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1. EINLEITUNG

1.1 Klinische Symptomatik der Fanconi-Anadmie

Die Fanconi-Anamie (FA) ist ein seltenes autosomal-rezessiv vererbtes
Krankheitsbild, welches durch angeborene Fehlbildungen an verschiedenen
Organen, frihes Knochenmarksversagen sowie die Pradisposition zu Leukamien und
soliden Tumoren gekennzeichnet ist. Erstmals beschrieben wurde die Erkrankung
1927 von dem Schweizer Padiater Guido Fanconi. Die Pravalenz wird mit 1:200 000
(Digweed et al, 1996) bzw. 1: 1 Million (Joenje, Patel, 2001) angegeben. Das
Krankheitsbild ist heterogen und variiert von Patient zu Patient, weshalb die klinische
Diagnose oftmals erschwert ist. Zu den besonders haufigen Manifestationen gehdren
mit 51% der Kleinwuchs, mit 55% Hauthyperpigmentierungen und Cafe-au-lait-
Flecken, mit 43% Fehlbildungen der oberen Extremitaten (insbesondere
Radialstrahldefekte bis zur kompletten Radiusaplasie) und mit 32% urogenitale
Storungen bei mannlichen Patienten; bei den weiblichen hingegen nur zu 3% (Alter
et al, 2003). Seltener (< 30%) beobachtet werden Nierenfehlbildungen,
Mikrocephalie, Horstérungen, Strabismus und Herzfehler (de Kerviler et al, 2000;
German, 1973; Alter, 1993). Relativ selten (<10%) wird eine geistige Retardierung
gefunden. Neben einem initial niedrigen Geburtsgewicht kommt es haufig zu
Gedeihstorungen und Wachstumsretardierung (Alter et al, 1993 und 2003). Bis zu
80% der Patienten weisen Stérungen des endokrinen Systems auf
(Hyperinsulinamie, Wachstumshormon-Insuffizienz, Hypothyreose) (Wajnrajch et al,
2001). Im Mittelpunkt der hamatologischen Erkrankungen steht das
Knochenmarkversagen (Panzytopenie), jedoch besteht auch ein stark erhohtes
Leukamie-Risiko (AML). Im Erwachsenenalter kommt es im Rahmen der Fanconi-
Anamie besonders haufig auch zur frihzeitigen Entwicklung von soliden Tumoren.
Ganz Uberwiegend handelt es sich dabei um gynakologische und gastrointestinale
Neoplasien mit besonderer Haufigkeit von Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle
(Alter, 1993; Joenje, Patel, 2001). Allerdings sterben viele Patienten an
Knochenmarksversagen oder Leukamien, noch bevor sie andere Malignome
entwickeln. Die durchschnittliche Lebenserwartung der Patienten mit FA wird mit 20
Jahren (Berger et al, 1996) bzw. 24 Jahren angegeben (Kutler et al, 2003).



Auffallig werden die Patienten meist durch im Kindesalter beginnende rezidivierende
Infekte und anhaltende, schwer stillbare Blutungen, bedingt durch Versagen der
Blutbildung mit Thrombozytopenie, Granulozytopenie und Anamie. Eine progrediente
Entwicklung der Erkrankung fuhrt im Alter von 6 bis 9 Jahren schlieBlich zum
Knochenmarksversagen unter dem Bild einer Panzytopenie. Wegen der grofen
Variabilitat  des klinischen Erscheinungsbildes  bedarf  die  klinische
Verdachtsdiagnose der Bestatigung durch spezielle Laboruntersuchungen. Hierzu
gehoren der Nachweis spontaner Chromosomeninstabilitadt sowie der
Hypersensibilitat der Zellen gegenuber alkylierenden Substanzen oder der Nachweis
charakteristischer Zellzyklusstérungen in der DurchfluBzytometrie (D'Andrea et al,
1997). Die Kombination aus zytogenetischer und durchfluRzytometrischer Methode

hat sich in der diagnostischen Praxis bewahrt.

