de toepasbaarheid, ook voor vroege prenatale diagnos-
tiek in chorionvilli, vaststaat.” Een volledig betrouwbare
prenatale diagnostiek, zoals reeds beschikbaar voor zo’n
70 erfelijke stofwisselingsziekten,' lijkt pas mogelijk
wanneer de mutatie van het gen dat verantwoordelijk is
voor kystische fibrose direct op DNA-niveau of op
eiwitniveau kan worden aangetoond. Tot die tijd zal het
nu reeds beschikbare vruchtwateronderzoek van darm-
enzymen voor vele ouderparen met een herhalingsrisico
van grote betekenis kunnen zijn.

Wij danken de heer H.C.Janse voor zijn assistentie in dit
onderzoek en de vele collegae in binnen- en buitenland die
pati€énten verwezen of vruchtwater inzonden.

SUMMARY
Prenatal diagnosis of cystic fibrosis. — In a large proportion of
pregnancies that end in birth of a child with cystic fibrosis (CF)
the activities in the amniotic fluid of certain enzymes of
intestinal origin are found to be decreased. In our study of 66
pregnant women at risk for recurrence of CF, maltase and
intestinal alkaline phosphatase (IAP) proved to offer the best
possibilities for prenatal diagnosis of CF. Both enzymatic
activities were abnormally low in 24 of the 26 prospectively or
retrospectively studied cases of CF (= 92%). In the prospective
diagnostic investigation of 35 pregnancies with a 1:4 risk of
recurrence, the births of ¢ children with CF and of 26 normal
children were predicted correctly. In four European centres,
over 100 diagnoses of CF have so far been made correctly in 450
pregnancies. The reliability of the prenatal diagnosis of CF may
be over 95%, provided the amniocentesis is performed in the
17th-18th week. Adequate information on the possibilities and
limitations is required, and should preferably be given prior to
conception.
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Prenatale diagnostiek van kystische fibrose met behulp van DNA-analyse
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Kystische fibrose (synoniemen o.a.: pancreas-fibrose,
mucoviscidose, taaislijmziekte) komt in ons land bij 1 op
3600 levendgeborenen voor.' De ziekte heeft een autoso-
maal recessief overervingspatroon. De behandeling en
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Zie ook het artikel op bl. 2267.

begeleiding van patiénten zijn in de laatste decennia
verbeterd en hun gemiddelde levensverwachting is toege-
nomen (gemiddelde levensduur ongeveer 20 jaar).” Des-
ondanks is de levensverwachting nog steeds kort en is de
morbiditeit hoog.?

Tot nu toe zochten velen tevergeefs naar het primaire
eiwitdefect dat verantwoordelijk is voor de ziekte. Er
komen steeds meer aanwijzingen dat het transport van
chloride door de celmembraan gestoord is.’ Een 100%
betrouwbare methode voor prenatale diagnostiek en



dragerschapsonderzoek is nog niet beschikbaar. Bij erfe-
lijkheidsvoorlichting aan de ouders bleek in de V.S. 85%
van de ondervraagden een methode voor prenatale
diagnostiek zeer belangrijk te vinden.*

Sinds enkele jaren kan kystische fibrose met 95%
betrouwbaarheid voor de geboorte worden opgespoord
door het vaststellen van verlaagde activiteiten van micro-
villaire (darm)enzymen in het vruchtwater na punctie in
de 17e-18¢ zwangerschapsweek waarover Kleijer et al.
elders in dit tijdschrift berichten.’

Een andere benadering voor (prenatale) moleculaire
diagnostiek van kystische fibrose is het aantonen van het
gemuteerde gen. Pogingen om dit gen te lokaliseren door
aantonen van genetisch gekoppelde eigenschappen zijn
lang zonder resultaat gebleven. Eiberg et al. en Tsui et al.
toonden in 1985 voor het eerst koppeling aan van
kystische fibrose en wel met het enzym para-oxonase en
een DNA-probe (DOCR I-917).%7 Kystische fibrose kon
worden gelokaliseerd op het midden van de lange arm
van chromosoom 7.** Inmiddels zijn ten minste 4 andere
DNA-probes getest, die in een aantal families met een
zeer grote kans op een betrouwbare uitslag kunnen
worden gebruikt voor het aantonen van de mutatie,
zowel bij pati€nten als bij (gezonde) dragers (tabel). Dit
opende de weg naar prenatale diagnostick op DNA-
niveau via gekoppelde polymorfismen. "' Een belangrijk
voordeel van DNA-analyse is de toepasbaarheid op
chorionvlokken, verkregen door chorionaspiratie in de
10e zwangerschapsweek.

