | Vidaud et al., 1990
N1303 Exon 21 C>G bei 4041 Asn>Lys bei 1303 |Osborne et al,

1991

Arg= Arginin, His= Histidin, Gly= Glycin, Ser= Serin, Asn= Asparagin, Asp= Asparaginsdure, Thr=

Threonin, Trp= Tryptophan, Lys= Lysin

Die weltweit haufigste Mutation ist die oben erwahnte Deletion von drei Basenpaaren im

Exon 10 des CFTR- Gens, die zum Verlust der Aminosaure Phenylalanin an der Position
508 der Proteinsequenz fuhrt und somit als dF508 bezeichnet wird. DF508 findet sich

weltweit auf ungeféhr 70% aller untersuchten CF- Allelen, mit deutlichen Unterschieden
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in der Haufigkeit dieser Mutation in verschiedenen Populationen: innerhalb Europas lasst
sich ein deutlicher Nord/ Stid- Gradient nachweisen (European Working Group on Cystic
Fibrosis, 1990): die Frequenz sinkt von 86,8% der CF- Allele in Danemark tber 78,5% in
GroBbritannien (Schwartz et al., 1990), 77,3% in Deutschland (Reis et al., 1990), 67% in
der ehemaligen Tschechoslowakei (Macek et al., 1990) auf 27% in der Tlrkei
(Hundrieser et al., 1990). Durch ausfihrliche genetische Analysen zur Verbreitung der
Mutation dF508 und der mit ihr assoziierten Mikrosatelliten- Polymorphismen in
verschiedenen europaischen Landern gelangte man im Rahmen einer internationalen
Kooperation zu der Schlussfolgerung, dass dF508 als alteste bekannte CFTR- Mutation
noch zu Lebzeiten der Neandertaler, also vor mehr als 50.000 Jahren entstanden sein
muss (Morral et al., 1994).

Neben der haufigsten Mutation dF508 finden sich in den verschiedenen
Bevolkerungsgruppen Europas noch eine Vielzahl weiterer Mutationen. In Deutschland
konnten bereits Uber 70 weitere CFTR- Mutationen, zumeist Nukleotidsubstitutionen
oder kleine Deletionen und Insertionen im kodierenden Bereich des CFTR- Gens
nachgewiesen werden, wobei keine der non-dF508 Mutationen eine Frequenz von mehr

als 2,5% erreicht.

Tabelle 2: Mutationsverteilung bei 577 Patienten aus Deutschland

Mutation Exon/ Intron Allele Haufigkeit
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Q39X Exon 2 1 0,1%
R347P Exon 7 21 1,8%
dF508 Exon 10 830 71,9%
1717-1G>A Intron 10 12 1,0%
Gb542X Exon 11 16 1,4%
G551D Exon 11 14 1,2%
R553X Exon 11 22 1,9%
2183AA>G Exon 13 5 0,4%
2789+5G>A Intron 14b 10 0,9%
3272-26A>G Intron 17a 11 1,0%
R1162X Exon 19 2 0,2%
3849+10kbC>T Intron 19 14 1,2%
N1303K Exon 21 29 2,5%
Andere/unbekannt 167 14,5%

Die Patienten entstammen dem von Dérk et al., 1994 publizierten Patientenkollektiv und Patienten aus
dem Hannoveraner Kollektiv, wobei stets nur ein Betroffener pro Familie angefiihrt wurde (Dérk et al.,
1996).

1.5 Molekulare Konsequenzen der CFTR- Mutationen
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Die molekularen Konsequenzen der Mutationen im CFTR- Gen sind je nach Art und
Lokalisation recht vielseitig. Eine urspriingliche Einteilung wurde spéater noch nach
physiologischen Konsequenzen erweitert (Welsh et al., 1993; Zielenski et al., 1995),
mittlerweile wird davon ausgegangen, dass es funf verschiedene Klassen von
Mutationen gibt, die zu einer massiven Reduktion der Menge an CFTR- Protein (Klasse
1), zu einer Reifestérung des CFTR- Proteins (Klasse 2), zu einer Blockierung der
Regulation der Kanal6ffnung (Klasse 3), zur Stérung der Leitfahigkeit des Anionenkanals
(Klasse 4), oder zu einer eingeschrankten Synthese des CFTR- Proteins (Klasse 5)

fuhren.

1.5.1 Klasse 1: Synthesedefekte

Fast die Halfte aller bekannten CFTR- Mutationen fihren zu einer drastischen
Verringerung der Menge oder Veranderung der Zusammensetzung der CFTR- mRNA.
Stopmutationen (etwa 18% aller CFTR- Mutationen), Leserastermutationen (22%) oder
SpleiBmutationen (8%) verhindern generell die Bildung eines vollstdndigen Proteins.
Durch Stop- und Leserastermutationen wird dabei nicht nur ein vorzeitiges
Terminationssignal fir die Proteinsynthese erzeugt, sondern meist bereits die Stabilitat
der CFTR- mRNA massiv reduziert. Diese Transkriptinstabilitat als Folge eines
vorzeitigen Terminationscodons ist ein Phanomen, das bei einer Vielzahl anderer Gene
beobachtet werden konnte.Vermutlich besitzen eukaryontische Zellen einen noch nicht
naher charakterisierten Erkennungsmechanismus, um bereits im Zellkern den
Leserahmen einer m-RNA zu kontrollieren und sich vor den potentiell toxischen Folgen
fehlgespleiBter oder verklrzter Genprodukte durch den Abbau der mRNA mit vorzeitigen
Terminationscodons zu schiitzen (Stuhrmann et al., 1998).

Durch umfangreiche Transkriptionsanalysen konnten bereits zwdlf Stop- und
Leserastermutationen nachgewiesen werden, die mit einer erheblichen CFTR- mRNA-
Reduktion einhergehen (Will et al.,1996). Es wurde der prozentuale Anteil des mRNA-
Spiegels von Allelen mit Nonsense- Mutationen mit dem CFTR- mRNA- Spiegel des
Wildtyps verglichen und somit der Nachweis erbracht, dass es sich bei den Mutationen
Q39X, E60X, R75X, E92X, G542X, R553X, L719X, Y1092X, S1196X und W1282X um

Klasse 1 Mutationen handelt.
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1.5.2 Klasse 2: Reifungsstorungen

Wie viele andere Membranproteine unterliegt auch das CFTR- Protein einem
komplexen Reifungsprozess, der mit einer Glykosilierung und Faltung des Proteins im
endoplasmatischen Retikulum (ER) und weiterer Glykosilierung im Golgi- Apparat
einhergeht, bevor das reife CFTR- Protein seinen Wirkungsort, die Apikalmembran der
Epithelzelle, erreicht. In einer ATP- abhangigen Reaktion erreichen nur 20% bis 50% des
CFTR- Proteins der Wildtypsequenz eine stabile Konformation, die eine weitere
Glykosilierung und den Transport an den Wirkungsort erlaubt; hieraus kann geschlossen
werden, wie kompliziert und stéranfallig der Reifungsvorgang ist.

Die Mutation dF508 ist mit einer Reifungsstérung des CFTR- Proteins verbunden und
kann inzwischen als Paradigma fir einen temperatursensitiven Defekt in der
Prozessierung eines Membranproteins angesehen werden (Thomas et al., 1995): fehlt
die Aminosaure Phenylalanin, wie es bei der dF508 Mutation der Fall ist, kann das
CFTR- Protein nicht vollstandig glykosiliert werden und nicht an die Apikalmembran
gelangen (Cheng et al., 1990; Denning et al., 1992). Offenbar wird die Deletion von
einem intrazellularen Kontrollmechanismus erkannt, der das missgefaltete und noch
unvollstandig glykosilierte dF508 CFTR im ER zurlickhalt (Lukacs et al., 1994; Ward et
al., 1994). Solche Proteinfaltungs- und Reifungsstérungen finden sich
nachgewiesenermaBBen auch bei der Mutation dI507, sowie bei einigen
Aminosauresubstitutionen, wie der seltenen Mutation G480C und den Mutationen
N1303K, S549I, S549R und A559T (Welsh et al., 1993).

Die genannten Mutationen fihren alle dazu, dass das entsprechende Protein nicht
vollstandig glykosiliert wird- es konnte bisher noch keine Klasse 2 Mutation
nachgewiesen werden, die zwar zu einer vollstandigen Glykosilierung, nicht aber zu
einem korrekten Transport an die Apikalmembran fuhrt (Stuhrmann et al., 1998). Die

Glykosilierung scheint somit Vorraussetzung fir das Erfolgen des Transports zu sein.

1.5.3 Klasse 3: Regulationsstérungen
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Diese CFTR- Mutationen gehen zwar mit einer nachweislich intakten Prozessierung,
dafir aber gestérten Regulation einher und betreffen ausschlieBlich die beiden
Nukleotidbindungsdoméanen (Welsh et al., 1993). Das AusmalB des Funktionsausfalls
durch eine Mutation im ATP- Bindungsmotiv hangt wesentlich von der Art des
Aminosdureaustauschs ab. Die Regulation des lonenkanals wird durch die Substitution
G551D viel stérker beeintrachtigt als durch die an der gleichen Position physiologisch
vorkommenden Mutationen G551S, G1244E und G1349D (Gregory et al.,1991;
Anderson et al., 1992) und auch durch die Mutation S1255P wird die Antwort auf ATP-
Stimulation vermindert (Anderson et al., 1992).

Das CFTR- Protein wird auch Uber eine Phosphorylierung der R- Doméne reguliert;
hierzu sind aber kaum krankheitsverursachende Mutationen bekannt, da die zahlreichen
Phosphorylierungsstellen von CFTR vermutlich degeneriert und teilweise redundant
sind, so dass einzelne Mutationen die Regulation dort nicht nachhaltig beeinflussen
(Stuhrmann et al., 1998).

1.5.4 Klasse 4: Leitfahigkeitsstorungen

Durch  verschiedene  Aminosduremutationen und den damit verbundenen
Ladungsanderungen in den Transmembranregionen werden
Leitfahigkeitsveranderungen innerhalo oder am Rande einer der sechs
Transmembanhelices (TM1- 6) verursacht. Besonders haufig werden diese Missense-
Mutationen in der sechsten transmembranalen Helix der aminoterminalen TMD und in
der ersten intrazytoplasmatischen Schleife der carboxyterminalen TMD identifiziert.
Durch Expressionsstudien in heterologen Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass
insbesondere Lysin 95, Arginin 117, Arginin 334, Lysin 335, und Arginin 347 wichtige
Aminoséauren der CFTR- Pore darstellen: die Substitution dieser Aminoséauren durch
gezielte Mutagenese reduziert die Zahl der transportierten lonen oder verandert die
lonenselektivitat (Sheppard et al., 1993). Die Mutationen R117C, R117H, R334W, 1336K
und R347P verandern die Ladungen an diesen oder benachbarten Positionen und
beeintrachtigen daher die Leitfahigkeitseigenschaften des Chloridkanals in
unterschiedlichem MaBe. Die Regulation der CFTR- Proteine mit Klasse 4 Mutationen

mittels PKA- abhangiger Phosphorylierung und intrazellularem ATP scheint normal zu
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sein. Einen besonders groBen Anteil an Klasse 4 Mutationen fanden sich bei der
Untersuchung von CAVD- Patienten, insbesondere die R117H- Mutation wird in engem
Zusammenhang mit der angeborenen Samenleiteraplasie gesehen; relativ viele CAVD-
Betroffene sind compound heterozygote oder homozygote Trager dieser Mutation
(Bienvenu et al., 1993; Gervais et al. 1993; Williams et al., 1993).

1.5.5 Klasse 5: Eingeschrankte Synthese

In diese Klasse fallen alle Mutationen, die zu einem normal funktionierenden, jedoch in
der Menge reduzierten CFTR- Protein fUhren. Meist werden alternativ gespleiBte
Transkripte generiert, das bekannteste Beispiel hierfiir ist die weit innerhalb des Introns
19 des CFTR- Gens lokalisierte Nukleotidsubstitution 3849+10kB C>T (Highsmith et al.,
1994). Durch diesen Einzelbasenaustausch C> T, der etwa 10.000 Nukleotide vom
nachsten Exon entfernt in der Sequenz G/gcgagt stattfindet, entsteht eine
DonorspleiBstelle und somit wird der falschliche Einbau einer normalerweise nicht
genutzten 84 Nukleotid langen Intronsequenzen die CFTR- mRNA aktiviert. Mit diesem
neuen ,Exon“ wird nun nicht nur die funktionelle mRNA- Sequenz unterbrochen, es wird
auch ein vorzeitiges Stopcodon eingefihrt und die Folge davon ist eine deutliche
Verringerung des Transkriptionsprodukts. Diese mutationsbedingte SpleiBstelle wird
aber nur ineffizient genutzt, so dass dieses falsche ,Exon“ mit dem Stopcodon nicht in
allen Transkriptmolekilen gefunden wird und sogar bei homozygoten Tragern der
Mutation 3849+10kB C>T noch mit einem Anteil von etwa 8% normal gespleiBte mMRNA
nachgewiesen werden kann, die dann normal prozessiert wird (Highsmith et al., 1994).
Weitere SpleiBmutationen stellen die Basenaustausche 1898+5G>T und 2789+5G>A
dar. Um einen Sonderfall einer Klasse 5 Mutation handelt es sich bei der sogenannten
5T- Variante im Polypyrimidintrakt des Introns 8 IVS8-5T des CFTR- Gens. Die Lange
dieses polymorphen Polypyrimidintraktis (5, 7 oder 9 Thymidinbausteine) beeinflusst
entscheidend die Effizienz der Erkennung des Exons 9: Individuen mit einer 7T- oder 9T-
Folge bauen das Exon 9 in 70 bis 100% ihrer CFTR- mRNA- Transkripte ein, wahrend
bei solchen mit der 5T- Variante der Anteil der vollstdndigen mRNA auf 10 bis 40% sinkt
(Chu et al., 1993). Fehlt nun der von Exon 9 kodierte Anteil im CFTR- Gen, so resultiert
bei Tragern der IVS8- 5T- Variante eine Reduktion funktionsfahigen CFTR- Proteins.
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In der Allgemeinpopulation findet sich diese SpleiBvariante mit einer Frequenz von etwa
5%, besonders bei CAVD- Patienten wird diese Mutation allerdings gehauft beobachtet.
Auf bis zu 27% der Chromosomen von Betroffenen einer CAVD l&sst sich die IVS8-5T-
Mutation nachweisen, weshalb sie mit der Entstehung der angeborenen
Samenleiteraplasie in ursachlichen Zusammenhang gebracht wird (Zielenski et al.,
1995).

1.6 Vom Genotyp zum Phanotyp

Das CFTR- Protein wurde charakterisiert als ein Transmembranprotein, das die Funktion
eines cCAMP- abh&ngigen Anionenkanals ausubt (Miller, 1993).

Der Verlust oder die Verringerung dieser Eigenschaft als Chloridkanal ist verantwortlich
fir den GroBteil der klassischen klinischen Symptome der Mukoviszidose. Neben der
fehlenden Ansduerung intrazelluldrer Kompartimente in Epithelzellen der CF- Patienten
spielt zudem der gestérte Elektrolyt- Transport eine wichtige Rolle: dieser fihrt zur
Steigerung der Viskositat des in den verschiedenen betroffenen Organen produzierten
Schleims. Zudem wird die mukozilidre Clearence erheblich eingeschrankt, was vor allem
die pulmonale Auspragung der Mukoviszidose erklart. Selbst die aufgrund obstruktiver
Azoospermie bestehende Infertilitdt kann theoretisch auf dieses Phanomen
zurtckgefihrt werden: der Verschluss des Wolffschen Ganges wird wohl durch
zahflissige Sekrete bedingt und verursacht die Degeneration desselben, was sowohl
eine angeborene Samenleiteraplasie als auch eine Obstruktion des distalen Teils des
Nebenhodens bedingen kann. Insgesamt hangt das Ausmaf und der Schweregrad der
Erkrankung natlrlich mit der Art der Mutation im Sinne der oben beschriebenen flinf

Klassen zusammen.

1.7 Die Cystische Fibrose
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Bei der Cystischen Fibrose (CF), auch Mukoviszidose genannt, handelt es sich um eine
der weltweit haufigsten autosomal- rezessiv vererbbaren Erkrankungen. FuUr die
deutsche sowie fir den GroBteil der kaukasischen Populationen wird von den meisten
Autoren eine durchschnittliche H&aufigkeit von 1:2500 genannt, was einer
Heterozygotenfrequenz  von 4% entspricht. Weltweit finden sich allerdings groBe

Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung bei verschiedenen Populationen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Mukoviszidose in verschiedenen Populationen

Land/ Region: Haufigkeit/ Neugeborene:
Bretagne 1/ 380 bis 1/ 1800
Nordirland 1/ 1700 bis 1/ 1900
Italien 1/ 2000

USA (Kaukasier) 1/ 1900 bis 1/ 3700
England (Kaukasier) 1/ 2400 bis 1/ 3000
Deutschland 1/ 3300

England (Asiaten) 1/ 10000

USA (Afro- Afrikaner) 1/ 17000

USA (Hawaiianer) 1/ 90000

(Welsh et al.,1995)

Es handelt sich bei der Cystischen Fibrose um eine generalisierte Stérung der
Ausscheidung von Drusensekreten im Sinne einer Exokrinopathie. Ursache ist das
Versagen eines intrazelluldaren Enzymmechanismus mit resultierender ZahflUssigkeit der
Sekrete und sekundaren Veranderungen der Drisen. Das Manifestationsalter und der
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Schweregrad dieser Erkrankung sind duBerst variabel. Wahrend in manchen Féllen die
Diagnose aufgrund eines Mekoniumileus bereits intrauterin oder kurz nach der Geburt
gestellt wird und schwere Komplikationen einer Infektion der Atemwege auch heute noch
zum frihen Versterben der Betroffenen fihren kénnen, wird in anderen Féllen die
Diagnose erst im mittleren bis spaten Erwachsenenalter gestellt. Ein Charakteristikum,
das fur diagnostische Zwecke Bedeutung hat, stellt der veradnderte lonengehalt im
SchweiB dar: die erhdhte Natrium und Chlorid- Konzentration ist auf
Funktionsanderungen der ekkrinen SchweiBdrisen zurlickzufihren. Mit Hilfe der
Pilocarpin- lontophorese (SchweiBtest) kann die aufgrund der klinischen Symptomatik

gestellte Verdachtsdiagnose gesichert werden.

1.7.1 Pulmonale Symptomatik der Cystischen Fibrose

In den meisten Fallen treten erste Symptome der Mukoviszidose in der Kindheit auf,
wobei die Erkrankung der Lungen sehr oft das klinische Erscheinungsbild dominiert. Die
Sekretion eines hochviskésen Schleims (daher die Bezeichnung Mukoviszidose: mucos,
griech: Schleim) behindert die zilidre Clearence und férdert die chronische Besiedelung
der Lunge mit opportunistischen Erregern wie Staphylokokken und Pseudomonaden.
Wahrend Infektionen mit Staphylokokken (S. aureus und S. pneumoniae) und
Haemophilus influenzae vorwiegend bei jingeren Patienten auftreten, kommen solche
mit Pseudomonaden (P. aeruginosa und/ oder P. cepacia) erst zu einem spéateren
Zeitpunkt der Erkrankung vor. Insbesondere das Ublicherweise wenig pathogene gram-
negative Stabchenbakterium Pseudomonas aeruginosa wird bei Betroffenen nicht
reguldr durch die Bronchialepithitelzellen aufgenommen und unschéadlich gemacht,
sondern kapselt sich im weiteren Verlauf einer chronischen Infektion in Mikrokolonien
innerhalb des Mukus (,Alginatbildung®) praktisch unangreifbar ein (Hoiby et al., 1990):
die kérpereigene Immunabwehr kann die Erreger somit nur unzureichend bekdmpfen. In
den letzten Jahren kam es vermehrt zu zusatzlichen Infektionen mit P. cepacia, die
mitunter das Fortschreiten der Lungenerkrankung erheblich beschleunigen (LiPuma et
al., 1990). Letztendlich fuhrt der Teufelskreis aus chronischer Lungenentzindung,
inadaquater Immunabwehr und progressiver destruktiver Bronchitis zum Verlust der

Lungenfunktion. Den kritischen Ausgangspunkt hierfir stellt wohl die Empfanglichkeit
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der Mukoviszidose- Patienten fir Pseudomonas aeruginosa dar. Dieses Phanomen wird
mit einer verringerten Aufnahmefahigkeit dieser Bakterien in kultivierten menschlichen
Atemwegs- Epithelien erklart, in denen ein mutiertes Allel exprimiert wird. CFTR spielt
dabei mdglicherweise eine direkte Rolle als epithelialer Rezeptor fir die Beseitigung
dieser Erreger aus den Atemwegen (Pier et al. 1997). AuBerdem wird eine indirekte
Rolle des CFTR bei solchen Infektionen angenommen: aufgrund der Stdérung im
Elektrolyttransport  findet sich bei Mukoviszidose- Patienten eine zu hohe
Kochsalzkonzentration in der Atemwegsflissigkeit, die zu einer Inaktivierung von B-
Defensin-1, einem Salz- sensitiven, in den Atemwegs- Epithelzellen exprimierten
physiologischen Antibiotikum, fuhrt (Goldman et al., 1997). Vermutlich sind noch viele
Details zur Lungenbeteiligung bei Cystischer Fibrose unklar. Sicher ist jedoch, dass das
AusmafB der pulmonalen Symptomatik im wesentlichen die Lebensqualitadt und
Lebenserwartung der Betroffenen bestimmt und der Verlust der Lungenfunktion die
haufigste Todesursache der Cystischen Fibrose darstellt.

Ein weiteres haufiges Symptom, das den Respirationstrakt betrifft, stellt das
inflammatorisches Odem der nasalen Mukosa dar. Als Folge davon bilden sich haufig
Polypen in der Nase, sie kdnnen bei 15% bis 20% der CF- Patienten nachgewiesen
werden (Stern et al., 1982). Mit zunehmendem Erreichen hdéheren Lebensalters nimmt
auch die Inzidenz von Nasenpolypen zu, Levine gibt eine Haufigkeit von sogar 48% bei

erwachsenen Patienten an (Levine et al.,1987).

1.7.2 Gastrointestinale Symptomatik der Cystischen Fibrose

Im Pankreas flihrt das viskése Sekret zur Verstopfung der Driisenausgange im
exokrinen Anteil, dessen Zellen daraufhin degenerieren und fibrosieren. Eine
mangelhafte Nahrungsverwertung wird verursacht durch ausbleibende Sekretion von
fettabbauenden Enzymen wie Lipase, Trypsin, Amylase und Karboxypeptidase, Folge
ist eine erhdhte Ausscheidung nicht hydrolysierter Fette im Stuhl. Bei 85% der
Erkrankten wird diese Malabsorption mit teilweise schweren Mangelerscheinungen und
Gedeihstérungen beobachtet. Das Fortschreiten der Pankreasfibrose ist zudem haufig
mit dem Ausfall der endokrinen Funktion und einem daraus resultierendem Diabetes
mellitus, dem Cystic Fibrosis related diabetes, CFRD, verbunden (Hodson, 1992).
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Als weiteres gastrointestinales Symptom tritt bei etwa 10%- 20% der betroffenen
Neugeborenen ein Mekoniumileus auf, im spéateren Lebensalter dann intestinale
Stérungen in Form eines distalen intestinalen Obstruktionsssyndrom oder
,Mekoniumileus-Aquivalent*.

1.7.3 Genitale Symptomatik der Cystischen Fibrose

Bei weiblichen CF- Patienten finden sich massiggradige Einschrankungen der Fertilitat,
die auf eine unregelmaBige Menstruation und Oligomenorrhoe und einen aus
hochviskdsem Schleim bestehenden Propf am Zervikalmund des Uterus (Oppenheimer
et al., 1970; Kopito et al., 1973) zurlckzuflhren sind.

Bei den meisten ménnlichen Betroffenen fuhrt die Mukoviszidose allerdings zu einer
totalen Infertilitdt aufgrund obstruktiver Azoospermie, nur etwa 2% bis 3% der
betroffenen Manner weisen eine normale Fertilitat auf (Taussig et al., 1972).

Mittels chirurgischer Exploration konnte bereits 1961 bei einem 31-jahrigen
Mukoviszidose- Erkrankten das beidseitige Fehlen der Samenleiter nachgewiesen
werden. Weitere Untersuchungen fihrten zu analogen Befunden: bei nahezu allen
mannlichen CF- Patienten ist der Ductus deferens beidseitig entweder gar nicht angelegt
oder es liegt nur eine strangartige Struktur ohne Lumen vor (Kaplan et al., 1968;
Holsclaw et al., 1971; Stern et al., 1982; Heaton et al, 1990; Wilschanski et al., 1996).
Neben der CBAVD konnte auch fir einen Teil der Patienten mit einseitiger kongenitaler
Samenleiteraplasie (CUAVD) eine Assoziation mit Mutationen im CFTR- Gen hergestellt
werden, falls diese nicht mit einer Nierenbeteiligung einhergehen (Mickle et al., 1995).
Desweiteren existiert eine obstruktive Azoospermie auch bei beidseitig angelegten
Samenleitern, in diesem Fall verursacht durch Verschliisse der Nebenhodenkdrper oder
-schwanze (Jarvi et al., 1995; Meschede et al., 1997). Uber die Pathogenese der
Fehlanlage der Samenleiter besteht noch keine véllige Klarheit: die CFTR- Fehlfunktion
kénnte wahrend der Embryonalentwicklung des Urogenitaltrakts Uber einen durch
zahflissige Sekrete bedingten VerschluB des Wolffschen Ganges (Urnierengang) zur
Degeneration desselben fihren und die Ausbildung der Samenleiter verhindern.
Eventuell spielt aber auch das CFTR eine direkte Rolle bei der Entwicklung der

Samenleiter.
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Tierexperimentelle Studien hierzu wurden zunadchst erschwert, da kein natlrlich
vorkommendes Tiermodell der Mukoviszidose und damit der CF- assoziierten
kongenitalen Samenleiteraplasie existiert. Nach Identifizierung des CFTR- Gens wurde
daher versucht, transgene Mausmodelle zu schaffen. Die Einschleusung der dF508-
Mutation und eines Nukleotid- Austausches im Intron 10 zum Beispiel fuhrt im Maus-
Modell zu einer Reduktion der CFTR- mRNA auf 10% in allen Organen (Dorin et al.,
1992). Im Mausemodell macht sich die Mukoviszidose im wesentlichen im
Intestinalbereich bemerkbar, pulmonal und genital wird keine oder nur eine geringe
Auspragung von Symptomen festgestellt. Die Erklarung hierfir liefert die Anwesenheit
eines alternativen Chloridkanals in den ableitenden Samenwegen, dessen Wirksamkeit
nicht durch das CFTR- Gen gesteuert und somit auch nicht durch eine Mutation
vermindert wird. Es konnte nachgewiesen werden, dass CF- Mause aufgrund dieses
Chloridkanals fertil sind, also durchgangige, vollstdndig angelegte Samenleiter
aufweisen (Leung et al., 1996). Hinsichtlich der Pathogenese lasst diese Beobachtung
den Schluss zu, dass die Chloridkanale in jedem Fall eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung der ableitenden Samenwege spielen. Mit Hilfe dieser tierexperimentellen
Modelle konnte somit die Theorie bestatigt werden, das CFTR- Gen und sein
Genprodukt mit der Funktion als Chloridkanal stelle den direkten Ausléser flr die
genitale Symptomatik der Cystischen Fibrose, der CFTR- Gen assoziierten
Samenleiteraplasie dar.