1. 2 Genetische Grundlagen der Fanconi-Andmie

Mit  Hilfe von  Komplementationsstudien = wurden  bislang elf FA-
Komplementationsgruppen (FANCA bis FANCJ, einschlieBlich D1 und D2)
identifiziert (Levitus et al, 2004 ). Die Definition einer Komplementationsgruppe erfolgt
entweder durch Fusion von Zellen jeweils zweier nicht verwandter FA-Patienten
(Levitus et al, 2004) oder durch retrovirale Transduktion eines bereits bekannten FA-
Gens in eine bisher nicht zugeordnete Zelllinie (Popp et al, 2003). Wenn nach der
Fusion die Sensitivitat der Zellhybride gegenuber der alkylierenden Substanz
Mitomycin C derjenigen von gesunden Zellen entspricht, ist dies der Hinweis darauf,
dass die beiden Mutationen der Zellen in Genen unterschiedlicher
Komplementationsgruppen zu finden sind. Im Fall der retroviralen Transduktion
bedeutet die Wandlung zum Wildtyp-Phanotyp, dass mit der Wildtyp-DNA eine
Korrektur des FA-Phanotyps stattgefunden hat, wodurch das defekte Gen durch das
Wildtyp-Gen ersetzt und somit identifiziert wurde Die Defekte in Zellen der
verschiedenen Komplementationsgruppen reflektieren jeweils den Ausfall eines
unterschiedlichen FA-Gens. (Duckworth-Rysiecki et al, 1985; Strathdee et al, 1992;
Joenje et al, 1995,1997). Bisher wurden 8 der verantwortlichen Gene identifiziert. Die
meisten Patienten des ,International Fanconi Anemia Registry” (IFAR) gehdren der
Komplementationsgruppe A an (65%), immerhin 15% der Gruppe C und 10% der

Gruppe G (Kutler et al, 2003). Die Zuordnung zu einer bestimmten



Komplementationsgruppe ist insofern von Bedeutung, als dass sie die
Mutationssuche erleichtert. Die Art der Mutation in dem jeweiligen Gen ist hinsichtlich
des Kklinischen Verlaufes und der Prognose von groRerer Bedeutung als die
Zugehorigkeit zu einer bestimmten Komplementationsgruppe. Ebenso ergeben sich
auf Grund der Kenntnis des ursachlichen Gendefektes auch verschiedene
Therapieoptionen (Kutler et al, 2003). Des weiteren ist die genaue Kenntnis des
Gendefektes von Bedeutung fur die pranatale Diagnostik sowie fur zukunftige

gentherapeutische Ansatze.

Die Proteine, welche von den FA-Genen kodiert werden, scheinen in der nicht
mutierten Form eine Rolle bei der Erkennung und Reparatur von DNA-Schaden
sowie bei der Regulation des Zellzyklus zu spielen. Dabei interagieren sie mit den
Genprodukten anderer Caretaker-Gene wie ATM (ataxia-teleangiectasia mutated
protein) und BRCA1 (breast cancer susceptibility protein 1), um Schaden in der DNA
zu erkennen und zu beseitigen. Als Antwort auf Schadigungen durch alkylierende
Substanzen wie Mitomycin C oder Diepoxybutan oder auch durch endogene
Schadstoffe wie Sauerstoffradikale bildet sich im Zytoplasma ein Komplex aus
mehreren FA-Proteinen, der nach Phosphorylierung in den Zellkern transportiert wird
und dort das FANCD2-Protein aktiviert. FANCD2 assoziiert sich im Zellkern mit
BRCAZ2. Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung von BRCA2, welches mit dem FA-
Gen FANCD1 identisch ist und die RAD51-Rekombinase an geschadigtes Chromatin
rekrutiert. Bei FA-Patienten ist die Bildung der aktiven Kernkomplexe aufgrund der
mutierten Gene gestort, so dass die Schadenserkennung und die folgenden

Reparaturvorgange nicht regelrecht stattfinden konnen (Kutler et al, 2003).