Het principe van het DNA-koppelingsonderzoek (fi-
guur 1) is, dat een probe een op (genetisch) korte afstand
gelegen polymorfisme detecteert. DNA-polymorfismen
zijn erfelijk bepaalde, variabele DN A-structuren. Deze
kunnen met bepaalde DNA-splitsende enzymen (restric-
tie-enzymen) herkend worden. Ze zijn toepasbaar als
merker van een naburig (ziekte)gen. DNA-polymorfis-
men komen in minimaal 2 verschillende vormen voor.
Voorafgaand aan een prenatale diagnose moet door
familieonderzoek uitgezocht worden aan welke van de
verschijningsvormen van het polymorfisme het ziektegen
in deze familie gekoppeld is. Toepassing bij kystische

DNA-probes op korte afstand van het kystische-fibrose-locus

probe restrictie-  frequenties™ genetische onder-
enzym afstand tot zoekers
kystische- -
fibrose-locus in
centi-morgans™*
pJ3.11 Mspl 0,8/0,2 1,0 Wainwright
ctal?
pMetD Taql 0,7/0,3 1,25 White
pMetD Banl 0,55/0,45 1,25 etal.l?
pMetH Mspl 0,03/0,53/0,44 1,25 en Dean
pMetH Taql 0,56/0,44 1,25 et al.l0
7c.22 EcoRI 0,76/0,24 4,5 Scambler
etal.l4

* De frequenties van de verschillende verschijningsvormen van het
polymorfisme, bepaald in buitenlandse centra. -
** Naar schriftelijke mededelingen van J.Schmidtke (1986) en G.F.
Vande Woude (1986).
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FIGUUR I. Het kystische-fibrose-locus gekoppeld aan een
DNA-polymorfisme bij een drager van de ziekte (niet op schaal
getekend). O N = normaal gen; X CF = gemuteerd gen. De
probe detecteert bij afwezigheid van de polymorfe herkennings-
sequentie van het restrictie-enzym een groot DNA-fragment:
fragment 1; bij aanwezigheid hiervan wordt een kleiner frag-
ment gezien: fragment 2. 1.2 = heterozygoot voor het poly-
morfisme; CF-mutatie gekoppeld aan fragment 1.

fibrose (figuur 2) laat in de getoonde familie zien dat de
beide ‘patiénten homozygoot zijn voor vorm I van de
merker; de ouders hebben beiden zowel vorm 1 als vorm
2. Vorm 1 van de merker is in deze familie gekoppeld aan
het gemuteerde kystische fibrose-gen. Elke probe die een
polymorfisme detecteert is slechts toepasbaar in een deel
van de families waarin eerder kinderen met Kystische
fibrose geboren werden. Immers, als beide ouders homo-
zygoot zijn voor één van beide vormen van het polymor-
fisme, is dit polymorfisme in deze familie niet informa-
tief. Het aantal families waarin toepassing mogelijk is, is
derhalve afhankelijk van de frequentie waarmee de beide
vormen van het polymorfisme in de bevolking voorko-
men. De grootste kans op informatief zijn ontstaat
wanneer beide vormen met een gelijke frequentie voor-
komen. Door het toepassen van meer DNA-polymorfis-
men wordt het onderzoek in een groter deel van de

@

1"2 *

12
™" 1%2

FIGUUR 2. Voorbeeld van koppeling van een DNA-polymorfis-
me met Kystische fibrose in een familie met 2 kinderen met de
ziekte en 1 kind zonder de ziekte. @ vrouw heterozygoot voor
kystische fibrose; ¥ man heterozygoot voor kystische fibrose; @
vrouwelijke patiént met kystische fibrose; B manlijke patiént
met kystische fibrose. 1 en 2 zijn de beide vormen van het
polymorfisme; * geeft de koppeling aan met kystische fibrose. In
deze familie is de ziekte gekoppeld aan vorm 1 van het
polymorfisme. Kinderen met kystische-fibrose in deze familie
zijn homozygoot voor vorm 1. Kinderen zonder de ziekte zijn of
1 2 (heterozygoot voor kystische fibrose) of 2 2 (homozygoot
normaal wat betreft het kystische-fibrose-locus).

