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HOOFDSTUK 1 : INLEIDING

1.1. Het metabolisme van fenylalanine

1.1.1. De hydroxylase reaktie

L-fenylalanine is een essentieel aminozuur voor de eiwitsynthese bij de
mens. Toch verbruikt een opgroeiend kind slechts 50% van zijn dagelijkse
fenylalanine-inname. Deze proportie vermindert nog naarmate de groeisnel-
heid daalt. De overmaat aan fenylalanine wordt in de lever gehydroxyleerd tot
tyrosine en, in mindere mate, eveneens tot andere metabolieten omgezet.
Tyrosine is een substraat voor de synthese van melanine en de schildklier-
hormonen (thyroxine en triiodothyronine). In het centraal zenuwstelsel is het
de precursor van amines, zoals dopamine en noradrenaline (figuur 1.1).

voedingseiwitten

/ /

fenylalanine , tyrosine ___, thyroxine/

\ \ triiodothyronine

weefseleiwitten adrenaline/
noradrenaline

melanine

/

\

Figuur 1.1. : Het normaal metabolisme van fenylalanine en tyrosine






Inleiding 2

Het hydroxylatie-systeem bestaat uit 2 komponenten : het labiele
fenylalanine hydroxylase (PAH) en het min of meer stabiele dihydropteridine
reduktase (DHPR) (Mitoma, 1956 ; Kaufman, 1957 en 1959). PAH katalyseert
de onomkeerbare parahydroxylatie van fenylalanine tot tyrosine ; een reaktie,
die zich voornamelijk voordoet in de oplosbare leverfraktie van verschillende
zoogdierspecies (Underfriend en Cooper, 1952 ; Tourian e.a., 1969). De
stoichiometrie van deze reaktie is

L-fenylalanine + Oo + NADPH + H* --—> L-tyrosine + NADP™ + H20

Een zuurstofatoom, afkomstig van atmosterische Oo, en elektronen van de
cofaktor tetrahydrobiopterine (BH4) worden getransfereerd naar fenylalanine
met vorming van tyrosine en HoO (figuur 1.2). De koppeling van DHPR aan
deze reaktie zorgt voor de regeneratie van BHg4 uit quinonoid dihydrobiopte-
rine (@QBH,), een bijprodukt van de hydroxylatiereaktie. BH,4 wordt in vivo
gesynthetiseerd uit guanosine trifosfaat via een opeenvolging van reakties,
gekatalyseerd door guanosine trifosfaat cyclohydrolase, 6-pyruvoyl tetrahy-
dropterine synthase, sepiapterine reduktase en tetrahydropterine 2'-keto
reduktase.

Afwezigheid of deficiéntie van het fenylalanine hydroxylase, dihy-
dropteridine reduktase of de tetrahydrobiopterine synthese leidt tot een ge-
stoorde oxydatie van het fenylalanine met als gevolg de respektievelijke
klinische fenotypes : klassieke fenylketonurie (PKU), hyperfenylalaninemie
types Il en lll en hyperfenylalaninemie types IV en V (figuur 1.2).

1.1.2. Eigenschappen van het fenylalanine hydroxylase

Fenylalanine (Phe), tyrosine (Tyr) en tryptofaan (Trp) worden omgezet
tot respektievelijk tyrosine, dihydroxyfenylalanine (DOPA) en 5-hydroxytrypto-
faan (5-HT) door de overeenkomstige hydroxylasen (PAH, TYH, TRH). Zowel
de genen als de eiwitten van deze hydroxylasen gelijken sterk op elkaar.
Daarom vermoedt men dat ze éénzelfde evolutionaire oorsprong hebben
(Ledley e.a., 1985a en 1985b ; Grenett e.a., 1987). leder hydroxylase bestaat
uit 2 belangrijke domeinen ; een goed gekonserveerd segment aan het car-
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NAD NADH+H®
v
\— dihydropteridine _/
reduktase
+ ./ RN
NADPH+H NADP

H -biopterine \ / H -biopterine guinonoid-H -biopterine

2 dihydrofolaat 4 2

™~ reduktase
Gl

hydroxylase

N

fenylalanine —/
__\

6-PT
' (N | I 11
6-PTS )
fenylalanine tyrosine
DHNP + +
0 H O
GTP-cyclohydrolase 2 2
GTP

Figuur 1.2. : De hydroxylatie van fenylalanine en de cofaktor transformaties.
I, 11, lll, IV en V zijn de enzymatische blokkades, die leiden tot de verschillende
klinische fenotypes. GTP=guanosine trifosfaat ; DHNP=q-D-erythro-7,8-dihy-
droneopterine trifosfaat ; 6-PTS=6-pyruvoyl tetrahydropterine synthase ; 6-PT=
6-pyruvoyl tetrahydropterine ; SR=sepiapterine reduktase ; KR= tetrahydropte-
rine 2-keto reduktase.

boxy terminaal einde met de determinanten voor hydroxylatie en BH4 interak-
tie en een minder goed gekonserveerd segment aan het amino terminaal
einde, dat instaat voor de substraatspecificiteit, de fosforylatie van het eiwit en
de regulatie van de katalytische aktiviteit.

Fenylalanine hydroxylase van de rat (Kaufman en Fisher, 1970), de aap
(Cotton e.a., 1976) en de mens (Woo e.a., 1974) zijn allen homomultimeren
van polypeptiden met een molekulair gewicht van 49-54 kDa. De organisatie
van deze monomeren in het aktieve enzyme is echter zeer variabel en het is
niet geheel duidelijk hoe precies deze organisatie verioopt.
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Fenylalanine hydroxylase is het substraat van een cAMP-afhankelijk
eiwitkinase (Smith e.a., 1984) en een consensus fosforylatie sekwentie is
gelegen nabij het amino terminaal einde van het eiwit.

Het rat enzyme is een metalloproteine met 1 mol ijzer per mol mono-
meer (Fisher e.a., 1972), welke essentieel is voor de hydroxylase aktiviteit.

1.1.3. Regulatie van de fenylalanine hydroxylase aktiviteit

Hoewel de opname van fenylalanine door de weefsels een belangrijke
rol speelt in de fenylalanine homeostase (0.030 mM tot 0.120 mM), is de
aktiviteit van het fenylalanine hydroxylase toch de voornaamste faktor. Deze
aktiviteit wordt geregeld via een aantal posttranslationele mechanismen
(Kaufman, 1986) ; allosterische aktivatie/inaktivatie van het enzyme door zijn
interaktie met het substraat (Phe) of de cofaktor (BH4) op een andere plaats
dan de katalytische site en aktivatie/inaktivatie door glucagon-geinduceerde
fosforylatie/defosforylatie van een specifieke plaats van het enzyme. Het rat
PAH wordt daarenboven gestimuleerd door fosfolipiden (Fisher en Kaufman,
1972) en een fenylalanine hydroxylase stimulator (PHS) (Huang e.a., 1973).

1.1.4. Alternatieve routes van het fenylalanine metabolisme

Fenylalanine kan gemetaboliseerd worden tot andere produkten dan ty-
rosine (figuur 1.3). De belangrijkste stap is de transaminatie van fenylalanine
tot fenylpyruvaat door een specifiek aminotransferase, dat pyruvaat als cosub-
straat gebruikt. Fenylpyruvaat kan verder omgezet worden tot fenylacetaat,
dat bij de mens hoofdzakelijk met glutamine gekonjugeerd wordt. Het ge-
vormde fenylacetylglutamine wordt in de urine geéxcreteerd. Fenylpyruvaat
kan ook omgezet worden tot fenyllactaat door een aromatisch a-ketozuur
reduktase of tot o-hydroxyfenylpyruvaat door o-hydroxyfenylpyruvaat oxydase.
Dit laatste wordt eveneens in de urine geéxcreteerd.

Anderzijds kan fenylalanine gedekarboxyleerd worden tot fenylethyla-
mine. Een amine oxydase is verantwoordelijk voor de verdere omzetting van
dit produkt tot fenyllactaat of fenylacetaat.
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co A

fenylethylamine e fenylalanine I — tyrosine

o -ketoglutaarzuur
fenyllactaat \

N

\ fenylpyruvaat
fenylacetaat \

] o-hydroxyfenylpyruvaat

glutamaat

fenylacetylglutamine

Figuur 1.3. : Het normale metabolisme van fenylalanine via alternatieve
routes. Minder dan 50% van fenylalanine in het serum wordt geinkorporeerd
in eiwitten, zelfs bij een maximale groei. A geeft weer waar de omzetting van
het fenylalanine in fenylketonurie gestoord is.

1.2. Klassieke fenylketonurie (PKU)

1.2.1. Geschiedenis en definitie

In 1934 ontdekte Folling een autosomaal recessief overerfbare metabo-
le afwijking, gekarakteriseerd door een excessieve excretie van fenylpyruvaat
in de urine, een typische muizegeur en een mentale achterstand (Félling,
1934). Pas in 1947 toonde Jervis aan dat deze ziekte gekarakteriseerd werd
door een accumulatie van fenylalanine door een deficiénte oxydatie van fenyl-
alanine tot tyrosine (Jervis, 1947). In 1953 toonde hij aan dat het fenylalanine
hydroxylase in de lever van deze patiénten deficiént is (Jervis, 1953). Een
therapie, gebaseerd op een fenylalanine-arm dieet, werd gestart (Bickel e.a.,
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1954) en dit bleek niet alleen te leiden tot een verlaging van het fenylalanine
in het plasma en een volledige eliminatie van het fenylpyruvaat uit de urine,
maar ook tot een verbetering van de mentale ontwikkeling van deze patiénten.
De mentale achterstand kon zelfs vermeden worden wanneer het dieet binnen
de eerste levensweken gestart werd. Deze observaties hebben uiteindelijk
aanleiding gegeven tot het testen van pasgeborenen voor hyperfenylalanine-
mie. Een simpele en goedkope methode voor de koncentratiebepaling van
fenylalanine in het bloed van pasgeborenen werd ontwikkeld (Guthrie en
Susi, 1963) en leidde tot de diagnose van hyperfenylalaninemie. De grens
voor een hyperfenylalaninemie werd konventioneel vastgelegd bij serum-
koncentraties = 150 umol/l of = 2.5 mg% (Guttler en Wamberg, 1977).

1.2.2. Klinische eigenschappen

De transformatie van een ogenschijnlijk normale baby naar een ernstig
gestoord kind gedurende het eerste levensjaar is het meest treffende klinische
verschijnsel van klassieke fenylketonurie (PKU).

De gemiddelde intelligentie quotiénten (1Q) van deze kinderen dalen
steil en vrijwel lineair gedurende de eerste 10 maanden. Deze daling houdt
aan tot het derde levensjaar, zij het dan minder steil, om vervolgens te stagne-
ren. Het grootste deel van de onbehandelde PKU patiénten heeft dan ook
een 1Q<20, de rest een IQ<50 (figuur 1.4). Studies van intellektueel normale
populaties leverden geen enkel geval van PKU op. Toch bestaan ze. Minder
dan 4% van alle onbehandelde PKU patiénten heeft immers een 1Q boven 60.

Pathologische studies van PKU tonen aan dat de hersenen het meest
aangetast zijn. Het hersengewicht is inderdaad ongeveer 1/3 van het normale
gewicht. Daarenboven ontwikkelen de mentale defekten zich gedurende het
eerste levensjaar, wanneer ook de myelinisatie plaats vindt. Hoe fenylalanine
dit komplexe proces verstoort, is niet duidelijk.

De meeste patiénten zijn rusteloos, agressief, hypersensitief en hyper-
aktief. Door een hypertoniciteit van de spieren hebben ze een typische
"spring"-houding, wat hun agressief gedrag benadrukt. Het merendeel van de
onbehandelde patiénten komt dan ook in gespecialiseerde instellingen
terecht.
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Naast het centraal zenuwstelsel worden eveneens afwijkingen in de
ontwikkeling van huid, tanden en beenderen waargenomen. Pigmentver-
dunningen van het haar, de huid en de irissen zijn karakteristiek voor onbe-
handelde patiénten (figuur 1.4). Eczema komt frekwent maar niet altijd voor.
De oorzaak hiervan is nog onbekend en waarschijnlijk overbenadrukt als
klinisch symptoom van PKU. Microcephalie wordt teruggevonden in de helft
van de gevallen. De gemiddelde hoofdomtrek is bijna 2 cm kleiner dan nor-
maal (figuur 1.4).

De onbehandelde patiént heeft een karakteristieke geur, te wijten aan
fenylacetaat in de urine en het zweet. Deze geur kan echter afwezig zijn,
vermits de overmaat aan zuur geéxcreteerd wordt in de vorm van een gluta-
mine-konjugaat.

De klinische eigenschappen van onbehandelde homozygoten met
klassieke PKU werden gedetailleerd beschreven door Knox, 1972.

- T T

0 s 10 156 20 30 40
fenylalanine in bloed (mg%)
{ T
150 100 i 50 . . 20 o
intelligentie (Binet, 1Q)
r T
370 350 330 310 290 270

hoofdomtrek:lengte en breedte in mm {(aangepast volgens sexe)

0 5 10 15 20 25 30 35
haarkleur:reflektie in 700nm (aangepast volgens sexe)

Figuur 1.4. : Enkele karakteristieken van PKU bij patiénten met
fenylketonurie (rechts) en een kontrole populatie (links).
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1.2.3. Biochemische eigenschappen

In fenylketonurie wordt fenylalanine in het plasma geaccumuleerd tot
een koncentratie van >1mM. De overmaat wordt gedeeltelijk verwerkt via de
alternatieve routes van de fenylalanine degradatie. Fenylpyruvaat en zijn
derivaten, o-hydroxyfenylpyruvaat en fenylethylamine worden dan ook in grote
hoeveelheden in urine, bloed en zweet teruggevonden. Daarenboven ver-
stoort de hoge fenylalanine koncentratie de tyrosine en tryptofaan degradatie
(figuur 1.5). Zo is de melanine synthese defekt, wat aanleiding geeft tot pig-
mentverdunning in PKU. In het plasma konstateert men een daling van sero-
tonine (Pare e.a., 1957, 1958, 1959) en een toename van de excretie van
indolderivaten (Drummond e.a., 1966 ; Yarbo en Anderson, 1966). De
oorzaak van de defekten in deze metabolisaties is niet geheel achterhaald,
maar inhibitie van de enzymatische reakties door fenylalanine en zijn
derivaten, verstoord transport van tyrosine en tryptofaan in de cellen,
malabsorptie door de nieren of een verandering in de relatieve hoeveelheden
van de enzymes, teweeggebracht door het gewijzigde milieu, zijn alle
mogelijke verklaringen (Knox, 1972).

In het plasma is er een algemene daling van de andere aminozuren
(Efron e.a., 1969), wat hun interaktie met fenylalanine in de weetsels
benadrukt. De nieren, die normaal relatief kleine hoeveelheden fenylalanine
moeten reabsorberen, worden gekonfronteerd met koncentraties, die de
maximale transportkapaciteiten overschrijden. Daarenboven moet het
normale transport van aminozuren in de cellen en hun korrekte inbouw in de
eiwitten gewaarborgd blijven, ondanks de hoge fenylalanine koncentratie.

Er blijft een groot vraagteken bestaan omtrent de oorzaak van de men-
tale achterstand in fenylketonurie (Kieinman, 1964). De hypothese dat een
overmaat aan fenylalanine interfereert met de opname van neutrale aminozu-
ren in de hersenen behoort tot de mogelijkheden (Kaufman, 1989).
Daarenboven zou de hoge intracellulaire fenylalanine koncentratie de efflux
van neutrale aminozuren uit de weefsels inhiberen, waardoor een tekort ervan
in het plasma en de hersenen ontstaat (De Cespedes e.a., 1989). Een andere
hypothese is dat de overmaat aan fenylalanine de sultatide-synthese in de
hersenen inhibeert, waardoor het aantal synapsen sterk gereduceerd wordt
(Matsuo en Hommes, 1987). De vraag of een tekort aan neurotransmitters,






Inleiding

NH,

Hy |
HO, C—C—COOH
H
N

6-0H tryptofaan

| PO A

H

Hy |
”O\Cm_c'-c—nu,

i

N H

65-0OH tryptamine (serotonine)

|

HI
HO (:L—J—C ~COOH
N

6-OH Indolacetaat

N
NH, Hy lH' ;
Hy | C-C—COOM
O—c—c—cuc‘a ~ H
H N
fenylalanine tryptofaan . S
% (] NH,
1K |
Ho| C—C—E—EDOH
no c c COOH O-c-c COOH O:
H HH—CHO
tyrosine o-tyrosine oH formylkynurenine
| ]
1 R—C—COOH 0
OH [
Qz-e g "
_||4_ / \. o 9 Mo
9 H 1 5 FN
Wy o-tyramine w1 Ml i €= .- coow
au_o_c—c—coou Q—c—c-coou
o N NH,
p-OH fenylpyruvaat 0"“ 9 fenylpyruvaat * Indolpyruvaat kynurenine
c-c-cooH
t:-OH fenylpyruvasat
........ ' ]
l 9 NH,
i |
™ H —~C=C—COO0H
Hy u, S0 C-CcooH L=e=g
HO OH C-cooH O-c-c\ B
Ay N 3
C:‘r 0-0OH fenylacetasat o_c_c_c—?\c,o oH
CooH :m, o Son Indolacetaat 3-OH kynurenine
homogentlsinezuur fenylacetyigiutamine

Figuur 1.5. : De metabolisatie van fenylalanine, tyrosine en tryptofaan
==>), de lokalisatie van de metabole stop in fenylketonurie en de alternatieve
degradaties (-->), die leiden tot de metabole karakteristieken van de ziekte.

zoals de gedaalde perifere synthese van serotonine en waarschijnlijk ook

noradrenaline (Giovannini e.a., 1988), een essentiéle rol speelt in de hersen-
beschadiging bij PKU patiénten, blijft onbeantwoord.