Neben den Samenleitern kénnen noch weitere Strukturen des méannlichen Genitaltrakts
von einer Fehlanlage im Rahmen einer Mukoviszidose beteiligt sein: Nebenhodenkdrper
und -schwanz  sind oft aplastisch oder zumindest hypoplastisch, einzig der
Nebenhodenkopf ist angelegt und oftmals deutlich aufgetrieben, des weiteren liegt
haufig auch eine Anomalie der Samenbldschen vor. Das gemeinsame, kongenitale
Auftreten der genannten Fehlbildungen ist wohl mit der gemeinsamen Entwicklung aus
dem Wolff -Gang zu erklaren (Young, 1949; Amelar, 1963).

1.8 Die kongenitale Samenleiteraplasie
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1.8.1 Die Cystische- Fibrose- assoziierte kongenitale Samenleiteraplasie

Lange Zeit wurde die kongenitale Aplasie des Vas deferens (CAVD) als eigene klinische
und genetische Entitat angesehen, schon 1950 wurde ein autosomal- rezessiver
Erbgang fur diese Form mannlicher Infertilitét postuliert (Nelson et al.,1950). 1971 wurde
dann erstmals ein Zusammenhang zwischen der CAVD und einer ungewdéhnlich milden
Auspragung der Cystischen Fibrose vermutet, da bei 95% der mannlichen CF- Patienten
chirurgisch- explorative Untersuchungen einen VerschluB bis hin zum vélligen Fehlen
der Samenleiter ergaben (Holsclaw et al., 1971). Dieser Zusammenhang wurde insofern
bestatigt, als dass einige Patienten mit diagnostizierter Samenleiteraplasie  bei
genauerer Betrachtung leichte Symptome einer Cystischen Fibrose aufzeigten. Diese
Beobachtungen stellten die Grundlage dar fir den Vorschlag, die kongenitale
Samenleiteraplasie als primar genitale Form der CF zu sehen (Dumur et al., 1990;
Anguiano et al, 1992), was es nun auf molekularer Ebene zu untersuchen galt: und
tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl der Patienten mit angeborener
Samenleiteraplasie Trager der haufigsten, flr die Cystische Fibrose verantwortlichen
dF508-Mutation im CFTR-Gen sind (Rigot et al., 1991). AuBerdem wurde (ber das
haufige Auftreten einer weiteren CFTR- Mutation, und zwar der Klasse 4 R117H-
Mutation in ihrer Patientengruppe berichtet (Gervais et al., 1993), was als Beleg fir die
Hypothese, die CAVD stelle die monosymptomatische, genitale Auspragung der CF dar,
gewertet wurde.

Dabei kénnen sowohl nur einer wie auch beide Samenleiter von der Aplasie betroffen
sein, was als unilaterale (CUAVD) beziehungsweise als bilaterale Samenleiteraplasie
(CBAVD) bezeichnet wird. Der Grund daflr, warum in einem Fall beide und im anderen
Fall nur einer der beiden Samenleiter nicht angelegt sind, besteht wohl darin, dass der
Zeitpunkt der durch eben diese Mutationen im CFTR- Gen bedingten Stérung in der
Entwicklung dieser Strukturen aus dem Wolff- Gang entweder noch vor oder schon nach
der Aufteilung des mesonephrischen Gangs in einen rechten und linken Teil
stattgefunden hat. Untersuchungen von Mickle et al. zu Folge ist eine Beteiligung des
CFTR- Gens bei der Genese der unilateralen Samenleiteraplasie mit durchgangigem
kontralateralen Samenleiter unwahrscheinlich. In seiner Studie konnte bei keinem der

12 Patienten, bei denen eben dieser Befund vorlag, eine Mutation im CFTR- Gen
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nachgewiesen werden (bei 37 getesteten Mutationen). Weitere neun CUAVD- Patienten
mit nicht- iatrogenem VerschluB des kontralateralen, priméar, vollstandig angelegten
Samenleiters hingegen wiesen durchaus Mutationen auf. In acht von neun Fallen (89%)
wurde eine Heterozygotie fir die Mutationen dF508 (viermal), R117H (zweimal), G551D
und N1303K (jeweils einmal) identifiziert (Mickle et al., 1995). Diese sekundare
Obstruktion des eigentlich angelegten Samenleiters bei der CFTR- Gen assoziierten
CUAVD scheint ein haufiges Phdnomen zu sein. Teilweise kann sie erklart werden mit
einer postentziindlichen Vernarbung bei Zustand nach (meist chronischer)
Epididymiditis. Eine Verstopfung des Samenleiters mit zdhem Sekret im Sinne des
Young-Syndroms erscheint aber noch wahrscheinlicher angesichts der Auswirkung der
CFTR- Mutationen auf die Sekretzusammensetzung in jeglichen Organen- eine zu hohe
Viskositat der Drlsenabsonderungen gilt ja geradezu als pathognomonisch flr die
fehlerhafte CFTR- Expression im Gewebe. Natlrlich ist es zudem nicht immer
einwandfrei zu klaren, ob der Samenleiter nun fehlerhaft angelegt ist, namlich als
strangartige Struktur ohne Lumen, oder ob Teile des Duktus deferens sekundar vernarbt
und deshalb undurchgéngig sind.

Tatsache ist, dass die Klinik der CF- assoziierten CAVD, egal ob uni- oder bilateral, in
vielen Féllen die gleiche darstellt. Die ansonsten eigentlich asymptomatischen Patienten
werden nach meist mehrjahrigem unerfilltem Kinderwunsch wegen Abklarung der
Infertilitdt beim Urologen vorstellig und unter dem Verdacht einer obstruktiven
Azoospermie weiterer Diagnostik zugefthrt. In vielen Fallen kann dann erst durch die
genetische Untersuchung, die im Hinblick auf die Therapie, der kiinstlichen Befruchtung,
durchgefiihrt wird, mit Nachweis der fir die CAVD verantwortlichen Mutationen im
CFTR- Gen eine Diagnose gestellt werden. Allerdings kann das Auftreten einer CAVD
nicht in allen Fallen mit einer Mutation im CFTR- Gen erklart werden. Aktuellen Studien
zufolge kénnen bei insgesamt 85% der CAVD- Patienten CFTR- Mutationen
nachgewiesen werden, davon etwa 56% in compound- heterozygotem und 29% in
heterozygotem Zustand, 15% bleiben ohne nachweisbare Mutation (Casals et al., 2000).
Attardo et al. konnten bei 56,7% der CAVD- Patienten eine compound- Heterozygotie,
bei 35,6% eine Heterozygotie und lediglich bei 7,5% keine Mutation im CFTR- Gen
finden (Attardo et al., 2001).
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1.8.2 Die kongenitale Samenleiteraplasie mit Nierenbeteiligung

Offensichtlich existiert noch eine bislang meist als von Mutationen im CFTR- Gen
unabhangig betrachtete zweite Form der angeborenen Samenleiteraplasie, die mit
weiteren urogenitalen Fehlbildungen, charakteristischerweise mit einer einseitigen
Nierenfehlanlage einhergeht, und deren Haufigkeit mit etwa 10% bis 21% aller CAVD-
Falle angegeben wird (Schlegel et al., 1996). Aufgrund der von der primér genitalen
Form der Cystischen Fibrose abweichenden Genese wird diese Form der CAVD als
eigene Entitat betrachtet (Augarten et al., 1994; Casals et al., 1995; Schlegel et al.,
1996) und bei gleichzeitigem Auftreten einer einseitigen Nierenaplasie/ Nierenagenesie
als ,CAVD mit Nierenbeteiligung“ bezeichnet. Zum Versténdnis der Pathogenese dieser
Variante der angeborenen Samenleiteraplasie muss man Vorgéange in der
embryologischen Entwicklung der urogenitalen Strukturen als Erklarung heranziehen:
der mesonephrische Gang (Urnierengang oder Wolff- Gang) stellt den Vorlaufer dar far
die distalen zwei Drittel des Nebenhodens (Nebenhodenkérper und -schwanz), fir den
gesamten Samenleiter, die Samenblaschen, den Duktus ejakulatorius, den Ureter und
das intrarenale Sammelsystem. Der Wolff- Gang lasst sich aufteilen in drei verschiedene
Regionen, und zwar in den oberen mesonephrischen Gang (upper mesonephric duct,
UMD), in den proximalen Samenleiter- Vorlaufer (proximal vas precursor, PVP) und in
den gemeinsamen mesonephrischen Gang (common mesonephric duct, CMD). Sobald
nun zwischen der vierten und sechsten Schwangerschaftswoche der CMD in den
Urogenitalsinus, die spatere Harnblase Ubergeht, steigt die Ureterknospe auf, und zwar
ausgehend von dem kranialen, orthotopen oder kaudalen Teil des CMD. Tritt
nachfolgend der PVP mit dem Urogenitalsinus in Kontakt, erfolgt eine raumliche
Trennung zwischen dem PVP und dem CMD. Ersterer bleibt ndmlich ohne weitere
Wanderung in Richtung kranial in seiner Position, um den Duktus ejakulatorius, die
Samenblaschen und den juxtaurethralen Anteil des Samenleiters auszubilden. Der UMD
stellt die Grundlage dar flr den distalen Anteil des Samenleiters sowie die distalen zwei
Drittel des Nebenhodens. Der Nebenhodenkopf jedoch entsteht aus den Uberresten des
degenerierenden Mesonephros (Urniere), einem System von primitiven Tubuli-
Vorlaufern, die sich ausgehend von der Ampulle des frihen mesonephrischen Gangs zu

entwickeln beginnen. Tritt nun eine einseitige fehlerhafte Ausbildung der Samenleiter,
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Samenblaschen und Nebenhoden gemeinsam mit einer Fehlentwicklung der Niere auf,
so deutet dies auf eine Entwicklungsstérung des gesamten diesseitigen
mesonephrischen Ganges, also CMD, PVP und UMD hin. Zudem spricht diese
Konstellation flir einen Zeitpunkt der Stérung, der vor der sechsten bis siebten
Schwangerschaftswoche liegt. Zu diesem Zeitpunkt namlich erfolgt die endglltige
Trennung des Wolff-Gangs von der Ureterknospe. Mit Hilfe dieser schon 1978
formulierten und spéater wieder aufgegriffenen embryologischen Erklarung scheint die
Genese der unilateralen Samenleiteraplasie samt ipsilateraler Nierenbeteiligung geklart
(Gibbons et al., 1978; Mickle et al., 1995).

Allerdings bereitet es auch heute noch Schwierigkeiten, allen bisher Kklinisch
beobachteten Varianten der Samenleiteraplasie mit Nierenbeteiligung hinsichtlich ihrer
Entstehung Rechnung zu tragen. Sowohl uni- wie auch bilaterale
Samenleiterfehlanlagen mit ipsi- oder seltener auch kontralateraler Nierenbeteiligung
existieren, wobei keinesfalls jeweils bis ins Detail geklart werden kann, welcher
Mechanismus im einzelnen fur die Fehlbildung verantwortlich ist.

Ein Blick auf die Entwicklung des nephrogenen Systems, welche zeitlich abgestuft in drei
funktionell unterschiedlich differenzierten Einheiten erfolgt, kann woméglich in dieser
Hinsicht mehr Klarheit verschaffen. Die erste Entwicklungsstufe stellt die Vorniere, das
Pronephros, dar, welches mit Ablauf der vierten Embryonalwoche vollstandig
verschwunden ist und der zweiten Stufe, der Urniere oder Mesonephros weicht. Diese
Entwicklungsstufe erflllt von der vierten bis zur achten Woche die Nierenfunktion. Am
Ende der achten Woche 16st sich der Gberwiegende Teil des Mesonephros auf- hieraus
wird der Nebenhodenkopf gebildet- wobei sich Anteile des Gangsystems mit den
mannlichen Fortpflanzungsorganen verbinden. Nun beginnt die Entwicklung der
Nachniere oder Metanephros mit der Ausstllpung der Ureterknospe aus dem
mesonephrogenen Gang, der dem Ausfihrungsgang der Vor- und Urniere in die Kloake
entspricht. Eine ausbleibende Entwicklung oder Ektopie dieser Ureterknospe ist in der
Ontogenese verantwortlich fir angeborene Anomalien der Niere und des
Urogenitaltrakts (Kuwayama et al., 2002). Das vollstandige Fehlen der Nierenanlage, die
Nierenagenesie jedoch ist mit einer Inzidenz von 1:1000 bis 1:1500 relativ haufig. Dabei
fehlt laut Statistik die linke Niere etwas haufiger als die rechte, zudem sind Manner etwa

doppelt so haufig betroffen wie Frauen. Auf der betroffenen Seite fehlen neben der Niere
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auch der Harnleiter, die Halfte des Blasentrigonums, der Ductus deferens und der
ipsilaterale Prostatalappen, im Falle einer kongenitalen unilateralen Samenleiteraplasie
mit ipsilateraler Nierenagenesie also eine ausreichende Erklarung fir deren
gemeinsames Auftreten. Die Haufigkeit einer Kombination von CUAVD und
Nierenagenesie wird mit 26% (Schlegel et al., 1996), 33% (Kolettis et al., 2002), 38%
(Mickle et al., 1995) bis zu 73,7% (Weiske et al., 2000) angegeben. Problematisch
erscheint jedoch eine Unterscheidung zwischen einer Nierenagenesie und der
Nierenaplasie, wenn bei der sonographischen Untersuchung eines CAVD- Patienten
keine Niere oder Nierenanlage dargestellt werden kann. Im Gegensatz zur
Nierenagenesie setzt die Nierenaplasie voraus, dass Teile des metanephrogenen
Blastems vorhanden sind, eine Entwicklung der Niere jedoch nicht vollstédndig erfolgte.
Aplastisches Gewebe entspricht undifferenziertem Blastem, das spater eventuell als
verkalktes Gewebe in der Roéntgenleeraufnahme dargestellt werden kann, funktionell
jedoch keinerlei Bedeutung hat. Der Harnleiter ist meist in atretischer Form nachweisbar,
und auch Anomalitdten des Genitaltrakis werden in diesen Féllen beschrieben, wobei
nicht mit RegelmaBigkeit von einem Fehlen der Abkdémmlinge des Wolff- Gangs
auszugehen ist. Untersuchungen von Hiraoka zufolge stellt die Nierenaplasie die
Uberwiegende Ursache fur angeborene Einzelnieren dar. Eine Nierenagenesie wurde in
seiner Studie definiert als fehlendes renales Parenchym sowie fehlende Funktion im
Szintigramm, eine Nierenaplasie als zwar vorhandenes Nierenparenchym bei fehlender
Funktion. Seine Ergebnisse stellen die bisher vertretenen Meinung, Einzelnieren wéren
hauptséachlich Folge einer Nierenagenesie, in Frage. Bei einem Neugeborenenscreening
zum Nachweis von Nierenfehlbildungen mittels Ultraschall konnte namlich in drei Fallen
eine schrittweise Ruckbildung von kleinen, funktionslosen Nieren bei der Geburt bis zu
kaum noch identifizierbarem parenchymalem Gewebe in einem Alter von einem Jahr
verfolgt werden, was mit der Diagnose der Nierenaplasie in Einklang gebracht werden
konnte. Da das Kollektiv 4000 Neugeborene umfasste, darf von einer Inzidenz von
1:1300 fur eine Nierenaplasie ausgegangen werden, wohingegen kein einziger Fall von
Nierenagenesie nachweisbar war. In Hinblick auf die durchaus bestehenden
Schwierigkeiten einer eindeutigen Differenzierung der Nierenabnormitaten Iasst Hiraoka
daher die Schlussfolgerung zu, dass ein GroBteil der klinisch diagnostizierten

Einzelnieren wohl auf eine Nierenaplasie, und nicht, wie urspringlich angenommen, auf
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eine Nierenagenesie zurlickzufiihren ist (Hiraoka et al., 2002). Demnach ist die Inzidenz
einer Nierenagenesie vermutlich weitaus geringer einzuschatzen als die oben
angegebenen 1:1000 bis 1:1500, ebenso wie die Wahrscheinlichkeit, dass sich eine
CAVD bei Patienten mit Einzelniere einzig als entwicklungsgeschichtlich direkte Folge
einer Nierenagenesie erklaren lasst. Es muss also noch andere Grundlagen fir das
gemeinsame Auftreten von angeborener Samenleiteraplasie und Nierenfehlanlagen
geben. Forderungen nach einem eigenen Erbgang, sei er X- chromosomal oder
autosomal rezessiv, oder auch autosomal- dominant mit variierender Penetranz,
bestehen durchaus, konnten jedoch in bisherigen wissenschaftlichen Studien nicht
begrindet werden, sondern stiitzen sich vielmehr auf Vermutungen und Spekulationen.

Insgesamt gesehen unterstreichen die oben genannten, zwar noch nicht bis ins Detail
erforschten Zusammenhange zwischen der angeborenen Samenleiteraplasie und einer
Nierenfehlanlage die schon friiher formulierte Forderung nach einer eigenen, von CFTR-
Mutationen unabhangigen klinischen Entitdt. In keinem der CAVD- Falle mit
Nierenbeteiligung konnten lange Zeit Mutationen im CFTR- Gen nachgewiesen werden
(Rubin et al., 1975; Augarten et al., 1994; Oates et al., 1994; Dumur et al., 1996,
Schlegel et al., 1996; Stuhrmann et al., 1998; Taille et al., 1998). Einzig eine im Jahr
2000 verdffentlichte Studie von Casals beschreibt das Vorkommen von Mutationen im
CFTR- Gen, die nach extensiver Analyse bei finf von 16 Patienten mit CAVD und
einseitiger Nierenfehlanlage nachgewiesen werden konnten. Bei den beiden CBAVD-
Patienten lag neben einer einseitigen Nierenaplasie in einem Fall eine Heterozygotie fir
die 5T- Variante im Intron 8 vor, im anderen Fall wurde eine als L997F bezeichnete,
auBerst seltene Mutation ebenfalls im heterozygoten Zustand nachgewiesen. Von den
drei CUAVD- Betroffenen mit Nierenbeteiligung wies ein Patient ebenfalls eine
Heterozygotie fir die relativ haufige SpleiBvariante IVS8- 5T auf (die Frequenz in der
Bevdlkerung wird mit etwa 5% angegeben), in den anderen beiden Fallen lag einmal die
weltweit haufigste dF508 Mutation und einmal die 3732delA Mutation im heterozygoten
Zustand vor. In wie weit diese Studie nun der géangigen Meinung widerspricht, eine
Mutation im CFTR- Gen sei nicht zu erwarten bei einer gleichzeitigen einseitigen
Nierenfehlanlage, oder es sich bei den detektierten Mutationen um, mit der CAVD in
keinem ursachlichen Zusammenhang stehende, zuféllige Befunde handelt, die bei einer

Heterozygotenfrequenz von 1:25 eventuell auftreten kénnen, steht zur Diskussion.
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Zudem kdnnten auch die einseitige Nierenaplasie, die mit einer Frequenz von 1: 1300 in
der Bevolkerung auftritt, zuféllig mit einer mit Mutationen im CFTR- Gen assoziierten
CAVD einhergehen. Casals selbst schreibt diese Diskrepanz zwischen den
vorausgegangenen Studien und ihren eigenen Uberraschenden Ergebnissen dem
bislang zu geringen Spektrum an getesteten CFTR- Mutationen zu. In ihrer Studie wurde
namlich neben der Suche nach den haufigsten, im Ublichen Routineprogramm
miteinbezogenen Mutationen eine erweiterte Analyse des gesamten CFTR- Gens
durchgefiihrt (Casals et al., 2000). Die Frage nach dem Zusammenhang der CAVD mit
Nierenbeteiligung und Mutationen im CFTR- Gen sollte somit in jedem Fall neu diskutiert
werden.

Die Heterogenitat der angeborenen Samenleiteraplasie stellt durchaus eine
Herausforderung dar fir den Untersucher dieses Krankheitsbilds samt dessen Ursachen,
denn auch nach Bertcksichtigung dieser CAVD- Form mit Nierenbeteiligung bleibt eine
Gruppe von CAVD- Patienten bestehen, bei der weder Mutationen im CFTR- Gens noch
eine Nierenfehlanlage nachgewiesen werden kénnen, die Aufklarung der Atiologie
dieser Form der CAVD bleibt wohl vorerst Aufgabe weitere Studien.

2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Aufgabe dieser Arbeit war es, Zusammenhange zwischen Mutationen im CFTR- Gen
und dem Auftreten einer kongenitalen Samenleiteraplasie unter besonderer
Berucksichtigung einer Nierenbeteiligung zu untersuchen. Daflir stand uns ein Kollektiv

von 64 mannlichen Patienten zur Verfligung, die allesamt wegen seit mehr als zwei
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Jahren bestehenden unerfllltem Kinderwunsch die urologische Praxis von Prof.
Schwarzer, Freising aufsuchten. Retrospektiv wurden Daten aus den Krankenakten
ausgewertet, ausreichend fiir eine Beteiligung an unserer Studie waren die
Informationen von 62 der 64 Patienten.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt des Aufnahmedatums reichte von 25 bis 49
Jahre, erste Aufnahme eines Patienten mit der Verdachtsdiagnose der angeborenen
Samenleiteraplasie war im Februar 1994, die letzte, die mit in die Untersuchungen
einbezogen wurde, fand im August 2002 statt. Was die Herkunft betrifft, war der GroBteil
der Patienten, insgesamt 50, deutschen Ursprungs (80.6%), vier waren italienischer
(6.5%), drei tlrkischer (4.8%), zwei englischer (3.2%) und je ein Patient japanischer,

afghanischer und tunesischer Herkunft (je 1.6%).

2.2 Anamnese und kérperliche Untersuchung

Die Anamnese war in allen Fallen &hnlich: aufgrund seit mehr als zwei Jahren
bestehendem unerflllten Kinderwunsches sollte nun die Abklarung der Fertilitat des
Ehemanns erfolgen, nachdem die gynakologische Untersuchung der Partnerin meistens

bereits durchgefiihrt und dabei keine hinreichende Ursachen fiir die anhaltende
Kinderlosigkeit gefunden worden war. Vereinzelt wurden Vorerkrankungen genannt, die

nicht im Zusammenhang mit der vermuteten Infertilitat zu sehen sind, wie zum Beispiel
eine Klippel- Feil- Anomalie im Bereich der Halswirbelsaule (Patient 56) oder ein Morbus
Recklinghausen (Patient 10). Andererseits wurden in der Krankengeschichte auch
gelegentlich rezidivierende Atemwegsinfekte (Patient 20, 62), chronische Bronchitiden
(Patient 38, 45), Asthma bronchiale (Patient 1) und chronische Pankreatitiden (Patient 6)
verzeichnet. Bei vier Patienten (13, 15, 17, 43) war eine manifeste Mukoviszidose
bereits bekannt, jedoch nur in einer milden Auspragung, die bis zum Zeitpunkt der
Aufnahme ohne ernsthafte gesundheitliche Probleme einhergegangen war. Zwei der
Mukoviszidose- Patienten waren Brider (Patient 12, 16), der jlngere von beiden

verstarb in der Zwischenzeit (Patient 12). An urologischen Vorerkrankungen wurde von
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einer chronischen Epididymitis berichtet (Patient 4), an chirurgischen Eingriffen wurden
in der Vorgeschichte ein- und beidseitige Herniotomien bei kongenitalen Leistenbriichen
(Patient 7, 31, 33, 62) sowie Orchidopexien bei Maldescensus testis (Patient 23, 26, 51)
und Hodentorsion ( Patient 37, 44, 61) durchgeflhrt.

Neben der Erhebung der Eigenanamnese des von der obstruktiven Azoospermie
betroffenen Patienten wurde auch, soweit méglich, eine Familienanamnese erhoben.
Hinsichtlich der Fertilitat eventuell vorhandener Brider wurden die Betroffenen befragt,
aber auch nach Fallen von manifesten Mukoviszidose- Erkrankungen in der Familie.
AuBer der Tatsache dass sich, zeitlich versetzt, zwei Brider (Patient 12 und 16) in
Behandlung befanden verlief die familienanamnestische Befragung allerdings véllig
ergebnislos.

Zudem wurde nach urologischen Fehlanlagen, insbesondere einer Nierenagenesie oder
Nierenaplasie innerhalb der Familie des Patienten gefahndet. Es wurden jedoch auch
hier keinerlei familiaren Besonderheiten vermerkt, wobei gerade bei Fragen nach dem
Auftreten von Nierenfehlbildungen in der Familie oftmals aus Unwissenheit keine
genauen Aussagen gemacht werden konnten und die Familienanamnese somit leider
groBe Licken aufweist.