1. 3 Diagnostik bei Fanconi-Anamie

1.3.1 Chromosombruchanalyse

In kultivierten mononukledren Blutzellen von FA-Patienten finden sich bereits
spontan charakteristische Chromatidbriiche und Reunionsfiguren, die erstmals von
Traute Schroeder im Jahre 1964 beschrieben wurden (Schroeder et al, 1964). Nach
Behandlung der Zellen mit Mitomycin C (MMC) oder Diepoxybutan (DEB) erhéht sich
die Rate an geschadigten Chromosomen erheblich, was die Sensitivitat der FA-

Zellen gegenuber alkylierenden und DNA-vernetzenden Agentien belegt. Allerdings



weisen Patientenzellen haufig ein ungentigendes Wachstum auf, so dal nur wenige
brauchbare Metaphasen zur Verfiugung stehen. AuRerdem ist der Zeitaufwand fur die

Chromosomenbruchanalyse erheblich.

1.3.2 Durchflu3zytometrische Analyse

Die erheblich schnellere DurchfluRzytometrie kann sowohl zur Zellzyklusanalyse von
Blutlymphozyten, lymphoblastoiden Zellen als auch von Fibroblasten angewandt
werden. Vorteile des Verfahrens sind Schnelligkeit, statistische Sicherheit und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Subjektive Einschatzungen (wie bei der
Chromosenbruchanalyse) entfallen. Mit dem Pflanzenlektin Phytohamagglutinin
stimulierte Lymphozyten gesunder Spender durchlaufen innerhalb von 72 Stunden
bis zu vier vollstandige Zellzyklen, ohne dass die Zellen in irgendeinem
Zellzykluskompartiment arretiert werden. Im Gegensatz dazu akkumulieren Zellen
von FA-Patienten in den S- und G2-Phasen aufeinanderfolgender Zellzyklen, so dass
nur wenige oder Uberhaupt keine Zellen in den 3. oder 4. Zellzyklus gelangen
(Kubbies et al, 1985). Grundsatzlich werden Zellen in der G2-Phase arretiert, wenn
ihre DNA nicht vollstandig repliziert ist oder nicht reparierte DNA-Schaden aufweist.
Die typische Erhéhung der G2-Phasen-Fraktionen bei FA-Patienten reflektiert also
die hohe (endogene) Schadigungsrate der Patienten-Zellen (Seyschab et al, 1993).

1.3.3 Komplementationsanalyse

Es gibt zwei Verfahren, um FA-Patienten einer Komplementationsgruppe
zuzuordnen: Durch die Fusion verschiedener FA-Zellen und anschlieRender
Selektion (Joenje et al, 1995, 1997; Levitus et al, 2004), oder durch retroviralen
Gentransfer (Hanenberg et al, 2002). Das einfachere und schnellere Verfahren ist
der retrovirale Gentranfer: Die viralen Vektoren enthalten jeweils ein intaktes FA-
Gen, was in die ,Testzelle“ transfiziert wird. Bleibt nach der Transfektion die MMC-
Uberempfindlichkeit der Testzellen bestehen, so entspricht das transfizierte Gen
nicht dem defekten Gen der Testzelle. Kommt es umgekehrt zur Korrektur der MMC-
Sensitivitat, so ist damit belegt, dass das transfizierte Gen dem defekten Gen der

Testzellen entspricht, d.h. es kommt zur funktionellen Komplementation.