1.2.4. Diagnose

De eerste neonatale screeningsprogramma'’s voor hypertenylalanine-
mie, opgestart in 1957 in California (Centerwall, 1957), maakten gebruik van
een methode, gebaseerd op de reaktie van FeCl; met de overmaat fenylpyru-
vaat in de urine. Eén vierde tot de helft van de patiénten werd echter gemist,
wat te wijten is aan de onstabiliteit van dit fenylpyruvaat in de urine of aan een
transiente aminotransferase deficiéntie in de neonatale periode. Daarom
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l <«10mg/100ml l

dringend
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voorbijgaande HPHE in het serum en
start behandeling
kontrole urine voor mogelijke
biopterine deficiéntie

l

kontrole van fenylalaninegehalte
in het bloed om de 3 dagen
voor de optimalisatie van het dieet
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indien met een exogene indien met een exogene indien met een exogene
fenylalanine toevoer fenylalanine toevoer fenylalanine toevoer

»>900mg/dag de bloed- 500-900mg/dag de bloed- <450mg/dag de bloed-
konc.<2mg/100ml konc. normaal blijft konc. normaal blijft

vals positief of l e fenylketonurie
voorbijgaande HPHE typigehe HPh (PKU)

Figuur 1.6. : Diagnose van fenylketonurie (PKU) en hyperfenylalaninemie
(HPHE) : strategie.

werd, in 1963, de meer betrouwbare Guthrie Inhibition Assay Test (Guthrie en
Susie, 1963) voor de detektie van fenylalanine koncentraties in het bloed van
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pasgeborenen ontwikkeld. De neonatale screening werd nog vereenvoudigd
door het gebruik van gedroogde bloedstaaltjes op filterpapier (Guthrie, 1980).
Heden wordt, in het Dr.L.Willems-Instituut, een verhoogde fenylalanine
koncentratie opgespoord met behulp van dunne laag chromatografie, gevoligd
door kwantifikatie met een aminozuur-analyser (LKB, Bromma, Zweden).
Sinds 1968 bestaat in Belgié een nationaal screeningsprogramma voor de
opsporing van hyperfenylalaninemie bij pasgeboren kinderen. De gevolgde
diagnose-strategie wordt weergegeven in figuur 1.6.

De overgang van screeningsprocedure toonde tevens aan dat hyperfe-
nylalaninemie niet synoniem is met klassieke PKU, dat in het verleden be-
schouwd werd als één kiinische en biochemische afwijking (§ 1.3). De fre-
kwentie en distributie van fenylketonurie wordt weergegeven in tabel 1.1.

TABEL 1.1. : Frekwentie en distributie van patiénten met fenylketonurie
(PKU) en hyperfenylalaninemie (HPHE).

land of frekwentie referentie
etnische groep (per 106
geboorten)

PKU Yemenite Joden 190 Thalhammer, 1975
Schotland 190 Thalhammer, 1975
lerland 190 Thalhammer, 1975
Czechoslovakije 150 Thalhammer, 1975
Polen 130 Thalhammer, 1975
Hongarije 90 Szabo e.a., 1985
Frankrijk 75 Thalhammer, 1975
Scandinavié

Denemarken 85 Thalhammer, 1975
Noorwegen 70 Saugstad, 1975
Zweden 25 Thalhammer, 1975
Finland 5 Thalhammer, 1975
Engeland 70 Thalhammer, 1975
(Londen)
ltalié 60 Romeo e.a., 1983
China 50 Liu e.a., 1986
Canada 45 Walker e.a., 1981
Japan 5 Thalhammer, 1975
Ashkenazi Joden 5 Thalhammer, 1975

HPHE alle landen 15-75 Thalhammer, 1975
uitgezonderd Liu e.a., 1986
Finland
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1.2.5. Behandeling

Vermits een PKU kind geen fenylalanine kan verwerken via de hydro-
xylatie, is slechts een geringe opname voor de eiwitsynthese nodig. Deze
hoeveelheid varieert met de leeftijd, gaande van 47 a 90 mg/kg/dag op een
leeftijd van 2 & 4 maanden tot 27 mg/kg/dag vanaf éénjarige leeftijd. Patiénten
met variante vormen van PAH deficiéntie krijgen uiteraard grotere hoeveelhe-
den te verwerken. Het doel is de bloed fenylalanine koncentratie binnen de
veilige grenzen van normale individuen te handhaven. Een kontrole wordt
dan ook wekelijks uitgevoerd gedurend het eerste levensjaar, daarna elke 2
tot 4 weken. Over de duur van het dieet wordt tot op heden nog veel gedis-
cussieerd.

Hoewel de behandeling van PKU patiénten succesvol is, zijn er toch
enkele limieten. Zo hebben behandelde patiénten vaak voedingstekorten, te
wijten aan de semi-synthetische produkten in het dieet (Acosta e.a., 1987).
Ondanks hun normale IQ vertonen zij vaak gedragsstoornissen (Smith e.a.,
1988) en beéindiging van het dieet kan zelfs leiden tot een daling in 1Q score
(Scriver e.a., 1988).

Om deze redenen werden een aantal alternatieve behandelingen
voorgesteld. Een aanvulling van het fenylalanine-arm dieet met neutrale
aminozuren werd voorgesteld om de psychoneurologische ontwikkeling van
de patiénten nog te verbeteren (Jordon e.a., 1985). Anderzijds werd onder-
zocht of PAH niet vervangen kon worden door het bakterieel enzyme PAL, dat
fenylalanine omzet tot ammonium en transcinnaminezuur (Bourget en Chang,
1985 en 1986 ; Hoskins e.a., 1984). Ingekapseld in semipermeabele micro-
kapsules vermindert PAL inderdaad de fenylalanine koncentraties in het
plasma en de hersenen, doch de kostprijs belemmert het gebruik ervan in
therapie. Somatische gentherapie, waarbij de expressie van de mutante ge-
nen gekorrigeerd wordt door een normaal gen, kan in de nabije toekomst
verwacht worden (Ledley, SSIEM, 27th Annual Symposium, Munchen, Sept
1989).
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1.3. Fenotypes van fenylketonurie

Door de screening voor PKU werd duidelijk dat een groot aantal
kinderen met hyperfenylalaninemie toch geen klassieke PKU hebben. De
fenylalanine hydroxylase deficiéntie is immers minder ernstig. Vermits deze
patiénten verschillend behandeld dienen te worden, is een onderscheid
tussen de fenotypes noodzakelijk (Guttler en Hansen, 1977).

1.3.1. Klassieke PKU

Pasgeboren kinderen met klassieke PKU hebben een gemiddelde
serum fenylalanine koncentratie van 1816 umol/l. Om bij deze patiénten een
bloedkoncentratie van 425 umol/l te handhaven is een dagelijkse inname van
minder dan 0.13 mmol per kg lichaamsgewicht nodig. De fenylalanine hydro-
xylase aktiviteit in de lever van deze patiénten is slechts 0.27% van het norma-
le. In tegenstelling tot het hydroxylase van normale individuen wordt het niet
geinhibeerd door 0.1 mM Phe noch gestimuleerd door lysolecithine. Dit ver-
klaart waarom een lading van 0.6 mmol fenylalanine per kg lichaamsgewicht
niet binnen de drie dagen uit het lichaam verwijderd wordt. Ook een stijging
van tyrosine wordt niet waargenomen. Klassieke PKU gaat dan ook steeds
gepaard met ernstige mentale achterstand, tenzij een restriktief dieet tijdig
gestart wordt.

1.3.2. Hyperfenylalaninemie met '"gerelaxeerde"
fenylalanine tolerantie (milde PKU)

Pasgeboren kinderen met dit fenotype hebben serum fenylalanine kon-
centraties tussen 625-1522 umol/l. Over het algemeen is de hydroxylase ak-
tiviteit in de lever van deze patiénten gekorreleerd met de geobserveerde
fenylalanine koncentratie. Zo werden aktiviteiten vanaf 1.5% van het normale
teruggevonden. Op een leeftijd van 2 a 5 jaar hebben zij een duidelijk hogere
fenylalanine tolerantie van 0.14 tot 0.3 mmol/kg per dag en een lading van 0.6
mmol Phe per kg lichaamsgewicht wordt binnen de 3 dagen uit het lichaam
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verwijderd met een stijging van tyrosine als gevolg. Kinderen met milde PKU
hebben een IQ gaande van ernstige mentale achterstand tot geen
achterstand. Deze variatie kan toegeschreven worden aan verschillende
genotypes van de patiénten, maar ook andere faktoren, zoals borstvoeding
versus kunstvoeding of omgevingsfaktoren, kunnen de variatie in de hand
werken.

1.3.3. Hyperfenylalaninemie met "normale" fenylalanine
tolerantie

Pasgeborenen met dit fenotype hebben fenylalanine koncentraties in
het serum kleiner dan 605 umol/l. Een lading van 0.6 mmol fenylalanine per
kg lichaamsgewicht wordt bij deze patiénten binnen de 24 uren uit het lichaam
verwijderd, wat gepaard gaat met een tyrosine stijging. Daarenboven hebben
deze kinderen geen mentale achterstand, waardoor een behandeling ook niet
nodig is.

1.4. Fenylketonurie heterozygositeit

Met het oog op genetische raadgeving in een populatie, waar de kans
op PKU dragerschap 1:50 is, is de detektie van heterozygote dragers belang-
rijk. Dit kan gebeuren via ladingstesten of DNA analysen. Hierbij dient opge-
merkt te worden dat detektie van dragers zonder PKU geschiedenis in de
familie enkel mogelijk is door de direkte detektie van de mutatie in het
genomische DNA. Op dit ogenblik is dit slechts mogelijk voor 40%-50% van
de PKU chromosomen. Om deze redenen wordt een simpele methode, geba-
seerd op de Phe/Tyr verhouding bij semi-vastende personen, gebruikt (Hilton
e.a., 1986). Deze methode geeft echter een misklassifikatie van 5% in
vergelijking met de resultaten van de ladingstesten.

Over het mogelijke selektieve voordeel van heterozygote PKU dragers
wordt veel gediscussieerd in de literatuur. Een biochemische voordeel worat
toegeschreven aan de verhoogde Phe/Tyr verhouding, daar het zwangere
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PKU heterozygoten zou beschermen tegen de werking van het abortieve my-
cotoxine ochratoxine A (Woolf, 1975). Anderzijds wordt beweerd dat de meest
geringe stijging in fenylalanine koncentratie zou leiden tot nonspecifieke
mentale retardatie (Bessman, 1972 ; Sartoria e.a., 1988). Dit biochemisch
nadeel zou dan gekompenseerd worden door een genetisch voordeel van de
PKU heterozygoot.

1.5. De genetika van fenylketonurie

1.5.1. Het fenylalanine hydroxylase gen

Een rat PAH cDNA klone werd voor het eerst geisoleerd en geanaly-
seerd in 1982 (Robson e.a., 1982). Zijn authenticiteit werd bevestigd door
vergelijking van de aminozuur-sekwentie, afgeleid van de nukleotidesekwen-
tie, met deze van een eerder gezuiverd rat PAH. Enkele jaren later werden 2
humane PAH cDNA klones, phPAH247 (Kwok e.a., 1985) en hPH7 (Speer
e.a., 1986), beschreven. Klonering van het phPAH247 cDNA achter een
humane metallo-proteine promotor, gevolgd door insertie in PAH deficiénte
NIH 3T3 cellen, leidde tot de expressie van aktief enzyme (Ledley e.a., 1985¢
en 1986), wat betekent dat humaan PAH door slecht één enkel gen
gekodeerd wordt. Het is aldus een homopolymeer. Analoge experimenten
voor het rat PAH cDNA leverden dezelfde resultaten op (Choo e.a., 1986).

In situ hybridisatie experimenten met phPAH247 toonden aan dat het
PAH locus op het menselijke chromosoom 12, g22-g24, gelokaliseerd is
(Lidsky e.a., 1985a). Het muis PAH locus, daarentegen, ligt op chromosoom
10, C2-D1 (Ledley e.a., 1988).

Het PAH gen, met een lengte van 90 kb, is opgebouwd uit 13 exons, die
van elkaar gescheiden zijn door introns met een lengte van 1-23 kb (DiLella
e.a., 1986a). Opmerkelijk is dat aan het 3'-uiteinde van het gen de exons
geklusterd zijn. Het volledige mRNA (figuur 1.7) is 2.4 kb. Zijn "Open Reading
Frame" van 1353 bp codeert voor een eiwit van 451 aminozuren met een
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Figuur 1.7. : Nukleotide sekwentie en de translatie van humaan fenylalani-
ne hydroxylase cDNA (klone pPAH247). De onderlijnde sekwenties in het 5
onvertaalde gebied zijn de direkte herhalingen voor de stabiliteit van het

mRNA. In het 3'-onvertaalde gebied zijn de signalen voor polyadenylatie on-
derlijnd.
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overeenkomstig moleculair gewicht van ongeveer 50 kDa, wat bevestigd werd
in de expressie-experimenten met het PAH cDNA.

1.5.2. Haplotypering van het fenylalanine hydroxylase gen

In het PAH gen werden, met 8 enzymen, 10 RFLP's of restriktie-frag-
ment-lengte-polymorfismen gevonden (Lidsky e.a., 1985b). Het patroon van
een allel, bepaald door 8 van deze polymorfismen (7 enzymen : Bglll, Pvulla,
Pvullb, EcoRl, Mspl, Xmnl, HinDIll, EcoRV), is een haplotype (§ 4.3.2). Ten
minste 43 van de 384 mogelijke haplotypes werden reeds gedefinieerd
(Aulehla-Scholz e.a., 1988 ; Woo, 1988) en nieuwe variaties vullen deze lijst
steeds aan.

Naast enkele zeldzaam voorkomende haplotypes behoren de meeste
normale en mutante allelen tot een beperkt aantal haplotypes (tabel 1.2).
Samengevat behoren de meest voorkomende normale allelen tot de haplo-
types 1, 2, 4, 5 en 7 in alle onderzochte populaties. Voor de mutante allelen
zijn de haplotypes 1, 2, 3 en 4 bij de Kaukasiérs overwegend. In de Turkse en
de ltaliaanse bevolking overheerst mutant haplotype 6. Haplotype 4 komt het
meest voor bij Chinezen en dit is waarschijnlijk het geval voor de gehele
Polynesische bevolking. De Yeminieten en Algerijnen, daarentegen, hebben
mutante allelen met een eigen haplotype.

Dankzij RFLP haplotypering kan het mutante allel gevolgd worden in
families mét een PKU patiént én met heterozygote ouders voor de haplotypes.
Dit maakt de detektie van PKU dragers mogelijk. Daarenboven kan prenatale
diagnose toegepast worden. Zo kan berekend worden dat 90% van de Kau-
kasische PKU families informatief is voor prenatale diagnose (Lidsky e.a.,
1985b), in tegenstelling tot minder polymorfe populaties, zoals in China en
Japan, waar slechts 35%-40% van de PKU families informatief blijkt te zijn
(Chen e.a., 1989).
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TABEL 1.2. : Haplotypes in het PAH locus in verschillende populaties,
weergegeven in dalende volgorde van voorkomen. De (nummers) zijn het
aantal bestudeerde allelen. nk=niet geklassificeerd volgens Woo, 1988

populatie haplotypes haplotypes referentie
PKU-HPHE normmaal
Denemarken | 3,2,1,4 (66) 1,4,5=7 (66) Chakraborty e.a., 1987
Gaottler e.a., 1987
Schotland 1,3,2 (33) 1,4,5=7=8 (31) Sullivan e.a., 1989
Duitsland1 2,3,1,4=8 (25) | 4=7,1,12(26) Reiss e.a., 1988
Duitsland?2 1=4,2,3 (100) 1,4,7,2=5 (100) Lichter-Konecki e.a., 1988b
Duitsland3 2,1,4,3 (88) 1,4,5,2(88) Aulelha-Scholz e.a., 1988
Frankrijk 1,2,3,4=38 (74)| 1,4,7,5(68) Rey e.a., 1988
Abadie e.a., 1989
Canada 1=2,3,4 (14) 1,4 (14) John e.a., 1988
Zwitserland 1,4,2 (38) 1,4,5=7 (36) Sullivan e.a., 1989
ltalié 1=6,8 (14) 1,2 (14) Dianzini e.a., 1989
Turkije 6,14 (§") 4,7=15,2 (64) Lichter-Konecki e.a., 1989
Stuhrmann e.a., 1989
Algerije 38 Lyonnet e.a., 1989
Polynesié 4,1,7,6 (622) Hertzberg e.a., 1989
China 4, 11=nk (14) 41,70k (76) Hertzberg e.a., 1989
Chen e.a., 1989
Wang e.a., 198%a

1.5.3. Mutaties van fenylketonurie

Meer dan 30 verschillende mutaties in het PAH gen werden beschre-
ven in de literatuur (§ appendix). Vier van deze mutaties zijn gelegen in de
sekwenties die herkend worden door de restriktie-enzymen, die gebruikt
worden in de RFLP haplotypering, wat een snelle detektie mogelijk maakt.

1.5.4. Verband tussen mutatie en haplotype

In overeenkomst met thalassemie (Orkin, 1984) wordt verwacht dat een
bepaalde mutatie enkel voorkomt op een bepaald haplotype. Zo werd in de
Deense (DilLella e.a., 1986b en 1987), de Zwitserse en Schotse (Sullivan e.a.,
1989) en de Duitse bevolking (Lichter-Konecki e.a., 1988b) de mutatie in
codon 408 en de 'splicing mutation' in intron 12 enkel en alleen teruggevon-
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den bij allelen met respectievelijke haplotypes 2 en 3. In een andere studie
daarentegen, werd bij één van de 10 onderzochte PKU allelen met haplotype
3 de 'splicing mutation' in intron 12 niet gevonden (Aulehla-Scholz e.a., 1988).
De associatie kon ook niet bevestigd worden in de ltaliaanse populatie, waar
slechts 1 op 8 onderzochte haplotypes 3 positief was voor de intron 12 mutatie
en 2 op 4 haplotypes 2 hadden een mutatie in codon 408 (Dianzani e.a.,
1989). In de Chinese populatie, waar allelen met haplotype 4 het meest
voorkomen, werden verschillende mutaties gekarakteriseerd, namelijk in
codon 111 (Wang e.a., 1989a), codon 204 (Wang e.a., 1989a) en codon 413
(Wang e.a., 1989b). In Zwitserland en Denemarken, daarentegen, is haploty-
pe 4 geassocieerd met respectievelijk mutaties in codon 414 en codon 158
(Okano e.a., 1990). Haplotype 1 is zeer heterogeen en mutaties in codon 261
(Abadie e.a., 1989) en 281 (Okano e.a., 1991b) werden beschreven. Enkel bij
de Yeminitische Joden werd bij alle PKU allelen een deletie in exon 3, ge-
associeerd met een eigen haplotype, gevonden (Avigad e.a., 1990). Hieruit
blijkt duidelijk dat over de gehele wereld verschillende onafhankelijke muta-
ties aanleiding gegeven hebben tot PKU.

1.5.5. Verband tussen mutatie, haplotype en fenotype

De identifikatie van fenylalanine hydroxylase allelen door RFLP haplo-
typering of karakterisatie van de PKU veroorzakende mutatie laat de korrelatie
tussen het fenotype van de patiénten met hun genotype mogelijk. Zo hebben
homozygoten voor haplotype 2 of 3 steeds klassieke PKU. Hetzelfde klinische
fenotype wordt aangetroffen bij patiénten met haplotype-kombinatie 2/3. Meer
in het bijzonder resulteert de 'splicing mutation' in intron 12 en de mutatie in
codon 408 steeds in klassieke PKU. Maar ook wanneer haplotype 3 een an-
dere mutatie dan deze in intron 12 heeft, wordt hetzelfde fenotype gevonden
(Aulehla-Scholz e.a., 1988). De enige uitzonderingen hierop werden gevon-
den in Denemarken waar milde PKU aangetroffen werd bij patiénten met
haplotype-kombinaties 3/1 en 3/4. Waarschijnlijk is dit toe te schrijven aan de
verschillende mutaties, die geassocieerd zijn met haplotype 1 en 4. Patiénten
met haplotype 1 of haplotype 4 in kombinatie met zichzelf of met elkaar kun-
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nen immers zowel klassieke als milde PKU hebben, wat de heterogeniteit van
mutaties bij deze haplotypes nog eens benadrukt.