Insbesondere diejenigen Patienten, bei denen neben der Samenleiteraplasie noch
sonographisch eine Nierenbeteiligung nachgewiesen wurde, sollten nochmals
eindringlich familienanamnestisch befragt werden, was sich erstaunlicherweise als sehr
problematisch erwies. Patient 7 konnte immerhin angeben, dass seine Mutter, seine
Schwester, deren Sohn und Tochter, sowie die eigene Tochter zwei orthotop gelegene
Nieren besitzen. Zwei Cousins konnten auf natirichem Wege Nachwuchs erlangen und
gelten somit als fertil. Der Vater des Betroffenen verstarb bereits, eine Aussage zum
Nierenbefund war nicht mdglich. AuBerdem berichtete der Patient von seiner bei der
Geburt verstorbenen Zwillingsschwester, deren Nierenstatus ebenso unbekannt bleibt.
Patient 9 gab an, sowohl seine Eltern als auch sein Bruder héatten
nachgewiesenermaBen beidseits angelegte Nieren. Zudem ist der Bruder Vater dreier
Kinder, allerdings liegen fir diese keine Ultraschallbefunde vor, weshalb keine Aussage
zur Nierenanlage getroffenen werden kann. Bei Patient 23 konnte auBer der Tatsache,
dass beide Brider des Betroffenen fertil sind, keine Aussage zur Familienanamnese

gemacht werden, da Fragen zum Nierenstatus ndherer Verwandten nicht beantwortet
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werden konnten. Die eigenen Kinder (Zwillinge, ein Junge und ein M&dchen) haben
beidseits orthotop gelegene Nieren. Patient 26 konnte nur Angaben zu seinen eigenen
Kindern machen: bei beiden Zwillingen sind Nieren beidseits angelegt, der Junge hat
jedoch aufgrund einer Harnklappenverengung links eine funktionslose Schrumpfniere,
die mittlerweile entfernt wurde. Patient 35 war aufgrund eines Wohnortwechsels weder
Uber seinen damaligen Arbeitsplatz, die Telefonauskunft, den damals behandelnden
Hausarzt, noch die an der Behandlung beteiligten Facharzte und Klinik auffindbar. Die
Auswertung der Akten aus der Frauenklinik Dr. Krismann, in der finfmalig eine
intrazytoplasmatische Spermieninjektion durchgefihrt wurde ergaben, dass die
Befruchtungsversuche allesamt gescheitert waren. Méglicherweise steht dies im
Zusammenhang mit dem Abbruch jeglichen Kontakis zu den damals behandelnden
Arzten. Leider wurde zu dem Zeitpunkt, als sich der Patient noch in Behandlung befand,
keine Familienanamnese erhoben, eine nachtragliche Befragung des Patienten war nun
ebenfalls nicht mehr méglich. Patient 48 gab an, ein sonographischer Nachweis Uber die
orthotope Lage beider Nieren bestlinde lediglich von seinen eigenen Kindern, Zwillingen,
als auch von den beiden Téchtern seiner Halbschwester, Uber die Nierenanlage weiterer
Verwandten sei ihm nichts bekannt. Aufgrund eines Umzugs ins Ausland entzog sich
Patient 51 weiterer Befragungen zur Familienanamnese. So konnten wir auch in diesem
Falle nur auf die zum Zeitpunkt der Behandlung erfolgte Familienanamnese
zuruckgreifen: sowohl die Eltern des Betroffenen als auch dessen Bruder haben
nachgewiesenermaBen beidseits angelegte Nieren, der Bruder ist zudem Vater dreier
Kinder, die jedoch noch nicht sonographisch untersucht wurden. Patient 55 berichtete,
seine Eltern, seine Schwester und deren Kinder, ein Junge und ein Madchen, hatten
allesamt beidseits orthotop gelegene Nieren. Ebenso seine drei Brider, die jeweils
Vater sind von drei, zwei beziehungsweise einer Tochter, die alle ebenfalls beidseitige
Nierenanlagen aufweisen sollen. Ob diese Befunde allerdings wirklich sonographisch
bestéatigt sind, bleibt offen, da wir uns auf die Angaben des Patienten verlassen missen.
Zum Klinischen Befund: das auBere Erscheinungsbild aller Patienten war insgesamt
unauffallig und von androgenem Behaarungstyp. Die Tastuntersuchung der
Leistenregion flihrte bei 53 der insgesamt 62 (inklusive der vier Mukoviszidose-
Patienten zur Verdachtsdiagnose der beidseitigen Samenleiteraplasie im Sinne einer
CBAVD. Die restlichen neun Patienten (4, 7, 9, 26, 35, 37, 41, 49, 51) wiesen eine
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einseitige Fehlanlage der Samenleiter auf, drei davon rechtsseitig (Patient 4,7,26), die
anderen sechs linksseitig, wahrend auf der gegenlberliegenden Seite jeweils zumindest
eine strangartige Struktur tastbar war.

CUAVD links Patient 9, 35, 37, 41, 49, 51
CUAVD rechts Patient 4, 7, 26
CBAVD Patient 1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14,

15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 27,
28, 29, 30, 31,32 ,33, 34, 36, 38, 39, 40,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 50, 52, 53, 54, 56,
57, 58, 59, 60, 61, 62

Durch Inspektion und Palpation der Hoden wurde in vier Féllen eine Varikozele (Patient
11, 25, 38, 52), in zwei Fallen eine Spermatozele (Patient 3, 6), in einem Fall eine
Hydrozele (Patient 5) diagnostiziert. In zwei Fallen war ein Hoden atrophiert, aber
orthotop gelegen (Patient 24, 36), in einem Fall wurde ein atrophierter Leistenhoden
vermutet und durch radiologische Bildgebung (Computertomographie) bestatigt.

Durch rektal- digitale Untersuchung wurde in allen Fallen eine unaufféllige Prostata

palpiert, die Samenbldschen lieBen sich hierbei nur unzureichend beurteilen.

2.3 Bildgebende Diagnostik

Im nachsten Untersuchungsschritt folgte die transrektale Ultrasonographie mittels eines
Sektor- Schallkopfes der Frequenz 7,5 MHz. Die bildliche Darstellung der Prostata war
in allen Fallen unaufféllig, die Samenblaschen jedoch oft abnorm oder nicht angelegt,
was durchaus zu erwarten war, da die angeborene Samenleiteraplasie regelmassig
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zusammen mit weiteren Abnormitaten urogenitaler, dem Wolff- Gang entspringenden
Strukturen in Erscheinung tritt.

Die Sonographie des Abdomens mit einem 3.5 MHz Schallkopf ist insbesondere zur
Beurteilung von Lage, Form und GrdBe der Nieren von wichtiger Bedeutung. Wie oben
erlautert wird hinsichtlich der Atiolologie zwischen verschiedenen Formen der
angeborenen Samenleiteraplasie unterschieden. Dabei spielt die einseitige
Nierenaplasie eine sehr wichtige Rolle: so galt langezeit die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens von Mutationen im CFTR- Gen bei Patienten mit CAVD mit Nierenbeteiligung
gegenlber der Allgemeinbevdlkerung als nicht erhdht, wie in mehreren Publikationen
nachgewiesen wurde. Im Gegensatz zu der CAVD- Form, die mit Mutationen im CFTR-
Gen einhergeht und deshalb als primar genitale Form der Mukoviszidose betrachtet wird,
schien die Atiologie der Samenleiteraplasie bei Patienten mit Nierenbeteiligung eine von
Mutationen im CFTR- Gen unabhangige zu sein (Augarten et al., 1994; Dumur et al.,
1996; Schlegel, 1996). Allerdings lasst sich diese bislang geltende Forderung nach
genetischer Unabhangigkeit zwischen der CF- assoziierten CAVD und der Form mit
Nierenbeteiligung aufgrund neuerer Studien nun nicht mehr mit Sicherheit
aufrechterhalten, da derzeit funf Falle mit gleichzeitigem Auftreten von CFTR-
Mutationen sowie einseitiger Nierenaplasien beschrieben werden (Casals et al., 2000).
Bei unserem Patientenkollektiv wurden die Nieren auf ihre orthotope Lage, Form und
GréBe hin untersucht: bei 46 Patienten (74,2%) konnte der Nachweis zweier orthotop
gelegenen, hinsichtlich GréBe und Form im Normbereich liegenden Nieren mit
Ultraschallbildern erbracht werden. Bei insgesamt acht Patienten (12,9%) wurde eine
einseitige Nierenagenesie oder Nierenaplasie festgestellt (eine Differenzierung zwischen
diesen beiden Formen von Fehlbildungen ist mittels Ultraschall nicht mdglich) (Patient 7,
9, 23, 26, 35, 48, 51, 55), in einem Fall lag kontralateral zudem eine Beckenniere vor
(Patient 55). In einem weiteren Fall wurde neben einer orthotop gelegenen Niere eine
Beckenniere diagnostiziert (Patient 44), wohingegen bei den restlichen sieben Patienten
(11,3%) zwar keine Auffalligkeit hinsichtlich der Nieren beschrieben waren, sich jedoch
auch keine beweisenden Sonographie- Ausdrucke in den Akten befanden, so dass die
Frage nach Lage und Auspragung der Nieren in diesen Fallen unbeantwortet bleiben

Mmuss.
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CUAVD CBAVD

Patienten mit Nierenbeteiligung 7,9, 26, 35, 51 23, 48, 55

2.4 Histologische Untersuchung

Neben der Klinischen Untersuchung wurde nun ein auswarts erstelltes Spermiogramm
zur weiteren diagnostischen Einschatzung der Fertilitédt der Patienten herangezogen und
nach WHO- Kriterien beurteilt. Es erfolgten zwei Untersuchungen innerhalb von zwei
Wochen, beide nach 3- bis 4-tagiger Sexualkarenz, wobei die mikroskopische
Ejakulatuntersuchung die klassischen Spermiogramm- Parameter wie Spermienzahl,
Spermienbeweglichkeit und Morphologie erfasst: In keinem der Félle jedoch konnten
Spermienformen nachgewiesen werden, was die Diagnose der Azoospermie forderte.
Gerade bei den Patienten mit palpatorisch beidseitigem Fehlen der Samenleiter passte
dieser histologische Befund gut zum Ergebnis der kérperlichen Untersuchung.

Das Nicht- Vorhandensein von Spermien im Ejakulat der Patienten, deren korperliche
Untersuchung das Bild einer einseitigen Samenleiteraplasie bot, erschien verwunderlich.
Das genauere Betrachten der Anamnese dieser Patienten lieferte jedoch in vier Féllen
eine hinreichende Erklarung fur die Undurchgangigkeit der primar angelegten
Samenleiter: in einem Fall von CUAVD gingen wohl chronische Epididymitiden der
Gegenseite einer Vernarbung und somit sekundéaren Obstruktion voraus (Patient 4). In
zwei weiteren Féllen ist die Ursache des sekundéaren Verschluss eventuell iatrogenen
Ursprungs: eine einseitige Leistenhernie wurde im Sauglingsalter chirurgisch reponiert
und fixiert, und eben der diesseitige, eigentlich vollstandig angelegte Samenleiter ist
nun nicht mehr passabel, was die Vermutung nahe legt, er wurde bei dem Eingriff
verletzt und vernarbte als Folge davon (linksseitig bei Patient 7, rechtsseitig bei Patient
51). Auch eine Orchidopexie bei Maldescensus testis kdnnte als Erklarung fur die

sekundare Obstruktion nach Verletzung und Vernarbung des gleichseitigen Samenleiters
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dienen (Patient 26). In den restlichen drei Fallen blieb die Ursache der Azoospermie
trotz eines primar angelegten Samenleiters ungeklart. Zum eventuellen Nachweis eines
sekundaren zentralen Verschlusses im Sinne des Young- Syndroms oder anderen
obstruhierenden Veranderungen blieb die chirurgische Exploration abzuwarten.

Die histologische Untersuchung des Ejakulats lieferte bei keinem unserer Patienten ein
Ergebnis hinsichtlich der Spermatogenese, da in allen Fallen eine absolute Azoospermie
vorlag. Somit konnten keinerlei Aussagen darlber gemacht werden, ob eine
physiologische Ausreifung von Spermienformen erfolgt und damit auch keine
Voraussage darUber getroffen werden, ob eine kinstliche Befruchtung mit
mikrochirurgisch gewonnenen Spermatozoen aus Nebenhoden und Hoden mdglich ist.
Kaplan ging 1968 von einer reduzierten Spermatogenese aus (Kaplan et al., 1968), was
spater von Gottlieb widerlegt werden konnte (Gottlieb et al.,1991). Auch weitere
Untersuchungen beschreiben eine von Spermatozoen im Ejakulat nicht zu
unterscheidende morphologische Ultrastruktur der aus Rete testis, Vasa efferentia und
Nebenhodenkopf aspirierten Spermien (Asch et al.,, 1992). Ein gegenlber der
Normalbevélkerung erhdéhtes Vorkommen von CFTR- Mutationen bei Patienten mit
reduzierter Spermienqualitdt wurde jedoch festgestellt, und daraus der Schluss
gezogen, Mutationen im CFTR- Gen seien neben der CAVD auch fir weitere Ursachen
der Infertilitdt, wie beispielsweise eine reduzierte Spermienqualitédt verantwortlich. Es
wird seither vermutet, das CFTR- Protein kénnte beteiligt sein am Prozess der
Spermatogenese oder Spermienreifung, unabhangig von seiner Funktion in der
Entwicklung von Samenbldschen und Samenleitern (van der Ven, 1996). Auch
tierexperimentelle Untersuchungen an Hodengewebe von Ratten lieferten Hinweise auf
einen direkten Zusammenhang zwischen dem CFTR- Protein und der Entwicklung und
Reifung der Spermien. Dort konnte namlich, beschrankt auf die postmeiotischen runden
Spermatidformen, CFTR- mRNA nachgewiesen werden. Wahrend dieses
Entwicklungsstadiums reifen haploide Spermatiden durch eine Reihe morphogenetischer
Veranderungen einschlieBlich  Kernkondensation und drastischen Zellplasma-
Schrumpfungen, verursacht durch eine Verringerung des intrazellularen Wassergehalts,
zu Spermatozoen heran. Da die maximale CFTR- Expression in den sogenannten
Rundzellen unmittelbar diesen Veranderungen vorhergeht, wird eine physiologische

Rolle des CFTR- Proteins als Chloridionen- Kanal wahrend der Spermatogenese bei
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Ratten angenommen (Trezise et al., 1993). Uber &hnliche Experimente an
menschlichem Gewebe wurde bislang nichts berichtet, ist die CAVD aber bedingt durch
Mutationen im CFTR- Gen, so wird aufgrund von gegeniber einer Kontrollgruppe
niedrigeren Fertilisationsraten bei der konventionellen In- vitro- Fertilisation von Defekten
in der Penetrationszone oder in der Membranfusions- Kapazitat ausgegangen (Silber et
al., 1994). Wird aber, wie in unserem Fall, das neuere Verfahren der ICSI zur Therapie
kinderloser Paare eingesetzt, so werden vergleichbare Fertilisationsraten bei Patienten
obstruktiver Azoospermie unterschiedlicher Genese erzielt. Selbst wenn die oben
genannten Defekte oder auch Einschrankungen der Beweglichkeit der Spermien bei
CAVD- Patienten mit CFTR- Mutationen tatsachlich in héherem MaBe auftreten, kann
diese Problematik mittels assistierter Fertilisationstechniken wie der ICSI umgangen
werden, da hierbei in vitro ein Spermatozoon direkt in die Eizelle injiziert wird.

Dartiber, wie sich eine angeborene Samenleiteraplasie mit Nierenbeteiligung, bei der
eine ursachliche Mutation im CFTR- Gen lange als unwahrscheinlich angesehen wurde,
auf die Spermatogenese auswirkt und ob in diesem Fall mit Einschrénkungen oder
Defekten der Spermienmorphologie zu rechnen ist, liegen bislang keine Untersuchungen
vor. Die mit dieser Form der angeborenen Samenleiterfehlanlage einhergehenden
weiteren urogenitalen Fehlbildungen wie das Fehlen der Samenbldschen oder eine
Aplasie  von Nebenhodenkdrper und -schwanz kénnten aber durchaus fir eine
Herabsetzung der Spermienqualitdt verantwortlich sein. Tatsache ist, dass es flr
nachfolgend therapeutische MaBnahmen von groBer Wichtigkeit ist, ob bei den
Patienten mit obstruktiver Azoospermie von einer ausreifenden Spermatogenese
ausgegangen werden kann, was meist dann der Fall ist, wenn der Hormonstatus
Normalwerte aufweist. Deshalb erfolgte bei unseren Patienten im nachsten Schritt der
Diagnostik die Erhebung des Hormonstatus.

2.5 Hormonstatus

Fertilitdtsstérungen des Mannes kdnnen Folge einer Fehlsteuerung der Hypothalamus -

Hypophysen- Gonaden- Achse sein. Die durch den Hypothalamus bewirkte pulsatile
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Freisetzung von Gonadotropin- Releasing- Hormon (GnRH) in einem Rhythmus von acht
Impulsen pro Tag unterhalt die fortlaufende Sekretion von luteinisierendem Hormon (LH)
und follikelstimulierendem Hormon (FSH) durch die Hypophyse. LH stimuliert die
Testosteronsynthese und -sekretion in den Leydig- Zwischenzellen. Ein Teil des
Testosterons wird in der Peripherie zu Ostradiol umgewandelt, welches (iber ein
negatives Feedback die LH- Sekretion steuert. Die testikularen Sertolizellen setzen
Inhibin frei und regulieren damit die Freisetzung von FSH, weshalb es bei Schadigung
der Sertolizellen zu einem Anstieg von FSH kommt. Ebenso spielt Prolaktin bei
Stérungen der mannlichen Reproduktionsféhigkeit eine Rolle, da es eigentlich der
inhibitorischen Steuerung durch den Hypothalamus unterliegt. Um festzustellen, ob eine
hormonelle Fehlregulation bei unseren Patienten vorliegt, wurde der FSH und der LH-
Serumspiegel bestimmt. So sollte ein priméarer, hypergonadotroper Hypogonadismus
sowie ein sekundéarer hypogonadotroper Hypogonadismus ausgeschlossen werden, der
eine Stérung der Spermatogenese im Sinne einer primaren Hodeninsuffizienz erklaren
wirde. Dabei wiesen 52 Patienten (83,9%) einen Serumspiegel der beiden untersuchten
hypophyséren Hormone im Normbereich auf, nur in einem Fall war der FSH- Wert leicht
erhéht (Patient 4), in einem anderen Fall der LH- Wert erniedrigt (Patient 5). Bei den
restlichen acht Patienten (12,9%) wurde das Ergebnis der Untersuchung des
Hormonstatus nicht in der mir zur Verfigung stehenden Krankenakte vermerkt.

Bei der Bestimmung des Testosteronspiegels wurde in neun Fallen (14,5%) ein zu
niedriger Serumwert an gebundenem Testosteron gemessen gegentber 21 Féllen
(33,9%) mit normal hohem Testosteron, von den restlichen 32 Patienten fehlt der
Befund, freies Testosteron war in drei untersuchten Patientenseren erniedrigt. Ein zu
niedriger Testosteronspiegel kann auf eine inkretorische Hodeninsuffizienz hinweisen,
bei der die Leydig- Zellen unzureichend Testosteron produzieren und die faktisch immer
mit einer tubularen Hodeninsuffizienz, also mit einer Stérung der spermatogenetischen
Funktion einhergeht .

Ingesamt gab der von unserem Patientengut erhobene Hormonstatus keinen Anlass far
die Befundung schwerer hormoneller Stérungen mit der Folge einer gestérten
Spermatogenese. Ein solches Ergebnis war besonders fiir das weitere Vorgehen in der
Behandlung des infertilen Patienten von wichtigem Interesse. Ein Hormonspiegel im

Normbereich lasst eine ausreifende Spermatogenese vermuten, somit besteht die
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Therapiemdglichkeit einer kinstlichen Befruchtung nach mikrochirurgischer Entnahme

epididymaler oder testikularer Spermatozoen.

2.6 Genetische Untersuchung

Die genetische Analyse als Einschlusskriterium fir die Therapiemoglichkeit der
mikrochirurgischen Spermiengewinnung mit anschlieBender kinstlicher Befruchtung
forderte 1996 die Sektion Mikrochirurgie der deutschen Gesellschaft fir Urologie aus
forensischen Grinden, daher erfolgte die genetische Untersuchung samt ausfihrlicher
Beratung unserer Patienten wie auch deren Partnerinnen. Aufgrund des
Zusammenhangs zwischen der  Verdachtsdiagnose unserer 62 Patienten, der
angeborenen Samenleiteraplasie und dem gehauften Vorkommen von Mutationen im
CFTR- Gen war diese Genotypanalyse unserer Patienten samt ihrer Partnerinnen von
wichtiger Bedeutung fur die Ermittlung des Vererbungsrisikos eines defekten Gens mit
der mdglichen Folge einer Erkrankung des Nachwuchses, im schlimmsten Falle der
Erkrankung an einer manifesten Mukoviszidose. Fur diese Untersuchung suchten die
Patienten verschiedene Humangenetische Institute auf, meist in rdumlicher Nahe zum
Wohnort, die den genetischen Befund sowohl des Betroffenen als auch dessen Ehefrau
erstellten.

Die DNA- Isolierung aus EDTA- Blut zur direkten Genotyp- Analyse erfolgte nach
Standardprotokollen mittels Phenol- Chloroform- Extraktion oder mittels einer
Aussalzmethode (Miller et al., 1988). Im ersten Schritt amplifizierte man nun die DNA in
einer Polymerasekettenreaktion (PCR) mit Hilfe definierter Oligonukleotid- Primer, um
die definierten Ziel- DNA- Sequenzen schnell zu vervielfaltigen. Bei dieser
Kettenreaktion dienen die neu synthetisierten DNA- Strédnge in den folgenden Zyklen als
Matrizen fir die weitere DNA- Synthese. In etwa 30 Zyklen werden bei der PCR
zusatzlich zur Ausgangs- DNA etwa 10° Kopien der speziellen DNA- Ziel- Sequenz
synthetisiert, eine Menge, die nach einer Agarose- Gel- Elektrophorese als diskrete
Bande mit einer bestimmten GrdBe zu erkennen ist. Diese Zyklen bestehen wiederum

jeweils aus drei aufeinander folgenden Schritten: Zuerst erfolgt die Denaturierung der
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DNA bei etwa 95°C, dann die Renaturierung bei 50°- 70°C. Der letzte Schritt beinhaltet
die DNA- Synthese mittels einer hitzestabilen DNA- Polymerase und den vier
Desoxyribonukleosidtriphosphaten dATP, dCTP, dGTP und dCTP bei etwa 70°- 75°C,
wobei die neuen DNA- Stréange jeweils komplementar zu den einzelnen DNA- Strédngen
der gesuchten Zielsequenz sind. Zu den Vorteilen der PCR z&hlen die schnelle und
einfache DurchfUhrbarkeit dieser Methode wie auch die Empfindlichkeit, winzige Mengen
einer Ziel- DNA zu vervielféltigen. Mit Hilfe von einer auf der Anwendung einer PCR
basierenden Methode wie der allel- spezifischen Oligonukleotid (ASO)- Hybridisierung,
kann nun durch direkte Genanalyse das CFTR- Gen auf das Vorhandensein von
Mutationen, Deletionen und Insertionen untersucht werden (Kerem et al.,1989). Dieses
Verfahren (Inno- LiPa CFTR12 und CFTR17+Tn ) wird unter anderem angewandt von
Dr. Ovens- Raeder, Fachéarztin fir Humangenetik, die bei einem GroBteil unserer
Patienten die genetische Beratung und Untersuchung vornahm. DarUber hinaus stehen
heute eine Vielzahl diagnostischer Verfahren zur Verfigung, die meist auf dem Prinzip
der reversen ASO- Hybridisierung, der allelspezifischen PCR oder dem Oligo- Ligations-
Prinzip basieren und die gleichzeitige Analyse mehrerer Mutationen erlauben. Da etwa
70% der Mukoviszidose- Patienten Trager der dF508- Mutation sind und diese auch bei
CAVD- Patienten als die am haufigsten identifizierte Mutation gilt, erscheint es
naheliegend, im ersten Untersuchungsschritt die dF508- Mutation in der DNA des
Betroffenen mit unbekanntem Genotyp nachzuweisen beziehungsweise auszuschlieBen.

Als Beispiel fur eine Vorgehensweise bei der CFTR- Mutationsanalyse siehe Tabelle 4.

Tabelle 4: CFTR- Mutationsanalyse

Schritt Exon/ Intron Primer Nachweis/ Verdau | Mutation
1 Exon 10 CF16B 10% PAGE dF508
CF16D dl507
1677delTA
2 Exon 7 7i3/ 7i5 Hhal R347P
Exon 11 11i3/ 11i5 Hincll/ Mbol R553X
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G551D
Exon 11 542XBst/ 11i3 BstNI G542X
Exon 21 N1303KR/ Ddel N1303K

N1303KD
Intron 19 1164/ 1159 Hphl 3849+10kbC>T
3 Exon 7 7i3/ 715 Mspl R334W
Sspl 1336K

Intron 14b 14Bi3l/ 14Bi5 Sspl 2789+5G>A
Intron 10 11i5/ 1717 Avall 1717-1G>A
Intron 17a 844/ 1036 Pstl/ Rsal 3272-26A>G

Y1092X
Exon 13 1204/ 655 Ddel 2143delT
Exon 4 R117/ 4i3 Haell R117H

(Stuhrmann et al., 1998)

Weiterflihrende Schritte der Mutationsanalyse differieren allerdings in Abhangigkeit des
durchfiihrenden Instituts: im Institut fir Humangenetik der Universitat Géttingen wird
nach einer GréBenbestimmung durch PAGE des Exons 10 mittels Restriktionsverdau mit
anschlieBender Elektrophorese die Exons 4, 7, 20, 21 und das Intron 10 und 19
untersucht, sowie das Exon 11 mittels Sequenzanalyse aufgeschliisselt. Diese direkte
Genotyp- Analyse erlaubt eine Aussage Uber das Vorkommen folgender Mutationen:
R117H (Exon 4), R347P (Exon 7), dI507, dF508, 1677delTA (Exon 10), 1717-1(G>A)
(Intron 10), G542X, S549R(A>C), S549R(T>G), S549N, S5491, G551S, G551D,
1784delG, R553Q, R553X, R560K, R560T (Exon 11), 3849+10kb(C>T) (Intron 19),
W1282X (Exon 20), N1303 (Exon 21). AuBerdem wurde mittels einer ,nested- PCR" und
anschlieBender Sequenzierung des PCR- Produktes der Polypyrimidin- Trakt im Intron 8
des CFTR- Gens untersucht. Jedes Humangenetische Institut hat offensichtlich
mittlerweile eigene Vorgehensweisen bei der Untersuchung des CFTR- Gens auf

mdgliche Mutationen etabliert, im Vordergrund steht aber in jedem Fall das Erzielen
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einer moglichst hohen Detektionsrate. Unsere Patienten suchten in Abh&ngigkeit vom
Wohnort zur molekulargenetischen Untersuchung verschiedene Humangenetische
Institute in Deutschland auf, deren zu testendes Mutationsspektrum durchaus
Unterschiede aufweist. Die haufigsten CFTR- Mutationen wie die dF508- Mutation oder
die besonders bei CAVD- Patienten verbreitete R117H- Mutation (Bienvenu et al., 1993;
Gervais et al., 1993; Williams et al., 1993) wurden in allen Fallen erfasst. Die typische,
zu ca. 60% penetrante Mutation, die SpleiBvariante IVS8-5T (Chillon et al., 1994;
Zielenski et al., 1995) wurde erst in spateren genetischen Untersuchungen Teil der
Routinediagnostik. Dennoch konnte diese Klasse 5 Mutation, die in der
Allgemeinbevdlkerung mit einer Frequenz von circa 5% auftritt (Dork et al., 1997), bei
einigen unserer Patienten nachgewiesen werden, da es innerhalb der verschiedenen
Institute im Laufe der Zeit natlrlich zu Aktualisierungen bei der Auswahl der durch
Routinediagnostik untersuchten Mutationen kam. Da wir in unserer Studie retrospektiv
einen Zeitraum von 1994 bis 2003 erfassen, und Nachforschungen zur ldentifizierung
weiterer CFTR- Mutationen heute noch bei weitem nicht abgeschlossen sind, sind die
sich dadurch ergebenden Unterschiede in der Bandbreite der genetischen Diagnostik

leider nicht zu vermeiden.