1.3.4 Mutationsanalyse

Durch Mutationsanalysen konnen direkt Aussagen uber die Art und Lage der

Mutation gemacht werden. Bisher wurden Gene und deren Mutationen von 8

Komplementationsgruppen kloniert (Levitus et al, 2004; Joenje and Patel 2001). lhre

Eigenschaften sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Tab. 1 : Fanconi-Anamie-Genfamilie: Charakteristika der Gene und ihrer Produkte

Gen % | Chromosom | Exons | mMRNA | AA Protein | Konserv. | Motive
(kb) (kDa)
FANCA |70 | 16924.3 43 5.5 1456 | 163 Nein NLS; LZ
FANCD1 | <5 | 13912 27 3418 | 384 Nein NLS,
BRC-
Repeats
FANCC 8 |9922.3 14 4.7 558 |63 Nein LZ (?)p53
binding?
FANCD2 | <5 | 3p25.3 44 4.4 1451 | 166 Ja HMG-like
FANCE |<5 |6p21.3 10 2.6 536 |60 Nein 2 NLS
FANCF | <5 |11p15 1 1.2 374 |42 Nein ROM?
FANCG |12 | 9p13 14 2.7 622 |68 Nein =XRCC9;
LZ
FANCL 2p16.1 14 1.678 | 375 |43 Ja, Zinkfinger
identisch
mit
PHF9
Abkurzungen:

% = Prozentsatz der Patienten europ. Ursprungs mit Mutationen im betreffenden FANC-Gen
NLS = Kernlokalisierungssignal
LZ = Leuzin-Zipper (Protein-Protein-Interaktionssignal)
HMG = High Mobility Group Proteins (DNA-Bindungsmotive von Nicht-Histon-Kernproteinen
und Transkriptionsregulatoren)
ROM = RNA-Modulator1

menschl. DNA-Reparaturgen, welches die Mitomycin C- und UV-sensitive

XRCC9 =

Chinesische Hamsterzellinie UV40 komplementiert

Konserv. = evolutiondr konservierte Sequenzmotive und Ahnlichkeiten zu bekannten Genen

in den verfugbaren Datenbasen




Die genaue Kenntnis der krankheitsverursachenden Mutationen ist aus folgenden
Grinden wichtig: a) Der Mutationsnachweis bestatigt die Ergebnisse klinischer und
funktioneller Diagnostik und schlie3t andere Ursachen (z.B. Phanokopien) des
Krankheitsbildes aus. b) Eine charakterisierte Mutation dient zur Etablierung von
Genotyp-Phanotyp Korrelationen, welche zur Beurteilung des wahrscheinlichen
Krankheitsverlaufes (= Prognose) wichtig sind. c) Ist die Mutation bekannt, so
ermoglicht dieses Wissen die Diagnostik bei weiteren Familienangehorigen bzw. eine

direkte pranatale Diagnostik.

1.4 Therapieanséatze bei Fanconi-Anamie

1.4.1 Knochenmarkstransplantation (KMT)

Als kurativer Ansatz hinsichtlich der hamatologischen Erkrankungen der FA-
Patienten kommt zur Zeit nur die Knochenmarkstransplantation (KMT) in Frage
(Gluckmann, 1996). Jedoch hangt der Erfolg einer solchen Transplantation
entscheidend von der Verfugbarkeit eines passenden Spenders ab. Das beste
Ergebnis ist bei MHC- identischen Geschwisterspendern (MHC matched sibling) zu
erwarten (Guardiola et al, 1998). Nach den Erbregeln besteht eine
Wabhrscheinlichkeit von 1:4, dass ein Geschwister denselben MHC-Typ hat wie der
Patient, so dass bei den meisten der heutigen Kleinfamilien mit nur 1 oder 2 Kindern
kein geeignetes Geschwisterkind als KM-Spender zur Verfigung steht. Zur
Konditionierung vor der KMT werden Zytostatika und Bestrahlung eingesetzt.
Allerdings muf3 bei dieser Konditionierung auf die erhdhte Sensitivitat der FA-
Patienten gegenulber zytotoxischen Medikamenten Rulcksicht genommen werden.
(Flowers et al, 1993). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dem Patienten
Stammzellen aus dem Nabelschnurblut eines neugeborenen Geschwisters zu
transplantieren. Hierzu mul bei dem ungeborenen Geschwisterspender vorgeburtlich
eine Fanconi-Anamie ausgeschlossen werden. Nabelschnurblut eines gesunden
Geschwisterkindes kann auch eingefroren werden, um zu einem spateren Zeitpunkt
zur Verfigung zu stehen (Gluckmann et al, 1989). Fremdspender-Transplantationen

sind weniger erfolgreich und mit einem viel hoheren Risiko behaftet.