1.5.6. Verband met de aktiviteit van het enzyme

Mutaties in het PAH gen kunnen de produktie van onstabiel mRNA of
enzyme veroorzaken, maar ook een stabiel, doch inaktief produkt kan
gevormd worden. Tothiertoe werden slechts 3 mutaties (codon 158, 261 en
280) gevonden, die aanleiding geven tot de expressie van een stabiel enzyme
met gereduceerde aktiviteit (Okano e.a., 1990b ; Lyonnet e.a., 1989). De
mutaties in codon 281, 311, 408 en intron 12 veroorzaken de produktie van
een onstabiel eiwit in de lever (Dworniczak e.a., 1991 ; Lichter-Konecki e.a.,
1988b ; DiLella e.a., 1987 ; Marvit e.a., 1987,. Voor de overige mutaties wer-
den de expressie-expermimenten nog niet uitgevoerd. Voldoende informatie,
die kan leiden tot de karakterisatie van funktionele eenheden in het enzyme, is
dan ook niet voorhanden en het is te voorbarig reeds te stellen dat de plaats
van de mutatie in het gen verantwoordelijk is voor het fenotype van de ziekte.

1.6. Maternale fenylketonurie

Maternale hyperfenylalaninemie veroorzaakt irreversiebele schade aan
de foetus, zoals groeistoornisssen, misvormingen, microcephaly en mentale
achterstand (Lenke en Levy, 1980). Ten gevolge van de neonatale screening
en het succesvol management van patiénten met hyperfenylalaninemie
bereikt echter een groter aantal PKU vrouwen de geslachtsrijpe leettijd.
Vermits dit zou leiden tot een tweede generatie mentaal geretardeerde
kinderen, is maternale PKU heden het belangrijkste beleidsonderwerp in PKU
preventie-programma's (Presymposium Workshop on Maternal PKU,
Munchen, Sept 1989).

Twee benaderingsmethoden voor de preventie van maternale PKU
werden reeds geévalueerd : de registratie en opsporing van vrouwen met hy-
perfenylalaninemie, zodat genetische raadgeving in verband met erfelikheid






Inleiding 21

mogelijk wordt (Waisbren e.a., 1988), en een behandeling op basis van een
fenylalanine-arm dieet, dat nog voor de conceptie gestart wordt en dat de ge-
hele zwangerschap dient aangehouden te worden opdat het fenylalanine in
het bloed de schadelijke koncentratie niet zou overschrijden (Lynch e.a., 1988
Hyanek e.a., 1988 ; Cohen e.a., 1988).






HOOFDSTUK 2 : DOELSTELLINGEN

In Belgié bestaat sinds 1968 een nationaal programma voor de opspo-
ring van metabole aandoeningen bij pasgeborenen. Eén van de meest voor-
komende aandoeningen is fenylketonurie. Pasgeborenen met deze aandoe-
ning worden onmiddellijk behandeld met een streng, fenylalanine-arm dieet
en, in funktie van de leeftijd, wekelijkse of maandelijkse gekontroleerd aan de
hand van de fenylalaninespiegel in het bloed. Dankzij de nauwe samenwer-
king tussen de ouders van deze kinderen, de behandelende geneesheer en
het screeningscentrum worden heden meer dan 200 patiénten over gans
Belgié, rechstreeks of onrechstreeks, op het Dr.L.Willems-Instituut gevolgd.
Dit betekent echter niet dat fenylketonurie een opgelost probleem is. Nog
steeds wordt gestreefd naar de optimalisatie van de behandeling. Ook prena-
tale diagnostiek en preventie van maternale PKU zijn belangrijke streefdoe-
len. Ten einde deze doeleinden te bereiken is de kennis van de genetika van
fenylketonurie onontbeerlijk.

2.1. RFLP haplotypering

Dankzij dit onderzoek kunnen dragers binnen een PKU familie opge-
spoord en een eventuele prenatale diagnose gesteld worden. Daarenboven
kan de frequentie en de distributie van de RFLP haplotypes in Belgié, na
vergelijking met deze van andere Europese landen, informatie leveren over
het ontstaan en de verspreiding van PKU.
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2.2. Bepaling van het gendefekt

In een tweede fase van het onderzoek zal het defekt in het fenylalanine
hydroxylase gen, dat de oorzaak van PKU is, opgespoord worden. Hierbij zal
gestreefd worden naar de ontwikkeling van een techniek, die een snelle
detektie van ongekende mutaties in het gen mogelijk maakt.

Deze mutaties zullen, na vergelijking met deze in andere Europese
landen en het RFLP haplotype waarop zij voorkomen, informatie verschaffen
over de evolutie van PKU in Europa en in Belgié in het bijzonder.

2.3. Korrelatie genotype-fenotype

Van zodra de opsporing van fenylketonurie gestart werd, kon vrij snel
worden aangetoond dat fenylketonurie niet één enkele aandoening is, maar
dat deze aandoening gepaard gaat met een breed spectrum van fenotypes. In
praktijk wordt het fenotype van een patiént voorspeld via een korrelatie van de
serum fenylalanine koncentratie met de dagelijkse fenylalanine inname. Deze
beide waarden reflekteren de verstoorde biochemische aktiviteit van het fenyl-
alanine hydroxylase (PAH). Indien een relatie tussen deze gedaalde PAH
aktiviteit en de bij de patiént voorkomende specifieke mutatie bestaat, zou dit
in de toekomst toelaten in een vroeg stadium (bv. kort na de geboorte) de
ernst van de ziekte te 'voorspellen', wat de optimalisatie van de behandeling
ten goede zal komen.

Niet alleen PKU patiénten, maar ook dragers van het PKU gen, verto-
nen een daling in de aktiviteit van het fenylalanine hydroxylase. Daarom zal
getracht worden om via metingen van plasma fenylalanine en tyrosine kon-
centraties heterozygoten te detekteren. Daarenboven kan een korrelatie
tussen de bij de PKU drager voorkomende mutatie en de verstoorde bio-
chemische aktiviteit informatie verschaffen over het effekt van gendefekten in
het PAH locus op het fenotype van patiénten met fenylketonurie.






HOOFDSTUK 3 : MATERIAAL EN METHODEN

3.1. DNA-bereidingen

3.1.1. Bereiding van genomisch DNA

Totaal bloed voor DNA extrakties wordt afgenomen op EDTA. De ery-
throcyten worden gelyseerd door toevoeging van 3 volumes hemolysebuffer
(155 mM NH,4CI, 10 mM KHCO3, 1 mM EDTA pH 7.4), gevolgd door een inku-
batie van 20 minuten bij 4°C. Vervolgens worden de leucocyten gedurende
15 min aan 2.000 rpm gecentrifugeerd in een gekoelde centrifuge (Jouan CR
4 11 - St.Nazaire, France) en overnacht behandeld met 200 pg/ml proteina-
se K (Boehringer, Mannheim, DBR) in SE-buffer (75 mM NaCl, 24 mM EDTA
pH 8.0) en 1% SDS. Het DNA wordt vervolgens gezuiverd door hetzij twee
fenol/chlioroform/isoamylalcohol (24:24:1) extrakties en een chloroform/iso-
amylalcohol (24:1) extraktie, gevolgd door een precipitatie met 1 volume iso-
propanol en 1/30 volume 3 M Na-acetaat pH 5.5, hetzij een zout/chloroform
extraktie en een precipitatie met 1 volume isopropanol (Mullenbach e.a.,
1989).

Microextraktie van DNA uit gedroogde bloedspots op filterpapier
(Guthrie-kaarten) gebeurt volgens de methode beschreven door McCabe e.a.,
1987 : een gedroogde bloedvlek, equivalent aan 50 pul totaal bloed, wordt uit-
geknipt en versnipperd. Na een overnacht inkubatie in 3 ml 0.85% NaCl wordt
de oplossing gedurende 10 min aan 2.000 rpm gecentrifugeerd in een micro-
centrifuge. Het filterpapier wordt gewassen met 1.5 ml 0.85% NaCl (5 min
schudden), dat aan de pellet, bekomen na centrifugatie, wordt toegevoegd en
vervolgens eveneens wordt gecentrifugeerd (10 min aan 2.000 rpm). De
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bekomen pellet wordt geinkubeerd bij 37°C in aanwezigheid van 500 ug/mi
proteinase K (Boehringer, Mannheim, DBR) in 0.5 ml STE (100 mM NaCl, 10
mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) en 25 pl 10% SDS. Het DNA wordt dan
gezuiverd door 3 fenolextrakties (500, 250 en 250 pl), 3 etherextrakties (500,
250, 250 pl) en een precipitatie met 25 ul 4M Na-acetaat en 1 ml 100%
ethanol.

3.1.2. Bereiding van plasmide DNA

Plasmide DNA van E.coli wordt geisoleerd volgens de methode
beschreven door Volckaert, 1988 : drie ml van een overnacht kultuur in LB
medium (1% Bacto-trypton, 0.5% Yeast extract, 0.5% NaCl) worden gecentri-
fugeerd in een microcentrifuge. De pellet wordt gesuspendeerd in 80 pl 10%
sucrose, 50 mM Tris.Cl, pH 8.0. Vervolgens wordt lysozyme (Boehringer,
Mannheim, DBR) in een eindkoncentratie van 10 mg/ml toegevoegd. Na 5
min inkubatie wordt 120 ul Triton Lytische Mix (0.2% Triton X-100, 50 mM
EDTA, 50 mM Tris.Cl, pH 8.0) toegevoegd en zacht gemengd. De gelyseerde
cellen worden 20 minuten gecentrifugeerd. Het plasmide DNA in het superna-
tans wordt gezuiverd door twee fenolextrakties en een Sephadex G50
(Pharmacia, Uppsala, Zweden) gelfiltratie, gevolgd door een precipitatie met 2
volumes ethanol:isopropanol:3.0 M Na-acetaat pH 5.5 (10:10:1).

3.1.3. Bereiding van faag DNA

De bacteriofaag van E.coli, M13, bevat een circulaire enkelstreng DNA
molekule, die geisoleerd wordt volgens een protocol van Messing, 1983 : één
plaque of 2 ul van een faagstock wordt gedurende 5 uur bij 37°C opgegroeid
in 2 ml LB medium (1% Bacto-trypton, 0.5% Yeast extract, 0.5% NaCl) met 20
ul E.coli cellen, atkomstig van een verzadigde kultuur. Vervolgens worden de
bakterieén gecentrifugeerd. De fagen in het supernatans worden geprecipi-
teerd door toevoeging van 200 ul 20% PEG 6000, 1.5 M NaCl, gevolgd door
een inkubatie van 15 min. Na centrifugatie gedurende 10 min in een micro-
centrifuge wordt de faagpellet gesuspendeerd in H,O, waarna het DNA geéx-
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traheerd wordt met fenol, gevolgd door een Sephadex G50 (Pharmacia, Upp-
sala, Zweden) gelfiltratie en een precipitatie met 2 volumes ethanol:isopropa-
nol:3 M Na-acetaat pH 5.5 (10:10:1).

In de bakterie wordt de enkelstreng DNA-molekule van de M13-bakte-
riofaag omgezet in een dubbelstreng replicatieve vorm. Na infectie van E.coli
met M13-bakteriofagen (één plaque of 2ul faagstock + 20ul E.coli + 2 ml LB-
medium) en 5 uur schudden bij 37°C kan de dubbelstreng DNA molecule
geisoleerd worden volgens de methode beschreven door Volckaert, 1988

(§3.1.2.).

3.2. Synthese van oligonukleotiden

Oligonukleotiden worden gesynthetiseerd op een Applied Biosystems
Model 319 DNA-synthesizer (Applied Biosystems, Foster City, CA, VS). Na
deprotektie en klieving van het oligonukleotide van de kolom met gekoncen-
treerde ammonium wordt het geprecipiteerd met 1/10 volume 3.0 M Na-ace-
taat (pH niet aangepast) en 3 volumes 100% ethanol (TRITYL-OFF synthese)
of verder opgezuiverd met de Oligonucleotide Purification Catridge of OPC
(TRITYL-ON synthese) volgens de aanwijzingen van Applied Biosystems
(Foster City, CA, VS).

3.3. Enzymatische manipulaties van DNA

3.3.1. Modifikatie en radioaktieve merking

Ligaties (vorming van een fosfodiesterverbinding tussen een 5'-fosfaat
en een 3'-hydroxylgroep in een DNA-duplex) door T4-DNA-ligase, fosforyla-
ties (transfer van de y-fosfaat van ATP naar de 5'-hydroxylgroep van DNA en
RNA) door T4-polynukieotide kinase, defosforylaties (hydrolyse van de 5'-fos-
faat van DNA en RNA) door alkalisch fosfatase en afbraak van DNA door res-
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triktie-enzymen (enzymen, die de DNA-dubbelstreng ter hoogte van een
specifieke nukleotide-sekwentie knippen) worden allen uitgevoerd volgens de
aanwijzingen van de leverancier (Life Technologies, Gaithersburg, MD, VS of
Boehringer, Mannheim, DBR of Stratagene, La Jolla, CA, VS). Aan de restrik-
tie-afbraak van genomisch DNA wordt spermidine (Boehringer, Mannheim,
DBR) toegevoegd in een eindkoncentratie van 3 mM (Pignoud, 1985).

De radioaktieve merking van DNA-fragmenten met o-[32P]-dCTP
(3.000Ci/mmol ; Amersham, Buckinghamshire, Groot-Brittanni€) gebeurt door
'nick-translatie' (Rigby e.a., 1976) of door 'random-priming' (Feinberg en Vo-
gelstein, 1984) volgens de aanwijzingen van de leverancier (Life Technolo-
gies, Gaithersburg, MD, VS). Oligonukleotiden worden radioaktief gemerkt
met T4-polynukleotide kinase (Life Technologies, Gaitersburg, MD, VS) en y-
[32P]-ATP (3000Ci/mmol ; Amersham, Buckinghamshire, Groot-Brittannig).

Oligonukleotiden, die via de synthese van een "aminolink-2 "(Applied
Biosystems, Foster City, CA, VS) zijn voorzien, worden gebiotinyleerd via een
overnacht inkubatie met biotine-NHS-ester (Life Technologies, Gaithersburg,
MD, VS ; 10 mg/ml N,N,dimethylformamide) in 1 M Na,CO3/NaHCO3 en ver-
volgens opgezuiverd via een Sephadex G50 (Pharmacia, Uppsala, Zweden)
gelfiltratie.

3.3.2. Polymerase Kettingreaktie (PCR)

De Polymerase Kettingreaktie of PCR is de in vitro amplifikatie van
specifieke DNA-segmenten met behulp van twee oligonukleotide primers -
één op elke streng van de DNA-duplex - die het te amplificeren DNA-segment
flankeren. Gedurende opeenvolgende cycli van denaturatie, renaturatie en
verlenging van de primers door het thermostabiele Tag- polymerase wordt het
segment tussen beide primers aangerijkt.

Amplifikaties worden uitgevoerd volgens de methode, beschreven door
Saiki e.a., 1988 : 100 pul reaktiemengsel bevat 1 pg genomisch DNA in 50 mM
KCI, 10 mM Tris pH 8.4, 1.5 mM MgCl,, 200 pg/ml gelatine, 50 pmol van elke
primer, 200 uM van elke dNTP en 2.5 units Tag-polymerase (Cetus, Emery-
ville, CA, VS). Het geheel wordt afgedekt met minerale olie en geamplificeerd
in een programmeerbare thermoblok (New Brunswick Scientific, Edison, NJ,
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VS) gedurende 35 cycli (1 min bij 95°C, 1 min bij 55°C, 2 min bij 72°C).

3.4. Analyse van DNA

De standaardmethode voor de scheiding en identifikatie van DNA-
fragmenten is de gelelektroforese (Maniatis e.a., 1982). Analyse van DNA-
fragmenten gebeurt in 0.6%-2.0% agarosegels (Life Technologies, Gaiters-
burg, MD, VS) in een 'submarien’ systeem (Plexi-labo, Gent, Belgi€) met EB-
buffer (40 mM Tris.Cl, 0.5 M Na-acetaat, 50 mM EDTA, pH 7.2) als elektrofore-
sebuffer. Enkel de gels, die gebruikt worden in een Southern blot, worden
gemaakt en uitgevoerd in TAE-buffer (50 mM Tris-acetaat, 1 mM EDTA, pH
7.7). Kleine DNA-fragmenten en oligonukleotiden worden geanalyseerd via
een elektroforese in 6%-20% polyacrylamidegels (PAA-stock : 30% PAA - 2%
bisAA). De detektie van het bandenpatroon gebeurt m.b.v. het interkallerende
ethidiumbromide, dat bij UV-bestraling fluoresceen.

DNA-fragmenten kunnen geélueerd worden uit "Low Melting Point"
agarosegels (Life Technologies, Gaithers-burg, MD, VS). Aan het uitgesne-
den gelstuk worden 2 volumes H,O toegevoegd. Het geheel wordt 15 min bij
65°C geplaatst, waarna het DNA geéxtraheerd wordt met fenol, gevolgd door
een Sephadex G50 (Pharmacia, Uppsala, Zweden) gelfiltratie en een precipi-
tatie met 2 volumes ethanol:isopropanol:3.0 M Na-acetaat pH 5.5 (10:10:1).
Voor de elutie van oligonukleotiden uit polyacrylamidegels wordt het gelstuk
overnacht geschud in 450 pl 0.5 M NaCl + 10 pl 0.05 M Tris en het DNA wordt
geéxtraheerd zoals hierboven beschreven.

3.5. Blottechnieken en hybridisaties

3.5.1. Southern blot

Voor de transfer van DNA-fragmenten vanuit een gel naar een DNA-
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bindende filter (Southern, 1975) wordt het DNA gedenatureerd, geneutrali-
seerd en vervolgens overgebracht naar de nylonfilter GeneScreen+ (Dupont,
Boston, MA, VS) met 10xSSC (1.5 M NaCl, 0.15 M Na-citraat) als transfer-
buffer of m.b.v. een vacuumblot (Bio-rad, Richmond, CA, VS) naar Zeta-Probe
GT (Bio-Rad, Richmond, CA, VS). Hierbij worden de aanwijzingen van de
leverancier gevolgd. Prehybridisatie en hybridisatie met een radioaktieve
probe worden uitgevoerd bij 65°C in 1% SDS, 1M NaCl, 10% dextraansulfaat
en 100 pg/ml gedenatureerd haringsperma DNA. De wasbeurten worden uit-
gevoerd met 2xSSC-0.1% SDS, 1xSSC-0.1% SDS en tenslotte met
0.3xSSC-0.1% SDS (20xSSC : 3 M NaCl, 0.3 M Na-citraat). Uiteindelijk wordt
het hybridisatiepatroon vastgelegd op Hyperfilm (Amersham, Buckingham-
shire, Engeland) door autoradiografie.