1*1*
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families informatief. Daarnaast kan de afstand tussen de
merker en het kystische fibrose-gen een beperkende
factor zijn: door recombinatie tijdens de reductiedeling
kan de merker van het ziekte-gen ontkoppeld raken. Ook
in dit verband is het analyseren van meer probes van
groot belang, vooral van probes die aan weerszijden van
het kystische fibrose-gen gelegen zijn.

Tot nu toe zijn door ons 10 families onderzocht die 2
kinderen met de ziekte kregen. De resultaten van ons
totale familieonderzoek zullen worden opgenomen in
een publikatie waarin de gegevens van alle centra in de
wereld die zich met DNA-onderzoek van kystische fibro-
se bezighouden zullen worden gebundeld. Hierdoor zal
in de nabije toekomst met zeer grote precisic een
uitspraak gedaan kunnen worden over de te verwachten
betrouwbaarheid en toepasbaarheid van het onderzoek
van DNA-polymorfismen. Vervolgens zal worden nage-
gaan hoe betrouwbaar prenataal DNA-onderzoek zal
zijn in (veel vaker voorkomende) families die slechts 1
kind met kystische fibrose kregen. Het stellen van een
prenatale diagnose met DNA-polymorfismenonderzoek
is aan zekere beperkingen onderhevig, vooral in een
familie met slechts één kind dat de aandoening heeft. Bij
onderzoek in de families met probes gelegen aan één kant
van het kystische fibrose-gen, is er een risico op een
fout-negatieve uitslag van ca. 2% en een risico op een
fout-positieve uitslag van ca. 6%." Deze risico’s berusten
op de onmogelijkheid om recombinatie te detecteren.
Indien de informatieve probes aan weerszijden van het
kystische fibrose-gen gelegen zijn, is een foutieve uitslag
vrijwel uitgesloten. Recombinatie is dan namelijk wel te
detecteren omdat een discrepantie gevonden wordt met
het eerder voor deze familie bepaalde koppelings-
patroon. Vruchtwateronderzoek (18e week) van micro-
villaire enzymen kan dan uitsluitsel geven met 95%
zekerheid.

Onlangs werden door de groep van Williamson de
eerste 5 prenatale diagnosen van kystische fibrose met
behulp van gekoppelde DNA-probes gepubliceerd.” De
auteurs berekenden dat met de door hen geteste poly-
morfismen volledig informatief prenataal DNA-onder-
zoek mogelijk zal zijn in ca. %3 van de families met
minimaal 1 kind met kystische fibrose dat nogin levenis.
Thans zijn — ook in ons laboratorium — 6 bruikbare
polymorfismen beschikbaar (zie de tabel), die in naar
schatting % van de families prenatale diagnostiek moge-
lijk zullen maken.

Prenataal DNA-onderzoek van kystische fibrose lijkt
toepasbaar in een groot deel van de families, hetgeen de
mogelijkheid biedt tot vroege prenatale diagnostiek (10e
week) met een betrouwbaarheid die vergelijkbaar is met
die van het vruchtwateronderzoek (18e week).

Wij danken de families die bereid waren aan het onderzoek mee
te werken, de Sophia Stichting voor financiéle steun en prof.dr.
M.F. Niermeijer voor zijn bijdrage aan het tot stand komen van
dit artikel. Dr. J. Schmidtke (Institut fiir Humangenetik,
Gottingen), prof.dr. R. Williamson (St. Mary’s Hospital Medi-
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cal School, Londen) en prof.dr. G.F. Vande Woude (NCI
Frederick Cancer Research Facility, Frederick, Maryland,
USA) stelden welwillend hun probes ter beschikking.

NASCHRIFT

Onlangs verrichtten wij prenataal DNA-onderzoek bij een
37-jarige vrouw die in 1974 een zoon met kystische fibrose en in
1977 een gezonde zoon ter wereld had gebracht. Uit vooronder-
zoek van de familie was gebleken dat prenatale DNA-analyse
voliedig informatief zou zijn (J3.11/Mspl, zie de tabel). In
de 10e zwangerschapsweek werd onder ultrageluidcontrole
langs transcervicale weg enig chorionweefsel afgenomen
(Mw.dr.M.G.J.Jahoda, afd. Verloskunde, Academisch Zie-
kenhuis Rotterdam/Dijkzigt), waaruit DNA werd geisoleerd.
Het patroon van het foetale DNA bleek identiek aan dat van de
index-patiént zodat met 99% betrouwbaarheid de prenatale
diagnose kystische fibrose kon worden gesteld. De zwanger-
schap werd door middel van zuigcurettage in de 12e week
afgebroken.
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