1.4.2 Medikamentdse Therapie

Die Alternative zur KMT, besonders bei Patienten ohne passende
Knochenmarkspender, besteht vor allem in der Gabe von Androgenen zur
Stimulation der Hamatopoiese. Nach Androgen-Gabe werden Erythrozyten und
Thrombozyten wieder vermehrt gebildet. Die Leukozyten bleiben haufig unbeeinfluf3t.
Nebenwirkungen der Therapie sind vor allem lkterus und Leberadenome, seltener
Virilisierung. Cortison wird in niedriger Dosierung zur Normalisierung der
Knochenreifung gegeben, welche durch Androgene beschleunigt wird. Rein
unterstitzende  Malnahmen sind  Bluttransfusionen mit  Erythro- und
Thrombozytenkonzentraten. Dabei missen die Spenderleukozyten vorher entfernt
werden, um das Risiko einer Unvertraglichkeit zu minimieren. Bei der Gabe von
Erythrozytenkonzentraten ist zu beachten, dass eine Eisenlberladung des Korpers
vermieden werden soll, z.B. durch Gabe eines Chelatbildners. Vor
Knochenmarkstransplantation durfen keinesfalls Blutprodukte von einem potentiellen
Spender Ubertragen werden, da sonst eine Immunisierung stattfindet. Eine weitere
Moglichkeit der medikamentosen Therapie stellt die Gabe von Wachstumsfaktoren
dar. Am haufigsten wird Granulozyten-stimulierender Faktor (G-CSF) verwendet,
welcher vor allem das Wachstum von neutrophilen Granulozyten anregt. Da FA-
Zellen besonders sauerstoffempfindlich sind (Schindler and Hoehn, 1988), werden

viele Patienten auch mit Antioxidantien behandelt.

1.4.3. Somatische Gentherapie

Da das menschliche Knochenmark leicht zuganglich ist, sollte die gentherapeutische
Veranderung von Knochenmarkstammzellen ein vielversprechender therapeutischer
Ansatz bei der Fanconi-Anamie sein. Zur Erprobung der Gentherapie wurde eine
Studie mit drei Patienten der Komplementationsgruppe C durchgefuhrt (Otsuki et al,
1998). Hierflir wurde die Wildtyp-cDNA von FANCC ex-vivo in hamatopoietische
Stammzellen transduziert. Dieser Weg sollte zur Heilung fuhren, sofern die
korrigierten Zellen einen Selektionsvorteil besitzen und mit der Zeit das gesamte
hamatopoietische System ersetzen. Stammzellen aus dem Blut der Patienten wurden
mit G-CSF stimuliert und nach erfolgter Transduktion mit der cDNA den Patienten
wieder zugefuhrt. Ein Problem, welches eine solche Therapie erschwert, ist die
niedrige Effizienz der retroviralen Transduktion. Leider liel® sich bei den bisherigen

Versuchen ein dauerhafter Erfolg der Gentherapie nicht nachweisen. (Otsuki, 1998).



1.5 Fragestellung

Trotz erheblicher Fortschritte in der Behandlung mittels KMT und Medikamenten
bleibt die Fanconi-Anamie fur die Mehrzahl der Betroffenen eine sehr
schwerwiegende und lebensbedrohliche Erkrankung. Insbesondere Eltern, die
bereits ein oder mehrere erkrankte Kinder haben, entscheiden sich bei weiteren
Schwangerschaften nicht selten fur eine pranatale Diagnostik. Wie oben beschrieben
erfolgt die Bestatigung der klinischen Verdachtsdiagnose einer FA durch eine Reihe
von Laboruntersuchungen. Diese reichen von der funktionellen Analyse auf der
Zellebene bis zur Mutationsanalyse auf der molekularen Ebene. Das gesamte
Spektrum der diagnostischen Methoden kann ebenso zur pranatalen Diagnostik
eingesetzt werden. Wie die Tabelle 2 zeigt, ergeben sich bei der pranatalen
Diagnostik ganz unterschiedliche Ausgangssituationen, welche jeweils entsprechend

andere diagnostische Methoden erfordern.