3.5.2. Dot-blot-hybridisatie

Geamplificeerd DNA (1/10 van de reaktie) wordt gedenatureerd in
0.4 M NaOH, 10 mM EDTA bij 95°C en op een Zeta-Probe nylonmembraan
(Bio-Rad, Richmond, CA, VS) gebracht met behulp van een Bio-Dot blotting
apparaat (Bio-Rad, Richmond, CA, VS). Prehybridisatie, gevolgd door een
hybridisatie met 2 pmol 32p.gemerkt oligonukleotide, gebeurt bij 45°C in 3 M
tetramethylammonium chloride (Fluka Chemie AG, Buchs, Zwitserland),
50 mM Tris pH 8.0, 2 mM EDTA, 100 pg/ml gedenatureerd haringsperma DNA,
0.1% SDS en 5x Denhardt's oplossing (1% BSA, 1% ficoll 400, 1% poly-
vinylpyrrollidon 350). Vervolgens worden de filters gewassen ; 5 min bij
kamertemperatuur met 2xSSPE-0.1% SDS, 5 min bij 50°C met 5xSSPE-0.1%
SDS (20xSSPE : 3.6 M NaCl, 0.2 M NapHPQ4.7H,0, 0.02 M EDTA) en 1 uur
met de hybridisatiebuffer, zonder Denhardt's en haringsperma DNA, bij een
temperatuur in funktie van de lengte van het gebruikte oligonukleotide
(Melchior e.a., 1973, Wood e.a., 1985). Uiteindelijk wordt het beeld
vastgelegd op Hyperfilm (Amersham, Buckinghamshire, Engeland) door
autoradiografie.
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3.6. Single Strand Conformation Polymorphism

Onder niet-denaturerende omstandigheden vouwt enkelstreng DNA
zich op tot een konformatie, die gestabiliseerd wordt door intrastreng-interak-
ties. Deze konformatie is sekwentie-afhankelijk en kan elektroforetisch
aangetoond worden. Dit betekent dat base-substituties herkenbaar worden
als verschillen in elektroforetische mobiliteit van de enkelstreng DNA (Orita
e.a., 1989).

Praktisch wordt aan een PCR-reaktie met 10 pmol van elke primer, 2
nmol van elke dNTP, 0.1 ug genomisch DNA en 0.25 U Taq polymerase in
10 pul 1x PCR buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris pH 8.4, 1.5 mM MgCl,, 200 pg/ml
gelatine) 1 ul o-[32P]-dCTP (3000 Ci/mmol ; Amersham, Buckinghamshire,
Groot-Brittannié) toegevoegd. Na 30 cycli wordt 1 pl van dit reaktiemengsel
gemengd met 100 pl 0.1% SDS, 10 mM EDTA. Hiervan wordt 2 pl gemengd
met 2 pl 95% formamide, 20 mM EDTA, 0.05% broomfenolblauw en 0.05%
xyleen cyanol, verwarmd bij 80°C en gescheiden op een 6% polyacrylamide
gel met 10% glycerol (1 & 5 uur bij 30 W). Het bekomen patroon wordt dan
vastgelegd op Hyperfilm (Amersham, Buckinghamshire, Engeland) door auto-
radiografie.

3.7. Transformaties en transfecties van E.coli
Transformatie van E.coli gebeurt in de volgende stammen:

HB101 (rB-,mB-):F',hsdszo,recM3,supE44,ara-14,gaIK2,IaCY1, proA2,
rspL20(Smr),xyl-5,leu,mtl-1,lamda-

JM101 (rK+,mK+):F',del(Iac proA,B),supE,thi,traDSG,laclq, lacZdelM15

TG1:K12,F" del(lac pro),supE thi,hsdD5,traD36,proA*B¥, lacl,laczdeIM15

De transformatie van E.coli met plasmide-DNA (HB101) en faag-DNA
(JM101, TG1) gebeurt volgens de calciumchloride methode, beschreven door
Mandel en Higa, 1970 en Hanahan, 1983. De cellen worden opgegroeid tot
de logaritmische fase (OD 550 = 0.4), vervolgens gecentrifugeerd bij 4°C aan
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5.000 rpm en opgelost in 1/4 volume 0.1 M CaCl,. Na een inkubatie van 30
min op ijs worden de cellen opnieuw gecentrifugeerd en gesuspendeerd in
1/25 volume 0.1 M CaCl,. Na een volgende inkubatie van 30 min op ijs wordt
60% glycerol toegevoegd tot een eindkoncentratie van 15%, zodat de cellen
bewaard kunnen worden bij -70°C.

200 pl van deze kompetente cellen, ontdooid op ijs, wordt gemengd
met het te transformeren plasmide-DNA, dat in de bakterie gebracht wordt
d.m.v. een ‘heat-pulse' : 15 min op ijs, 5 min bij 37°C, 15 min op ijs. Vervol-
gens worden de cellen gedurende 1 uur bij 37°C opgegroeid in 2 ml LB
medium (1% Bacto-trypton, 0.5% Yeast extract, 0.5% NaCl), daarna gemengd
met 4 ml Soft-Topagar (LB + 0.8% Bacto-agar) en uitgeplaat op agarbodems
(LB + 1.6% Bacto-agar) met een gepast antibioticum. De inkubatie gebeurt
overnacht bij 37°C.

Dubbelstreng DNA van M13-fagen wordt ook door een 'heat-pulse’ in
de bakterie gebracht, doch na inkubatie op ijs worden onmiddellijk 4 ml Soft-
Topagar (LB + 0.8% Bacto-agar), 40 ul 100 mM IPTG, 40 ul 20 mg/ml X-gal en
200 ul cellen in exponentiéle fase toegevoegd. Dit mengsel wordt uitgeplaat
op agarbodems (LB + 1.6% Bacto-agar) en overnacht geinkubeerd bij 37°C.

Transfectie met infektieuze M13 fagen wordt uitgevoerd zoals
beschreven door Messing, 1983.

3.8. DNA-sekwentie bepaling

3.8.1. M13 cloning/dideoxy-methode

Het uitgangsmateriaal voor de dideoxymethode, beschreven door
Sanger e.a., 1977, is enkelstreng DNA. Om dit te bekomen wordt het te
sekwentiéren fragment geligeerd in een M13-vektor (Boehringer, Mannheim,
DBR). Uitgaande van een universele primer, gelegen nabij de polylinker,
synthetiseert het DNA-polymerase een komplementaire kopij van de enkel-
streng. Deze DNA-synthese wordt uitgevoerd in viervoud en gebeurt in aan-
wezigheid van de vier deoxynukleoside trifosfaten, waarvan één radioaktief
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gemerkt is, en telkens één dideoxynukleoside trifosfaat, dat verantwoordelijk is
voor het stopzetten van de DNA-synthese. Hiervoor wordt de sekwentiekit van
Pharmacia, Uppsala, Zweden gebruikt. De gesynthetiseerde en radioaktieve
fragmenten worden na denaturatie gescheiden op een 6% polyacrylamidegel
met 8 M ureum m.b.v. de Sequi-Gen Nucleic Acid Sequencing Cell (Bio-Rad,
Richmond, CA, VS). Na het drogen van de gel in de Model 583 Gel Dryer
(Bio-Rad, richmond, CA, VS) wordt het sekwentiepatroon vastgelegd op Curix
RP2 X-ray film (Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgié) door autoradiografie.

3.8.2. Magnetic beads

Enkelstreng DNA kan ook verkregen worden met behulp van magneti-
sche korrels voorzien van een streptavidine groep (Dynabeads M-280, Dynal,
Oslo, Noorwegen). Hiervoor wordt een PCR-reaktie met één gebiotinyleerde
primer en een gewone primer uitgevoerd. 25 pl van deze reaktie wordt
aangebracht op de magnetische korrels, die eerst gewassen worden met
1xPBS, 0.1% BSA. Na een inkubatie van 15 min, waarin de biotine gaat
binden met de streptavidine groepen van de magnetische korrels, worden de
geamplificeerde fragmenten selektief uit de oplossing verwijderd met behulp
van een magneet (MPC-2, Dynal, Oslo, Noorwegen). Na een wasbeurt met 1x
TE-4 wordt het dubbelstreng DNA gedenatureerd via een 5 minuten durende
inkubatie in 0.15 M NaOH. De ontstane enkelstreng wordt gezuiverd op de
MPC-2 en vervolgens gewassen met 1x TE-4. Het opgezuiverde en op de
magnetische korrels gebonden DNA wordt uiteindelijk opgelost in 10 pl HoO
en in sekwentie gebracht met de niet-gebiotinyleerd primer van de PCR-reak-
tie zoals beschreven in § 3.8.1.

3.9. RNA bereiding

Vijf ml totaal bloed wordt gedurende 1 uur bij 4°C geinkubeerd met 2 ml
steriel HAS (Fresenius AG, Bad Homburg, DBR). Langzaam vormen zich twee
fasen. De leucocyten kunnen eenvoudig geprecipiteerd worden door centrifu-
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gatie van de bovenste fase. Hierdoor wordt lyse van de erythrocyten verme-
den, vermits deze zich in de onderste fase bevinden. Het RNA wordt vervol-
gens geéxtraheerd met de RNAzol methode (Cinna/Biotecx), beschreven door
Chomczynski en Sacchi, 1987.

3.10. cDNA-synthese

Voor de synthese van cDNA wordt het 'RiboClone cDNA Synthesis
System' van Promega (Madison, WI, VS) gebruikt, dat gebaseerd is op de
methode, beschreven door Gubler en Hoffman, 1983.






" HOOFDSTUK 4 : RESULTATEN

Via het nationaal screeningsprogramma voor hyperfenylalaninemie,
opgestart in 1968, werden ongeveer 250 PKU patiénten onder de 3.000.000
geteste pasgeborenen in Belgié opgespoord, wat een frekwentie van 1/10.000
betekent. Toch is deze PKU populatie niet homogeen. Volgens de Belgische
PKU registratie bestaat er een signifikant verschil tussen het Viaamse en
Waalse landsgedeelte. De frekwentie van PKU daalt namelijk van 1/6.000 in
het Zuid-Oosten tot 1/20.000 in het Noord-Westen van Belgié.

Een genetisch onderzoek bij 110 PKU patiénten, afkomstig uit 99
families, werd uitgevoerd. Hiervan worden er 91 klinisch gevolgd op het
Dr.L.Willems-Instituut. De PKU patiénten van 8 families zijn zussen of broers
en in 2 families zijn de patiénten zodanig verwant dat zij één gemeenschap-
pelijk gen dragen. In totaal werden aldus 200 onafhankelijke PAH loci onder-
zocht. De verspreiding van deze patiénten over Belgié wordt weergegeven in
figuur 4.1. Via de nationaliteit van de grootouders van de patiénten werd
daarenboven afgeleid dat 13% van de onderzochte mutante allelen afkomstig
zijn van landen rond de Middellandse Zee (ltalié : 10, Spanje : 4, Turkije : 4,
Algerije : 2, Marokko : 4 en Griekenland : 2) en 1.5% van Midden-Europa
(Polen : 2, Zwitserland : 1).

Verder werkten 103 ouders uit 57 families (11 families met slechts 1
ouder en 46 families met beide ouders) mee aan dit onderzoek. Eén vader
werd na paterniteitsonderzoek uitgesloten uit deze studie, wat betekent dat
204 paternale PAH loci onderzocht konden worden.

Uiteindelijk werden ook 28 broers en zussen (23 families) en meer dan
80 andere verwanten van PKU patiénten onderzocht.
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Figuur 4.1. : De verspreiding van de onderzochte PKU patiénten over
Belgié.
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DEEL 1 : RFLP HAPLOTYPES VAN HET PAH GEN

4.1. RFLP : definitie

Bij vergelijking van het DNA van diverse individuen valt op dat geen
van allen identiek is. Tal van mutaties, zoals puntmutaties, inserties en
deleties, zijn verantwoordelijk voor deze sekwentievariatie in het DNA. Zij
komen hoofdzakelijk voor in de introns van het DNA, zodat zij geen enkel
voordeel, noch nadeel aan de drager bieden. Een dergelijke mutatie kan ook
precies de herkenningssekwentie van een restriktie-enzyme treffen. Bij
afbraak van het DNA van verschillende individuen met het betreffende
enzyme zullen dan lengteverschillen in de bekomen fragmenten optreden
(figuur 4.2.A). Om deze reden spreekt men van "restriktie-fragment-lengte-
polymorfisme", afgekort RFLP.

a

ATATTT [CCGG ATGCGTGA CCGGICTATAGCTGACTAAG CCGGITAGTA

F< F< F<

A

ATATTT[CCGG ATGCGTGA CIGGICTATAGCTGACTAAG CCGGITAGTA

< A <

Figuur 4.2.A. : Schematische voorstelling van een RFLP, te wijten aan een
puntmutatie in de herkenningssekwentie van het restriktie-enzyme Mspl.
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Het opsporen van zo'n RFLP gebeurt met behulp van een radioaktiet
gemerkte probe ; een nukleotidesekwentie, komplementair aan het DNA-
fragment waarin de mutatie zich voorgedaan heeft. De werkwijze wordt
samengevat in figuur 4.2.B.

Een dergelijke RFLP kan dienst doen als een genetische merker, op
voorwaarde dat deze sterk geassocieerd is met het ziektelocus. Via
stamboomanalyse kan dan onderzocht worden met welke allelvariante het
ziektelocus in de familie segregeert.

M
P
g%jb restriktie hydrolyse ST TN / >
S~ /S “_ /

elektroforese l

absorb.doek -

L[] 1] S S — s

gel pe==——=s=mm

wiek in butfer /N .~

. s

Southern transfer
filter hybridisatie

met +
radioaktieve probe

Il
>

autoradiografie

Figuur 4.2.B. : Werkschema voor de opsporing van een RFLP. Menselijke
DNA wordt gehydrolyseerd m.b.v. het restriktie-enzyme. De bekomen
fragmenten worden gescheiden via agarosegelelektroforese en getrans-
fereerd naar een DNA-bindende filter via Southern blotting. Door hybridisatie

met een radioaktief gemerkte probe worden na autoradiografie de komple-
mentaire fragmenten aan deze probe zichtbaar.
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4.2. Bepaling van RFLP haplotypes in het PAH gen

Binnen de introns 2, 3, 5, 8 alsmede voor exon 1 en na exon 13 van het
PAH gen zijn 8 verschillende restriktie-fragment-lengte-polymorfismen (RFLP)
bekend (tabel 4.1 en figuur 4.3). Informatie hierover wordt met behulp van de
desbetreffende enzymen en de probe hPH7 (Speer e.a., 1986) verkregen en
gekombineerd tot haplotypes.

Twee RFLP types worden gedetekteerd in het gen. Allereerst zijn er de
basesubstituties, die leiden tot de aan- of afwezigheid van de herkennings-
plaatsen voor de restriktie-enzymen Bglll, Pvull, Xmnl, EcoRl, EcoRV en Mspl.
Digestie met HinDIIl, daarentegen, levert 3 verschillende allelen op
(4.4/4.2/4.0 kb), die door de insertie van DNA met een lengte van respektie-
velijk 400 bp en 200 bp in het 4.0 kb DNA-prototypefragment ontstaan zijn.
Met EcoRl worden 2 fragmenten (17 kb en 11 kb) gedetekteerd, doch een
invariante band van 17 kb migreert samen met de polymorfe band van dezelf-
de grootte, zodat interpretatie onmogelijk wordt. Om deze reden wordt een
dubbele digestie EcoRIl/BamHI uitgevoerd met vorming van fragmenten van
8.3 kb en 6.5 kb.

Aangezien HinDIll drie verschillende PAH allelen en de overige
enzymen 2 allelen detekteren, kan men uitrekenen dat er 3 x 27 =384
kombinatiemogelijkheden bestaan. Er is een internationale afspraak, door
Wo00,1988, geinitieerd, om elk haplotype met een nummer te voorzien, zodat
onderlinge vergelijking mogelijk wordt.

TABEL 4.1. : Overzicht van de gebruikte restriktie-enzymen en de grootte
van de resulterende DNA-restriktiefragmenten bij de haplotypering van het
PAH locus

restriktie-enzyme fragmentlengte (kb) indien knipplaats
aanwezig afwezig

Bghl 1.7 3.6
Pvulla 6.0 19.0
Pwullb 9.1 11.5

EcoRVBarrH| 65 8.3
Mspl 19.0 23.0
Xmnl 65 94
HirDIIl 40 420f4.4
EcoRV 25.0 30.0
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Figuur 4.3. : Schematische voorstelling van het fenylalanine hydroxylase
gen. De afstand tussen exon 1 en 13 bedraagt circa 90 kb. Exon 1-13 bij
elkaar opgeteld (2.4 kb) representeren het voor het eiwit koderende deel van
het gen. De plaatsen waar de restriktie-enzymen een RFLP detekteren, zijn
met een pijl aangegeven. Bij de haplotypes geeft (+) de aanwezigheid en (-)
de afwezigheid van de knipplaats weer voor de eerste 20 haplotypes.

Afwijkingen in de hybridisatiepatronen kunnen optreden wanneer de
PKU mutatie een herkenningssekwentie van het restriktie-enzyme, dat in de
RFLP haplotypering gebruikt wordt, zal veranderen (tabel 4.2). Hierdoor
ontstaan nieuwe RFLP's, die in tegenstelling tot de reeds beschreven RFLP's
nadelig kunnen zijn voor de drager (PKU patiént) en daarom hoofdzakelijk in
de exons en zijn grenzen met de introns van het PAH locus voorkomen.
Als voorbeeld worden de resultaten van de haplotypering bij 4 families in
figuur 4.4. getoond. In familie 1 is de haplotypering éénduidig, zodat volledig
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TABEL 4.2. : Overzicht van de restriktie-enzymen, die een 'Europese’ PKU
mutatie tijdens de haplotypering van het PAH locus aantonen en de grootte
van de resulterende fragmenten (kb).

Haplotype restriktie-enzyme exon lengte (kb) referentie
S BarH 7 10.0 Svensson e.a., 1990
X Mol 9 135 Lichter-Konecki e.a., 1988a
T HirnDll 11 75 Svensson e.a., 1990
Z X ? 45

uitsluitsel met betrekking tot PKU dragerschap bij broers en zussen van de
patiént kan gegeven worden. In familie 2 wordt PKU veroorzaakt door een
mutatie, die een Mspl-knipplaats in exon 9 kreéert, wat zichtbaar wordt als een
13.5 kb fragment op de Southern blot analyse. Alle familieleden met dit
fragment zijn geidentificeerd als PKU dragers. In familie 3 is één van beide
ouders van de patiént homozygoot voor haplotype 1, waarvan één met een
PKU mutatie. Vermits in deze familie niet uitgemaakt kan worden of het
normale dan wel het zieke allel met haplotype 1 doorgegeven wordt, blijft de
kans op PKU dragerschap 50%. In familie 4 zijn bij de ouders 2 haplotype-
kombinaties mogelijk, waardoor de PKU haplotypes in deze familie niet
geidentificeerd kunnen worden.