Tabelle 5: Mutationsspektren verschiedener genetischer Institute unter Berlicksichtigung der

erfolgten Aktualisierungen

Labor/ Institut Zeitpunkt Getestete Mutationen
Gemeinschaftspraxis 1995 dF508, R117H, d1507, G542X, G551D, R553X,
Dr. Ovens- Raeder, R347P, W1282X, N1303K, 1717-1G>A,
Dr. Waldenmeier, Minchen 3849+10kbC>T, IVS8- 5T
1996 + 3272-26A>G, 2143delT, Y1092X, R334W
1998 + G85E, 621+G>T, Y122X, 711+G>T, 1078delT,

R347H, , A445E, Q493X, V520F, 1677delTA, R560T,
S549R, S549N, 2183AA>G, 2789+5G>A,
3849+4A>G, R1162X, 3659delC, 3905insT

2001 + E60X, S1251N
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Humangenetisches Institut der 1993 dF508, R347P, R553X, G542X, G551D, N1303K,

LMU, Minchen W1282X

1995 +3272-26A>G

1999 + R117H, 3272-26 A>G, dI507
Humangenetisches Institut der 1995 dF508, R117H, R347, dI507, 1717-1G>A, G542X,
Universitat Uim G551D, R553X, W1282X, N1303K, IVS8-5T
Humangenetisches Institut der 2003 dF508, R117H, R347P, d1507, 1677delTA, 1717-
Universitat Gottingen 1G>A, G542X, S549RA>C, S549RT>G, S549N,

S549I1, G551S, G551D, 1784delG, R553Q, R553X,
R560T, 3849+10kbC>T, W1282X, N1303K, IVS8-5T

Praxis fir medizinische Genetik, |2001 dF508, R117H, dI1507, Q493X, V520F, 1717-1G>A,
Dr. Ebner, Regensburg G542X, G551D, R553X, R560T, S549R, S549N,
3849+10kbC>T, 3849+4A>G, R1162X, 3659delC,
W1282X, 3905insT, N1303K, G85E, 621+1G>T,
Y122X, 711+1G>T, 1078delT, R347P, R347H,
R334W, A455E, 1898+1G>A, 2183AA>G,
2789+5G>A, IVS8-5T

NatUrlich verhindern Unterschiede im getesteten Mutationsspekirum in Abhangigkeit
vom jeweiligen Zeitpunkt und vom ausfiihrenden Institut eine einheitliche Bewertung und
Beurteilung des genetischen Befunds. In allen Fallen, in denen der Patient deutschen
Ursprungs war, konnte laut untersuchendem Institut eine Detektionsrate von mindestens
80% bis 85% erreicht werden. Im Falle afghanischer und tunesischer Herkunft sank die
Nachweischance auf 38%, bei tlurkischer Herkunft auf 33%, bei dem Patienten
indonesischer Abstammung konnte Uber die Nachweiswahrscheinlichkeit von CFTR-
Mutationen keine Aussage gemacht werden. Zu beachten gilt allerdings, dass sich
solche Angaben zur Detektionswahrscheinlichkeit von CFTR- Mutationen auf CF-
Patienten beziehen. Fir Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie wird aufgrund
der vielbeschriebenen Heterogenitat dieses Krankheitsbilds und der groBteils noch
unentdeckten Zahl an zugrundeliegenden Mutationen im CFTR- Gen eigentlich eine
wesentlich geringere Nachweiswahrscheinlichkeit angenommen. Doérk et al. gehen

davon aus, dass sich mit dem Ublichen CF- Routineprogramm- selbst wenn es um die
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haufigsten CAVD- Mutationen wie die R117H- Missense- Mutation und die 1IVS8-5T-
SpleiBvariante erweitert wurde- dennoch lediglich auf 52% aller CAVD- Allele (56% der
Allele von CAVD- Patienten ohne Nierenbeteiligung) Mutationen nachweisen lassen
(Doérk et al., 1997). Durch erweiterte, aufwendigere Methoden wie beispielsweise die
SSCP (single- stranded- conformation- polymorphism)- Analyse des gesamten CFTR-
Gens, finden sich Mutationen immerhin auf etwa 79% aller CAVD- Allele (entsprechend
87% der CAVD- Patienten ohne Nierenbeteiligung) (Dérk et al., 1997). Diese
Problematik wird neben weiteren Punkten in der sowohl vor als auch nach der
molekulargenetischen Untersuchung erfolgenden genetische Beratung angesprochen.
Als Definition genetischer Beratung wird die bereits 1974 von einem Ad Hoc Commitee
on Genetic Counseling der American Society of Human Genetics formulierte weiterhin
anerkannt. Darin wird ausgeflhrt: ,Die genetische Beratung stellt einen
Kommunikationsprozess dar, in dem menschliche Probleme behandelt werden, die mit
dem Auftreten oder der Mdglichkeit des Auftretens einer Erbkrankheit in einer Familie
zusammenhangen. Dieser Prozess beinhaltet das Bemihen einer entsprechend

ausgebildeten Person, einem einzelnen oder einer Familie dazu zu verhelfen:

o medizinische  Fakten  einschlieBlich  Diagnose, Krankheitsverlauf  und
Behandlungsmdglichkeiten zu verstehen

o die Bedeutung von Erbfaktoren in der Atiologie einer Erkrankung zu verstehen und
Erkrankungsrisiken fur bestimmte Verwandte und Nachkommen richtig
einzuschatzen

o die Entscheidungsmadglichkeiten bei der Verarbeitung von Erkrankungsrisiken zu
verstehen

o diejenige Verhaltensweise zu wahlen, die in Anbetracht eines Erkrankungsrisikos
und der familidren Zielvorstellung angemessen erscheint und sich entsprechend
dieser Einstellung zu verhalten” (Epstein et al.,1975).

Diese Definition war wesentliche Vorlage fur die Formulierung einer ,Leitlinie zur

Genetischen Beratung® des Berufsverbandes Medizinische Genetik e.V. in ihrer

aktualisierten Fassung aus dem Jahre 1996. Zum Beratungsablauf wird folgendes

aufgefihrt: Die Inanspruchnahme der Genetischen Beratung ist freiwillig. Sie darf nur

46



unter Einhaltung der flr die arztlichen MaBnahmen geforderten Rahmenbedingungen
wie Aufklarungspflicht, Schweigepflicht, Datenschutz etc. durchgefiihrt werden. Uber
Ziele und Vorgehensweise sollte der Berater vorab informieren, in der Regel sollten
diese Informationen schriftlich gegeben werden. Ebenso sollte der Ratsuchende sein
Einverstandnis zur Durchfihrung der genetischen Beratung schriftlich geben (aus:
Berufsverband Medizinische Genetik e.V.: Leitlinien zur Genetischen Beratung).

Die genetische Beratung beginnt nun mit der Klarung der persénlichen Fragestellung
und des Beratungsziels sowie der Erhebung der persénlichen und familiaren Anamnese.
Es folgen die Bewertung vorliegender arztlicher Befunde beziehungsweise
Befundberichte und, falls es fir die Fragestellung von Bedeutung ist, auch die
kérperliche Untersuchung, die Untersuchung an Blut oder anderen Geweben, um eine
madglichst genaue medizinisch- genetische Diagnose zu sichern. Neben ausfihrlicher
Information Ober die in Frage stehenden Erkrankungen erfolgt die Abschatzung
spezieller als auch allgemeiner genetischer Risiken samt der Erlauterung der méglichen
Bedeutung dieser Informationen fir die Lebens- und Familienplanung des Betroffenen
(Kommission zur Erarbeitung von Richtlinien fir die genetische Beratung des
Berufsverbandes Medizinische Genetik e.V, 1994). Fir unsere Patienten standen im
Speziellen die sich flir den Betroffenen selbst aus dem genetischen Befund ergebenden
Konsequenzen, wie zum Beispiel ein relativ erhdhtes Risiko einer Spatmanifestation der
Mukoviszidose, wie es fir die Genotypen 2789+5G>A/2789+5G>A oder auch
dF508/3272A>G  beschrieben wird, sowie natirlich die Frage nach der
Erkrankungswahrscheinlichkeit méglicher Nachkommen im Vordergrund. Eine Aussage
Uber das Vererbungsrisiko der CAVD und auch, viel wichtiger noch, der vollstandig
ausgepragten Form einer Cystischen Fibrose fir die Nachkommen darf nattrlich nur
zusammen mit den Ergebnissen der Untersuchung der Partnerin getroffen werden. Dann
allerdings kann dieses Vererbungsrisiko relativ gut eingegrenzt werden, da die
Wabhrscheinlichkeit fir eine Mukoviszidose oder CAVD bei Nachkommen eines
Betroffenen eigentlich im Wesentlichen vom Gentragerstatus der Partnerin abhangt
(Stuhrmann et al., 1998). LieBe sich bei der Partnerin eine CFTR- Mutation im
heterozygoten Zustand nachweisen, musste von einer Erkrankungswahrscheinlichkeit
einer Mukoviszidose samt CAVD bei mannlichem Nachwuchs von bis zu 50%

ausgegangen werden. Kénnen hingegen die haufigsten CFTR- Mutationen- bei einer
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Detektionsrate von 85% flir CF- Patienten in der deutschen Population- ausgeschlossen
werden, wie es bei allen Partnerinnen unserer CAVD- Patienten der Fall ist, sinkt die
Erkrankungswahrscheinlichkeit der Nachkommen erheblich. Betragt die a priori
Heterozygotenwahrscheinlichkeit der Partnerin vor der genetischen Untersuchung noch
4%, so ergibt sich, falls bei einer Detektionsrate von etwa 85% keine CFTR- Mutation
nachgewiesen werden kann, dann eine posteriore Heterozygotenwahrscheinlichkeit von
nur mehr 0,6%. Ist der CAVD- Betroffene nun zum Beispiel compound heterozygot fiir
eine schwere (Klasse 1 bis 3, zum Beispiel dF508) und eine milde (Klasse 4 und 5, zum
Beispiel 1VS8-5T) CFTR- Mutation, ergibt sich fir die Nachkommen eine
Erkrankungswahrscheinlichkeit fur eine typische Mukoviszidose von 1x0,006x0,25=
0,0015 (0,15%). In sehr seltenen Fallen (deutlich unter 1%) kann die SpleiBvariante
IVS8-5T in compound- Heterozygotie mit einer schweren CFTR- Mutation auch zu einer
leicht ausgepragten Mukoviszidose fuhren. Dieses Risiko geht allerdings im eben
berechneten Gesamtrisiko von 0,15% auf. Die Erkrankungswahrscheinlichkeit fir eine
CAVD bei mannlichem Nachwuchs belauft sich in diesem Beispiel auf zusatzlich 0.09%,
da die Klasse 5- Mutation IVS8-5T nur mit einer Penetranz von etwa 60% einhergeht.

Weist der Genotyp des CAVD- Patienten hingegen eine compound- Heterozygotie flr
die Mutationen dF508/ R117H auf, erhdht sich, neben dem fiur die Nachkommen
gleichermaBen bestehenden Erkrankungsrisiko fir eine typische Mukoviszidose von
0,15% aufgrund der vollstdndigen Penetranz dieser Klasse 4 Mutation die
Erkrankungswahrscheinlichkeit fir eine mild ausgepragte CF um zusatzliche 0,15%.
Dieses im Rahmen der genetischen Beratung unserer CAVD- Patienten mit
Kinderwunsch berechnete Risiko einer méglichen Vererbung einer Cystischen Fibrose
an den Nachwuchs von insgesamt etwa 0,3% flr unsere Patienten deutscher Herkunft,
erscheint im Verhaltnis mit dem Basisrisiko fir eine Gesundheitsstérung Neugeborener
von 3-4% durchaus tragbar. Das erklart, warum sich trotz des Wissens um die
Vererblichkeit der Erkrankung durch den Vater alle Paare fur die Durchflihrung des
mikrochirurgischen Eingriffs zur Spermiengewinnung mit folgender kinstlicher

Befruchtung entschieden.

2.7 SchweiBtest
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Wie unter Punkt 1.5 Molekulare Konsequenzen der CFTR- Mutationen erlautert, wird die
angeborene Samenleiteraplasie bei dem GroBteil der Patienten verursacht durch
Mutationen im - gleichfalls fur die Cystische Fibrose verantwortlichen - CFTR- Gen und
dann als monosymptomatische genitale Form der Mukoviszidose angesehen.
Gelegentlich kommt es im Laufe der Jahre zu einer Auspragung weiterer oder einer
Verschlimmerung bereits latent bestehender Symptome der Mukoviszidose; der genaue
Anteil an CAVD- Betroffenen, bei denen dies der Fall ist, ist allerdings nicht bekannt
(Stuhrmann et al., 1998). Lediglich Tendenzen hinsichtlich des Risikos einer
Spatmanifestation in Abhéngigkeit von bestimmten Mutationen sind erkennbar,
insbesondere fir die Mutationen R117H, R334W, R347H, R352Q, 2789+5G>A und
A455E wird ein hdheres Diagnosealter angegeben (The Cystic Fibrosis Genotype
Phenotype Consortium, 1993). Aus diesem Grund wird den CAVD- Patienten ohne
Nierenbeteiligung neben der urologischen auch eine weiterfihrende internistische
Untersuchung inklusive SchweiBtest empfohlen. Obwohl vermutlich CFTR- Mutationen
existieren, die mit einem nicht- pathologischen SchweiBtest einhergehen, wirde die
Kombination von klinischer Untersuchung, genetischer Untersuchung und SchweiBtest
eine sicherere Aussage Uber den Zusammenhang der angeborenen Samenleiteraplasie
des Patienten und der Erbkrankheit Mukoviszidose erlauben. Und eben dies ware
hinsichtlich der Einschatzung einer maoglichen Spatmanifestation sowie der
Vererblichkeit an die Nachkommen des Betroffenen von groBer Wichtigkeit, besonders
fir die Patienten, bei denen die genetische Untersuchung nur teilweise (Heterozygotie
fir eine milde CFTR- Mutation) oder keinen Hinweis auf eine Beteiligung der im
Routineprogramm untersuchten CFTR- Mutationen ergeben hat, was natirlich noch
lange keine Beteiligung von CFTR- Mutationen ausschliesst. Der SchweifBtests bringt
somit als ergénzendes, nicht- invasives Diagnostikum wichtige Erkenntnisse zur
Beurteilung der CAVD als Teil der komplexen Phanotypen der ,CFTRopathien“ (Tsui,
1991).

Der 1959 von Gibson und Cooke beschriebene Test zur Messung der
Elektrolytkonzentration im SchweiB beruht auf der schon 1953 von di Sant'’Agnese

hergestellten Beziehung zwischen einer Mukoviszidose und stark erhéhten Natrium und

49



Chlorid- Werten im SchweiB3 dieser Patienten (di Sant’Agnese et al., 1953). Diese hohen
Elektrolytkonzentrationen sind, wie spater nach ldentifizierung des CFTR- Gens durch
Studien zur Expression des CFTR belegt werden konnte, Folge einer fehlerhaften
Ausbildung eines apikalen Anionenkanals (Riordan et al., 1993; Welsh et al., 1993). Je
nach Klasse der zugrunde liegenden Mutation im CFTR- Gen werden gar keine oder zu
wenig (Klasse1, 2 und 5) oder in ihrer Funktion beeintrachtigte (Klasse 3 und 4)
Chloridkanéle ausgebildet, was sich neben einer Beteiligung exokriner Drisen in Lunge,
Pankreas und Darm auch an den SchweiB3driisen der Haut manifestiert. Zahlreiche
Bestimmungsverfahren zur Messung der Elektrolytkonzentration im Schweil3 wurden
entwickelt, wobei sich die von Gibson und Cookes beschriebene Pilocarpin-
lontophorese als die ZweckmaBigste erwies: Die SchweiBproduktion wird am Unterarm
durch den Acetylcholinrezeptor- Agonist Pilocarpin stimuliert und die daraufhin
produzierte SchweiBmenge unter Luftabschluss, zum Beispiel mit einem NaCl- freien
Filterpapier, gesammelt. AnschlieBend wird die gesammelte Menge SchweiB in Aqua
bidest eluiert und der Natrium und/ oder Chloridgehalt im Eluat bestimmt. Das
Analysenergebnis, natlrlich umgerechnet auf die Menge gewonnenen SchweiB3es, wird
nun mit bestehenden Grenzwerten verglichen: Natrium oder Chloridwerte tGber 70 mval/l
sind beweisend flr die Diagnose der Mukoviszidose, bei Werten zwischen 40 und 70
mval/l ist die Diagnose wahrscheinlich und der Test wird wiederholt, bei Werten unter 40
mval/ | gilt die Diagnose als sehr unwahrscheinlich. In seltenen Fallen kann ein
pathologischer SchweiB3test andere Ursachen als eine Mukoviszidose aufweisen, zum
Beispiel kann auch eine Nebenniereninsuffizienz, ein Pseudohypoaldosteronismus, ein
Hypothyreoidismus, ein Hypoparathyreoidismus, ein Diabetes insipidus flir einen
gestorten Elektrolythaushalt mit der Folge einer gestérten SchweiBzusammensetzung
verantwortlich sein (Welsh et al., 1995). Dennoch stellt der SchweiBtest noch heute
eines der wichtigsten Verfahren zur Erh&rtung des klinischen Verdachts einer
Mukoviszidose dar. Lediglich in spezialisierten Zentren stehen Verfahren zur sicheren
Bestatigung oder zum weitgehenden Ausschluss der Diagnose Mukoviszidose zur
Verfugung wie die Messung der Potentialdifferenz am Nasalepithel oder auch an der
Rektalschleimhaut. Kein einziger unserer CAVD- Patienten kam allerdings der
Empfehlung einer Durchfihrung des SchweiBtests nach. Die Vorteile, die sich in

Abhéngigkeit des Ergebnisses fur den Patienten ergeben hétten, erschienen dem
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Einzelnen wohl nicht allzu Uberzeugend. Bei negativem Ergebnis hatte man mit groBer
Wahrscheinlichkeit das Bestehen einer mild ausgepragten Mukoviszidose oder die
Gefahr von sich spater manifestierender pulmonaler und intestinaler Symptome
ausschlieBen koénnen, die bis auf den unerfillten Kinderwunsch subjektiv

beschwerdefreien Patienten legten auf diese Erkenntnis allerdings wenig Wert.

2.8 Therapiemaoglichkeit

Eine Therapiemdglichkeit im herkdmmlichen Sinne wie beispielsweise eine
Tubulovasostomie erweist sich erfahrungsgeman als wenig aussichtsreich bei Patienten
mit angeborener Samenleiteraplasie. Folglich lasst sich die obstruktive Azoospermie
nicht direkt beheben, ein bestehender Kinderwunsch kann allerdings mittels moderner
mikrochirurgischer Eingriffen zur Spermiengewinnung und nachfolgenden In-vitro-
Fertilisationstechniken durchaus erflllt werden. Die Kryokonservierung des gewonnenen
Aspirats als zwischengeschalteter Schritt erleichtert dieses Vorgehen und wird daher
heutzutage als Methode der ersten Wahl angesehen. Die kryokonservierten Spermien
stehen dann namlich fir ein oder mehrere Versuche der kinstlichen Befruchtung, die
heute durch intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) erfolgt, zur Verfligung.
Friher wurde die Eizelle meist nur durch eine in- vitro- Fertilisation (IVF) in Kontakt mit
den Spermien gebracht, im Vergleich zur neueren Methode der ICSI jedoch waren die
Erfolgsquoten eher gering. Mittels dieser neueren Vorgehensweise werden nun
durchaus respektable Leistungen erzielt, so dass sich diese Methoden mittlerweile
etabliert haben bei der Behandlung azoospermer Patienten mit Kinderwunsch.

2.8.1 Mikrochirurgische epididymale Spermienaspiration und testikulare

Spermienextraktion

Die mikrochirurgische epididymale Spermienaspiration (MESA) und die testikulare
Spermienextraktion (TESE) gelten heutzutage als die neuesten Vorgehensweisen auf

dem Gebiet der assistierten Fertilisation. Sie erlauben eine Entnahme von vitalen
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Spermatozoen bei Patienten, die an obstruktiver Azoospermie leiden. Seit 1989 werden
diese Eingriffe in anfangs drei IVF- Zentren (Bonn, Miinchen und Stuttgart), seit 1993 in
vielen weiteren Kliniken vorgenommen. Als Indikation gilt eine obstruktive Azoospermie
bei intakter Spermatogenese, wie es bei der angeborenen Samenleiteraplasie und
inoperablen Verschllissen der Samenbldschen der Fall ist. AuBerdem kann mit diesen
Eingriffen Patienten mit konservativ nicht behandelbaren Ejakulationsstérungen ein
Kinderwunsch ermdglicht werden. Auch nach misslungenen Refertilisationsversuchen
und in Kombination mit Tubulovasostomie mit der Option der Kryokonservierung der
gewonnenen Spermien werden diese Operationen als weitere Therapiemdglichkeit
angeboten. Desweiteren wird eine TESE unter Umsténden sogar bei Patienten mit nicht-
obstruktiver Azoospermie oder mit einer Reifungsstérung durchgefiihrt, denn auch in
diesen Féllen werden fur gewdhnlich kleine Herde der Spermatogenese gefunden, die
eine Spermiengewinnung erlauben und somit diesen Patienten zu Nachwuchs verhelfen
kénnen (Silber et al., 1995).

Der mikrochirurgische Eingriff selbst verlduft nach standardisierten Methoden,
durchgefuhrt unter Zuhilfenahme eines Mikroskops bei sechs- bis 24-facher
VergrdBerung. Unter Allgemein- oder Lokalandsthesie beginnt der Operateur mit einem
circa 3cm langem Skrotalschnitt. Nun wird der Hodeninhalt ausgestiilpt und zusammen
mit Nebenhoden und dem Gangsystem inspiziert und palpiert. Dabei kann dann
letztendlich die Verdachtsdiagnose einer angeborenen Samenleiteraplasie in ein- oder
beidseitiger Auspragung bestétigt werden. Sobald die epididymale Serosa fenestriert ist,
kann die freie Praparation des dilatierten Tubulussystem beginnen. Friher musste stets
auf eine subtile Kauterisation geachtet werden, um einen Kontakt zwischen
Spermatozoen und Erythrozyten zu verhindern, heute ist dies nicht mehr nétig, da das
gewonnene Aspirat vor der Kryokonservierung labortechnisch gereinigt wird. Im
nachsten Schritt wird nun die epididymale Flissigkeit mit einer sterilen Glaspipette oder
einer Teflonkanlle mit einem Durchmesser von 200 bis 300um aspiriert. Kénnen in
diesem Aspirat bei der perioperativen mikroskopischen Untersuchung motile
Spermatozoen nachgewiesen werden, wird es einer Ham’s F10 HEPES Pufferlésung
zugefugt. AnschlieBend wird die Inzision mikrochirurgisch unter Verwendung eines 10-0
Fadens verschlossen. Kénnen jedoch, auch nach multipler beidseitiger Praparation der

Serosa sowie bei der Er6ffnung des Tubulusapparates, keinerlei vitale Spermienformen
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gewonnen werden, muss eine testikuldre Spermienextraktion folgen, wobei sich zentrale
Biopsate meist ergiebiger als Oberflachliche erweisen. Das hierbei gewonnene
Biopsiematerial wird in ein Transportmedium gebracht und darauffolgend far die
Isolierung vitaler Spermatozoen verwendet (Schwarzer et al., 2003).

Unsere Patienten wurden nach Diagnosestellung und Aufklarung dber weitere
Behandlungsmdéglichkeiten meist in die Frauenklinik Dr. Krismann in Muinchen
Uberwiesen, ein Zentrum flr gynakologische Endokrinologie und Sterilitdtsmedizin. Eine
hervorragende Infrastruktur erlaubt dort ein Neben- und Miteinander verschiedener
Disziplinen: Ein Urologe nimmt die mikrochirurgischen Eingriffe zur Spermiengewinnung,
also MESA und TESE, vor. Dies geschieht in einem speziellen andrologischen, extra far
Eingriffe dieser Art ausgestatteten Operationssaal, direkt neben den andrologischen
Labors. Dadurch wird sowohl eine sofortige Aufbereitung des Aspirats oder der Biopsate
gewahrleistet, als auch eine rasche Auskunft dariber ermdglicht, ob und in welcher
Menge und Qualitdt Spermatozoen gefunden wurden. Dieser Befund ist dann
ausschlaggebend dafir, ob die Prozedur beendet werden kann oder an anderer Stelle
weitergeflhrt werden muss. Ein solches HéchstmaB an Individualisierung des operativen
Eingriffs ist nur méglich durch das Konzept der engen rdumlichen, personellen und

organisatorischen Verzahnung.