Tabelle 2: Ausgangssituationen bei der pranatalen Diagnostik der Fanconi-Anamie.
Die unterschiedlichen anamnestischen und diagnostischen Vorinformationen werden
den Kategorien | bis Il zugeordnet (nach D. Schindler, Institut fir Humangenetik der

Universitat Wurzburg).

Kategorie/Situation pranatale Testung Material

I: keine FA in der Familie
. Amnionzellen,
bekannt, jedoch auffalliger funktionell

Ultraschallbefund

Nabelschnurblut

II: bereits betroffenes
Kind, Amnionzellen,
. funktionell
Komplementationsgruppe Nabelschnurblut

und Mutation unbekannt

lll: bereits betroffenes
indirekte Genotypisierung,

Kind, ) Chorionzellen,
funktionell,
Komplementationsgruppe o . Amnionzellen,
o teilweise direkte
bekannt, Mutation in . _ Nabelschnurblut
Gendiagnostik

manchen Fallen bekannt




Es ist die Zielsetzung dieser Arbeit, die verschiedenen Ansatze der pranatalen
Diagnostik zum Ausschluss bzw. zur Bestatigung einer FA anhand der im Institut fur
Humangenetik der Universitat Wurzburg durchgefuhrten Untersuchungen zu

dokumentieren.



2. METHODEN

2. 1. Fruchtwasserzellkultur

Fir die Kultur von Amnionzellen werden 10-15 ml Fruchtwasser (FW) verwendet.
Das FW wird zundchst zentrifugiert (1100 rpm; 10 min), und der Uberstand wird
verworfen. Die gewonnenen Zellen werden auf zwei Ansatze (einer mit, einer ohne
FCS) mit jeweils 4 ml RPMI-Medium (+ 1% Gentamycin sowie BrdU) verteilt und in
Kulturflaschen gesat, wobei MMC in Konzentrationen von 0, 10 oder 30 ng/ml
zugegeben wird. Nun werden die Zellen sechs Tage bei 37°C mit 5% CO; kultiviert.
Ein Mediumwechsel wird alle zwei bis drei Tage durchgefuhrt. Nach 10-12 Tagen ist
mit einer brauchbaren Anzahl von Zellklonen zu rechnen. Zum Abbruch der Kultur
werden 0,2 ml Colcemid in die Kulturflasche gegeben und Uber 3 h bei 37°C
inkubiert. Das Medium wird abgenommen, und die Kulturflasche mit 2 ml PBS
nachgespult. Zum Ablésen der adharenten Zellen werden 4 ml Trypsin zugegeben.
Die Zellsuspension wird abzentrifugiert (1100 rpm; 10 min). Der Uberstand wird
verworfen, und das Zellpellet mit der hypotonen KCI-Losung resuspendiert. Nach 15
min bei 37°C wird wieder zentrifugiert (1100 rpm; 10 min), der Uberstand verworfen,
und das Zellpellet in ein Fixativ aus Methanol und Eisessig (1:3) aufgenommen und
fur 30 min bei -20°C gelagert. Danach wird zentrifugiert (1100 rpm; 10 min), der
Uberstand verworfen, wieder mit Fixativ resuspendiert, erneut zentrifugiert. Das
Zellpellet kann sowohl fur die Chromosomenanalyse, fur die Durchflul3izytometrie als

auch zur DNA-Extraktion verwendet werden.