4.3. RFLP haplotypes in de Belgische bevolking

Een studie naar de RFLP haplotypes van 110 PKU patiénten uit 99
families werd uitgevoerd. Rekening houdende met verwantschappen werden
200 mutante allelen onderzocht. Parentale haplotypes werden bepaald door
vergelijking met deze van het PKU kind. De genen van 102 ouders, atkomstig
uit 57 verschillende families, werden onderzocht en een klassifikatie van 196
parentale chromosomen (98 normale en 98 PKU allelen), d.i. 96.1%, was
mogelijk.
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Figuur 4.4. : RFLP haplotypering van het PAH locus in familie 1. (3= man )(Q
= vrouw)( [ = homozygoot normaal) (= PKU patiént) (d= PKU drager) 1 =
Bgll, 2 = Pvull, 3 = EcoRl/BamHl|, 4 = Mspl, 5 = Xmnl, 6 = HinDIll, 7 = EcoRV
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Figuur 4.4. (vervolg) : RFLP haplotypering van het PAH locus in familie 2,
waar PKU veroorzaakt wordt door een mutatie, die een Mspl-knipplaats in
exon 9 van het gen kreéert, wat resulteert in een band van 13,5 kb.

1/1+ 2/3*

@

1«/3+ 1/3* 1/2

Figuur 4.4. (vervolq) : RFLP haplotypering van het PAH locus in familie 3,
waar bepaling van het PKU dragerschap onmogelijk is ten gevolge van de
homozygositeit van één van beide ouders..
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Figuur 4.4. (vervolg) : RFLP haplotypering van het PAH locus in familie 4,
waar verschillende haplotype-kombinaties bij de ouders mogelijk zijn.

4.3.1. Vergelijking van RFLP allelen op normale en mutante
chromosomen

Bij geen enkel van de 8 individuele RFLPs bestaat een signifikant
verschil in de allelfrekwenties tussen normale en PKU chromosomen (tabel
4.3). Voor deze analyse werden de allelen van de haplotypes X, S en Z gelijk
gesteld aan deze van het haplotype, dat zou ontstaan indien de mutatie niet
aanwezig is.

4.3.2. Frekwentie en distributie van de RFLP haplotypes
(N=98;M=98)

Hoewel theoretisch 384 verschillende haplotypes in het PAH locus
bestaan, werden slechts 12 hiervan teruggevonden bij de normale allelen
(tabel 4.4). Het merendeel van deze allelen (73.4%) is daarenboven
geassocieerd met de haplotypes 1, 4, 5 en 7, welke ook in andere Europese
populaties de meest voorkomende normale haplotypes zijn (§ 1.5.2).
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TABEL 4.3. : RFLP allelen op normale en PKU chromosomen.

enzyme allel aantal allelen )(2 df P
(kb) -
N M T

Bgll 3.6 68 72 140 0.400 1 ns
1.7 30 26 56

Pvulla 19.0 30 20 50 2.685 1 ns
6.0 68 78 146

Pwullb 11.5 82 86 168 0.667 1 ns
9.1 16 12 28

EcoRl 8.3 46 35 81 2.546 1 ns
6.5 52 63 115

Mspl 23.0 34 41 75 1.058 1 ns
18.0 64 57 121

Xmnl 9.4 64 57 121 1.058 1 ns
6.5 34 41 75

HinDIIl 4.4 8 3 11 2696 2 ns
4.2 63 63 126
4.0 27 32 59

EcoRV 30.0 48 45 93 0.184 1 ns
25.0 50 53 103

Bij de mutante allelen wordt een totaal van 16 verschillende haplotypes
aangetroffen en 58.1% behoort tot de haplotypes 1, 3 en 4. Bij 5 allelen werd
één van de PKU specifieke haplotypes (X, S of Z) teruggevonden.

Er bestaat een signifikant verschil in de frekwenties van de haplotypes
tussen normale en mutante chromosomen. Met een 2 x 8 contingentie tabel,
waarbij de haplotypes 1, 2, 3, 4, 5, 7, 12 en 'andere’ als afzonderlijke katego-
rieén beschouwd worden, kan berekend worden dat X2 = 18.52 (df=7,
P<0.010). De analyse van de 2 x 2 contingentie tabellen voor iedere
kategorie afzonderlijk toont aan dat de verzameling van de zeldzamere
haplotypes (P<0.025) en haplotype 3 (P<0.05) verantwoordelijk zijn voor dit
verschil. Hierbij dient wel opgemerkt te worden dat in de kategorie van de
zeldzame haplotypes de PKU specifieke haplotypes ondergebracht werden.
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TABEL 4.4. : RFLP haplotypes van het PAH locus in normale en PKU allelen
(N=98;M=98). De nummering van de haplotypes is volgens Woo,
1988. Haplotype X, S en Z zijn PKU specifiek.

haplotype normale allelen mutante allelen
N Yo N %
1 29 296 21 214
2 6 6.1 6 6.1
3 3 31 10 10.2
4 21 214 26 265
5 12 214 7 7.1
6 2 20 3 3.1
7 10 10.2 4 4.1
9 0 0.0 6 6.1
11 3 3.0 1 1.0
12 8 8.2 2 2.0
27 0 0.0 3 31
32 2 20 0 0.0
34 0 0.0 3 31
36 1 1.0 0 0.0
38 0 0.0 1 1.0
39 1 1.0 0 0.0
X 0 0.0 3 3.1
3 0 0.0 1 1.0
z 0 0.0 1 1.0
totaal 98 98

4.3.3. Vergelijking van de Belgische haplotypes met deze
van andere Europese populaties

Ter vergelijking van de Belgische haplotypes met deze van andere
Europese landen worden 2 x n contingentie tabellen opgesteld met de haplo-
types 1-7 en 'andere' als afzonderlijke kategorieén (tabel 4.5 en 4.6). Indien
de verwachte frekwentie van een haplotype in beide bestudeerde populaties
kleiner is dan 5.0, wordt dit haplotype gekombineerd met de kategorie van
'‘andere' haplotypes. Hieruit blijkt dat het patroon van de normale haplotypes
in Belgié niet signifikant verschilt van deze in andere Europese landen. Het
patroon van de mutante haplotypes, daarentegen, verschilt wel signifikant
tussen Belgié en de andere Europese landen met uitzondering van Schot-
land. De studie van de 2 x 2 contingentie tabellen voor elke kategorie afzon-
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TABEL 4.5. : Haplotype-frekwenties bij normale chromosomen.

haplotype Belgié
1 29
2 6
3 3
4 21
5 12
6 2
7 10
andere 15
totaal 98
populatie
haplotype
DK SwW SC FR FRG PL CH m TR
1 23 41 10 18 25 27 15 18 8
2 3 10 1 4 10 6 2 0 5
3 2 3 2 2 5 2 0 2 1
4 21 25 4 10 19 21 9 15 26
5 7 10 3 6 10 12 4 6 7
6 0 1 1 1 2 1 0 1 1
7 7 9 3 8 16 6 4 3 8
andere 3 33 7 19 13 11 2 18 18
totaal 66 132 31 68 100 86 36 63 64
Belgié
X gt P
Zweden (SW) 3.77 5 ns
Denemarken (DK) 6.05 4 ns
Schotland (SC) 2.87 5 ns
Zwitserland (CH) 4.92 5 ns
Turkije (TR) 10.75 5 ns
Duitsland (FRG) 2.94 5 ns
Polen (PL) 1.35 5 ns
ltalié (IT) 2.38 4 ns
Frankrijk (FR) 3.90 5 ns
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TABEL 4.6. : Haplotype-frekwenties bij PKU chromosomen.

haplotype Belgié
1 21
2 6
3 10
4 26
5 7
6 3
7 4
andere 21
fotaal 98
populatie
haplotype
DK SW SC FR FRG PL CH m TR
1 12 20 10 20 25 10 19 27 18
2 13 31 3 6 24 53 4 4 1
3 25 19 6 7 13 2 2 2 1
4 9 37 2 12 25 11 7 6 15
5 0 9 1 0 2 4 0 3 2
6 2 2 0 2 2 4 2 12 25
7 1 5 0 3 3 1 0 0 0
andere 4 13 11 40 6 1 5 14 2
totaal 66 136 33 51 100 86 38 68 64
Belgié
¥ df P oorzaak
Zweden (SW) 18.38 6 <0.005 >2
Denemarken (DK) 33.41 4 <0.001 <2 >3
Schotland (SC) 8.14 5 ns
Zwitserland (CH) 12.32 4 <0.025 >1
Turkije (TR) 44 .85 5 <0.001 >6 <3
Duitsland (FRG) 21.62 4 <0.001 >2
Polen (PL) 67.32 5 <0.001 >2 <3
Italié (IT) 24.47 6 <0.001 >6 <4
Frankrijk (FR) 20.77 4 <0.001 1 <4
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derlijk wijst de oorzaak van dit verschil in iedere populatie aan. Hieruit blijkt
dat in landen juist ten noorden van Belgié haplotype 3 frekwenter voorkomt,
terwijl ten oosten en in mindere mate ten noorden van Belgié haplotype 2
domineert. In Zuid-Europa, daarentegen, komt haplotype 6 relatief frekwenter
voor dan in Belgié.

4.3.4. Informativiteit van de RFLP haplotypes in
heterozygoten en prenatale diagnostiek

Indien binnen één familie geen rekombinatie optreedt tussen de haplo-
types, kunnen deze gebruikt worden voor prenatale diagnostiek en de bepa-
ling van het PKU dragerschap bij ‘gezonde’ familieleden van de PKU patiént.
Vermits de 8 verschillende PAH RFLP's binnen het strukturele locus gelegen
zijn en dit locus daarenboven relatief klein is (105 nukleotiden ; 1 cM, de
afstand met 1% rekombinatie per generatie, is ongeveer 106 nukleotiden
lang), is de kans op rekombinatie inderdaad gering. Rekombinanten werden
tot nu toe dan ook niet teruggevonden in deze studie. '

Voor de 43 volledige families (vader, moeder, PKU kind) in deze studie
werd de theoretische mogelijkheid voor prenatale diagnostiek en de bepaling
van het PKU dragerschap berekend. Zo kon de heterozygositeit bepaald wor-
den voor alle 'gezonde' broers en zussen van de PKU patiént in 34 families en
voor één derde van deze verwanten in 9 families d.i. 86% van de gezonde
verwanten, wat hoger is dan de in de praktijk geobserveerde 71%. Onder de
28 broers en zussen van de PKU patiénten werden 13 PKU dragers en 7
normale homozygoten gevonden. In 8 gevallen was de RFLP haplotypering
niet informatief voor dit doeleinde. Prenatale diagnostiek is theoretisch
mogelijk voor alle foetussen in 34 families en in 50% van de foetussen in nog
eens 9 families d.i. 89.5% van de foetussen. Ondanks deze grote informativi-
teit van de RFLP haplotypes heeft slechts één familie een aanvraag voor
prenatale diagnostiek ingediend.
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4.3.5. Overzicht van de RFLP haplotypes van de PKU

patiénten (M=200)

Tabel 4.7. geeft een overzicht van de RFLP haplotypes van de 200
onderzochte mutante allelen. De uitbreiding van M=98 naar M=200 levert
geen opmerkelijke wijzigingen in de frekwenties van de mutante haplotypes in

de Belgische bevolking (X°=3.04,df=8,P>0.25).

TABEL 4.7. : RFLP haplotypes van het PAH locus in PKU allelen (M=200)

haplotype mutante allelen
N %
1 51 255
2 13 6.5
3 24 12.0
4 45 22.5
5 9 45
6 10 50
7 10 5.0
g 13 6.5
10 1 0.5
11 2 1.0
12 2 1.0
27 4 20
34 5 25
36 1 05
38 1 0.5
X 5 2.5
S 3 15
Z 1 0.5
fotaal 200

4.4. Besluit

In het PAH locus kunnen 8 verschillende RFLP's gedetekteerd worden.
De kombinatie van deze RFLP's tot één enkel allel is een haplotype. In Belgié
kan fenylketonurie niet geassocieerd worden met €én bepaalde RFLP, zelfs
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niet met één haplotype. Toch kunnen deze haplotypes, dankzij hun grote
informativiteit, gebruikt worden voor de detektie van PKU dragers en prenatale
diagnostiek. Daarenboven geven de haplotype-frekwenties ons enig inzicht
over het ontstaan van PKU. De verdeling van de normale haplotypes is quasi
identiek in heel Europa. De haplotypes 1 en 4, gevolgd door de haplotypes 5
en 7, komen het meest voor in alle onderzochte populaties, terwijl de
haplotypes 2, 3 en 6 eerder zeldzaam zijn. Dit patroon suggereert dat de
haplotypes 1 en 4 evolutief de oudste zijn, waaruit alle andere haplotypes ten
gevolge van mutaties en rekombinaties ontstonden. De verdeling van de
mutante haplotypes verschilt echter sterk naargelang de onderzochte popu-
latie. Daarenboven valt op dat in verschillende delen van Europa verschil-
lende mutante haplotypes domineren. Hierdoor wordt verondersteld dat PKU
veroorzaakt wordt door meerdere mutaties, die elk in éen ethnische groep op
een welbepaald haplotype ontstaan zijn en van daaruit verspreid werden over
de rest van Europa. Zo zou PKU met het haplotype 2 een Balto-Slavische
oorsprong hebben en vervolgens in westelijke en oostelijke richting over
Europa verspreid zijn (Kalaydjieva e.a., 1991b). In het noord-westen van het
kontinent, meer bepaald Denemarken, zou fenylketonurie veroorzaakt zijn
door een mutatie in het PAH locus met haplotype 3, dat van daaruit verspreid
werd over de naburige landen. Naar analogie zou in het Middellandse Zee-
gebied PKU ontstaan zijn door een mutatie in het PAH locus met een haplo-
type 6. Vermits Belgié in de loop der tijden vele migratiestromingen gekend
heeft, is een heterogeniteit aan haplotypes waar te nemen. Hierbij mag echter
niet uit het oog verloren worden dat éénzelfde haplotype verschillende muta-
ties kan dragen of dat 'hotspots' voor mutaties in het PAH locus kunnen
voorkomen. Beide verklaringen kunnen immers deze hypothese weerleggen.
Enkel een studie van de PKU mutaties kan bewijsmateriaal opleveren voor
deze hypothese.
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DEEL Il : MUTATIES IN HET PAH GEN

4.5. Opsporing van gekende mutaties in het PAH gen

Bij de opsporing van zowel bekende als nieuwe PKU mutaties zal
steeds gebruik gemaakt worden van de polymerase kettingreaktie voor het
oppikken van PAH exons uit het genomische DNA van patiénten en hun fami-
lieleden. In tabel 4.8. wordt een overzicht gegeven van de primers, die voor
de amplifikatie van de PAH exons gebruikt worden.

TABEL 4.8. : Overzicht van de gebruikte oligonukleotiden voor de
amplifikatie van verschillende exons in het PAH locus en de grootte van de
PCR-fragmenten (bp).

exon 5'primer 3'primer bp

1 AACCTGCCTGTACGTGAGGC CCAAAGTCAGAGAGTTTCCT 113
3 GTTAGGTTTTTCCTGTTICTGG CTTATGTTGCAAAATTCCTC 300
5 TCATGGCTTTAGAGCCCCCA TCATGCTGGTATTTTCATCC 260
7 CTCCTAGTGCCTCTGACTCA ACCAGCCAGCAAATGAACCC 291
9 TCCCCCAATTACAGGAAATT GGGACTTACTGTGGCGAGCTT 57

10 TGCAGCAGGGAATACTGATC TAGACATTGGAGTCCACTCTC 295
12 ATGCCACTGAGAACTCTCTT AGTCTTCGATTACTGAGAAA 134
12+13 inteme primer TGCAAAGCATATATGAAGCTTGAAT

4.5.1. Mutaties in de herkenningsplaats van een restriktie-
enzyme

Sommige mutaties, die de oorzaak van PKU zijn, treffen een herken-
ningssekwentie van restriktie-enzymen, die in de haplotypering gebruikt wor-
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den (§ 4.1.2.). Zij kunnen dan ook via dezelfde techniek gedetekteerd worden.
Het is echter eenvoudiger en sneller om ze op te sporen via PCR van het PAH
exon, waarin de mutatie zich voorgedaan heeft, gevolgd door digestie met het
betreffende enzyme. Op dezelfde wijze kunnen mutaties, die sekwenties van
andere restriktie-enzymen treffen, opgespoord worden. Een overzicht van
deze mutaties wordt gegeven in tabel 4.9. en enkele resultaten worden
getoond in figuur 4.5.

TABEL 4.9. : Overzicht van de mutaties, die leiden tot het ontstaan (+) of het
verdwijnen (-) van een knipplaats voor een bepaald restriktie-enzyme en de
grootte van de resulterende fragmenten (bp) na digestie van normaal (N) en
mutant (M) DNA met dit restriktie-enzyme.

mutatie exon restriktie-enzyme N M
V245V 7 + Alul 230 200 + 30
R252W 7 - Aval 183 + 108 291
R261Q 7 - Hinf 155 + 136 291
G272X 7 - BarrH 169 + 122 291
1s10 10 + Ddel 295 246 + 49

@ 47O
1 2 ? % 95 6
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Figuur 4.5. : Screening voor de mutatie in intron 10 (L.111.5.10) in een familie

met PKU. (¢X174(Haelll) = 1353bp, 1078bp, 872bp, 603bp, 310bp, 281bp,
271bp, 234bp, 194bp, 118bp, 72bp)
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4.5.2. Hybridisatie met allel-specifieke oligonukleotiden

Mutaties kunnen opgespoord worden via een dot-blot hybridisatie van
het 'verdachte' PAH exon met enerzijds een normaal oligonukleotide en
anderzijds een oligonukleotide, dat de mutatie bevat. Als voorbeeld wordt een
dot-blot hybridisatie getoond in figuur 4.6 met allel-specifieke oligonukleotiden
voor de mutatie in intron 12 (DiLella e.a., 1987). Een overzicht van de
gebruikte mutante en normale oligonukleotiden wordt gegeven in tabel 4.10.