2.8.2 Aufbereitung der Biopsate

Besonders im Falle der testikularen Spermienextraktion spielt nun die Aufbereitung der
Biopsate eine entscheidende Rolle. Nachdem ein kleiner Teil des entnhommenen
Gewebes flr die histologische Untersuchung abgetrennt wurde, wird zunachst versucht,
die Samenkanélchen des verbleibenden Teils mechanisch auszumelken, restliches
Gewebe wird einfach gequetscht. Eine erste Aussage Uber das Vorhandensein von
Spermatozoen kann nun getroffen werden; auBerdem kann die Anzahl der
Spermatozoen grob Uberschlagen werden. Im nachsten Schritt erfolgt eine Suspension
in Kulturmedium und ein Pooling aller Proben, sobald die Operation beendet ist. In
Abhangigkeit des Grades der Verunreinigung mit anderen Zellelementen und der
Spermatozoendichte werden diese Proben entweder Uber Percollgradienten oder durch

einfache Pelletierung und Resuspension gereinigt. Nach den Reinigungsschritten wird
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nun die Probe auf 1ml Medium resuspendiert, um eine gewisse Standardisierung zu
erreichen. Nun wird ein Spermiogramm erstellt und je nach Spermatozoendichte das
Endvolumen entweder durch Pelletierung und erneute Suspension vermindert oder
durch Zugabe von Medium erhéht. Im letzten Schritt erfolgt eine Portionierung in Straws
(meist 10 bis 12) und die Kryokonservierung (Wrfel et al., 1998). Ein Alternativkonzept
zur sogenannten Kryo- TESE besteht darin, die bei dem operativen Eingriff gewonnenen
Proben sofort zu kryokonservieren und erst unmittelbar vor der geplanten ICSI wieder
aufzutauen und erst dann mit der Aufbereitung der Biopsate zu beginnen. Anhand von
histologischen Schnitten soll im Vorfeld das Vorhandensein von Spermatozoen belegt
werden. Als Argument fir dieses Verfahren wird angefliihrt, dass sich eine In- toto-
Kryokonservierung gunstiger im Sinne einer Kryoprotektion auf die Spermatozoen
auswirkt (Salzbrunn et al, 1996). Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode besteht
allerdings darin, dass besonders bei ausgepragten testikuldaren Insuffizienzen die
verbleibende Spermiogenese nicht homogen Uber das gesamte Hodengewebe verteilt ist
und als Folge dessen erhebliche Variationen hinsichtlich des Spermatozoengehalts
auftreten kdnnen. AuBerdem besteht bei einer sofortigen Aufbereitung eines Biopsats
die Méglichkeit, dass sich unerwarteter Weise doch noch Spermatozoen finden, die sich
fir eine spatere Behandlung mit ICSI eignen, obwohl in dem histologischen Schnitt
keine nachweisbar waren. Eine homogene Suspension ermdglicht zudem eine
zuverlassige  Portionierung  der  Spermatozoen, so dass bei spateren
Fertilisationsversuchen mittels ICSI die Zahl der Straws, die aufzutauen sind, prazise
gewahlt werden kann (Wdarfel et al., 1998). Aber auch hinsichtlich der Aufbereitung der
Biopsate existieren durchaus alternative Vorschlage: andere Institute bevorzugen eine
Spermiengewinnung aus den Proben mittels enzymatischer Andauung. Es bleibt im
Prinzip dem jeweiligen Zentrum Uberlassen, mittels welcher Mittel und Methoden es dem
betroffenen Paar eine hdchstmégliche Erfolgsrate bei der Erflllung ihres
Kinderwunsches anbietet.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass zufriedenstellende Behandlungsergebnisse bei der
Therapie infertiler Paare hohe Anforderungen stellen an die Organisation und das
ausfihrende Personal eines solchen ,Kinderwunsch- Zentrums* , in dem interdisziplinar

eng zusammengearbeitet werden muss, um den Erfolg einer Behandlung zu sichern.
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2.8.3 Kryokonservierung

Die Methode der Kryokonservierung als Zwischenschritt nach der Gewinnung der
Spermien und vor der kiinstlichen Befruchtung der Eizelle fihrte in den letzten Jahren zu
einer erheblichen Erleichterung der Logistik und Organisation bei reproduktiven
Eingriffen und ist deshalb fur die klinische Routine als erste Wahl anzusehen. Fir jeden
einzelnen Behandlungszyklus der Ehefrau musste friher ein operativer Eingriff
(MESA/TESE) durchgefiihrt werden, um die nétigen Spermatozoen zu gewinnen. Dies
stellt nicht nur eine erhebliche Belastung fir den Ehemann dar, es wird auch
operationstechnisch immer problematischer, eine zunehmende Anzahl von
Hodenbiopsien in relativ kurzem zeitlichem Abstand zu wiederholen. AuBerdem muss
der mikrochirurgische Eingriff zur Spermiengewinnung zeitlich genau abgestimmt
werden auf den Termin des Eisprungs der Partnerin, damit die Eizelle quasi zeitgleich
entnommen und direkt nach der kinstlichen Befruchtung wieder implantiert werden
kann. Dieses simultane Vorgehen der Follikelpunktion und MESA/TESE erfordert
extreme Flexibilitdt nicht nur der Patienten, sondern auch des beteiligten medizinischen
Personals. Sie alle mlssen in Bereitschaft gehalten werden, um im richtigen Moment zur
Verfligung zu stehen; nur so kann ein Gelingen der Behandlung infertiler Paare durch
kinstliche Befruchtung Uberhaupt erwartet werden. Ein Ansatz zur Lésung dieser nicht
unerheblichen logistischen und organisatorischen Probleme wére die Kryokonservierung
von deutlich mehr als drei Vorkernstadien gewesen, um in darauffolgenden
Behandlungszyklen auf erneute chirurgische Eingriffe und Eizellentnahmen verzichten
zu koénnen. Die vorsatzliche Befruchtung von mehr als drei Eizellen ist nach dem
Embryonenschutzgesetz (ESchQG) jedoch nicht statthaft, weshalb hierin keine wirkliche
Therapiealternative zu sehen ist. Zudem ist aus medizinischer Sicht zu beriicksichtigen,
dass die Schwangerschaftsraten nach Kryokonservierung niedriger sind als die mit
nativen, also nicht- kryokonservierten Vorkernstadien. Aus diesen Griinden wird nun das
Konzept der Kryokonservierung der gewonnenen Spermien verfolgt, um diese zum
gewulinschten Zeitpunkt dann wieder aufzutauen und fir die ICSI verwenden zu kdénnen.
Und spatestens seit in Studien zur Kryokonservierung der Spermien nachgewiesen
werden konnte, dass sich hinsichtlich der erfolgten Schwangerschaftsrate keinerlei

Unterschied zwischen frischen und kryokonservierten Spermien bemerkbar macht,
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gehort dieser Zwischenschritt zum Standard- Prozedere bei derartigen Eingriffen (Silber
et al., 1995). Der operative Eingriff beim Mann kann nun unabhangig vom Zyklus der
Frau geplant werden. AuBerdem besteht nun bei eigentlich nur explorativ geplanten
Eingriffen jederzeit die Mdglichkeit der Spermienaspiration fir spéatere eventuelle
kiinstliche Befruchtungen. Die Spermiengewinnung muss zudem nicht jedes Mal durch
eine erneute Operation erfolgen falls, wie in den meisten Fallen, mehr als ein Versuch
zur  Befruchtung noétig sein sollte. Eine Kryokonservierung erlaubt mehrmalige
Versuche der in- vitro- Fertilisation beziehungsweise ICSI, da die Spermien jeweils nur
portionsweise aufgetaut werden. Eine eben gerade so groBe Menge, wie fir einen
Befruchtungsversuch der Eizelle nétig ist, wird also aufgetaut, wobei die verbleibende
Menge der Spermien fir eventuelle spatere Befruchtungen weiterhin kryokonserviert zur
Verflgung steht. Im Durchschnitt reicht die bei der MESA und/ oder TESE gewonnenen
Spermienmenge fir etwa flinf Befruchtungen aus, erst dann muss ein erneuter Eingriff
zur Spermiengewinnung stattfinden. Und falls trotz multilokularen beidseitigen Biopsien
keinerlei Spermienformen gefunden werden kdnnen, lassen sich unnétige Behandlungen
der Frau vermeiden. Ingesamt wird die eventuelle Erhdéhung der Kosten fir die
Behandlung infertiler Paare mit MESA/ TESE und nachfolgender ICSI durch diesen
heutzutage zwischengeschalteten Schritt der Kryokonservierung gerne in Kauf
genommen, da die dadurch gewonnene logistische und organisatorische Erleichterung
bei der Durchfiihrung der Behandlung diese bei Weitem aufwiegt. Und da sich
hinsichtlich der Schwangerschaftsrate keine nachteiligen Auswirkungen bemerkbar
machen, sondern durchaus vergleichbar gute Ergebnisse erzielen lassen, gehért dieser
Zwischenschritt mittlerweile zum Standard-Programm bei dieser Form der Therapie
kinderloser Paare.

2.8.4 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion

Neben Patienten mit obstruktiver Azoospermie gilt die intrazytoplasmatische
Spermieninjektion (ICSI) mittlerweile sogar bei Patienten, deren Azoospermie nicht-
obstruktiver Genese ist, sondern durch mangelhafte Produktion und Ausreifung der
Spermien verursacht wird, als erfolgreich durchfihrbar. Einzig fir Patienten, bei denen

weder Spermatozoen noch Spermatid- Formen im Hoden ausfindig gemacht werden
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kdnnen, wird ein Therapieversuch mit dieser Methode als chancenlos angesehen;
jedoch machen die von dieser schweren Art von Unfruchtbarkeit Betroffenen einen sehr
geringen Prozentsatz aus (Silber, 1998). Woher die Spermien fir die kinstliche
Befruchtung stammen und welche Ursache fir die Azoospermie nun in Frage kommt,
hat augenscheinlich keine Auswirkung auf den Erfolg dieser Prozedur: epididymale
Spermien, die mittels MESA gewonnen werden, erzielen vergleichbar hohe
Schwangerschaftsraten wie die aus dem Hoden mittels TESE gewonnenen Spermien
(Silber et al., 1995). Hinsichtlich der Motilitdt unterscheiden sich epididymale zwar sehr
wohl von testikuldren Spermien, sogar innerhalb des Nebenhodens besteht ein Gefalle
von Spermatozoen aus dem proximalen Teil mit der h6chsten Motilitét Uber solche aus
dem distalen Teil mit maBiger Motilitat bis hin zu den testikularen Formen, die meist nur
ortsstandig motil oder sogar vollstandig immotil sind. Das Kriterium der Motilitat kann bei
dem Verfahren der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion jedoch im Gegensatz zur
herkdmmlichen in- vitro- Fertilisation, bei der eine Befruchtung der Eizelle mit
testikularen Spermien nahezu unméglich war, auBer Acht gelassen werden.

Was den Behandlungszyklus der Frau betrifft, wird in der Dr. Krismann- Klinik
folgendermaBen verfahren: nach hormoneller Niederregulation durch ein GnRH-
Analogon wird eine Stimulation mit Gonadotropinen (FSH, hMG) durchgefiihrt. Mit
150L.E. pro Tag als Einstiegsdosis wird begonnen, und zwar ab dem dritten Zyklustag.
Unter Ultraschallkontrolle erfolgt die Eizellentnahme transvaginal, immer in Beisein
eines Anasthesisten und meist unter Analgosedierung (Wdarfel et al., 1998). Die
technische Durchflihrung der ICSI erfolgt, indem ein einzelnes Spermatozoon in das
Zytoplasma einer befruchtbaren Metaphase |lI- Eizelle injiziert wird (van Steirteghem et
al., 1993). Der Embryotransfer erfolgt intrauterin unter Zuhilfenahme eines gebogenem
Wallace- Katheders.

Die Lutealphase wird Ublicherweise gestitzt mit 3x 1500 ILE. hCG und 3x 200mg
Progesteronkligelchen intravaginal. Der Schwangerschaftsnachweis gelingt bei
erfolgreicher Implantation nach zwei Wochen mittels hCG- Bestimmung im Urin, nach
etwa finf Wochen ist eine bildliche Darstellung der eingenisteten Eizelle in der
Uterusschleimhaut mdglich.

Die Erfolgsquoten bei der Behandlung infertiler Paare konnte seit 1992 mit der

Einflhrung dieser neuen assistierten Reproduktionstechnik erheblich verbessert werden.
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Die Embryotransferrate nach MESA (TESE) und ICSI liegt in etwa bei 68,2% (84,6%),
die Schwangerschaftsrate bei 18,4% (23,1%) (Ergebnisse der Sektion Mikrochirurgie der
Deutschen Gesellschaft fir Urologie, Zumbé et al., 1996). Neuere Studien von Vernaeve
et al., die nur Ergebnisse von Patienten mit obstruktiver Azoospermie einbeziehen,
geben die erzielte Schwangerschaftsrate nach einmaliger TESE und ICSI mit 24,0% an
(Vernaeve et al.,, 2003). Den Daten zufolge, die 1998 von der mit uns in enger
Zusammenarbeit stehenden Frauenklinik Dr. Krismann verdéffentlicht wurden, kénnen
21,2% pro und 23,5% pro
Embryotransfer (Embryotransferrate 90%) erreicht werden. Mit im statistischen

Schwangerschaftsraten von Behandlungszyklus

Durchschnitt 2,3 transferierten Praimplantationsembryonen kann so eine kumulative

Schwangerschaftsrate von 41,7% erzielt werden (Warfel et al., 1998).

Tabelle 6: Ergebnisse der ICSI unserer 62 CAVD- Patienten

Patienten

insgesamt: 2,62

ICSI erfolgreich: 31 1Kind: Zwillinge: 2 Kinder:

(50%) 22 (35,5%) [71,0%)] 6 (9,7%) [19,4%)] 3 (4,8%) [9,7%)]
ICSI ohne Erfolg: 31 Behandlung Behandlung lauft noch: | Kontakt abgebrochen
(50%) abgebrochen: 14 (22,6%) [45,2%)] u.a.:

8 (12,9%) [25,8%]

8 (12,9%) [25,8%)]

(): Prozentualer Anteil bezogen auf die insgesamt 62 CAVD- Patienten

[I: Prozentualer Anteil bezogen auf die jeweils 31 Patienten mit erfolgreicher beziehungsweise nicht

erfolgreicher Behandlung
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Aufgrund mehrerer bereits fehlgeschlagener Versuche wurde die Behandlung von acht
Paaren abgebrochen, da trotz zunehmender Zahl an ICSI- Versuchen die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Schwangerschaft als nicht mehr steigerbar gilt. AuBerdem ist
die Finanzierung dieses Eingriffs von den Kassen auf eine gewisse Anzahl von
Versuchen - meist zwischen drei und flnf- begrenzt, weitere Versuche missen vom
Patienten selbst bezahlt werden. Insgesamt 14 Patienten befinden sich momentan noch
in unserer Behandlung, vermutlich werden in Kiirze noch einige Schwangerschaften und
Geburten zu verzeichnen sein. Sechs Patienten brachen aufgrund von Umziigen oder
anderen personlichen Beweggriinden den Kontakt zu uns beziehungsweise zur
weiterbehandelnden Frauenklinik Dr. Krismann ab, so dass uns keine Informationen
Uber den weiteren Verlauf der Behandlung zur Verflgung stehen. Ein Patient
verzichtete bewusst auf die Kryokonservierung der bei der mikrochirurgischen
Exploration gewonnenen Spermien und damit auf einen Befruchtungsversuch mittels
ICSI. Tragischerweise verstarb die Partnerin eines  unserer Patienten in der
Vorbereitungsphase auf die ICSI.

Betrachtet man die Ergebnisse der erfolgreich verlaufenen Befruchtungsversuche, so
wird  offensichtlich, dass neben 22  Einlingsschwangerschaften  sechs
Zwillingsschwangerschaften verzeichnet wurden. Ausgehend von insgesamt 31 Paaren,
deren Fertilisation erfolgreich verlief, bedeutet dies eine Zwillingsrate von 19,4%. Im
Verhéltnis zur Zwillingsrate in der Allgemeinbevélkerung ist dieser Anteil an
Zwillingsgeburten deutlich erhoht. Obwohl eine Reduktion der
Mehrlingsschwangerschaften als erklartes Ziel der European Society of Human
Reproduction and Embryology gilt, wird neuesten Ergebnissen zufolge auch im Jahre
2002 die Zwillingsrate nach kunstlichen Befruchtungen europaweit bei 24,0% liegen
(Nygren et al., 2001). Der Grund dafir liegt vermutlich bei der Durchflhrung des
Embryotransfers mit durchschnittlich 2,3 Embryonen pro Befruchtungszyklus.
Letztendlich wird die Zahl an transferierten Embryonen immer ein Kompromiss sein, um
einerseits eine gewisse Wahrscheinlichkeit fir das Gelingen des Transfers und der
Einnistung von Embryonen Zu gewahrleisten und andererseits
Mehrlingsschwangerschaften (Drillinge und mehr) auszuschlieBen, da diese natirlich
immer ein erhéhtes gesundheitliches Risiko sowohl fir die Feten als auch fur die Mutter

bergen. AuBer der Gefahr einer Mehrlingsschwangerschaft, meist Zwillinge (die
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Drillingsrate nach kinstlicher Befruchtung liegt bei 2,2%), ist das Risiko fir angeborene
Fehlbildungen oder chromosomale Abnormitéten nicht erhdht. Zu solchen Ergebnissen
gelang man aufgrund extensiver genetischer und péadiatrischer Follow- up- Studien
bezlglich ICSI- Schwangerschaften: das Risiko fiir kongenitale Malformationen liegt bei
2,6%, fur gonosomale Abnormitéten bei etwa 1,0% und auch das Risiko fur autosomale
de- novo Abnormitaten scheint nicht erhdht zu sein. Silber nennt diese Ergebnisse sehr
beruhigend, obwohl er dennoch auf die Wichtigkeit einer ausfihrlichen genetischen
Beratung von infertilen Paaren hinweist (Silber et al., 1998). Bei Untersuchungen von
305 Paaren konnten insgesamt bei 3,3% nach ICSI geborene Individuen kongenitale
chromosomale Abweichungen identifiziert werden (van der Ven et al., 1998), van
Steirteghem beschreibt in seinem Bericht Uber die letzten zwanzig Jahre der in- vitro-
Fertilisation eine leichte, aber signifikante Steigerung der Zahl an gonosomalen
Aneuploidien und strukturellen de- novo Aberrationen, wobei schwerere angeborene
Malformitaten allerdings offensichtlich gleichermaBen bei durch ICSI und
konventioneller IVF wie auch bei auf natlrlichem Wege entstandenen Nachwuchs

auftreten (van Steirteghem, 2001).

3. Ergebnisse

3.1 CFTR- Mutationen bei Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie

Bis auf zwei Ausnahmen (Patienten 8, 51) - in diesen beiden Fallen lag uns kein
schriftlicher Befund der genetischen Untersuchung vor, weshalb das Vorhandensein von
Mutationen (trotz mindlicher Bestétigung beziehungsweise handschriftlichem Vermerk)
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann- wurde bei allen an unserer
Untersuchung teilnehmenden Patienten die Routinediagnostik zur Untersuchung des auf
Chromosom 7 lokalisierten CFTR- Gens durchgefiihrt und dokumentiert. Somit konnten

durch die Auswertung der Krankenakten mdgliche Zusammenhange zwischen der
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kongenitalen Samenleiteraplasie und fraglich urs&chlicher CFTR- Mutation(en)
hergestellt werden.

Schwierigkeiten bei der vergleichenden Beurteilung bereitet allerdings die Tatsache,
dass die genetischen Befunde der Patienten in einem Zeitraum von 1994 bis 2003 an
verschiedenen genetischen Instituten innerhalb Deutschlands erstellt worden sind. Das
bedeutet, dass die untersuchten Mutationsspekiren Unterschiede aufweisen, was
moglicherweise die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung der CFTR- Mutationen
beeinflusst haben kénnte. Einen Uberblick der zum jeweiligen Zeitpunkt getesteten
Mutationen gibt Tabelle 5: Mutationsspektren verschiedener genetischer Institute unter
Berlcksichtigung erfolgter Aktualisierungen, Punkt 2.6, Genetische Untersuchung.
Lediglich die sowohl bei der Cystischen Fibrose als auch bei der CAVD am haufigsten
auftretende Mutation, namlich die dF508- Mutation (Klasse 2 Mutation) , die sich auf ca.
70% aller weltweit untersuchten CF- Allele befindet und die insbesondere mit der CAVD
assoziierten R117H- Mutation wurde in allen, die bei CAVD- Betroffenen ebenfalls
haufige SpleiBvariante 1VS8-5T immerhin in den meisten Féllen in die Diagnostik

miteinbezogen.

3.1.1 CFTR- Mutationen bei Patienten mit kongenitaler bilateraler
Samenleiteraplasie

Die Tabelle 7 bietet einen ersten Uberblick Giber die Art und Haufigkeit der Mutationen,
die eigenen Untersuchungen zufolge mit einer beidseitigen Samenleiterfehlanlage

einhergehen.

Tabelle 7: CFTR- Genotypen unserer 53 CBAVD- Patienten

CF/ CF CF/ CBAVD CF/N CBAVD/N N/N

4 (7,5%) 16 (30,2%) 10 (18,9%) 8 (15,1%) 3 (5,7%) mit
Nierenbeteiligung,
12 (22,6%) ohne
Nierenbeteiligung
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CF: Mutationen der Klassen 1 bis 3, sowie einige Mutationen der Klasse 4 und 5, bei denen eine
Mukoviszidose- verursachende Wirkung nachgewiesen oder sehr wahrscheinlich ist.

CBAVD: Mutationen der Klasse 4 und 5, die mit einer CBAVD assoziiert sind.

N: keine CFTR- Mutation nachgewiesen

(): Relative Haufigkeit der Mutationen

Bei vier unserer Patienten (7,5%) war eine milde Form der Mukoviszidose bereits vor
Aufsuchen der urologischen Praxis aufgrund des unerflllten Kinderwunsches bekannt,
jeweils beide Allele des Chromosoms 7 tragen eine fir die Cystische Fibrose typische
schwere CFTR- Mutation. In zwei Fallen wurde eine Homozygotie fir die dF508-
Mutation nachgewiesen (Patienten 14, 42), bei den beiden anderen Patienten handelt es
sich um Brlder, deren Genotyp beide Male sowohl fiir die dF508- als auch fiir die 3272-
26A>G- Mutation homozygot ist (Patienten 12, 15). Der jingere der Brider (Patient 12)
verstarb im Laufe unserer Untersuchungen an den Folgen der sich spat manifestierten
Mukoviszidose. Bei 16 von 53 CBAVD- Patienten (30,2%) konnte eine sogenannte
compound- Heterozygotie fir eine schwere und eine milde CFTR- Mutation
nachgewiesen werden. Das heif3t, ein Allel in dem auf Chromosom 7 lokalisierten CFTR-
Gen tragt eine Mutation, die der Klasse 1 bis 3 angehért und in homozygotem Zustand in
engem Zusammenhang mit einer Mukoviszidose- Manifestation steht. Da auf dem
homologen Allel eine milde Mutation der Klasse 4 oder 5 vorliegt, duBert sich dieser
Genotyp meist nur in Form einer ansonsten weitgehend symptomlosen genitalen
Fehlbildung, der angeborenen Samenleiteraplasie. Ahnliches gilt fiir die 10
beziehungsweise 8 Patienten (18,9% und 15,1%), bei denen neben einer entweder
,schweren CF-“ oder ,milden CBAVD- Mutation® das homologe Allel nicht von einer
CFTR- Mutation betroffen zu sein scheint- wobei natlrlich die Méglichkeit nicht
auszuschlieBen ist, dass eine zweite Mutation noch existiert, diese allerdings zu selten
ist, um in der Routinediagnostik miterfasst zu werden. Drei der CBAVD- Patienten
lieferten neben der Samenleiteraplasie noch den Befund einer einseitige Nierenaplasie,
wodurch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von CFTR- Mutationen mehreren
Studien zufolge gegentber der Allgemeinpopulation womdglich als  nicht erhdht
einzustufen ist (siehe Punkt 1.8.2. Die kongenitale Samenleiteraplasie mit
Nierenbeteiligung). Verbleiben somit zwdlf von 53 CBAVD- Patienten (22,6%), bei denen
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der Grund fUr das Fehlen einer nachweisbaren CFTR- Mutation nicht offensichtlich ist.

Immerhin bei 20 der CBAVD- Patienten konnte eine Homo- beziehungsweise eine

compound- Heterozygotie, bei 18 eine Heterozygotie fir eine Mutation im CFTR- Gen

nachgewiesen werden. Im Folgenden interessiert nun, welcher Genotyp mit welcher

Haufigkeit bei unseren Patienten vertreten ist.

Tabelle 8: Haufigkeit der CFTR- Genotypen bei 38 CBAVD Patienten mit nachgewiesener CFTR-

Mutation

Genotyp Art der Mutation Diagnose Haufigkeit (relative)
DF508/ R117H Klasse 2/ 4 CBAVD 8 (21,1%)
DF508/ IVS8- 5T Klasse 2/ 5 CBAVD 6 (15,8%)
DF508; Klasse 2; 5/ 5 CBAVD 1(2,6%)
IVS8-5T/ IVS8-5T

DF508/ L1388Q* Klasse 2/ * CBAVD 1(2,6%)
DF508 / dF508 Klasse 2/ 2 CF, CBAVD 2 (5,3%)
DF508/ dF508 Klasse 2/ 2 CF, CBAVD 2 (5,3%)
3272A>G/ 3272A>G

DF508/ N Klasse 2/ N CBAVD 9 (23,8%)
R117H/ N Klasse 4/ N CBAVD 3 (7,9%)
IVS8- 5T/ N Klasse 5/ N CBAVD 4 (10,5%)
W1282X/ N Klasse 1/ N CBAVD 1(2,6%)
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G551D/N Klasse 3/ N CBAVD 1(2,6%)

N: keine Mutation nachgewiesen

(): Haufigkeit des Genotyps bezogen auf die 38 Patienten mit nachgewiesenen Mutationen

*Fir diese Mutation im CFTR- Gen konnte ich keine Einteilung in die Klassen 1 bis 5 finden, aufgrund des
Auftretens in Zusammenhang mit einer CBAVD kann jedoch von einer milden Mutation der Klasse 4 oder

5 ausgegangen werden.

Die mit Abstand haufigsten Genotypen in unserem Kollektiv waren die dF508- Mutation
entweder heterozygot vorliegend (23.8%), oder kombiniert mit der Missense- Mutation
R117H (21,1%) beziehungsweise mit der SpleiBvariante IVS8-5T (15,8%), die schwere
Klasse 2- Mutation heterozygot oder compound- heterozygot vorliegend mit der milden
Klasse 4- beziehungsweise Klasse 5- Mutation als typischer CBAVD- Genotyp.
Insgesamt sieben verschiedene Mutationen konnten im Genom unserer CBAVD-
Patienten mittels Routinediagnostik identifiziert werden. Einen genauen Uberblick (iber

die Haufigkeitsverteilung dieser Mutationen soll die folgende Tabelle 9 geben.