2.2 Kultur von Chorionbiopsiematerial

2.2.1 Kurzzeitkultur

Dem RPMI-Medium werden1% Gentamycin, Glutamin, PenStrep und FCS sowie
BrdU zugesetzt (ein Ansatz wird ohne FCS vorbereitet). Bevor das Zottenmaterial
verarbeitet werden kann, mussen die kindlichen von den mutterlichen Zellen unter
dem inversen Mikroskop separiert werden. Danach wird das Material in Petrischalen
mit dem vorbereiteten Medium und MMC in verschiedenen Konzentrationen (0, 10
und 30 ng/ml) gegeben und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Danach wird Colcemid
(auf 2 ml Medium 0,1 ml Colcemid) hinzugesetzt und Uber 3 h bei 37°C inkubiert.
Nach Absaugen des Uberstandes wird Natriumcitrat fiir 20 min hinzugefigt,

zentrifugiert, und fur 20 min bei Raumtemperatur fixiert (Eisessig und Methanol, 1:3).
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Das Pellet wird mit Essigsaureldosung (0,5 ml; 60%) fur 15-25 min behandelt. Danach
konnen aus dem Material Praparate flir die Chromosomenanalyse hergestellt
werden, wobei die Zellsuspension nach Abtrennen der Zottenbaumchen auf
Objekttrager aufgetragen wird. Alternativ kann jetzt DNA-Isolation erfolgen oder die

Farbung der Zellen fur die DurchflulRzytometrie.

2.2.2 Langzeitkultur

Hierfur werden die Zottenbdumchen in Petrischalen mit Chang-Medium
(supplementiert mit + 1% Gentamycin), welches mit verschiedenen Konzentrationen
an MMC versetzt ist (0, 10 und 30 ng/ml), eingelegt und bei Bedarf Gber Nacht bei
37°C kultiviert, falls die Verarbeitung nicht noch am selben Tag erfolgen kann. Am
nachsten Tag werden 2 ml Trypsin fur 1 h Inkubationszeit dazugegeben, danach
erfolgt der Zusatz von 2 ml Kollagenaseldsung fur weitere 3 h. Nun wird der gesamte
Ansatz zentrifugiert (1100 rpm; 10 min), der Uberstand verworfen, und die Zellen
werden mit RPMI-Medium (+ 1% Gentamycin, Glutamin, PenStrep und FCS bzw.
kein FCS) resuspendiert. Die jeweilige Suspension wird in eine Kulturflasche
gegeben und fur 6 Tage bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Die weitere Handhabung

der Zellen orientiert sich am Protokoll fir Amnionzellkultur.

2.3. Kultur von Blutlymphozyten

Aus 3-10 ml heparinisiertem Vollblut (Versand und Lagerung bei Raumtemperatur)
werden Lymphozyten isoliert und in Kultur genommen. Die Verarbeitung sollte
moglichst innerhalb von 24 h erfolgen. Alle Arbeitsschritte mussen steril durchgefuhrt
werden. Die Isolation der mononuklearen Zellen erfolgt mittels Ficoll-Paque-Technik:
Das Plasma wird durch Zentrifugation (1200 rpm, 10 min) von den zellularen
Bestandteilen getrennt und verworfen. Dieses Volumen wird durch HBSS (Hanks
Balanced Salt Solution; PAA Laboratories GmbH; Linz) ersetzt, und die entstandene
Suspension noch einmal im Verhaltnis 1:2 mit HBSS verdinnt. Jeweils 3 ml Ficoll-
Paques (Amersham Pharmacia Biotech AB, Freiburg) werden mit 4-10 ml des
verdinnten Blutes Uberschichtet und zentrifugiert (2100 rpm, 30 min, 4°C). Der
HBSS-Uberstand wird verworfen. Es bleibt ein mit Lymphozyten angereicherter Ring
an der Phasengrenze ubrig, welcher vorsichtig abgenommen und mit HBSS
suspendiert wird. Nach Waschung und Zentrifugation (900 rpm, 15 min) wird das