TABEL 4.10. : Overzicht van de gebruikte allel-specifieke oligonukleotiden,
die gebruikt worden voor de opsporing van specifieke puntmutaties in PAH
gen van PKU patiénten

mutatie normaal mutant

1065T CTGACCCACATTGAATCTAG CTGACCCACACTGAATCTAG
R158Q GTGCAAGACGGAAGCAGTTT GTGCAAGACAGAAGCAGTTT
R243X GGTTTCCGCCTCCGACCGT GGTTTCCGCCTCTGACCTGT
E280K TATACCCCCGAACCGTGAGT TATACCCCCAAACCGTGAGT
R408W ACAATACCTCGGCCCTTCT ACAATACCTTGGCCCTICT
Y414C GTTCGCTACGACCCATACAC GTTCGCTGCGACCCATACAC
IVS12 CCATTAACAGTAAGTAAT CCATTAACAATAAGTAAT

¥ i
1 X
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Figuur 4.6. : Screening voor de mutatie in intron 12 van het PAH locus in

een familie met PKU
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4.5.3. Mispairing PCR

In de 'mispairing' PCR (Seibel e.a., 1990) is éen van beide primers zo-
danig gekozen dat zijn 3'-uiteinde juist €én nukleotide naast de PKU veroor-
zakende mutatie gelegen is. Dit uiteinde is daarenboven zo gemanipuleerd
dat, indien de mutatie aanwezig is, een restriktieplaats via PCR gecreéerd
wordt. Een overzicht van de gebruikte oligonukleotiden wordt gegeven in
tabel 4.11 en een voorbeeld wordt getoond in figuur 4.7.

TABEL 4.11. : Overzicht van de 'misparende' oligonukleotiden, die gebruikt
worden voor de opsporing van specifieke puntmutaties in PAH gen van PKU
patiénten

mutatie ontstane oligonukleotide
restriktieplaats

1065T Pst TCTTTCTTTAAACGAGAAGGTCTAGCTGCA
R158Q Bght TAGTTGTAGGCAATGTCAGCAACTAGATC
P281L Bghl AGCCCATGTATACCCAGATC

R408W Beh GATCATTCTCAGTTCGCTACGACCCATACA
Y414C Pvull CCACAATACCTCGGCCCTTCTCAGTCAGCT

1 2 2

1 2 3 4 5 06 7 8 9 #X147(HAE N

Figuur 4.7. : Screening voor de mutatie in codon 408 van het PAH locus in
een familie met PKU
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4.6. Beschrijving van mutaties, die leiden tot PKU

Een eerste screening voor PKU mutaties is de opsporing van afwij-
kende exons via 'Single Strand Conformation Polymorphisms' analyse (§ 3.6
& figuur 4.8). Deze exons worden vervolgens in sekwentie gebracht na
klonering in een M13-vektor of met behulp van magnetische korrels.

1 2 3 4

normaal enkelstreng DNA —

normaal enkelstreng DNA __,
mutant

mutant

e

1 NORMAAL
2 P281L
3 R243X
4 R243X

Figuur 4.8. : SSCP analyse van het PAH exon 7 van patiénten met
fenylketonurie

4.6.1. Mutaties in codon 272 en codon 273

Tijdens de analyse van de RFLP haplotypes in het PAH locus werd in 4
families een afwijkend 10 kb DNA-fragment gevonden bij de digestie van het
DNA met BamHI/EcoRl (figuur 4.9). Daarenboven segregeerde dit afwijkende
fragment in al deze families met het ziektelocus en was het steeds geasso-
cieerd met haplotype 7. Digestie van het DNA met enkel EcoRI wijzigde het
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RFLP patroon echter niet (11 kb en 17 kb). Hierdoor groeide het vermoeden
dat een mutatie de BamHI-knipplaats van exon 7 aantastte. En inderdaad, bij
normale individuen werd, na amplifikatie van dit exon, gevolgd door digestie
met BamHlI, het 291 bp fragment geknipt in twee fragmenten met een lengte
van 169 bp en 122 bp, terwijl in de patiénten met abnormaal RFLP patroon het
fragment niet geknipt kon worden. Via sekwentie van dit exon 7 werden
vervolgens twee mutaties gekarakteriseerd nl een G-->T transversie in de
eerste base van codon 272, wat resulteert in de substitutie van een glycine
door een stopcodon (figuur 4.10) en een C-->T transitie in de tweede base van
codon 273, wat leidt tot de substitutie van serine door fenylalanine (Melle e.a.,
1991).

Figuur 4.9. : RFLP haplotypering van het PAH locus in een PKU familie met
een mutatie in codon 272 (G272X). Deze mutatie vernietigt de BamHi-
knipplaats van exon 7, wat resulteert in een band van 10 kb.
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4.6.2. Mutatie in codon 245

Via sekwentie-analyse van exon 7 werd een G-->A transitie van de
derde base van codon 245 gevonden (figuur 4.10.). Deze mutatie leidt echter
niet tot een substitutie van een base (valine-->valine). Een snelle screening
van deze mutatie was mogelijk, daar ze een Alul-restriktieplaats in exon 7
creéert. Deze mutatie werd steeds aangetroffen op haplotype 4, normaal én
mutant, en nooit op een ander haplotype. Uit deze resultaten blijkt dat het
waarschijnlijk gaat om een stille mutatie, die de PAH aktiviteit niet aantast, en
die in de toekomst gebruikt kan worden als genetische merker in de detektie
van PKU dragerschap.

4.6.3. Mutatie in codon 243

Via de sekwentie-analyse van het exon 7 van een PKU patiént met
haplotype-kombinatie 3/7 én een mutatie in intron 12 op het allel met haplo-
type 3 werd een transitie (G-->A) van de tweede base van codon 243 gevon-
den (figuur 4.10). Deze mutatie, die leidt tot de substitutie van een arginine
door een glutamine, werd reeds eerder gedetekteerd in haplotype 4 allelen in
de Chinese bevolking (Wang e.a., 1991). Het is echter voor het eerst dat deze
mutatie ook aangetroffen wordt in Europa, zij het dan op een allel met
haplotype 7.

4.6.4. Mutatie in codon 261

Screening voor gendefekten in exon 7 van PKU patiénten met nog
onbekende mutaties leidde tot de detektie van een C-->T transitie van de
eerste base van codon 261, wat resulteert in de substitutie van een arginine
door een stopcodon (figuur 4.10). Deze mutatie werd teruggevonden bij de
PKU patiénten van 2 verschillende Belgische families, telkens op een allel met
haplotype 4.
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Figuur 4.10 : Sekwentie-analyse van exon 7. A=normaal exon, B=G272X,
C=V245V, D=R243Q, E=R261X
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4.7. Mutatie 'hotspots’

Van de 35 beschreven oorzaken van PKU zijn er slechts 4 te wijten aan
deleties. Alle overige mutaties zijn base-substituties, die zowel in exons als
intron-exon grenzen van het PAH gen kunnen voorkomen. Daarenboven
liggen ze verspreid over het gen, met weliswaar een klustering in exon 7.

Een onderzoek naar het effekt van de naastliggende base op de
substitutie (tabel 4.12) toonde aan dat de CpG duplex hypermuteerbaar is
(X2=1 85.40, df=15, P<0.001). Dit is echter niet zo verrassend, vermits bij
hogere vertebraten ongeveer de helft van de cytosines in het genoom
gemethyleerd zijn, vooral wanneer zij deel uitmaken van een 5'CpG3' duplex.
De accidentele deaminatie van deze 5-methylcytosines leidt tot de transitie
van cytosine door thymine. Deze fout kan niet meer herkend worden in de
DNA herstellingsprocedure en leidt aldus tot irreversibele puntmutaties
(Cooper en Youssoufian, 1988). 91% van de PKU mutaties in CpG
dinukleotiden zijn dan ook C-->T of G-->A transities (tabel 4.13). Na eliminatie
van de duplexen, betrokken bij deze methylatie-gemedieerde deaminatie, is
geen signifikant verschil in de muteerbaarheid van de andere dinukleotiden in
het PAH locus waar te nemen. Ook op het niveau van de mononukleotiden
gebeuren de basesubstituties, buiten de CpG dinukleotiden, random verspreid
over de 4 basen, met een voorkeur voor de vorming van transities (G<-->A,
C<-->T) t.o.v. transversies (G<-->T,C<-->A).

Hoewel 29% van de mutaties in het PAH gen konsistent zijn met de
theorie van de methylatie-gemedieerde deaminatie van 5-methylcytosine in
de CpG duplex, is het spectrum van de overige puntmutaties willekeurig,
zowel op het niveau van de mononukleotiden als van de dinukleotiden. De
kans is dan ook klein dat één van deze mutaties verschillende malen in het
PAH gen zal ontstaan.

4.8. Mutaties in de Belgische bevolking

Een screening van 200 mutante chromosomen (99 families) naar 17
verschillende mutaties werd uitgevoerd. In 37 patiénten konden beide






Resultaten 60

TABEL 4.12 : Frekwentie van PKU mutaties in de dinukleotiden van het PAH
locus (tabel A) mét de dinukleotiden, betrokken bij de methylatie-geme-
dieerde deaminatie en (tabel B) zonder de dinukleotiden, betrokken bij de
methylatie-gemedieerde deaminatie

dinukleotiden tabel A tabel B
symbool f 0 E X2 0 E X2
TT 0.097 5 6.01 0.17 5 4.07 0.21
CT 0.071 5 4.40 0.08 5 2.98 1.37
AT 0.081 3 5.02 0.81 3 3.40 0.05
GT 0.049 4 3.04 0.30 3 2.06 0.43
TC 0.057 4 3.53 0.06 2 2.39 0.06
CC 0.047 5 2.91 1.50 3 1.97 0.54
AC 0.054 3 3:35 0.04 2 2.27 0.03
GC 0.043 3 2.67 0.04 3 1.81 0.78
TA 0.067 3 4.15 0.32 3 2.81 0.01
CA 0.074 1 4.59 2.81 1 3511 1.43
AA 0.097 1 6.01 418 1 407 2.32
GA 0.061 4 3.78 0.01 1 2.56 0.95
TG 0.074 5 4.59 0.04 5 3.11  1.15
CG 0.010 11 0.62 173.78 1 0.42 0.80
AG 0.070 2 4.34 1.26 2 2.94 0.30
GG 0.050 3 3.10 0.00 2 2.10 0.00

1.000 62 62 185.40 42 42 10.43
df=15 P<0.001 df=15 P>0.25
-CG di=14 P>0.25

f = frekwentie van de dinukleotiden in het menselijke genoom, volgens Setlow, 1976 ; O =
geobserveerd aantal mutaties ; E = verwacht aantal mutaties ; X2='Chi-square' analyse

TABEL 4.13 : Aantal puntmutaties (N) in CpG duplexen (a) en in de overige
doubletten (b) van het PAH locus, die aanleiding geven tot PKU

a G A T C b G A T C
C 0 0 5 - 5 G 3 1 0 4
G o 0 1 6 A 4 0 0 4
T 2 0 4 6
0 5 5 1 11 C 1 1 4 6
i 4 5 4 20
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mutante allelen geidentificeerd worden en in een andere groep van 49
patiénten was de identifikatie van slechts één van beide allelen mogelijk. In
totaal kon, rekening houdende met verwantschappen, de mutatie van 57.5%
(115/200) van de PKU allelen gekarakteriseerd worden.

4.8.1. Frekwentie van de PKU mutaties in de Belgische
bevolking

Tot op heden werden in het PAH locus 35 verschillende mutaties geka-
rakteriseerd, die leiden tot fenylketonurie. Van de 15 'Europese’ mutaties wer-
den er 14 in Belgié gekarakteriseerd. Daarenboven werd de mutatie R243Q,
die eerder in het haplotype 4 van Aziaten gekarakteriseerd werd, gevonden in
een Belgische patiént met een mutant haplotype 7. Slechts 7 hiervan komen
frekwent (45.5%) voor, met als uitschieter de mutatie in intron 12 van het PAH
gen (tabel 4.14). Zelfs na verwijdering van de mutante allelen, afkomstig van
het Middellandse Zee-gebied en Midden-Europa, blijven deze mutaties domi-
neren. Enkel een daling van de mutatie in codon 281, die vooral aanwezig is
in het mutante haplotype 1 van Turkse patiénten, en de mutatie in codon 408,
die hoofdzakelijk voorkomt in het haplotype 2 van Poolse patiénten, is waar te
nemen.

Tenslotte is het interessant op te merken dat slechts 7.9% (8/101) van
alle patiénten homozygoot is voor een welbepaalde mutatie, wat de enorme
heterogeniteit binnen de Belgische bevolking nogmaals benadrukt.

4.8.2. Korrelatie tussen mutaties en RFLP haplotypes

In fenylketonurie zijn mutaties geassocieerd met bepaalde RFLP haplo-
types, wat bevestigd wordt in deze studie. Een overzicht wordt gegeven in
figuur 4.11. Opmerkelijk is dat de meeste haplotypes een associatie vertonen
met meer dan één mutatie. Vooral de evolutief oude haplotypes 1 en 4
dragen een variéteit van mutaties (resp. ten minste 3 en 6). Anderzijds zijn de
meeste mutaties preferentieel, doch niet exclusief, verbonden met een speci-
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TABEL 4.14 : Frekwenties van de mutaties in het PAH locus bij alle
onderzochte allelen in Belgié (A) en na verwijdering van deze, atkomstig van
Midden-Europa en het Middellands Zee gebied (B).

tabel A tabel B

mutant allel frekwentie (%) frekwentie (%)

10657
R158Q
R243Q
R243X
R252W
R261Q
R261X
Ra72Xx
R273P
E280K
P281L
IVS7
L311P
s10
R408W
Y414C
IVS12

2 AUTON2000 =4 —2ha22000MN
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fiek haplotype. In Belgié is vooral de mutatie in codon 408 met haplotype 2 en
de intron 12-mutatie met haplotype 3 geassocieerd. In dit laatste geval is de
enige uitzondering hierop het haplotype 3 van een ltaliaanse PKU patiént. Dit
is echter niet zo verrassend, vermits in ltalié deze associatie niet voorkomt.
Tenslotte kan éénzelfde mutatie geassocieerd zijn met verschillende haplo-
types. Dit geldt vooral voor de mutatie in intron 10, die voorkomt op de haplo-
types 6, 10 en 34. Deze haplotypes verschillen echter slechts in één of enkele
naast elkaar liggende RFLP's. Het vermoeden is dan ook groot dat de mutatie
zich voorgedaan heeft op één enkel haplotype, waaruit de andere haplotypes
later, ten gevolge van mutatie of rekombinatie, evolueerden.

4.8.3. Distributie van de mutaties over Belgié
Uit studies is reeds gebleken dat een sterke genetische variatie binnen

éénzelfde populatie eerder het gevolg is van linguistieke en fysische barriéres
dan wel van geografische afstand (Barbujani en Sokal, 1991). Toch werd, als
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Figuur 4.11 : Associatie tussen RFLP haplotypes in het PAH locus en
specifieke PKU mutaties 8 1065T ; B: R158Q ;3 R243X ;N R243Q ;[ :
R252W ; V3: R261Q ;- R261X ;B G272X ;B8 P281L ;EA. IvS7 B:L311P ;1B
1IVS12 ;B R408W ;B8: Y414C ;B : IIIS10

gevolg van de taalgrens in Belgié, geen signifikant verschil gevonden in de
frekwenties van PKU mutaties en RFLP haplotypes (X2=5.81,df=7,P>0.25)
tussen Wallonié en Viaanderen. Ook de Maas is geen genetische barriere
(X2=8.58,df=6,P>0.25). Daarentegen is er wel een signifikant verschil op te
merken tussen de haplotypes van het oosten en van het westen van Belgié
(X2=12.13,df=5,P<0.05). Een statistische studie van de haplotypes toonde
aan dat vooral haplotype 2 (P<0.10) en haplotype 3 (P<0.025) hiervoor ver-
antwoordelijk zijn. Zo is de mutatie in codon 408, afkomstig van Oost-Europa,
sterker vertegenwoordigd in het oosten van Belgié, in tegenstelling tot de
mutatie in intron 12, die vooral aanwezig is bij PKU patiénten van West-Belgié.
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4.8.4. Vergelijking van de Belgische PKU mutaties met deze
van andere Europese landen

Ter vergelijking van de Belgische PKU mutaties met deze in andere
Europese landen werden de meest frekwente mutaties en haplotypes in alle
onderzochte populaties in kaart gebracht (figuur 4.12). Deze gegevens be-
vestigen de associatie tussen RFLP haplotypes en mutaties, doch de frekwen-
tie van deze mutaties verschilt sterk naargelang de onderzochte populatie. Zo
wordt in Czechoslovakije 68% van de mutante allelen gekarakteriseerd door
de mutatie in codon 408. De frekwentie van deze mutatie, evenals zijn asso-
ciatie met haplotype 2, daalt vervolgens in zuidelijke en westelijke richting
(Kalaydjieva e.a., 1991b). Het is in deze laatste richting dat geleidelijk de
mutatie in intron 12 de overhand neemt, om in Denemarken 38% van de
mutante allelen uit te maken (DiLella e.a., 1986b). Het is dan ook niet verwon-
derlijk dat in Belgié deze beide mutaties verantwoordelijk zijn voor PKU in
17% van de allelen. In Zwitserland domineert de mutatie in codon 261, geas-
socieerd met haplotype 1, onmiddellijk gevolgd door de mutatie in codon 158,
die voorkomt op het haplotype 4. Ook de minder goed beschreven mutatie in
codon 414, eveneens in het haplotype 4, werd in deze populatie gekarakte-
riseerd. Deze 3 mutaties representeren in Belgié 16.0% van de mutante
allelen. In het Middellandse Zeegebied, waar de haplotypes 2 en 3 eerder
zeldzaam zijn, wordt PKU veroorzaakt door de haplotypes 1 en 6 met respek-
tievelijk mutaties in codon 281 (10% in ltalié) en intron 10 (39% in Turkije).
Het is daarbij interessant op te merken dat in Bulgarije deze mutatie tevens
voorkomt op het relatief frekwent voorkomende haplotype 10. In Belgié, waar
beide mutaties 12.5% van de mutante allelen uitmaken, is de intron 10-mutatie
daarenboven nog geassocieerd met haplotype 34, naast de eerder beschre-
ven associaties met haplotype 6 en 10. Tenslotte wordt in Scandinavié
hoofdzakelijk haplotype 7 met de mutatie in codon 272 onder 16.5% van de
mutante allelen aangetroffen (Apold e.a., 1990). Ook deze mutatie komt in
Belgié in 2.5% van de allelen voor.
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Noorwegen Denemarken

Belgie Duitsland Polen

Bulgarije

Frankrijk

ltalie Turkije

Figuur 4.12 : Vergelijking van de Belgische PKU mutaties met deze in
andere Europese landen. R261Q :|l}; P281L :\N,; R408W :[]; IVS12 :PA4;
R158Q :f; Y414C :[5); G272X [l 1ms10 -8 .
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4.9. Besluit