Tabelle 9: Absolute (relative) Haufigkeit der detektierten CFTR- Mutationen

Mutation: dF508 IVS8-5T R117H 3272- L1388Q w1282X G551D
26A>G

CBAVD- 25 (65,8%) |11 (28,9%) |11 (28,9%) |0 1(2,6%) 1(2,6%) 1(2,6%)

Patienten

CF- 4(10,5%) |0 0 2 (5,3%) 0 0 0

Patienten

Gesamt 29 (76,3%) |11 (28,9%) |11 (28,9%) |2 (5,3%) 1(2,6%) 1(2,6%) 1 (2,6%)

(): relative Haufigkeit der CFTR- Mutationen, bezogen auf die 38 CBAVD- Patienten mit detektierten
Mutationen

Die Ergebnisse zeigen, dass die bei CF- Patienten der kaukasischen Bevdlkerung

bekanntermaBen haufigste Mutation im CFTR- Gen, der Basenaustausch an Position
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508, auch die bei unseren CBAVD- Patienten die am haufigsten nachgewiesene
Mutation darstellt. Von insgesamt 38 Patienten, die Trager von Mutationen sind, tragen
29 entsprechend 76,3% aller CBAVD- Patienten mit nachgewiesener Mutation die
dF508- Mutation, wobei von den vier dafir homozygoten Patienten je nur ein Allel in der
Tabelle bertcksichtigt wurde. Je elf unserer CBAVD- Patienten erwiesen sich als Trager
der Missense- Substitution R117H oder der SpleiBvariante IVS8- 5T, was einer relativen
Haufigkeit von 28,9% fur das Auftreten dieser Mutationen entspricht- wiederum gesetzt
den Fall, dass eine Mutation detektiert wurde. Somit wird an dieser Stelle ein besondere
Zusammenhang zwischen der Klasse 4- Mutation R117H und der SpleiBvariante 1VS8-
5T und der primar genitalen Form der Mukoviszidose, der angeborenen
Samenleiteraplasie erkennbar. Von den vier weiteren, in unserem Kollektiv detektierten
Mutationen, trat der 3272-26A>G- Basenaustausch, von dem das Briderpaar betroffen
war zweimal auf, die L1388Q, W1282X und die G551D- Mutation nur je einmal in
Erscheinung. Bestimmt man nun die Allelfrequenz der detektierten Mutationen unserer
53 CBAVD- Patienten und erstellt hiervon eine Tabelle, so lassen sich unsere
Ergebnisse beispielsweise gut mit Ergebnissen aus Untersuchungen der 106 CBAVD-

Patienten aus Ddérks Kollektiv vergleichen (Dérk et al., 1997).

Tabelle 10: Allelfrequenz der CFTR- Mutationen unserer 53 CBAVD- Patienten (extra unterteilt: 4
CF- Patienten)

Mutation 4 CF Patienten 49 CBAVD- Patienten | 106 CBAVD- Patienten
(8 Allele) (98 Allele) aus Dorks Kollektiv (212 Allele)
DF508 8 (100%) 25 (25,5%) 57 (26,9%)
IVS8- 5T - 12 (12,2%) 26 (12,3%)
R117H - 11 (11,2%) 24 (11,3%)
3272-26A>G 4 (50%) - 2 (0,9%)
L1388Q - 1 (1,0%) 1 (0,5%)
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W1282 - 1(1,0%) 1(0,5%)

G551 - 1(1,0%)

Die vier CF- Patienten wurden gesondert von den Patienten dargestellt, die aufgrund der
CFTR- Mutationen ,nur” von einer angeborenen Samenleiteraplasie betroffen sind, da
sich unsere Untersuchungen ja strenggenommen eben nur auf CAVD- Patienten
beziehen und nicht zusatzlich Mukoviszidose- Patienten mit Samenleiteraplasie
einschlieBBen.

Mit 25,5% stellt der Basenpaaraustausch in Position 508 die Mutation dar, von der die
meisten Allele unserer CBAVD- Patienten betroffen sind. Aber auch die Missense-
Substitution R117H konnte relativ haufig im Genom unserer CBAVD- Patienten
identifiziert werden. Verglichen mit der Allelfrequenz deutscher CF- Patienten, die bei
etwa 0,3% liegt, ist die Frequenz dieser Klasse 4- Mutation von 11,2% der Allele
unserer Patienten mit Samenleiteraplasie deutlich erhéht, was den langst geforderten
Zusammenhang zwischen dieser Missense- Mutation und dem Erscheinungsbild der
angeborenen Samenleiteraplasie (Gervais et al., 1993) bestatigt. Ebenso die 5T-
Langenreduktion des Polythymidintrakts im Intron 8 trat mit 12,2% mehr als doppelt so
haufig auf Chromosom 7 der untersuchten CAVD- Patienten auf, als es die
Heterozygotenfrequenz in der Allgemeinpopulation, die mit etwa 5% angegeben wird,
erwarten lieB (Chu et al., 1993; Kiesewetter et al., 1993; Chillon et al., 1995; Zielenski et
al., 1995). So konnte durch unsere Untersuchungen auch dieser Zusammenhang
zwischen der SpleiBvariante 1IVS8- 5T und dem Erscheinungsbild der angeborenen
Samenleiteraplasie bekraftigt werden. Ein Screening allein fir diese drei Mutationen
hatte insgesamt schon 48,9% der Mutationen unserer CBAVD- Patienten erfasst.
Vergleicht man die Allelfrequenzen unserer CBAVD- Patienten mit denen des von Dérk
et al. untersuchten Patientenkollektivs, so lassen sich hier durchaus Parallelen ziehen,
und zwar insofern, als dass das Auftreten der beiden CFTR- Mutationen dF508 und
R117H sowie der SpleiBvariante 1IVS8- 5T eine Gemeinsamkeit aller untersuchten
CBAVD- Patienten darstellt. Ergebnisse der Untersuchungen von Dérk et al. eignen sich
besonders gut zum Vergleich mit unseren eigenen Ergebnissen, da seine wie auch

unsere Patienten GroBteils deutscher Herkunft sind.
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3.1.2 CFTR- Mutationen bei Patienten mit kongenitaler unilateraler

Samenleiteraplasie

Von den neun CUAVD Patienten unseres insgesamt 62 CAVD- Patienten umfassenden
untersuchten Kollektivs war interessanterweise kein einziger von einer CFTR- Mutation
betroffen. Eine Ubersicht zum klinischen Lokalbefund sowie zum Nierenstatus der neun
CUAVD- Patienten liefert Tabelle 11, in der zudem der Zeitpunkt der genetischen
Untersuchung vermerkt ist- das zum jeweiligen Zeitpunkt untersuchte
Mutationsspektrum kann der Tabelle 5, Punkt 2.6 Genetische Untersuchung,
entnommen werden. Leider waren zwei unserer Patientenakten insofern unvollstandig,
als dass ein schriftlicher genetischer Befund fehlte und lediglich vom behandelnden Arzt
handschriftlich vermerkt wurde, eine genetische Untersuchung auf Mutationen im CFTR-

Gen hin sei ohne den Nachweis einer Mutation erfolgt.

Tabelle 11: Ubersicht der CUAVD- Patienten

Patient Klinischer Lokalbefund Nierenstatus Genetischer Befund

CUAVD rechts
Sek.SL-Obstruktion links
chronische Epididymitis
links

Hydrozele testis links

Nieren beidseits orthotop

(-/-)
Dr. Ovens- Raeder
1995

7 CUAVD rechts Nierenaplasie rechts (-/-)
Sek. SL-Obstruktion Dr. Tettenborn, Ulm
links schriftlicher Befund fehlt
Z.n. Herniotomie links

9 CUAVD links Nierenaplasie links (-/-)

Zentraler SL-Verschluf3

rechts

Dr. Ovens-Raeder
1996
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26 CUAVD rechts Nierenaplasie rechts (-/-)
Sek.SL-Obstruktion links | Beckenniere links Dr. Ovens-Raeder
Z.n. Orchidopexie links 1997

35 CUAVD links Nierenaplasie links (-/-)
Zentraler SL-verschluB Dr. Ovens-Raeder
rechts 1998

37 CUAVD links Varicozele [ Nieren beidseits orthotop | (-/-)
links Dr. Ovens- Raeder
Sek. SL-Obstruktion 1995
rechts
Z.n. Orchidopexie rechts

41 CUAVD rechts Nieren beidseits orthotop | (-/-)
NH-Obstruktion links Dr. Ovens- Raeder

2001

49 CUAVD links Nieren beidseits orthotop | (-/-)
Zentraler SL-Verschluf Dr. Ovens- Raeder
rechts 2000

51 CUAVD links Nierenaplasie links (-/-)
Z.n. Orchidopexie links schriftlicher Befund fehlt
Z.n. Herniotomie
beidseits
Sek. SL-VerschluB
rechts

Sek.- Sekundar

SL- Samenleiter

Z.n.- Zustand nach

Auffallig erscheint die Haufung urogenitaler Fehlbildungen, Erkrankungen oder bereits
erfolgter chirurgischer Eingriffe. Die unilaterale Samenleiteraplasie geht in finf Fallen mit
einer ipsilateralen Nierenaplasie einher, daneben sind weitere Strukturen wie Epididymis
und Testes betroffen in Form von chronischen Epididymitiden, Varico- und Hydrozelen
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oder einer Hodenatrophie. AuBerdem wurden in drei Fallen Orchidopexien, in zwei
Fallen Herniotomien durchgefuhrt. Von den funf Patienten mit ipsilateraler Nierenaplasie
wiesen vier Patienten weitere klinische Befunde im Urogenitalbereich auf, von den drei
CUAVD- Patienten mit beidseits orthotop gelegenen Nieren einer. Der genetische
Befund lieferte in keinem Fall einen Hinweis auf eine Beteiligung von CFTR- Mutationen
an der Atiologie der angeborenen einseitigen Samenleiteraplasie. Konnten bei den
CBAVD- Patienten immerhin bei 38 von 53 Patienten Mutationen im CFTR- Gen
nachgewiesen werden, so gelang dies bei keinem der neun CUAVD- Patienten. Zu
beachten gilt natirlich, dass funf der CUAVD- Patienten gleichzeitig von einer
ipsilateralen Nierenaplasie betroffen sind, und die Samenleiteraplasie somit womdglich
eher als Folge einer embryonalen Fehlentwicklung der diesseitigen urogenitalen
Strukturen anzusehen ist und weniger als eine im Zusammenhang mit Mutationen im
CFTR- Gen stehende CAVD. Natirlich kann das Vorhandensein etwaiger CFTR-
Mutationen nie mit Sicherheit ausgeschlossen werden, gerade wenn man die teilweise
noch frihen Zeitpunkte und eher wenig umfangreichen Mutationsspekiren der

untersuchenden genetischen Institute bedenkt.

3.2 Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie ohne CFTR- Mutationen und
ohne Nierenbeteiligung

Nicht nur all unsere CUAVD- Patienten, sondern auch fast ein Viertel der CBAVD-
Patienten ohne Nierenbeteiligung blieben nach der genetischen Untersuchung ohne
nachweisbare CFTR- Mutation. Um nun herauszufinden, ob unser Ergebnis auf ein zu
wenig umfangreiches Routinespekirum zurlckzufUhren ist, folgt daher eine Tabelle von
eben diesen Patienten, bei denen in der Routinediagnostik keine Mutationen im CFTR-
Gen detektiert wurde, und zwar unter Angabe der Diagnose (CUAVD oder CBAVD)
sowie des untersuchenden Instituts samt Zeitpunkt der genetischen Untersuchung und
Anzahl der getesteten Mutationen. Die genaue Aufschllisselung der einzelnen CFTR-
Mutationen im jeweiligen Institut zum jeweiligen Zeitpunkt kann der Tabelle 5, Punkt 2.6

Genetische Untersuchung, entnommen werden. Die acht Patienten, die neben der
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angeborenen Samenleiteraplasie gleichzeitig von einer einseitigen Nierenaplasie

betroffen sind, blieben aus der Tabelle ausgenommen, eine Auflistung dieser Patienten

findet sich unter Punkt 3.3, Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie und

Nierenbeteiligung, in dem insbesondere auf diese Gruppe eingegangen wird.

Tabelle 12: CAVD- Patienten ohne nachweisbare CFTR- Mutation und ohne Nierenbeteiligung

Patient Diagnose Herkunft Institut Zeitpunkt 3 Mutationen
2 CBAVD Deutsch LMU 1994 7
4 CUAVD Deutsch Dr. Ov.-Raeder | 1995 12
10 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 1995 12
19 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 1997 16
25 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 1997 16
29 CBAVD Indonesisch Dr. Ov.- Raeder | 1997 16
34 CBAVD Deutsch/ Jud. Dr. Ov.- Raeder | 1998 35
36 CBAVD Italienisch LMU 1998 7
37 CUAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 1995 12
41 CUAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 2001 37
44 CBAVD Turkisch Dr. Ov.- Raeder | 1999 22
46 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 1999 37
49 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 2000 37
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57 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 2001 37

60 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 2001 37

62 CBAVD Deutsch Dr. Ov.- Raeder | 2002 37

2.: Summe der insgesamt getesteten Mutationen

Der genetische Befund von vierzehn der insgesamt 16 CAVD- Patienten ohne
nachweisbare Mutation und ohne gleichzeitige Nierenbeteiligung wurde von Dr. Ovens-
Raeder, Facharztin fir Humangenetik in Mdinchen, erstellt, wobei die ersten
Routineuntersuchungen von 1995 bis 1997 ein Spektrum von 12 beziehungsweise 15
CFTR- Mutationen umfassten. Die genetische Untersuchung der in dem Zeitraum von
1998 bis 2002 in Behandlung getretenen Patienten erfolgte mittels eines erweiterten,
mittlerweile 35 bis 37 Mutationen umfassenden Programms. In allen Fallen, in denen es
sich um Patienten deutscher Herkunft handelte, wurde die Detektionsrate von der
untersuchenden Facharztin fir Humangenetik mit 85% angegeben, allerdings bezieht
sich diese Wahrscheinlichkeit der Identifizierung von CFTR- Mutationen nicht auf
CAVD-, sondern vielmehr auf CF- Patienten. Die Detektionswahrscheinlichkeit far
Patienten mit angeborener Samenleiteraplasie belduft sich wohl- selbst bei Ergédnzung
des Spektrums um die R117H- missense- Mutation und die IVS8-5T- SpleiBvariante- nur
auf etwa 52% der Allele aller CBAVD- Patienten entsprechend 56% der Allele von
CBAVD- Patienten ohne Nierenbeteiligung (Stuhrmann et al., 1998). Fir den Patienten
trkischer Abstammung (44) wurde die Nachweischance mit etwa 33% angegeben, fur
den Patienten indonesischer Abstammung (29) konnte Uberhaupt keine Angabe zur
Detektionswahrscheinlichkeit gemacht werden. Die Patienten 2 und 36, die 1994
beziehungsweise 1998 die genetischen Untersuchung am Institut fir Humangenetik der
LMU durchfihren lieB, wurden auf ein geringeres Mutationsspekirum hin getestet: so
umfasste das Routinespekirum 1994 gerade einmal sieben CFTR- Mutationen, wobei
die CAVD- typische R117H sowie die SpleiBvariante IVS8-5T nicht eingeschlossen
waren. Und selbst vier Jahre spater waren noch keine weiteren Mutationen zur CFTR-

Diagnostik hinzugekommen. Insgesamt konnten bei 16 von 54 CAVD- Patienten ohne
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Nierenbeteiligung keine Mutation im CFTR- Gen nachgewiesen werden, bei keinem der
vier CUAVD- Patienten ohne Nierenbeteiligung ebenso wenig wie bei zwolf CBAVD-
Patienten ohne Nierenbeteiligung. Ob sich der fehlende Nachweis einer womdglich doch
vorhandenen Mutation mit der zu geringen Detektionswahrscheinlichkeit eines zu wenig
umfangreichen Routineprogramms des untersuchenden genetischen Instituts erkléren
lasst oder ob tatsachlich keine Mutation im CFTR- Gen fur die Genese der
Samenleiterfehlanlage verantwortlich ist, kann insofern nicht beantwortet werden, als
dass diese Studie retrospektiver Art ist und die teilnehmenden Patienten aufgrund
fehlender Kooperation einer erneuten extensiven genetischen Untersuchung nicht zur
Verflgung standen. Somit bleibt uns lediglich die zum jeweiligen Zeitpunkt erlangten
Ergebnisse zu dokumentieren und unter Punkt 4, Diskussion, mit vorangegangenen

Studien zu vergleichen und zu diskutieren.

3.3 Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie und Nierenbeteiligung

Unser Ziel war es, neben Untersuchungen zur Bedeutung der Mutationen im CFTR- Gen
fir die 62 Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie, gerade den CAVD- Patienten
mit gleichzeitiger Nierenbeteiligung besondere Aufmerksamkeit zu schenken. Deshalb

soll im Folgenden ganz spezieller Augenmerk auf diese Gruppe von Patienten gerichtet

werden.
Diagnose CBAVD CUAVD rechts CUAVD links Insgesamt >,
Nierenaplasie 2 2 - 4
rechts (Patient 48, 55) (Patient 2, 26)
Nierenaplasie links |1 - 3 4
(Patient 23) (Patient 9, 35, 51)
Insgesamt X 3 2 3 8
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Die haufigste Diagnose wurde mit der unilateralen, linksseitigen Samenleiteraplasie mit

ipsilateraler Nierenaplasie gestellt (Patient 9, 35 und 51). Ansonsten wurde jeweils

zweimal eine einseitige linksseitige Samenleiteraplasie mit ipsilateraler Nierenaplasie

(Patient 7, 26) als auch eine CBAVD mit rechtsseitiger Nierenfehlanlage (Patient 48, 55)

diagnostiziert, in je einem Fall davon wiederum ist die Uberbleibende Niere dystop als

Beckenniere angelegt (Patient 26, 55). Patient 23 ist von einer CBAVD mit linksseitiger

Nierenaplasie betroffen. In der folgenden Tabelle 13 werden die Ergebnisse der

genetischen Untersuchung sowie der familienanamnestischen Befragung aufgeflhrt.

Tabelle 13: CAVD- Patienten mit Nierenbeteiligung

Patient Diagnose Genetischer Befund Familienanamnese
7 CUAVD rechts (-/-) Mutter, Schwester (Sohn und
Nierenaplasie rechts liegt nicht schriftlich vor | Tochter), 2 Cousins (Tochter/
Tochter und Sohn),Tochter:
Nieren bds orthotop
9 CUAVD links (-/-) GroBeltern und Eltern:
Nierenaplasie links Dr.Ovens-Raeder, Nieren bds orthotop
02/1996 Bruder (2 Téchter, 1 Sohn):
kein sonographischer Befund
23 CBAVD (-/-) Keine Angabe mdglich
Nierenaplasie links Dr.Ovens-Raeder,
05/1997
26 CUAVD rechts (-/-) Eltern, Cousine (Tochter):

Nierenaplasie rechts

Beckenniere links

Dr.Ovens-Raeder,
05/1997

(-1-)
Humangenetisches
Institut der Universitat
Géttingen 03/2003

kein sonographischer Befund
Tochter :

Nieren bds orthotop,

Sohn:

links funktionslose

Schrumpfniere aber bds
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Nierenanlage

35 CUAVD links (-/-) Keine Angabe méglich
Nierenaplasie links Dr.Ovens-Raeder
07/1998
48 CBAVD (-/-) Eltern, Schwester ( 2 Tochter),
Nierenaplasie rechts Dr.Ovens-Raeder Zwillinge: Nieren bds orthotop
05/2000
51 CUAVD links (-/-) Eltern, Bruder:
Nierenaplasie links Liegt nicht schriftlich vor | Nieren beidseits orthotop,

3 Kinder: nicht untersucht

55
CBAVD (-/-) Eltern, Schwester mit Tochter
Nierenaplasie rechts Humangenetisches und Sohn, 3 Briider mit je
Beckenniere links Institut der Universitdt | 3,2,1 Tochter:
Ulm Nieren beidseits orthotop
11/1995

Die Familienanamnese wurde speziell bei unseren acht Patienten, die neben der
Samenleiteraplasie auch noch von einer Nierenfehlanlage betroffen sind, durch erneute
Kontaktaufnahme mit den Betroffenen zu erganzen versucht. Insbesondere von Prof. Dr.
med. Engel aus Géttingen kam der Impuls, diese acht CAVD- Patienten eindringlich
nach dem Nierenstatus der nadheren Verwandtschaft (ersten und zweiten Grades) zu
befragen, um einen mdglicherweise eigenen Erbgang fur diese kombinierte Fehlbildung
zu rekonstruieren. Diese Aufgabe zu bewerkstelligen sollte sich als schwieriger als
erwartet herausstellen: Teilweise zeigten sich die Patienten auBerst unkooperativ,
obwohl es sich lediglich um telefonische Auskinfte handelte. In zwei Fallen gelang nicht
einmal die Kontaktaufnahme, einmal aufgrund eines Umzuges (der neue Aufenthaltsort
des Patienten lieB sich weder Uber den behandelnden Hausarzt, den alten Arbeitsplatz
noch die Telefonauskunft in Erfahrung bringen), einmal aufgrund heftiger Differenzen
zwischen dem Patienten und den behandelnden Arzten samt Pflegepersonal der
Frauenklinik Dr. Krismann, die zu einem Abbruch der Behandlung und damit jeglichen
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Kontakts fuhrte. In den restlichen sechs Féllen wurden mehr oder weniger ausfihrlich
Erganzungen an der Familienanamnese vorgenommen, die allerdings lediglich auf den
mundlichen Aussagen der Patienten beruhen. So weit wie mdglich sollten diese
Aussagen zwar auf sonographischen Befunden basieren, meist waren solche allerdings
einfach noch nie erstellt worden. In allen Fallen lautete also das Resultat der oft
mehrmaligen telefonischen Befragungen, dass keinerlei Hinweis auf eine Familiaritat
hinsichtlich der Nierenfehlanlagen besteht- keinem der CAVD- Patienten mit
Nierenbeteiligung waren Besonderheiten bezlglich der Nieren seiner Verwandten
bekannt. Einzig ein Fall einer Nierenfehlbildung trat bei dem Sohnes eines Betroffenen
(Patient 26, Diagnose CUAVD, Nierenaplasie rechts, Beckenniere links) in Erscheinung,
der zwar beidseitige Nierenanlagen aufwies, die linke Niere allerdings aufgrund
Harnklappenverengungen zur funktionellen Schrumpfniere verkimmerte und mittlerweile
entfernt wurde. Die molekulardiagnostische Untersuchung sechs der insgesamt acht
CAVD- Patienten mit einseitiger Nierenaplasie (Patienten 9, 23, 26, 35, 48, 55) ergab in
allen Fallen ein Fehlen jeglicher nachweisbaren Mutationen im CFTR- Gen. Die
restlichen zwei Patienten mit kongenitaler Samenleiter- und gleichzeitiger Nierenaplasie
kdnnen allerdings aufgrund fehlender schriftlicher Dokumentation des genetischen
Befundes durch das untersuchende Institut nicht in die Tabelle integriert werden, auch
wenn laut handschriftichem Vermerk des behandelnden Urologen eine genetische
Untersuchung erfolgt war, und zwar ohne den Nachweis einer Mutation auf dem CFTR-
Gen (Patient 7, 51).

Ob der fehlende Nachweis einer CFTR- Mutation womdglich auf ein zu wenig
umfangreiches Mutationsspektrum zurlckzufihren ist, soll die nachste Tabelle
verdeutlichen, die das untersuchte Mutationsspektrum in Abhangigkeit von Institut und
jeweiligem Zeitpunkt der Untersuchung darstellt. Immerhin waren mindestens die elf
haufigsten CFTR- Mutationen, in allen Fallen die Mutationen dF508 und R117H sowie

die IVS8-5T- SpleiBvariante Bestandteil der Routineprogramme.

Tabelle 14: Mutationsspektren der genetischen Untersuchung der CAVD- Patienten mit

Nierenbeteiligung
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Patient 9: (-/-)
Dr. Ovens- Raeder,
1996

dF508, R117H, dI507, G542X, G551D, R553X,
R347P, W1282X, N1303K, 1717-1G>A,
3849+10kbC>T, IVS8- 5T

Patient 23: (-/-)
Dr. Ovens- Raeder,
1997

dF508, R117H, dI507, G542X, G551D, R553X,
R347P, W1282X, N1303K, 1717-1G>A,
3849+10kbC>T, 3272-26A>G, 2143delT, Y1092X,
R334W, IVS8- 5T

Patient 26: (-/-)
Dr. Ovens- Raeder,
1997

Humangenetisches Institut der Universitat
Géttingen,
2003

dF508, R117H, dI507, G542X, G551D, R553X,
R347P, W1282X, N1303K, 1717-1G>A,
3849+10kbC>T, 3272-26A>G, 2143delT, Y1092X,
R334W, 1VS8- 5

dF508, R117H, R347P, dI507, 1677delTA, 1717-
1G>A, G542X, S549RA>C, S549RT>G, S549N,
S5491, G551S, G551D, 1784delG, R553Q, R553X,
R560T, 3849+10kbC>T, W1282X, N1303K, IVS8-
5T

Patient 35: (-/-)
Dr. Ovens- Raeder,
1998

dF508, R117H, dI507, G542X, G551D, R553X,
R347P, W1282X, N1303K, 1717-1G>A,
3849+10kbC>T, 3272-26A>G, 2143delT, Y1092X,
R334W, G85E, 621+G>T, Y122X, 711+G>T,
1078delT, R347H, A445E, Q493X, V520F,
1677delTA, R560T, S549R, S549N, 2183AA>G,
2789+5G>A, 3849+4A>G, R1162X, 3659delC,
3905insT, IVS8- 5T

Patient 48: (-/-)
Dr. Ovens- Raeder,
2000

dF508, R117H, dI507, G542X, G551D, R553X,
R347P, W1282X, N1303K, 1717-1G>A,
3849+10kbC>T, 3272-26A>G, 2143delT, Y1092X,
R334W, G85E, 621+G>T, Y122X, 711+G>T,
1078delT, R347H, A445E, Q493X, V520F,
1677delTA, R560T, S549R, S549N, 2183AA>G,
2789+5G>A, 3849+4A>G, R1162X, 3659delC,
3905insT, E60X, S1251N, IVS8- 5T

Patient 55: (-/-)

dF508, R117H, R347, dI507, 1717-1G>A, G542X,
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Humangenetisches Institut der Universitat Ulm, G551D, R553X, W1282X, N1303K, IVS8-5T
1995

Die genetischen Untersuchungen der acht CAVD- Patienten mit Nierenbeteiligung
ergaben keinen Hinweis auf das Vorhandensein von Mutationen im CFTR- Gen. In der
Literatur wurde bereits mehrfach auf eine mdgliche Unabhéngigkeit der kongenitalen
Samenleiteraplasie von CFTR- Mutationen im Falle einer gleichzeitigen Nierenaplasie
hingewiesen. Die Atiologie dieser kombinierten Fehlbildung wurde mit der
embryologischen  Fehlentwicklung  urogenitaler  Strukturen wie  Samenleiter,
Samenblaschen, Nebenhoden und der Niere aus dem gesamten diesseitigen
mesonephrischen Gangs versucht zu erklaren, der Zeitpunkt daflr ist wohl vor der
sechsten Schwangerschaftswoche anzusetzen, noch bevor sich der Wolff- Gang von der
Ureterknospe trennt. Oftmals treten im Falle einer angeborenen Samenleiteraplasie
weitere urogenitale Anomalien auf, da eine Funktionsstérung in der Entwicklung der
urogenitalen Strukturen aus dem Wolff- Gang neben der Samenleiteraplasie weitere
Konsequenzen haben kann: die Samenbldschen beispielsweise sind in den meisten
Fallen hypo- oder gar dysplastisch, ebenso wie der Nebenhoden, der in vielen Fallen -
abgesehen vom Nebenhodenkopf- nicht ausgebildet ist. Ausserdem fiel bei den von uns
untersuchten CAVD- Patienten mit Nierenaplasie ein gehduftes Vorkommen von

weiteren urologischen Besonderheiten auf, die in der folgenden Tabelle erfasst wurden.