Fenylketonurie wordt veroorzaakt door mutaties in het PAH locus. Tot
op heden werden er 35 gekarakteriseerd. Hoewel 9 van deze mutaties in de
hypermuteerbare CpG dinukleotiden voorkomen, kan gezegd worden dat het
merendeel van de mutaties willekeurig in het PAH locus ontstonden. Ze lig-
gen dan ook verspreid over dit locus, met weliswaar een klustering in exon 7.
Dit is echter niet zo verrassend, daar dit exon 6 van het totaal van 34 CpG
dinukleotiden bevat. Daarenboven is dit het meest gekonserveerde gebied
binnen de aromatische aminozuur hydroxylasen (Grenett e.a., 1987). Ander-
zijds bestaat er een associatie tussen mutaties en RFLP haplotypes in alle
onderzochte populaties. Beide waarnemingen ondersteunen de hypothese
dat PKU veroorzaakt werd door verschillende mutaties, die elk binnen één
ethnische groep op een welbepaald haplotype ontstaan zijn en vervolgens
samen met dit haplotype over Europa verspreid werden. Zo komen, in Noord-
Europa, de mutaties in codon 408 en intron 12 in 60% van de mutante allelen
voor. In populaties ten noorden van de Alpen draagt ongeveer 50% van de
mutante allelen mutaties in codon 261, 158 en 414. In het Middellandse
Zeegebied, daarentegen, overheerst de intron 10-mutatie in ongeveer 35%
van de mutante allelen en de mutatie in codon 281, die in 10% van alle
Italiaanse allelen voorkomt. Het is dan ook niet verwonderlijk dat in Belgié,
ten gevolge van zijn ligging in Europa, de Noord-Europese en Midden-
Europese mutaties in resp. 17% en 16% van de mutante allelen voorkomen.
Daarenboven werden, waarschijnlijk ten gevolge van migraties vanuit het
Zuiden, Mediterraanse mutaties aangevoerd, die heden 12.5% van de
mutante allelen in Belgié uitmaken. Tenslotte werden in Belgié nog 8 minder
frekwent voorkomende mutaties gekarakteriseerd, waarvan één
gekarakteriseerd werd in de Chinese bevolking, wat de heterogeniteit van
fenylketonurie in Belgié benadrukt.
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DEEL lll : RELATIE FENOTYPE-GENOTYPE

Fenylalanine hydroxylase houdt de koncentratie aan fenylalanine in het
plasma konstant via de oxidatie van dit aminozuur tot tyrosine. Patiénten met
fenylketonurie kunnen, ten gevolge van het enzymatische defekt, dit fenyl-
alanine gehalte niet meer op peil houden. De neonatale screening voor
hyperfenylalaninemie bracht hierin echter een variéteit aan fenotypes aan het
licht. Anderzijds vertonen ook dragers van het PKU gen een verminderde
kapaciteit om fenylalanine om te zetten tot tyrosine. Hoewel zij fenotypisch en
klinisch identiek zijn aan normale homozygoten, vertonen zij slechts 14 tot
40% van de normale aktiviteit (Lehmann, 1989). In dit hoofdstuk zal getracht
worden de verschillende fenotypes kwantitatief te omschrijven en te korreleren
met de in de patiént of de drager voorkomende PKU mutatie om aldus het
effekt van een mutatie op de aktiviteit van het enzyme te verklaren.

4.10. Heterozygote dragers van PKU

Van 174 niet-vastende verwanten van PKU patiénten werden de
fenylalanine (Phe) en tyrosine (Tyr) koncentraties (umol/l) in het serum
gemeten met behulp van een a+ aminozuur analysator (LKB, Bromma,
Zweden). Via de RFLP haplotypering werden 140 dragers van het PKU gen
gekarakteriseerd, waarvan bij 76 onder hen de PKU mutatie geidentificeerd
werd. De overige 34 verwanten dragen geen van de haplotypes of mutaties
van de PKU patiént in hun familie en vormen de kontrolegroep.
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4.10.1. Effekt van het dieet op de plasma fenylalanine en
tyrosine koncentratie.

Vermits enkel niet-vastende individuen onderzocht konden worden in
deze studie, werd allereerst het effekt van het dieet op de Phe en Tyr kon-
centraties, evenals op de verhoudingen Phe/Tyr en PhleTyr, bestudeerd.
Hiervoor werden op verschillende tijdstippen van de dag vingerprikken op
guthrie-kaarten van 2 heterozygote PKU dragers en 1 normale homozygoot,
die allen gelijke maaltijden op gelijke tijdstippen ontvingen, verzameld. De
metingen van de aminozuren in deze bloedvlekken toonden aan dat alle
variabelen sterk schommelen gedurende de dag met uitzondering van de
verhouding Phe/Tyr (figuur 4.13).
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Figuur 4.13. : Variatie van de fenylalanine (Phe) koncentratie (A), de
tyrosine (Tyr) koncentratie (B), de verhoudingen Phe/Tyr (C) en PheZ/Tyr (D)
gedurende één dag bij 2 heterozygote dragers van het PKU gen (i) en 1
normale homozygoot (¥).
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4.10.2. Variatie van de fenylalanine en tyrosine
koncentraties met de leeftijd

Vermits deze studie individuen van alle leeftijdsklassen omvat, werd
tevens de variatie van de verhouding Phe/Tyr als gevolg van de leeftijd
bestudeerd bij 120 heterozygote dragers van het PKU gen en 30 normale
homozygoten, doch geen enkele korrelatie kon gevonden worden tussen
deze parameters (figuur 4.14).
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Figuur 4.14 : Variatie van de verhouding Phe/Tyr als gevolg van de leeftijd
bij heterozygote dragers van het PKU gen (A) en bij normale homozygoten

(B).
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4.10.3. Fenylalanine en tyrosine koncentraties in plasma
van niet-vastende dragers en niet-dragers van het
PKU gen.

Berekening van de gemiddelde koncentraties aan fenylalanine (Phe)
en tyrosine (Tyr), evenals het gemiddelde van de verhoudingen Phe/Tyr en
Phe2/Tyr, wijzen op een signifikant verschil tussen de dragers van het PKU
gen en de normale homozygoten voor alle variabelen, uitgezonderd de tyro-
sine koncentraties (tabel 4.15). Wanneer echter Phe2/Tyr gekorreleerd wordt
met Phe/Tyr is een opmerkelijk overlap tussen de heterozygoten en de kon-
trolegroep waar te nemen (figuur 4.15), zelfs na transformatie van de waarden
naar hun logarithmen, wat nodig is om de normaliteit van de distributie te ver-
hogen. Vermits het hier gaat om een komplexe biochemische transformatie, is
eén verklaring niet voldoende voor dit overlapsgebied. Zo zou enerzijds een
normale Phe/Tyr verhouding bij heterozygoten kunnen wijzen op een belang-
rijke residuele aktiviteit van het mutant enzyme. Anderzijds kan een ver-
hoogde verhouding bij normale homozygoten te wijten zijn aan andere fak-
toren, zoals bijvoorbeeld medikatie, of kan deze slechts van tijdelijke aard zijn.
Daarenboven moet benadrukt worden dat nog steeds een risiko bestaat dat
een derde PKU gen, dat niet in de PKU patiént gevonden werd, kan circuleren
in dezelfde familie. Dit zou betekenen dat de kontrole individuen met sterk
verhoogde Phe/Tyr verhoudingen inderdaad dragers van het PKU gen zijn.

TABEL 4.15 : Gemiddelden, Standaard Deviaties (SD) en variantie-
analysen (anova) voor Phe, Tyr, Phe/Tyr and Phe2/Tyr bij heterozygote
dragers van het PKU gen en normale homozygoten.

genotype n Phe Tyr Phe/Tyr Phe2/Tyr
pmol/l umol/l
kontrole 34 62.29 61.21 1.08 68.92
SD 14.69 17.79 0.38 38.24
range 38-93 30-96
heterozygoten|140 80.06 59.81 1.41 112.89
SD 18.73 20.38 0.30 36.29
range 32-138 19-187
anova <0.001 >0.700 <0.001 <0.001
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Figuur 4.15 : Korrelatie van In Phe/Tyr en In Phe2/T: yr. « = niet-vastende
normale homozygoot ; ~ = niet-vastende heterozygote PKU drager.

4.10.4. Fenylalanine en tyrosine koncentratie in plasma
van niet-vastende dragers van het PKU gen met
verschillende genotype.

In een heterozygoot zal de ernstigheid van de mutatie gereflekteerd
worden in de residuele aktiviteit van het fenylalanine hydroxylase. Daarom
werden de Phe/Tyr verhoudingen bij groepen van heterozygoten met ver-
schillende mutaties vergeleken (tabel 4.16), doch geen enkel van de
verschillen bleek signifikant te zijn.

1.5
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TABEL 4.16 : Analyse van verschillende groepen heterozygote dragers van
het PKU gen met verschillende mutaties.
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4.11. Patiénten met PKU.

Neonatale screening voor hyperfenylalaninemie leidde tot de ont-
dekking van een breed spektrum aan fenotypes. In de praktijk wordt het
fenotype van een patiént voorspeld via de korrelatie van de serum
fenylalanine koncentratie (mg/dl) met de dagelijkse fenylalanine-inname
(mg/dag). Beide waarden zijn beschikbaar voor 72 patiénten, die momenteel
klinisch gevolgd worden op het Dr.L.Willems-Instituut. Onder deze patiénten
werden vervolgens 3 leeftijdsklassen onderscheiden, namelijk < 4 jaar
(periode voor het instellen van het dieet), tussen 4 en 12 jaar en > 12 jaar
(puberteit). Tenslotte is van 45 patiénten de serum fenylalanine-koncentratie
bij diagnose, gemeten tussen 5 en 40 dagen na de geboorte, gekend.
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4.11.1. Plasma fenylalanine koncentraties en dagelijkse
fenylalanine inname bij verschillende PKU fenotypes

Voor iedere patiént werd de fenylalanine tolerantie index, zijnde de
gemiddelde Phe inname over 3 opeenvolgende levensjaren gedeeld door de
gemiddelde Phe koncentratie voor dezelfde periode, berekend. Na bespre-
king met de behandelende geneesheer bleek deze index inderdaad een
duidelijk weerspiegeling van het fenotype van de patiént te zijn. Via korrelatie
van de plasma Phe koncentratie met de Phe tolerantie index kunnen 3 feno-
typische groepen in de tweede en derde leeftijdsklasse onderscheiden wor-
den, namelijk hyperfenylalaninemie, atypische PKU en klassieke PKU.
Tussen beide laatste groepen zou daarenboven nog een intermediaire vorm
gedetekteerd kunnen worden (figuur 4.16). In de leeftijdsklasse < 4 jaar is dit
onderscheid moeilijk te maken, wat waarschijnlijk te wijten is aan de enorme
fluktuaties in Phe koncentraties en innames ten einde de instelling van een
optimaal dieet voor de patiént te bereiken.
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Figuur 4.16 : Korrelatie van de plasma Phe koncentratie met de Phe
tolerantie index bij PKU patiénten ouder dan 4 jaar. De fenotypes voor
klassieke PKU en intermediaire PKU worden weergegeven door de 95%
konfidentielimieten.
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4.11.2. Verband tussen het genotype en de enzymatische
aktiviteit van PAH bij de patiént

Uitgaande van de biochemische data van 9 mutante enzymen (Okano
e.a., 1991a), werd voor iedere patiént de voorspelde PAH aktiviteit berekend
als het gemiddelde van de relatieve PAH aktiviteiten van elk mutant enzyme in
een expressie-analyse, welke uitgedrukt worden als een percentage van de
normale aktiviteit (tabel 4.17). Vervolgens werden deze waarden gekorre-
leerd met de fenylalanine tolerantie voor 16 patiénten waarvan de mutaties op
beide chromosomen geidentificeerd werden (figuur 4.17A) en voor 29 patién-
ten met slechts één gekarakteriseerde mutatie (figuur 4.17B). In dit laatste ge-
val wordt aangenomen dat de PAH aktiviteit van het onbekende allel ergens
tussen 0% en 50% gelegen is. En, hoewel patiénten met een lage Phe tole-
rantie index ook vaak een lage PAH akitiviteit vertonen, werd geen korrelatie
tussen beide parameters gevonden. Hierbij dient opgemerkt te worden dat, in
tegenstelling met eerdere studies (Okano e.a., 1991a), gebruik gemaakt werd

van een variabele index als een schatting voor de fenylalanine tolerantie van
de

TABEL 4.17 : De voorspelde PAH aktiviteit (=% van de normale aktiviteit),
volgens de mutante PAH allelen van de PKU patiént.

mutant R243X E280K R158Q R261Q Y414C
allel P281L

R408W
mutant ns10
allel IVSi2
R243X
P281L
R408W
s10
IVS12 0 15 50 15.0 250
E280K 3.0 6.5 16.5 265
R158Q - 10.0 20.0 30.0
R261Q 30.0 40.0
Y414C 50.0
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patiént. Deze index benadrukt de moeilijkheid voor het handhaven van een
konstante fenylalanine koncentratie in dieet-behandelde patiénten.
Anderzijds werd getracht de voorspelde PAH aktiviteit van 11 patiénten
met 2 gekarakteriseerde mutaties en 17 patiénten met slechts één geidenti-
ficeerde mutatie te korreleren met de serum fenylalanine koncentratie bij
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Figuur 4.17 : De geschatte Phe tolerantie in relatie tot de voorspelde PAH
aktiviteit in PKU patiénten met twee gekarakteriseerde allelen (A) en met
slechts één gekende mutatie (B), waarbij de residuele aktiviteit van het
ongekende mutante enzyme tussen 0% (—) en 50% (—) gelegen is
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diagnose (figuur 4.18). Ook in dit geval bestaat een tendens waarbij hoge
fenylalanine koncentraties bij diagnose samengaan met een lage PAH
aktiviteit van het mutante enzyme, doch geen korrelatie tussen deze beide
parameters kan gevonden worden.
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Figuur 4.18 : De Phe koncentratie bij diagnose in relatie tot de voorspelde
PAH aktiviteit in PKU patiénten met twee gekarakteriseerde allelen (A) en met
slechts één gekende mutatie (B), waarbij de residuele aktiviteit van het
ongekende mutante enzyme tussen 0% (=) en 50% (-« gelegen is.
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4.12. Besluit

Vermits PAH fenylalanine omzet tot tyrosine, werden de plasma
koncentraties van deze aminozuren gebruikt voor de omschrijving van het
fenotype van heterozygote dragers van het PKU gen. En, hoewel zij bioche-
misch en Klinisch identiek zijn aan normale homozygoten, vertonen zij een
verminderde transformatie kapaciteit. Dit uit zich in een signifikant verschil
van de Phe/Tyr verhouding tussen de normale homozygoten en de heterozy-
goten. Toch is een belangrijke overlap van deze verhouding tussen beide
groepen waar te nemen. Daarom is het aangeraden deze techniek uiterst
voorzichtig aan te wenden voor de detektie van heterozygoten. Daarenboven
leverde de studie van groepen heterozygoten met verrschillend genotype
geen enkel signifikant verschil op. Binnen één groep PKU dragers is immers
een variéteit aan Phe/Tyr verhoudingen waar te nemen. Metingen van de
koncentraties van deze aminozuren in het plasma geven aldus geen enkel
idee over het onderliggende genotype van het individu.

Drie parameters (de dagelijkse fenylalanine inname, de plasma
fenylalanine koncentratie en de fenylalanine koncentratie bij diagnose), die
klinisch aangehouden worden voor de bepaling van het fenotype van de PKU
patiént, werden bekeken in funktie van het genotype. Anderzijds werd,
uitgaande van de mutaties in het PAH locus van de patiént, de residuele PAH
aktiviteit geschat. Toch werd nooit een korrelatie gevonden tussen één van de
variabelen en de voorspelde PAH aktiviteit. Hieruit kan besloten worden dat
fenylketonurie inderdaad veroorzaakt wordt door molekulaire defekten, maar
dat andere, nog onbekende, faktoren het fenotype van de patiént beinvioeden.
Om deze reden zal de voorspelling van het klinische en biochemische
fenotype op basis van het genotype zeer voorzichtig moeten gebeuren in
patiénten met fenylketonurie.






HOOFDSTUK 5 : BESPREKING VAN DE
BEKOMEN RESULTATEN

5.1. Gebruikte technologie

Naast de bepaling van RFLP haplotypes van PKU patiénten en hun
familieleden, was een snelle screening van reeds beschreven mutaties,
evenals een snelle opsporing van nieuwe mutaties, in het PAH locus vereist.
Via de PCR-reaktie werd het mogelijk gemaakt een selektieve amplifikatie van
het DNA fragment, waarin de mutatie zich voorgedaan had, uit te voeren.
Steunende op de basistechnieken van de rekombinant-DNA technologie was
de opsporing van de gekende mutatie in dit geamplificeerde fragment met
behulp van allel-specifieke oligonukleotiden dan ook voor de hand liggend.
Doch deze techniek leidde tot een groot aantal vals positieven. Gelukkig
veranderden sommige mutaties de herkenningssekwentie van restriktie-
enzymen, wat een snelle en goedkope screening mogelijk maakte. Daarom
werd gedacht aan het creeéren van nieuwe restriktie-plaatsen om mutaties op
te sporen, die niet in dergelijke sekwenties voorkomen. Dit leidde tot de
introduktie van de 'misparende' PCR, maar deze techniek is niet zonder
nadelen. Zo is, als gevolg van de manipulatie van het 3' uiteinde van het
oligonukleotide, de PCR-reaktie vaak zwak of aspecifiek. Voor iedere mutatie
moet aldus een goede selektie van het gebruikte 'misparende’ oligonukleotide
gebeuren.

De PCR-reaktie elimineerde ook de konstruktie van een genomische
bank van iedere patiént voor de opsporing van onbekende mutaties in het
PAH locus. Verschillende exonen werden na amplifikatie onmiddellijk
gekloneerd in de M13-vektor voor sekwentie-analyse. Maar, de 'blunt end'
klonering van PCR-fragmenten bleek weinig efficiént te zijn. Direkte se-
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kwentie van het geamplificeerde exon zou dan wel sneller zijn, maar praktisch
moeilijk uitvoerbaar. Dankzij de koppeling van biotine aan één van de PCR-
primers kon het PCR-fragment met behulp van streptavidine, gebonden aan
magnetische korrels, opgezuiverd worden en onmiddellijk, met succes, in
sekwentie gebracht worden.

Vermits het hier gaat om algemene technieken, kan de know-how, die
tijdens deze studie opgebouwd werd, ook zeer efficiént toegepast worden
voor de screening van andere erfelijke aandoeningen.

5.2. Evolutie van fenylketonurie.

De studie van de normale en mutante RFLP haplotypes in het PAH
locus toonde aan dat de verdeling van de normale haplotypes qguasi identiek
is in heel Europa, inklusief in Belgié. In elke onderzochte populatie komen de
haplotypes 1 en 4 het meest frekwent voor. Er wordt dan ook gedacht dat
deze haplotypes evolutief de oudste zijn, waaruit alle andere allelen ten
gevolge van mutaties en/of rekombinaties zouden kunnen ontstaan zijn
(Konecki en Lichter-Konecki, 1991). De verdeling van de PKU haplotypes en
de mutaties in Belgié verschilt echter signifikant van deze in andere Europese
landen, uitgezonderd Schotland. Ongeveer 90% van de PKU allelen behoort
in Noord-Europese landen tot de haplotypes 1, 2, 3 en 4, terwijl in Belgié deze
haplotypes slechts 64% van de mutante allelen uitmaken.