Tabelle 15: Klinischer Befund von CAVD- Patienten mit Nierenbeteiligung

Patient Diagnose Klinische Besonderheiten

7 CUAVD rechts Z. n. Herniotomie rechts

Nierenaplasie rechts

23 CBAVD Kryptorchismus links

Nierenaplasie links

26 CUAVD rechts Beckenniere links
Nierenaplasie rechts Z. n. Orchidopexie links
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35 CUAVD links Hodenatrophie rechts
Nierenaplasie links

51 CUAVD links Z. n. Herniotomie beidseits
Nierenaplasie links Z. n. Orchidopexie links
55 CBAVD Nierenaplasie rechts Beckenniere links

In zwei Fallen liegt neben der rechtsseitigen Nierenaplasie kontralateral eine
Beckenniere vor (Patient 26, 55). Bei zwei Patienten wurde noch im Sauglingsalter
Herniotomien angeborener indirekter Inguinalhernien mit dem nicht obliterierten
Processus vaginalis peritonei als Bruchsack durchgefiihrt, einmal beidseits (Patient 51),
einmal rechtsseitig (Patient 7). Nach Verschluss am inneren Leistenring wurde der
Bruchsack abgetragen; ob es dabei in der Inguinalregion nicht leicht zur Verletzung von
gerade in diesem frihen Alter noch so zarten Strukturen wie dem Samenstrang kommt,
ist fraglich. Denn mdglicherweise hatte die im Sauglingsalter durchgefiihrten
Herniotomie bei Patienten 51 einen sekundar verschlossenen weil bei der Operation
verletzten und daraufhin vernarbten, primar eigentlich aber angelegten rechten
Samenleiter zur Folge. Auch Orchidopexien nach Hodentorsionen mussten in zwei
Fallen durchgefiihrt werden (Patienten 26, 51), auBerdem fand sich, nachgewiesen
durch CT-Aufnahmen, bei Patient 25 ein aufgrund eines Maldescensus testis
atrophierter Leistenhoden. Eine Hodenatrophie trotz orthotoper Lage desselben wurde
bei Patienten 35 diagnostiziert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass insgesamt sechs von acht CAVD- Patienten
mit Nierenbeteiligung entweder bereits chirurgisch- urologische Eingriffe vornehmen
lassen mussten oder andere urogenitale Anomalien aufwiesen. Unterscheidet man
hierbei noch zwischen Patienten die von einer kongenitalen unilateralen
beziehungsweise bilateralen Samenleiteraplasie betroffen waren, so ergibt sich ein
Verhaltnis von vier CUAVD- Patienten gegentber zwei CBAVD- Patienten mit weiteren
urogenitalen Besonderheiten. Auch was eine gleichzeitige Nierenbeteiligung angeht
hatten die CUAVD- Patienten daran gréBeren Anteil als die CBAVD- Patienten. Den
Zusammenhang  zwischen dem ein- oder beidseitigen  Auftreten  der
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Samenleiterfehlanlage und der Nierenaplasie bei unseren Patienten verdeutlicht die

folgende Ubersicht:

CUAVD- Patienten CBAVD- Patienten
Patienten mit Nierenaplasie 5 (55,6%) 3 (5.6%)
Patienten ohne Nierenaplasie 4 (44.4%) 50 (94.4%)

Von den insgesamt acht Patienten mit Nierenbeteiligung zahlen funf Patienten zur
Gruppe der CUAVD und drei Patienten zur Gruppe der CBAVD, wobei die Gruppe der
CBAVD- Patienten ganze 53 Patienten, die der CUAVD nur neun Patienten umfasst.
Somit ergibt sich fur die CUAVD- Patienten ein relativer Anteil von 55,6% mit
Nierenbeteiligung (finf aus neun), fir die CBAVD- Patienten ein um das Zehnfache
geringerer relativer Anteil von nur 5,6% (drei aus 53). Bericksichtigt man nun den
Nachweis von CFTR- Mutationen, so bleibt der Anteil der CUAVD- Patienten ohne
CFTR- Mutationen mit Nierenbeteiligung gleich, da keiner der neun CUAVD- Patienten
eine Mutation im CFTR- Gen aufweist. Von den 53 CBAVD- Patienten sind allerdings
insgesamt 38 Patienten (71,6%) Trager von CFTR- Mutationen, davon 20 (34,0%) in
homozygotem oder compound- heterozygotem, bei den restlichen 18 (37,7%) in
heterozygotem Zustand. Verbleiben also 15 CBAVD- Patienten ohne nachweisbare
CFTR- Mutationen, der Anteil der CBAVD- Patienten mit Nierenbeteiligung (drei
Patienten) an der Gruppe der CBAVD- Patienten ohne nachweisbare CFTR- Mutation
(15 Patienten) betragt somit 20%.
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4. Diskussion

In diesem letzten Teil der Arbeit zum Thema Untersuchungen zur Bedeutung der

Mutationen im CFTR- Gen bei Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie unter

besonderer Berlicksichtigung der Nierenaplasie geht es darum, die erlangten Ergebnisse

zu hinterfragen und zu diskutieren. Dies wird erleichtert, indem man vorangegangene

Studien zum Vergleich heranzieht um Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede

hervorzuheben. Die folgende Ubersicht fasst die Befunde unseres untersuchten

Patientenkollektivs von insgesamt 62 CAVD- Patienten zusammen, die nachfolgend

diskutiert werden sollen.

Patienten mit Patienten ohne Insgesamt =
Nierenbeteiligung Nierenbeteiligung
CUAVD- Patienten 5 4 9
(ohne CFTR- Mutation)
CBAVD- Patienten 3 12 15
(ohne CFTR- Mutation)
CBAVD- Patienten - 18 18
(eine CFTR- Mutation)
CBAVD- Patienten - 20 20
(zwei CFTR- Mutationen)
Insgesamt 8 54 62
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4.1 Patienten mit kongentialer Samenleiteraplasie und Mutationen im CFTR- Gen

Wir konnten bei 20 CBAVD- Patienten zwei Mutationen, die in vier Féllen homozygot, in
16 Fallen compound- heterozygot vorliegen und bei 18 Patienten eine im heterozygotem
Zustand vorliegende Mutation im CFTR- Gen nachweisen. Haufigster nachweisbarer
Genotyp dabei stellt der Basenaustausch dF508 im heterozygoten Zustand dar, gefolgt
von der compound- Heterozygotie dieser Mutation kombiniert mit der missense- Mutation
R117H beziehungsweise mit der SpleiBvariante IVS8-5T. Dérk et al. gelangen zu einem
ahnlichen Ergebnis: bei Untersuchungen an 106 CBAVD- Patienten deutscher Herkunft
erwies sich die Kombination dF508/ R117H als der h&ufigste, bei jedem flnften
Patienten auftretende Genotyp (Dérk et al., 1997).

Die bei unseren CAVD- Patienten am haufigsten nachgewiesene CFTR- Mutation stellt
der dF508 Basenaustausch dar. 29 unserer insgesamt 62 CAVD- Patienten (46,8%)
waren Trager der dF508- Mutation, berechnet man darunter den Anteil an CBAVD-
Patienten (53) ergibt sich sogar eine Allelfrequenz von 54,7%. Allerdings handelt es sich
bei vier unserer Patienten um an einer mild ausgepragten Form der Mukoviszidose
Erkrankte, weshalb streng genommen von einer Allelfrequenz fir die dF508- Mutation

]

bei ,nur® - CBAVD- Patienten (49) von 51,0% ausgegangen werden muss. In
Untersuchungen von Attardo et al. wurde ebenfalls bei Uber der Haélfte (55,6%) der
sizilianischen CBAVD- Patienten mit nachgewiesener Mutation im CFTR- Gen die
dF508- Mutation detektiert (Attardo et al., 2001). Mercier et al. untersuchten das Genom
von CBAVD- Patienten aus Frankreich, Belgien, Italien und den USA und konnten bei
41,8% der Patienten die dF508- Mutation nachweisen (Mercier et al. 1995). In der
spanischen Bevdlkerung qilt ebenfalls die dF508- Mutation mit 43% als die am
haufigsten detektierte CFTR- Mutation bei CAVD- Patienten. Danach folgen, was die
Haufigkeit des Auftretens angeht, die G542X- und die L206W- Mutation mit 6%
beziehungsweise 4% noch vor der, in der deutschen Population besonders mit der
CBAVD- assoziierten Klasse 4- Mutation R117H mit 3,6% (Casals et al., 2000), die mit

17,7% die zweithdufigste Mutation im Genom unserer 62 CAVD- Patienten darstellt-
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berechnet fir die CBAVD- Patienten ergibt sich eine Allelfrequenz von 20,8%. Die
Erkenntnis, dass relativ viele Betroffene einer CBAVD compound- heterozygote Trager
dieser Klasse 4- Mutation sind (Bienvenu et al., 1993; Gervais et al., 1993; Williams et
al., 1993) fihrte dazu, das Routinespektrum flir CFTR- Mutationen bei der genetischen
Untersuchung von CAVD- Patienten um die R117H- missense- Mutation zu erweitern.
Auch Dérk et al. errechneten fir diese Mutation eine Haufigkeit von 22,6% der CAVD-
Patienten Uberwiegend deutscher Herkunft (Dork et al., 1997), wohingegen Attardo et al.
diese Mutation kein einziges Mal in ihrem Kollektiv sizilianischer CBAVD- Patienten
nachweisen konnten (Attardo et al., 2001), Mercier et al. bei immerhin 9,0% der
Patienten (Mercier et al., 1995). Diese CAVD- assoziierte Klasse 4- Mutation scheint
starken regionalen Schwankungen zu unterliegen, offensichtlich typisch fir CFTR-
Mutationen: so wurde die Klasse 1- Mutation W1282X, die beispielsweise bei judischen
CF- Patienten (Ashkenazim- Juden) eine Frequenz von 47,9%, bei jidischen Tunesiern
von 17,4% (Kerem et al., 1995) und bei CF- Patienten aus dem Libanon eine Frequenz
von 16,7% (Desgeorges et al., 1997) aufweist, bei 10,8% der sizilianischen CBAVD-
Patienten (Attardo et al, 2001), bei 7,5% der CBAVD- Patienten aus Merciers Kollektiv
(Mercier et al, 1995), aber nur bei einem einzigen unserer CBAVD- Patienten (1,9%) und
bei keinem der CBAVD- Patienten spanischer Herkunft, die Casals et al. Untersuchten
(Casals et al, 2000), nachgewiesen. Nur der IVS8-5T- Langenpolymorphismus scheint
mit einer Beteiligung von 23% an den nachgewiesenen Mutationen und Varianten der
spanischen (Casals et al., 2000) und 44% der sizilianischen (Attardo et al, 2001)
CBAVD- Patienten gleichermaBen dort wie auch in der deutschen Population (22,6%,
unsere Ergebnisse) bedeutsam hinsichtlich des Krankheitsbilds der kongenitalen
Samenleiterfehlanlage. Das Wissen um die Mutationsverteilung in der jeweiligen
Population, der der zu untersuchende CAVD- Patient entstammt, sollte daher
offensichtlich vom durchfiihrenden genetischen Institut ganz besonders berlcksichtigt

werden.
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4.2 Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie ohne Mutation im CFTR- Gen

Immerhin 24 der Patienten unseres insgesamt 62 CAVD- Patienten umfassenden
Kollektivs blieben ohne nachweisbare Mutation im CFTR- Gen, davon alle Patienten mit
unilateraler Samenleiteraplasie (neun Patienten) sowie alle CAVD- Patienten, die
gleichzeitig von einer Nierenaplasie betroffen sind (insgesamt acht Patienten, davon finf
CUAVD- und drei CBAVD- Patienten) und zw6lf CBAVD- Patienten ohne Nierenaplasie
und ohne nachweisbare CFTR- Mutation.

Wir kdnnen lediglich Vermutungen anstellen, in welchen Fallen eine CFTR- Mutation gar
nicht zu erwarten gewesen wére- eventuell bei den CUAVD- Patienten mit iatrogen
bedingtem Verschluss des kontralateralen Vas deferens- und in welchen Fallen eine
vorhandene Mutation wahrscheinlich nicht detektiert wurde- beispielsweise bei Patient
29 indonesischer Abstammung, in der das CAVD- verursachende CFTR-
Mutationsspektrum mdglicherweise ein ganz anderes ist als bei CAVD- Patienten
deutscher Herkunft. AuBerdem wurde der italienischen Herkunft von Patient 36 und der
sich daraus ergebenden Konsequenzen hinsichtlich des Mutationsspektrums keine
besondere Aufmerksamkeit geschenkt, da die bei sizilianischen CAVD- Patienten nach
der dF508- zweithdufigste W1282X- Mutation (Attardo et al., 2001) gar nicht untersucht
wurde. Aber nicht nur die Auswahl an getesteten Mutationen, auch die Anzahl kann
entscheidend sein: die Patienten 2, 10, 36 und 37 wurden lediglich auf sieben bis zwolf
CFTR- Mutationen hin getestet, wobei das vom genetischen Institut der LMU
untersuchte Routinespektrum nicht einmal die bewiesenermaBen mit der CAVD-
assoziierte R117H- missense- Mutation oder die IVS8-5T- Spleifvariante einschlieBt. Im
Folgenden soll die von uns erlangte Nachweiswahrscheinlichkeit der CFTR- Mutationen
bei Patienten mit kongenitaler Aplasie des Vas deferens verglichen und diskutiert

werden.
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4.3. Nachweiswahrscheinlichkeit fiir CFTR- Mutationen

Zusammengefasst konnten in den Jahren 1994 bis 2002 von insgesamt 62 CAVD-
Patienten mittels genetischer Routineuntersuchungen, die Mutationsspektren von
mindestens sieben bis maximal 37 CFTR- Mutationen umfassten, bei 20 Patienten
(32,3%) zwei Mutationen nachgewiesen werden, darunter allerdings auch die vier an
einer mild ausgepragten Mukoviszidose- Erkrankten. Zum Vergleich unserer Ergebnisse

mit denen vorangegangener Studien folgt Tabelle 16.

Tabelle 16: CFTR- Genotypen bei 318 CBAVD- Patienten

Genotyp Chillon [102] Costes [45] Zielenski [70] Dork [101] ¥ [318]
homozygot /|54 (53%) 36 (80%) 41 (59%) 75 (74%) 206 (64%)
compound

heterozygot

heterozygot 26 (26%) 6 (14%) 14 (20%) 11 (10%) 56 (17%)
kein Mutations- | 22 (22%) 3 (7%) 15 (21%) 16 (16%) 56 (18%)
nachweis

Aufgelistet sind Studien, in denen jeweils das gesamte Gen (alle 27 Exons) auf Mutationen (inklusive
IVS8- 5T) untersucht wurden (Chillon et al., 1995; Costes et al., 1995; Zielinski et al., 1995; Dérk et al.,
1997)
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Tabelle 17: CFTR- Genotypen unserer 62 CAVD- Patienten

Genotyp CAVD- Patienten [62] CBAVD- Patienten ohne
Nierenaplasie [50]

homozygot/ 20 (32,2%) 20 (40,0%)

compound- heterozygot

heterozygot 18 (29,0%) 18 (36,0%)

kein Mutationsnachweis 24 (38,7%) 12 (24,0%)

Chillon et al. kbnnen bei 54%, Zielinski et al. bei 59%, Doérk et al. bei 75% und Costes et
al. gar bei 80% ihrer CBAVD- Patienten zwei CFTR- Mutationen detektieren, wobei
Costes die CBAVD- Patienten mit Nierenbeteiligung aus seiner Statistik ausschlieB3t
(Chillon et al., 1995; Zielinski et al., 1995; Dérk et al., 1997; Costes et al., 1995). Aber
selbst wenn wir nur von unseren 50 Patienten mit bilateraler kongenitaler
Samenleiteraplasie und ohne Nierenbeteiligung ausgehen, erlangen wir lediglich fir 40%
der Betroffenen einen Nachweis von zwei Mutationen.

Eine Heterozygotie fir CFTR- Mutationen wurde bei 18 CAVD- Patienten (29,0%) durch
die genetische Routineuntersuchung festgestellt, was wiederum bezogen auf die 50
CBAVD- Patienten ohne Nierenbeteiligung einen relativen Anteil von 36% ergibt.
Vorangegangene Studien geben diesen Anteil mit 26% (Chillon et al., 1995), 20%
(Zielinski et al., 1995), 14 % (Costes et al., 1995) oder gar nur 10% (Dérk et al., 1997)
an. Bei insgesamt 15 unserer CBAVD- Patienten (24,2%) und zusétzlich allen neun
CUAVD- Patienten (14,5%) gelang kein Nachweis einer CFTR- Mutation (der schriftliche
Befund des genetischen Instituts von zwei CAVD- Patienten mit unilateraler
Nierenaplasie fehlte, laut handschriftichen Vermerk des behandelnden Arztes konnte
aber im Routineprogramm keine CFTR- Mutation nachgewiesen werden). Selbst wenn

man die acht Patienten, die neben einer Samenleiterfehlanlage auch von einer
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Nierenaplasie betroffen sind, von unserem insgesamt 62 CAVD- Patienten umfassenden
Kollektiv abzieht, da ein Zusammenhang dieser Form der CAVD mit CFTR- Mutationen
noch diskutiert wird, verbleiben immerhin sechzehn von insgesamt 62 Patienten (25,8%)
ohne nachweisbare Mutation. Auffallig scheint die Tatsache, dass keiner unserer neun
CUAVD- Patienten Trager einer CFTR- Mutation ist, obwohl Mickle et al. bereits
nachweisen  konnten, dass die Genese der kongenitalen unilateralen
Samenleiteraplasie- bei undurchgangigem kontralateralem vas deferens, wie es bei all
unseren CUAVD- Patienten der Fall war- durchaus auch auf Mutationen im CFTR- Gen
zurickgefihrt werden kann (Mickle et al., 1995). Oder auch der Grund daftir, warum bei
den restlichen zwdlf Patienten mit beidseitiger Samenleiteraplasie ohne
Nierenbeteiligung keine CFTR- Mutationen nachgewiesen werden kann, kann wohl nicht
eindeutig geklart werden, sondern vielmehr lediglich versucht werden, verschiedene in
Frage kommende Mdoglichkeiten aufzuzeigen, wie beispielsweise das unterschiedliche
Spektrum der untersuchten CFTR- Mutationen.

4.3.1 Spektrum der untersuchten CFTR- Mutationen

Sicherlich spielt das im Routineprogramm des jeweils untersuchenden genetischen
Instituts eingesetzte Mutationsspekirum eine Rolle fur das Erzielen einer mdglichst
hohen Detektionsrate. Je mehr CFTR- Mutationen bei der genetischen Untersuchung
getestet werden, um so gréBer ist natlrlich die Wahrscheinlichkeit, vorhandene
Mutationen zu detektieren. Aber: warum erbringen Wang et al. trotz umfassender
Analyse von Chromosom 7 nur bei knapp 36% der CAVD- Patienten den Nachweis
zweier CFTR- Mutationen (Wang et al., 2002)? Natirlich kommt es bei der genetischen
Untersuchung auf die Auswahl der zu testenden Mutationen an- so kénnen mit einem
Untersuchungsprogramm, das gewdhnlich die in Tabelle 2 (Punkt 1.4, Mutationen im
CFTR- Gen) aufgefiihrten CFTR- Mutationen umfasst, die in Deutschland eine
Allelfrequenz von etwa 1% der krankheitsassoziierten Genveranderungen erreichen oder
Uberschreiten, nur etwa 85% der krankheitsverursachenden Mutationen deutscher CF-
Patienten erfasst werden. Anders ausgedrtckt bedeutet dies, dass bei nur circa 72% der
deutschen CF- Patienten die krankheitsverursachende Genveranderung auf beiden

Chromosomen 7 nachgewiesen werden kann, sich bei 26% der Mukoviszidose-
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Betroffenen eine, bei etwa 2% gar keine CFTR- Mutation finden I&sst (Stuhrmann et al.,
1998). BekanntermaBen stellt sich die molekulargenetische Diagnostik der CAVD
komplexer als die der typischen Mukoviszidose dar, da hierfir neben den typischen CF-
Mutationen wohl weitere Mutationen verantwortlich sind, die im Ublichen
~-Routineprogramm® nicht enthalten sind. Selbst wenn zuséatzlich zu den haufigsten ,CF-
Mutationen“ noch die beiden haufigsten ,CAVD- Mutationen® R117H und IVS8-5T
Bestandteil der genetischen Untersuchung sind, lassen sich somit nur auf circa 52%
aller CAVD- Allele beziehungsweise auf 56% der Allele von CBAVD- Patienten ohne
Nierenbeteiligung nachweisen (Dérk et al., 1997).

In unserem Fall waren natirlich sowohl der Zeitpunkt der genetischen Untersuchung
unserer Patienten als auch das durchfihrende Institut begrenzende Faktoren, was das
im einzelnen Falle getestete Mutationsspektrum anbelangt. So wurden die ersten in
unserer Studie erfassten Patienten im Zeitraum zwischen 1994 und 1996 auf weniger
CFTR- Mutationen hin untersucht als die Letzten, fir die dann ab 2000 bereits ein
erweitertes Mutationsspektrum bereitstand. AuBerdem gelang es mancherorts schneller,
die Routineprogramme zur Untersuchung des CFTR- Gens zu aktualisieren und um neu
detektierte oder neu in Zusammenhang mit der kongenitalen Samenleiteraplasie
gebrachte CFTR- Mutationen zu erweitern. Tabelle 5, Punkt 2.6 Genetische
Untersuchung, gibt Aufschluss Uber die vom jeweiligen genetischen Institut zum
entsprechenden Zeitpunkt getesteten CFTR- Mutationen. Nachzuweisen, ob sich nun
aber ein Zusammenhang zwischen der Anzahl an untersuchten und dem Nachweis von
compound- heterozygot oder heterozygot vorliegenden Mutationen bei unseren CBAVD-
Patienten erkennen lieBe, ist in unserem Fall unméglich, denn: Wurden bei unseren
Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie zwei Mutationen im CFTR- Gen
nachgewiesen, so handelte es sich natlrlich immer um solche, die Bestandteil der
Mutationsspektren der Routineprogramme zur CFTR- Diagnostik waren. In allen 20
Fallen war ein Allel vom dF508- Basenaustausch, in acht Féllen das homologe Allel von
der missense- Mutation R117H beziehungsweise in sieben Fallen von der IVS8-5T-
SpleiBvariante betroffen. Zweimal konnte die 3272-26A>G, einmal die L1388Q- Mutation
nachgewiesen werden, allesamt relativ haufige Mutationen, die schon seit langerem zur
Routinediagnostik bei CAVD- Patienten zahlen. Einzig die Tatsache, dass wir mit der

Auswertung der uns zur Verflgung gestellten Daten und Befunde Ergebnisse erzielen,
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die hinsichtlich der Nachweiswahrscheinlichkeit der CFTR- Mutationen im Genom
unserer CAVD- Patienten relativ schlecht abschneiden im Vergleich mit
vorangegangenen Studien, legt den Verdacht nahe, dass aufgrund teilweise noch sehr
begrenzter Mutationsspekiren gerade in den Anfangen unserer Untersuchung (1994-
1996) viele seltenere CFTR- Mutationen tbersehen wurden. Betrachtet man allerdings
die in Tabelle 12, Punkt 3.2 Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie ohne CFTR-
Mutationen und ohne Nierenbeteiligung, in der CAVD- Patienten ohne nachweisbare
CFTR- Mutationen aufgelistet sind samt Ort und Zeitpunkt der genetischen
Untersuchung und auch der Anzahl an untersuchten CFTR- Mutationen, so wird deutlich,
dass nicht wirklich ein Zusammenhang zwischen einem fehlenden Nachweis von und
der Anzahl an getesteten CFTR- Mutationen zu erkennen ist. Zwei dieser Patienten
hatten ein mit nur sieben zu untersuchenden CFTR- Mutationen recht enges
Mutationsspekirum an zu testenden Mutationen, drei Patienten wurden auf zwdlf, drei
auf 16 und einer auf 22 CFTR- Mutationen hin untersucht. Die restlichen sieben CAVD-
Patienten durchliefen bei der Suche nach der Samenleiteraplasie zugrundeliegenden
Mutationen ein Routineprogramm, das die 35 bis 37 haufigsten CFTR- Mutationen
einschlieBt. Der Umfang des untersuchten Mutationsspektrum alleine kann wohl nicht fur
den fehlenden Nachweis der CFTR- Mutationen der CAVD- Patienten verantwortlich
gemacht werden. Es existieren namlich auch Studien, deren Ergebnisse durchaus mit
unseren vergleichbar sind, und zwar trotz umfassender genetischer Untersuchung der
CAVD- Patienten. Wang et al., die mittels Massenspektrometrie 92 CBAVD- Patienten
auf insgesamt 100 CFTR- Mutationen hin untersuchten, konnten nur bei 35,9% zwei
Mutationen nachweisen, die in 94% in compound- heterozygoter Form vorlagen (Wang
et al., 2002). Attardo et al. konnten bei 48% lediglich eine typische CFTR- Mutation
detektieren, in nur 16% lag daneben noch die IVS8-5T SpleiBvariante vor (Attardo et al.,
2001). Und Mercier et al. konnten bei 67 untersuchten CAVD- Patienten nur in 24% der
Falle compound- heterozygot und in 42% heterozygot nachweisen vorliegende CFTR-
Mutationen, obwohl er mit insgesamt 37 Primern alle 27 Exons samt den Intron/ Exon-
Ubergangen durchforstete (Mercier et al., 1995). Eine interessante Studie zu diesem
Thema flhrten Mak et al. durch: Sie analysierten die 31 haufigsten CFTR- Mutationen
bei 64 CBAVD- Patienten und erreichten damit eine Allelfrequenz von 30,5%.

AnschlieBend flhrten sie eine allelspezifische Oligonukleotid- Hybridisation zur
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Langenbestimmung des Polypyrimidin- Trakts sowie ein Screening aller Exons durch
direkte DNA- Sequenzierung durch. Damit wollten sie seltenere oder noch unbekannte
CFTR- Mutationen detektieren und die Nachweiswahrscheinlichkeit for CFTR-
Mutationen bei CBAVD- Patienten steigern. Dies gelang auch insofern, als dass nun auf
72 von 126 Allelen eine Mutation nachweisbar war (57%), allerdings handelte es sich
von 33 neu nachgewiesen betroffenen Allelen bei 25 um den Nachweis der
SpleiBvariante IVS8-5T, nur acht der 33 neu nachgewiesenen mutierten Allele trugen
eine seltene oder noch unbekannte CFTR- Mutation (Mak et al., 1999). Die
SpleiBvariante 1VS8-5T ist in Deutschland seit langerem fester Bestandteil des
Routineprogramms zur CFTR- Diagnostik, weitere acht mutierte Allele konnten wirklich
identifiziert werden mit Hilfe einer extensiven Suche nach CFTR- Mutationen, was einer
Steigerung der Detektionsrate um 6,3% entspricht. Bezogen auf die (berhaupt
detektierten Mutationen machen diese acht ,Neulinge® sogar ganze 17% aus.
Ergebnisse, denen durchaus Beachtung geschenkt werden sollte, gerade wenn es um
die Festlegung und Begrenzung von Mutationsspektren flr  genetische
Routineuntersuchungen geht.

Die Aufwendigkeit der Untersuchungsmethoden und die damit verbundenen Kosten
stellen durchaus begrenzende Faktoren dar, die Entwicklung neuer Technologien wie
der Chip- Technologien (Ginot, 1997) oder die fir die Diagnostik genetischer
Veranderungen angepasste Anwendung bekannter Verfahren wie das der
Massenspektrometrie (Braun et al., 1997) werden jedoch dazu flhren, dass sich die
routinemaBige molekulargenetische Diagnostik in den nachsten Jahren erweitern wird.
Insgesamt kénnen heutzutage durch die Routinediagnostik mit einem schon in den
letzten Jahren stetig erweiterten Mutationsspektrum nur auf etwa 52% aller CAVD- Allele
beziehungsweise auf 56% der Allele von CAVD- Patienten ohne Nierenbeteiligung
mutiert vorliegende Allele nachgewiesen werden (Dérk et al., 1997). Mit dem Verfahren
einer SSCP- Analyse (single- stranded- conformation- polymorphism, Orita et al., 1989;
Chillon et al., 1994) oder einer DGGE- denaturating gradient gel elektrophoresis (Myers
et al., 1985; Costes et al., 1995) stehen weiterfliihrende Testmethoden zur Verfligung,
mit denen alle 27 Exons des CFTR- Gens untersucht und die Detektionsraten auf
krankheitsverursachende Mutationen auf 95,4% (Dérk et al., 1994) beziehungsweise
97% bei CF- Patienten (Casals et al., 2000) und auf 79% (Dérk et al., 1997)
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beziehungsweise 85% aller CAVD- Patienten (Casals et al., 2000) verbessert werden
kénnen. Derartige Untersuchungen sind aber derzeit sehr kosten - und zeitintensiv und
damit far eine Routinediagnostik nicht praktikabel. Ein  Referenzzentrum wie
beispielsweise in England (Dr. Super, Manchester) an das samtliche Diagnostik- Labors
zur Klarung von Verdachtsfallen ihre mit eigenen Mitteln nicht aufgeklarten DNA- Proben
weiterleiten kdnnen, wobei die Kosten dafir vom 6éffentlichen Gesundheitswesen
gedeckt werden, existiert in Deutschland leider nicht, ware aber in jedem Falle sehr
begriBenswert. Andererseits wurde die uns von Prof. Engel, Genetisches Institut der
Universitat Gottingen, angebotene Unterstitzung im Sinne einer nochmaligen
erweiterten genetischen Untersuchung des Chromosoms 7 auf CFTR- Mutationen hin
von nur einem der CAVD- Patienten mit bislang negativem genetischen Befund
wahrgenommen. Der angeblich zu groBe Aufwand einer dafir bendétigten Blutabnahme
wurde meist als Argument dafiir angefihrt, das Angebot einer nochmaligen, genaueren
genetische Untersuchung auszuschlagen. Im Hintergrund steht eventuell die Besorgnis
der Patienten, durch diese extensive Suche nach Mutationen im CFTR- Gen tatsachlich
eine solche ausfindig zu machen und im Nachhinein doch noch als Tréager einer
Mutation im Genom identifiziert zu werden, obwohl es naturlich gerade zur Beurteilung

des Vererbungsrisikos an mégliche Nachkommen von groBer Wichtigkeit ware.

4.3.2 Herkunft des Patienten mit kongenitaler Samenleiteraplasie

Um eine gewisse zufriedenstellende Nachweiswahrscheinlichkeit eventuell vorhandener
CFTR- Mutationen zu erreichen, sollte in jedem Fall die Herkunft des zu untersuchenden
Patienten berlcksichtigt werden. Neben der Quantitat, der Menge an getesteten CFTR-
Mutationen kommt es namlich auch auf die Qualitdt an, in dem Sinne als dass
bestimmte Mutationen gerade fir Patienten einer bestimmten Volkszugehdrigkeit
besonders von Bedeutung sind. Die folgende Tabelle verdeutlicht, wie unterschiedlich

die Verteilung von CFTR- Mutationen in verschiedenen Populationen aussieht.
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Tabelle 18: Non- dF508- Mutationen mit einer Frequenz von mehr als 10% im jeweiligen Land.

Population Mutation Lokalisation Haufigkeit in % Referenz
(dF508 in %)
Algerien (34,2) N1303K Exon 21 15,8 Lucotte et al., 1994
Estland (35,0) 394delTT Exon 3 12,0 Teder et al.,1995
Finnland (45,0) 394delTT Exon 3 30,0 Kerem et al., 1995
Israel (Juden, W1282X Exon 20 47,9 Kerem et al., 1995
Ashkenazim) (28,0)
Tunesien (30,4) W1282X Exon 20 17,4 Kerem et al., 1995
Libanon (36,7) W1282X Exon 20 16,7 Desgeorges et al.,
1997

Kanada, Hutterer M1101K Exon 17b 69,0 Zielenski et al.,
(31,0) 1993
USA (Pueblo) (0) R1162X Exon 19 68,7

3848+10kbC>T Intron 19 18,8 Mercier et al., 1994
USA (Schwarze) 3120+1G>A Intron 16 12,2 Mercier et al., 1994
(0)
Sidafrika 3120+1G>A Intron 16 62,5 Carles et al., 1996

(Schwarze) (0)

Aufgrund geographischer Schwankungen bei der Haufigkeitsverteilung der CFTR-

Mutationen ist also die ethnische Herkunft des zu untersuchenden Patienten fir das

molekulargenetische Diagnostiklabor von groBer Bedeutung: nur so kann eine sinnvolle

Auswahl der

ZU

testenden Mutationen und eine

richtige Einschatzung des
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Nachweisniveaus erfolgen. So werden, im Gegensatz zur deutschen Bevélkerung, in der
keine der non- dF508- Mutationen eine relative Haufigkeit von mehr als 2,5% erreicht, in
verschiedenen Populationen neben der dF508- Mutation durchaus weitere Mutationen
mit einer Frequenz von mehr als 10% beobachtet, was in den meisten Fallen auf
Grindereffekte zurlGckzufhren ist. Hierbei wurde im Zuge der Expansion dieser
Population eine ansonsten seltene, in einer kleinen Grinderpopulation vorhandene
Erbanlage vervielfacht. Besonders beeindruckende Beispiele fir Grindereffekte sind die
CFTR- Allelverteilungen auf den Farder- Inseln (dF508, 100%) (Schwartz et al., 1995)
und unter den in Nordamerika in isolierten l&ndlichen Gemeinschaften lebenden
Hutteriten (dF508, 35%; M1101K, 65%) (Zielenski et al., 1993), deren Vorfahren aus
Osterreich stammten. Die Mutation M1101K ist weltweit ansonsten extrem selten, sie
wurde bei Untersuchungen von 63 Tiroler CF- Patienten auch nur einmal nachgewiesen
(Stuhrmann et al., 1998), was dafir spricht, dass Mutationen nicht dort entstanden sein
muassen, wo sie heute besonders haufig sind beziehungsweise dort nicht mehr haufig
sein mussen, wo sie einst entstanden sind. In manchen Populationen wie zum Beispiel
den Ashkenazi- Juden (Kerem et al., 1995) und den Hutteriten (Zielenski et al., 1993)
ermdglicht die hohe Frequenz und die geringe Anzahl der dort auftretenden Mutationen
eine nahezu vollstdndige molekulargenetische Diagnose.

Betrachtet man unsere gewonnenen Ergebnisse hinsichtlich der Herkunft der Patienten
mit zwei nachgewiesenen CFTR- Mutationen, so sind 38 unserer CBAVD- Patienten
ohne Nierenbeteiligung deutscher Herkunft, die anderen zwdélf CBAVD- Patienten ohne
Nierenbeteiligung sind englischer, indonesischer, tirkischer, afghanischer und
italienischer Herkunft. Interessanterweise lieBen sich bei achtzehn von 38 CBAVD-
Patienten deutscher Herkunft zwei CFTR- Mutationen nachweisen, was einem Anteil von
47,4% entspricht. Von den zwdlf CBAVD- Patienten nicht- deutscher Abstammung war
lediglich in zwei Fallen der Nachweis einer compound- Heterozygotie fir CFTR-
Mutationen mdglich (16,7%). Sollte eine mangelnde Berlcksichtigung der Herkunft
unserer CAVD- Patienten mit Ursache fir den im Vergleich mit anderen Studien eher
niedrigen Anteil an CAVD- Betroffenen mit zwei nachweisbaren Mutationen sein?
Festzuhalten gilt jedenfalls, dass hinsichtlich des CFTR- Mutationsspektrums, mit dem
die molekulargenetische Routinediagnostik bei CAVD- Patienten durchgefihrt wird,

sowohl die Anzahl der zu untersuchenden CFTR- Mutationen, als auch eine
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populationsspezifische Auswahl der Mutationen von unbedingter Wichtigkeit ist, um
eine zufriedenstellende Detektionswahrscheinlichkeit far die Betroffenen zu
gewahrleisten. Anhaltspunkte dazu kann das Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium und auch die im Rahmen des BIOMED 1- Programms der Europaischen
Gemeinschaft durchgefuhrte Studie zur Herkunft und Verteilung von CFTR- Mutationen

in verschiedenen Regionen Europas (Estivill et al., 1997) geben.

4.3.3 Nachweis von CFTR- Mutationen bei gleichzeitiger Nierenaplasie

Die Suche nach CFTR- Mutationen auf Chromosom 7 bei den acht Patienten, bei denen
die kongenitale Samenleiteraplasie mit einer Nierenaplasie einhergeht, verlief in allen
Fallen ergebnislos. Dies bekréaftigt das Ergebnis bereits vorliegender Studien, die einen
Zusammenhang zwischen der angeborenen Samenleiteraplasie und einer
Nierenbeteiligung sehen, die allerdings unabhangig von ursachlichen CFTR- Mutationen
zu sein scheint (Augarten et al.,, 1994; Casals et al.,, 1995; Schlegel et al., 1996).
Schlegel et al., untersuchten insgesamt 104 infertile Manner, davon 84 CBAVD und 20
CUAVD- Patienten, wovon 11% beziehungsweise 26% gleichzeitig eine Nierenaplasie
aufwiesen und gerade bei diesen Patienten konnten keine CFTR- Mutationen detektiert
werden (Schlegel et al., 1996). Mickle et al. veréffentlichten ahnliche Ergebnisse: von 21
Patienten mit CUAVD und kontralateralem undurchgéangigen Vas deferens (non- patent-
Gruppe) waren vier Patienten (19%) von einer ipsilateralen Nierenaplasie und ein Patient
(5%) von einer gleichseitigen Beckenniere betroffen, insgesamt also 24% mit renalen
Anomalien und ohne CFTR- Mutationen (Mickle et al., 1995). Weiske et al. fanden bei
11,8% der CBAVD- und bei 73,7% der CUAVD- Patienten eine einseitige
Nierenaplasie, bei 4,1% eine Nierendystopie in Form einer Beckenniere. Einer der
CBAVD- Patienten wies neben der Nierenaplasie noch eine Mutation im CFTR- Gen auf
und zwar die Klasse 2- dF508- Mutation, was in diesem Fall allerdings als Zufall
interpretiert wurde hinsichtlich der Tatsache, dass diese Mutation eine
Heterozygotenfrequenz in der deutschen Bevdlkerung von etwa 1:25 aufweist (Weiske et
al., 2000). Im Kontrast dazu stehen allerdings die Ergebnisse einer neueren von Casals
et al. durchgefihrten Untersuchung, in der aufgrund einer extensiven Analyse des

gesamten CFTR- Gens von 134 CAVD- Patienten spanischer Herkunft bei etwa einem
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Drittel der CAVD- Patienten mit Nierenbeteiligung (5/16) Mutationen im CFTR- Gen
nachgewiesen werden konnten (Casals et al., 2000). Bei den entdeckten Mutationen
handelte es sich in einem Fall um die dF508- Mutation und in zwei Féllen um die IVS8-
5T Variante, also um Mutationen, zu deren Detektion nicht einmal extensive Analysen
nétig gewesen waren, sondern die vielmehr in jedem Routineprogramm zur CFTR-
Diagnostik miterfasst werden. Jedenfalls handelt es sich bei dieser Ver6ffentlichung um
die erste Untersuchung, in der ein Zusammenhang zwischen CFTR- Mutationen und der
angeborenen Samenleiteraplasie mit gleichzeitiger Nierenaplasie festgestellt wurde.
Durch diese neuen Erkenntnisse, die eine véllige Unabhangigkeit der Genese der CFTR-
bedingten von der mit einer Nierenaplasie einhergehenden CAVD anzweifeln, muss bei
CAVD- Patienten mit Kinderwunsch in Zukunft wohl noch gewissenhafter nach
moglichen Mutationen im CFTR- Gen gesucht werden, auch wenn der Patient neben der
Samenleiteraplasie zusatzlich noch von einer einseitigen Nierenaplasie betroffen ist. Die
Aufklarung der Ursachen dieses heterogenen Krankheitsbildes ist wohl immer noch nicht
vollstandig gelungen, da es sich in unserem Fall um eine retrospektive Studie handelt,
die einen Zeitraum von 1994 bis 2003 einschlieBt, besteht fir uns allerdings lediglich die
Mdoglichkeit, gewonnene Ergebnisse zusammenzutragen und diese kritisch zu

hinterfragen.

4.3.4 Nachweis von CFTR- Mutationen bei Patienten mit kongenitaler unilateraler

Samenleiteraplasie

Bei keinem unserer neun Patienten mit kongenitaler unilateraler Samenleiteraplasie
wurde eine Mutation im CFTR- Gen detektiert. Finf der CUAVD- Patienten weisen
gleichzeitig eine ipsilaterale Nierenaplasie auf, was durchaus als Erklarung dienen
kénnte, warum der Nachweis von CFTR- Mutationen bei diesen flnf Patienten nicht
gelingt.

Das Krankheitsbild der kongenitalen unilateralen Samenleiteraplasie an sich widerspricht
eigentlich nicht dem gleichzeitigen Vorhandensein von CFTR- Mutationen- in
vorangegangenen Untersuchungen wurde das in Abhangigkeit des kontralateralen
entweder durchgangigen oder undurchgéngigen Samenleiter gesehen. Bei der Gruppe

von CUAVD- Patienten mit durchgangigem kontralateralen Samenleiter konnte Mickle
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namlich in keinem Fall CFTR- Mutationen nachweisen, wohl aber bei denen, deren
eigentlich angelegter kontralateraler Samenleiter aufgrund nicht- iatrogener Ursache
undurchgangig war (Mickle et al., 1995). Die Tatsache, dass bei keinem unserer neun
CUAVD- Patienten der Nachweis einer CFTR- Mutation gelang, obwohl in allen Féllen
der kontralaterale Samenleiter undurchgangig war, lieB uns die Méglichkeit bedenken,
die sekundaren kontralateralen Samenleiterverschllisse vier unserer CUAVD- Patienten
(4,7,26,51) seien eventuell iatrogener Ursache und auf die meist im Sauglingsalter
durchgeflhrten chirurgischen Eingriffe in der Leistenregion zurlckzufihren, was dann
durchaus das Fehlen einer CFTR- Mutation erklaren kénnte. Casals et al. konnten bei
insgesamt 38% ihrer CUAVD- Patienten Mutationen im CFTR- Gen nachweisen,
allerdings fihrten sie extensive Genanalysen mit weitaus umfassenderen
Mutationsspektren durch, als es zum jeweiligen Zeitpunkt bei unseren Patienten méglich
war. So konnte sie als bisher einzige eine Studie verdéffentlichen, in der sie CFTR-
Mutationen bei CAVD- Patienten mit Nierenbeteiligung nachweist (Casals et al., 2000).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Heterogenitat des Krankheitsbildes der
kongenitalen Samenleiteraplasie nicht zu unterschatzen ist, obwohl gerade bei CBAVD
Patienten ohne Nierenbeteiligung wohl in erster Linie CFTR- Mutationen dafir
verantwortlich zu machen sind. Zur Erforschung naherer Hintergriinde zur unilateralen
Samenleiteraplasie und den CAVD- Formen mit gleichzeitiger Nierenaplasie wird es
wohl noch einiger weiterer Studien bedirfen, wir konnten in unseren Untersuchungen
fur diese Patienten keinen Zusammenhang mit CFTR- Mutationen erkennen.

In jedem Fall sollte versucht werden- gerade hinsichtlich des heutzutage mittels
moderner Refertilisationstechniken zu ermdglichenden Nachwuchses und dem damit
verbundenen Vererbungsrisikos- die Diagnostik bei Patienten mit kongenitaler
Samenleiteraplasie so weit gehend =zu optimieren (genetische Untersuchung)
beziehungsweise vorhandenen diagnostische Méglichkeiten auszunutzen (SchweiBtest),
als dass der Rat suchende Patient optimal aufgeklart, beraten und behandelt werden

kann.

5. Zusammenfassung
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Thema meiner Dissertation sind Untersuchungen zur Bedeutung der Mutationen im
Cystic- Fibrosis- Transmembrane- Regulator (CFTR)- Gen bei Patienten mit kongenitaler
uni- oder bilateralen Samenleiteraplasie unter besonderer Berlcksichtigung der
Nierenaplasie.

Dabei wird, nach ausfiihrlicher Beschreibung der verschiedenen Klassen von CFTR-
Mutationen und méglicher Folgen wie der neben der Samenleiteraplasie ebenfalls durch
diese genetischen Veranderungen verursachte Cystische Fibrose, der Zusammenhang
zwischen dem Nachweis dieser Mutationen mit verschiedenen Formen der angeborenen
Samenleiteraplasie erlautert und nicht zuletzt auch mdgliche Griinde fir einen, bei
einem gewissen Anteil an Patienten fehlenden Mutationsnachweis aufgezeigt.

Von den insgesamt 62 CAVD- Patienten unserer Studie sind 53 von einer beidseitigen,
neun Patienten von einer einseitigen Samenleiterfehlanlage betroffen, wobei in diesen
Fallen der kontralaterale Samenleiter sekundar obstruhiert ist. Drei der CBAVD-
Patienten sowie funf der CUAVD- Patienten liefern gleichzeitig den Befund einer
einseitigen Nierenaplasie.

Der Mutationsnachweis im CFTR- Gen gelang bei insgesamt 38 Patienten, davon 20 in
homozygotem oder compound- heterozygotem Zustand und 18 in heterozygotem
Zustand. Alle Patienten mit nachgewiesener Mutation zahlen zur Gruppe der CBAVD-
Patienten ohne Nierenbeteiligung. Bei keinem der CUAVD- Patienten wie auch bei
keinem der Patienten mit gleichzeitiger Nierenaplasie konnte eine CFTR- Mutation
nachgewiesen werden.

Bei den detektierten Mutationen handelt es sich mit Abstand am haufigsten um den
dF508-Basenaustausch, danach folgen die R117H- Missense- Mutation und die
Spleissvariante IVS8- 5T, haufigster Genotyp unserer Patienten stellt die dF508-
Mutation im heterozygoten Zustand oder kombiniert mit der R117H- Mutation dar.

Es verbleiben allerdings 24 Patienten ohne Mutationsnachweis. Dass gerade bei keinem
der CUAVD- Patienten sowie keinem der Patienten mit Nierenbeteiligung eine CFTR-

Mutation detektiert wurde, erscheint auffallig, gelang doch in vorangehenden Studien
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duchaus auch in diesen Kollektiven ein Mutationsnachweis, wenn auch in weitaus
geringerem MaBe.

Mégliche diskutierte Griinde flir eine niedrige Detektionsrate sind in einem zu wenig
umfangreichen Spektrum an untersuchten CFTR- Mutationen, vor allem, wenn die
genetische Untersuchung bereits vor mehreren Jahren stattgefunden hat, oder einer
mangelnden Bericksichtigung der Herkunft des Patienten zu sehen, unterliegt doch die
Haufigkeit verschiedener CFTR- Mutationen starker geographischer Schwankungen.
Ausserdem lasst die Heterogenitat dieses Krankheitsbildes nicht mit Sicherheit
voraussagen, in welchen Fallen Uberhaupt Mutationen im CFTR- Gen als ursachlich
dafiir anzusehen sind, zur genaueren Klarung der Atiologie werden zukiinftig wohl

weitere, komplexe Untersuchungen notwendig sein.
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Anhang: Patientenlibersicht, geordnet nach Aufnahmedatum (1994- 2002)

Patient Alter (Jahre) Genotyp Diagnose Herkunft

1 31 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/ +) IVS8- 5T

2 37 (-/-) CBAVD D

3 32 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/-) IVS8- 5T

4 36 (-/-) CUAVD rechts D

5 38 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/ -) L1388Q

6 34 (+/ -) dF508 CBAVD D

7 34 (-/-) CUAVD rechts D
schriftlicher Befund | Nierenaplasie
fehlt rechts

8 35 (+/-) G551D CBAVD D

9 35 (-/-) CUAVD links D

Nierenaplasie links
10 28 (-/-) CBAVD D
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11 34 (+/ -) dF508 (+/ -)|CBAVD D
R117H

12 (1) 29 (+/ +) dF508 CF, CBAVD D
(+/+) 3272-26A>G

13 41 (+/ -) dF508 (+/ -)|CBAVD D
R117H

14 31 (+/ +) dF508 CF CBAVD D

15 32 (+/ -) dF508 CBAVD D

16 34 (+/ +) dF508 CF, CBAVD D
(+/+) 3272- 26A>G

17 31 (+/ -) dF508 CBAVD D

18 34 (+/ -) F508 CBAVD GB
(+/-) R117H

19 32 (-/-) CBAVD D

20 29 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/-) R117H

21 35 (+/ -) dF508 CBAVD A

22 40 (+/ -) dF508 CBAVD D

23 30 (-/-) CBAVD D

Nierenaplasie links
24 36 (+/ -) dF508 CBAVD D
25 39 (/) CBAVD D
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26 35 (-/-) CUAVD rechts D
Nierenaplasie
rechts Beckenniere
links
27 32 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/ -) IVS8- 5T
28 36 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/-) R117H
29 33 (-/-) CBAVD Indonesien
30 29 (+/ -) dF508 CBAVD D
31 45 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/-) R117H
32 25 (+/ -) dF508 CBAVD D
33 34 (+/ -) dF508 CBAVD D
34 31 (-/-) CBAVD D
35 35 (-/-) CUAVD links Italien
Nierenaplasie links
36 33 (-/-) CBAVD Italien
37 29 (-/-) CUAVD links D
38 26 (+/ -) dF508 CBAVD D
39 37 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/ -) IVS8- 5T
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40 32 (+/ -) R117H CBAVD Tarkei
41 30 (-/-) CUAVD D
42 31 (+/ +) dF508 CF, CBAVD D
43 38 (+/-) IVS8- 5T CBAVD Tirkei
44 25 (-/-) CBAVD Tirkei
45 35 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/-) IVS8- 5T
46 39 (-/-) CBAVD D
47 30 (+/-) IVS8- 5T CBAVD Tirkei
48 32 (-/-) CBAVD D
Nierenaplasie
rechts
49 30 (-/-) CUAVD links D
50 40 (+/ -) R117H CBAVD Afghanistan
51 32 (-/-) CUAVD links GB
schriftlicher Befund | Nierenaplasie links
fehlt
52 29 (+/ -) dF508 CBAVD Italien
(+/ -) IVS8- 5T
53 39 (+/ -) dF508 CBAVD D
(+/-) R117H
54 33 (+/-) IVS8- 5T CBAVD Italien
55 41 (-/-) CBAVD Italien
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Nierenaplasie

rechts Beckenniere

links

56 30 (+/ -) R117H CBAVD
57 29 (-/-) CBAVD
58 30 (+/ -) dF508 CBAVD

(+/-) R117H

59 31 (+/ ) IVS8- 5T CBAVD
60 35 (-/-) CBAVD
61 32 (+/ -) W1282X CBAVD
62 33 (-/-) CBAVD
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