Vermits geen mutatie 'hotspot' gevonden kon worden in het PAH locus,
met uitzondering van de CpG duplexen (Abadie e.a., 1989 ; § 4.7) en een
sterke associatie tussen haplotypes en mutaties geobserveerd werd, kan
gesuggereerd worden dat elk van de mutaties, die aanleiding geven tot
fenylketonurie, ontstaan is binnen één ethnische groep in een allel met een
specifiek haplotype, welke vervolgens over de rest van Europa verspreid werd
via het ‘founder' effekt. Zo wordt in Noord-Europeanen 60% van de mutante
allelen gekarakteriseerd door de mutaties IVS12 en R408W, terwijl in
bevolkingsgroepen ten noorden van de Alpen de mutaties R158Q, R261Q en
Y414C in 50% van de mutante allelen voorkomen. In het Middellandse
zeegebied overheerst de mutatie in intron 10 in 35% van de mutante allelen
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en 10% van de Italiaanse allelen dragen de mutatie P281L. In Belgié werd
een breed spectrum aan 'Europese’ mutaties gekarakteriseerd. Daarenboven
werd de R243Q mutatie, reeds eerder beschreven in de allelen met haplotype
4 in de Chinese bevolking, in één PKU patiént met haplotype 7 gevonden. In
totaal identificeren 15 mutaties 56.5% van de PKU allelen in Belgié, waarvan
11% voor de rekening van de intron 12 mutatie. Daarenboven bestaat in
Belgié een sterke associatie tussen de R408W mutatie en haplotype 2 en de
IVS12 mutatie en haplotype 3, met uitzondering van 2 Mediterraanse families.
In alle andere haplotypes, vooral de evolutief oude haplotypes 1 en 4, zijn
meerdere mutaties verantwoordelijk voor de reduktie of de afwezigheid van de
enzymatische PAH aktiviteit. Anderzijds kunnen verschillende haplotypes
eénzelfde mutatie dragen, zoals de intron 10 mutatie, die voorkomt in allelen
met de haplotypes 6, 10 en 34. Daar deze haplotypes slechts in één of enkele
naast elkaar gelegen RFLP verschillen van elkaar, wordt vermoed dat deze
haplotypes ontstonden uit één gemeenschappelijk mutant allel. Vermits
Belgié, als gevolg van zijn centrale geografische ligging, vaak het toneel was
van oorlogen met naburige landen en aldus frekwent belegerd werd door
naastliggende landen, is het niet verrassend dat de Noord en Midden-
Europese mutaties respektievelijk 17% en 16% van de mutante allelen in
Belgié uitmaken. Daarenboven draagt 12.5% van de Belgische mutante
allelen eeén van de Mediterraanse mutaties. Maar, deze schijnbare niet
willekeurige distributie verschilt opmerkelijk van de Noord-West Zuid-Oost
gradiént van de 2 meest frekwent voorkomende erfelijke ziekten, namelijk
‘mucoviscidose’ en MCAD deficiéntie (Gregersen e.a., 1991 : EWGCFG,
1990). De geografische gradiént van deze beide ziekten is immers
tegengesteld aan de meer oudere Zuid-Oost Noord-West gradient, die het
resultaat is van de neolithische migraties van het nabije oosten naar Europa
(Menozzi e.a., 1978). Uit deze observaties blijkt dat waarschijnlijk andere
mechanismen een belangrijke rol speelden in de verspreiding van PKU. Eén
van de mogelijkheden is dat de mutaties, die fenylketonurie veroorzaken,
evolutief recenter zouden zijn en dat hun verspreiding over Europa het
resultaat is van meer recentere migraties dan deze van mucoviscidose en
MCAD deficiéntie.

Maar indien de migraties inderdaad een belangrijke rol speelden in de
verspreiding van PKU mutaties, wordt verwacht dat de genetische variabiliteit
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eerder het gevolg is van een fysische barriere, zoals een taalgrens of een
belangrijke rivier, dan dat het een gevolg zou zijn van de geografische afstand
(Barbujani en Sokal, 1991). Vermits Belgié een Vlaamse en Waalse
gemeenschap heeft, werd een studie van de distributie van haplotypes en
mutaties in het PAH locus aangevat. Toch werd geen signifikant verschil
tussen de beide landsgedeelten gevonden. Wel bestaat er een verschil
tussen het oosten en het westen van het land. Dit is echter niet zo verrassend
vermits gedurende de Middeleeuwen het Viaamse landsgedeelte behoorde
tot het Franse Rijk, terwijl het Waalse gedeelte belangrijke ekonomische
kontakten onderhield met het Germaanse Rijk. Daarom wordt een verdere
daling van de R408W mutatie in Oost-West richting, die overheerst in geheel
Europa, in Belgié waargenomen. De intron 10 mutatie, daarentegen, zou
reeds door het Romeinse leger in Belgié geintroduceerd zijn. Later werden
dan de IVS12 en R408W mutaties aangevoerd, respektievelijk door de
Vikingen van overzee en door de Germanen vanuit het Oosten. De P281L
mutatie werd waarschijnlijk veel recenter geintroduceerd in Belgié via de
migraties van de jaren '60 vanuit het Zuiden, vermits ze vooral op allelen van
eerste en tweede generatie migratenkinderen voorkomt.

5.3. Verband tussen genotype en fenotype

Hoewel heterozygoten dragers van het PKU gen biochemisch en
klinisch identiek zijn aan normale homozygoten, bezitten zij slechts 14% tot
40% van de normale PAH aktiviteit (Lehmann, 1989). Dit uit zich in een
signifikant verschil van de verhouding Phe/Tyr tussen beide groepen, welis-
waar met een belangrijke overlapping. De normale Phe/Tyr verhouding van
PKU heterozygoten uit het overlappend gebied zou te verklaren zijn door een
belangrijke residuele aktiviteit van het enzyme, dat gekodeerd wordt door het
mutante gen. Nochtans werd er, na de studie van de groepen heterozygoten
met verschillend genotype, geen signifikant verschil gevonden. Binnen één
groep PKU dragers met hetzelfde genotype is immers een variéteit aan
Phe/Tyr verhoudingen waar te nemen. Deze verhouding is dus geen goede
indikator voor een specifieke mutatie in de heterozygoot . Verder kan men
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stellen dat de metingen van de Phe en Tyr koncentraties in plasma om
heterozygoten op te sporen in de Belgische bevolking uiterst voorzichtig
moeten geinterpreteerd worden.

Ook bij de PKU patiénten werd geen korrelatie gevonden tussen het
fenotype en het genotype. In deze studie werd gebruik gemaakt van een
variabele index om de fenylalanine tolerantie in te schatten. Deze index be-
nadrukt de moeilijkheid om een konstante fenylalanine koncentratie in een
dieet-behandelde patiént te handhaven. Deze plasma fenylalanine koncen-
tratie reflekteert daarenboven het evenwicht tussen 2 metabole fluxen :
enerzijds de verwerking van fenylalanine via verschillende enzymatische
routes en anderzijds de input van fenylalanine via het dieet. Verwacht kan
worden dat de hydroxylatie verhoogt naarmate de fenylalanine koncentratie
stijgt (Scriver e.a., 1989). Nochtans hebben recente in vivo studies bij PKU
patiénten aangetoond dat zij fenylalanine substantieel kunnen omzetten tot
tyrosine. Deze observaties suggereren dat de mechanismen, die betrokken
zijn bij de kontrole van de plasma Phe koncentratie, komplex zijn en afhangen
van verschillende andere faktoren dan de fenylalanine koncentratie alleen
(Thomson en Halliday, 1990). Dit betekent dat, ondanks specifieke
molekulaire defekten in het PAH locus van PKU patiénten, andere faktoren
een rol spelen in de bepaling van het fenotype. Een voorspelling van dit
fenotype op basis van het genotype moet dan ook voorzichtig gebeuren in
patiénten met fenylketonurie.

5.4. Richtlijnen voor de toekomst

Teneinde het fenotype van dragers van het PKU gen, heterozygoot en
homozygoot, te verklaren, is een intensieve biochemische studie van PKU
patiénten en dragers noodzakelijk. Dit kan enerzijds door middel van ex-
pressie-experimenten, waarbij beide mutante genen in een cel ingebracht
worden, zodat het effekt van verschillende subeenheden in het multimere
enzyme onderzocht kan worden. Naast deze in vitro studie is een in vivo
studie nodig om de overeenkomst van de in vitro testen met de in vivo realiteit
na te gaan. Dit zou kunnen leiden tot een betere kennis van de biochemische
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transformatie van fenylalanine tot tyrosine, waardoor de objektieven van deze
studie, in verband met de optimalisatie van het dieet en de preventie van
maternale PKU, beter benaderd zullen kunnen worden.






HOOFDSTUK 6 : SAMENVATTING

Fenylketonurie (PKU) is een autosomaal recessief overerfbare afwij-
king, die veroorzaakt wordt door een deficiéntie van het enzyme fenylalanine
hydroxylase (PAH), dat de omzetting van fenylalanine tot tyrosine katalyseert.
Dankzij het neonataal screeningsprogramma en de klinische evaluatie van
meer dan 200 PKU patiénten in het Dr.L.Willems-Instituut kon een belangrijke
heterogeniteit van het PKU fenotype in de Belgische bevolking vastgesteld
worden. Een gelijkaardige heterogeniteit werd ook teruggevonden in het
genotype van de patiénten. Hiervoor werd in eerste instantie het haplotype,
een kombinatie van 8 RFLP's (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) in
het PAH gen, van de PKU patiént en beide ouders bepaald. Door PKU te as-
sociéren met de haplotypes van het PKU kind, kan de overdracht van de
ziekte in de familie gevolgd worden.

De RFLP haplotypes van 102 ouders uit 57 families (204 parentale alle-
len, waarvan 196 gedetermineerde haplotypes = 98 mutante en 98 normale
haplotypes) en 100 PKU patiénten uit 99 families (200 mutante allelen) wer-
den bepaald. Hoewel theoretische 384 hapotypes in het PAH locus bestaan,
werden er slechts 12 teruggevonden bij de normale allelen. Het merendeel
van deze allelen (73.4%) is daarenboven geassocieerd met de haplotypes 1,
4, 5 en 7. Bijde mutante allelen wordt een totaal van 16 verschillende haplo-
types aangetroffen en 58.1% behoort tot de haplotypes 1, 3 en 4.

Moleculaire studies van mutante allelen toonden aan dat tot op heden
een totaal van 15 puntmutaties verantwoordelijk is voor PKU in Belgié. Hier-
van werden er reeds 12 beschreven in andere Europese populaties. Daaren-
boven werd de R243Q mutatie, die eerder in allelen met haplotype 4 in de
Chinese bevolking gekarakteriseerd werd, in een Belgische PKU patiént met
mutant haplotype 7 gevonden. Via de sequentiebepaling van geamplificeerde
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exonen van mutante PAH genen werden ook 2 nieuwe mutaties gekarakteri-
seerd, nl. 272Gly-->Stop gn 261Arg-->Stop, en een stille mutatie,
245Val-->Val werd gevonden in het exon 7 van alle individuen met haplotype
4. Via een screening voor al deze mutaties kon de oorzaak van PKU voor
56.5% van de mutante allelen aangetoond worden en een associatie tussen
een mutatie en een welbepaald haplotype kon worden vastgesteld.

Ondanks de grote verspreiding van PKU over heel Europa zijn er toch
zeer belangrijke verschillen in de frequenties van de haplotypes en mutaties
tussen de verschillende populaties. De verdeling van de normale haplotypes
is quasis identiek in heel Europa, inklusief in Belgié. De haplotypes 1 en 4,
gevolgd door de haplotypes 5 en 7, komen het meest voor in alle onderzochte
populaties, terwijl de haplotypes 2, 3 en 6 eerder zeldzaam zijn. Dit patroon
suggereert dat de haplotypes 1 en 4 evolutief de oudste zijn, waaruit alle an-
dere allelen ten gevolge van mutaties en/of rekombinaties ontstonden. De
verdeling van de Belgische mutaties en hun haplotypes, daarentegen, ver-
schilt sterk met deze in andere Europese populaties. In verschillende delen
van Europa overheersen immers verschillende mutaties, geassocieerd met
andere mutante haplotypes. Hierdoor wordt verondersteld dat PKU veroor-
zaakt wordt door meerdere mutaties, die elk in één ethnische groep op een
welbepaald haplotype ontstaan zijn en van daaruit verspreid werden over de
rest van Europa. Zo zou PKU met de R408W mutatie op een allel met haplo-
type 2 een Balto-Slavische oorsprong hebben. De intron 12 mutatie, daar-
entegen, zou ontstaan zijn in Denemarken op een haplotype 3. In bevolkings-
groepen ten noorden van de Alpen overheersen dan weer de R158Q, R261Q
en Y414C mutaties. Naar analogie zou in het Middellandse Zee gebied PKU
ontstaan zijn door de intron 10 mutatie in het PAH locus met haplotype 6 of
door de P281L mutatie in het locus met haplotype 1. Vermits Belgié, als
gevolg van zijn geografische centrale ligging, vaak het toneel is geweest van
oorlogen met naburige landen, is een heterogeniteit aan mutaties en haplo-
types waar te nemen. Zowel Noord en Midden-Europese als Mediterraanse
mutaties werden in respektievelijk 17%, 16% en 12.5% van de mutante allelen
in Belgié teruggevonden. Waarschijnlijk werd de mutatie in intron 10 reeds
geintroduceerd door het Romeinse leger. Later werden dan de intron 12
mutatie en de R408W mutaties aangevoerd, respektievelijk van overzee door
de Vikingen en vanuit het oosten door de Germanen. Sterker, een verdere
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daling van deze laatste mutatie van oost naar west, die geobserveerd kan
worden over heel Europa, doet zich voor in Belgié, terwijl een fysische
barriere, zoals de taalgrens of een belangrijke rivier, geen invioed heeft op de
genetische variabiliteit binnen Belgié.

Het gevonden genotype werd eveneens vergeleken met de klinische
gegevens van PKU patiénten. Hiervoor werd, uitgaande van de in de patiént
voorkomende mutaties, de residuele PAH aktiviteit, gebaseerd op deze
gemeten in expressie-experimeten, geschat. En, hoewel patiénten met een
lage of geen PAH aktiviteit meestal een lage fenylalanine tolerantie hebben,
kan geen korrelatie tussen deze beide parameters gevonden worden. Ander-
zijds hebben ook dragers van het PKU gen een verminderde PAH aktiviteit. In
deze studie zijn de normaalwaarden (normale individuén) familieleden, waar-
van de aanwezigheid van mutante allelen definitief uitgesloten kon worden op
basis van de haplotypering of de mutatie-screening. De molaire verhouding
tussen fenylalanine en tyrosine toonde een verminderde tolerantie voor
fenylalanine bij de dragers van PKU aan, maar er kon echter geen korrelatie
tussen deze Phe/Tyr waarde en de mutatie in de drager gevonden worden.

Hieruit kan besloten worden dat fenylketonurie inderdaad door moleku-
laire defekten in het gen, dat kodeert voor het fenylalanine hydroxylase, ver-
oorzaakt wordt, maar dat andere, nog onbekende, faktoren een belangrijke rol
spelen in het tot uiting komen van het PKU fenotype. Daarom kunnen enkel
intensieve biochemische testen klaarheid brengen in deze uiterst komplexe
transformatie van fenylalanine tot tyrosine en zijn deficiéntie in patiénten met
fenylketonurie.






APPENDIX

mutatie exon | Restr] HT oorsprong referentie
M1V 1 2 Frans-Canada John e.a.,1989
ATG-GTG

deletie 1-2 . Schotland Sullivan e.a., 1989
F39L 2 Australié Forrest e.a., 1989
TTC-TTG

L48S 2 4 Turkije Lichter-Konecki e.a., 1990
TTG-TCG Konecki e.a., 1991
1065T 3 9 Frans-Canada John e.a., 1930
ATT-ACT

deletie 3 Yeminieten Avigad e.a., 1990
exon 3

dl 94 3 2 Portugal Caillaud e.a., 1990
dCTA

R111X 3 4 Orientaal Wang e.a., 19893
CGA-TGA

R158Q 5 4 Germanen Dworniczak e.a., 1989
CGG-CAG Zwitserland Okano e.a.,1990a en b
Y204C 6 4 China Wang e.a., 1989b
TAT-TGT

E221G 6 3 Turkije Lichter-Konecki e.a., 1990
GAA-GGA Konecki e.a., 1991
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R243X
CGA-TGA

R243Q
CGA-CAA

L249F
CTT-TTT

R252W
CGGTGG

L2558
TTIG-TCG

A259V
GCC-GTC

R261Q
CGA-CAA

R261X
CGA-TGA

G272X
CGA-TGA

S273F
TCC-TTC

Y277D
TAT-GAT

E280K
GAA-AAA

P281L
CCT-CTT

IvVS7

F299C
TIT-TGT

L311P
CTG-CCG

W326X
TGG-TAG

10

Aval

Mspl

Hinfl

Ddel

BamHI

BamHl

Mspl

1-7

37

42

1-2

1-4

11

Hungarije

China

Kaukasiérs

Frankrijk

ltalié

Zwart- Amerika

Frankrijk

Frankrijk

Beigié

Zweden

Frankrijk+ Belgié

Frankrijk

Frankrijk

Arabieren

Kaukasiérs

ltalié

Kaukasiérs

Germanen

Orientaals

Wang e.a., 1990a

Wang e.a., 1991

Okano e.a., 1990b

Abadie e.a., 1989

Okano e.a., 1991b

Hofman e.a., 1991

Labrune e.a., 1991

Abadie e.a., 1989

Okano e.a.,1990a

Svensson e.a., 1990

Melle e.a., 1991

Melle e.a., 1991

Labrune e.a., 1991

Lyonnet e.a., 1989

Okano e.a., 1989, 1991b

Dianzini e.a., 1991

Okano e.a., 1989

Lichter-Konecki e.a., 1988a

Wang e.a., 1990b
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1HIS10

Y356X
TAC-TAA

dL 364
dCTT

R408W
CGGTGG

R413P
CGC-CCC

Y414C
TAC-TGC

IVS12

10

11

1

12

12

12

12

Ddel

HinDIll

Mediterraans

Orientaals

Zweden

Denemarken

China

Kaukasiérs

Denemarken

Kalaydjieva e.a., 1991a

Wang e.a., 1990b

Svensson e.a., 1990

DiLella e.a., 1987

Wang e.a., 1983b

Okano e.a., 1980b

DilLella e.a., 1986b
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