Zellpellet in RPMI 1640-Medium geldst, und einige pl dieser Suspension werden mit
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10 ml Essigsaure (1%; Merck, Darmstadt) versetzt. Zur Einstellung der Zelldichte auf
1 x 10° Zellen/ml werden 10 pl dieses Gemisches mit derselben Menge Trypanblau
0,2% (Boehringer Mannheim) gemischt und in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
(Brand; Wertheim) ausgezahlt. Zur Kultivierung der Zellen werden zwei Ansatze (mit
und ohne BrdU; Sigma) hergestellt. Das RPMI- Medium wird in 50 ml-Kulturflaschen
vorbereitet. Das Lektin Phytohamagglutinin (PHA) dient als Mitogen, die Zugabe von
2'-Deoxycytidin dient der Verhinderung potentieller unerwunschter Wirkungen von
BrdU, da es reversible Bindungen damit eingeht. Jeweils 0,5 ml Zellsuspension
(entsprechen 1 x 10° Zellen/ml) werden in die Kulturflaschen gegeben. Mitomycin C
wird in unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt (0, 5, 10 und 50 ng/ml). Zur
Vermeidung von lichtinduzierten Chromosomenbruchen in Anwesenheit von BrdU
werden die Flaschen mit Silberfolie umwickelt und aufrecht fur 72 h bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Die Ernte erfolgt unter Abdunklung. Die Zellsuspension wird
zentrifugiert (900 rpm, 15 min), der Uberstand verworfen und das Pellet in 1,5 ml
Einfriermedium (RPMI 1640 80%, FCS 10%, DMSO 10%) gel6st. Die Proben werden
bei -20°C bis zur Messung gelagert.

2.4 Zellpraparation und Farbung fur die DurchfluRzytometrie

Fir zweiparametrige Messungen wird der Uberstand nach Auftauen der Zellen im
Wasserbad bei Raumtemperatur und Zentrifugation (1100 rpm, 8 min) verworfen,
und das Pellet in 1,2 yg/ml Hoechst 33258-Farbepuffer (4°C, geldst in Ampuwa;
Stammlosung Hoechst 33258 2 mg/ml in Ampuwa; Sigma) suspendiert. Die
Inkubation findet bei 4°C im Dunkeln fur 15 min statt. Danach wird Ethidiumbromid-
Farbepuffer in einer Konzentration von 1,5 ug/ml dazugegeben und fur weitere 15
min bei 4°C inkubiert. Die Messung muss innerhalb einiger Stunden erfolgen. Bis
dahin mussen die Zellen vor Lichteinwirkung geschutzt werden. Die Farbung der
Zellproben fur einparametrige Messungen orientiert sich am Protokoll fur
zweiparametrige Messungen. Gegebenenfalls werden die Zellproben aufgetaut und
in jedem Fall zentrifugiert. Das Zellpellet wird dann jedoch in einer DAPI-Farbeldsung

suspendiert und nach zumindest 15-minutiger Farbung vermessen.

2.5 Zellzyklusanalyse
PHA-stimulierte Lymphozyten von gesunden Kontrollspendern sind in der Lage,

innerhalb von 72 Stunden bis zu vier vollstandige Zellzyklen zu durchlaufen. Blut-
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und Hautzellen von Fanconi-Anamie-Patienten hingegen zeigen eine Stérung der
Zellzyklusprogression, die sich typischerweise als Akkumulation von Zellen in der
G2-Phase manifestiert (Kubbies et al, 1985; Schindler et al, 2002). Ursache der
Progressionsstorung ist die konstitutiv erhdhte Zahl genomisch geschadigter Zellen
bei FA-Patienten, die auf Grund dieser Schadigung den normalen Replikations-und
Teilungszyklus nicht regelrecht durchlaufen kénnen (Kubbies et al, 1985; Seyschab
et al, 1993). Mittels DurchfluBzytometrie kann die fur FA-Zellen pathognomonische
Akkumulation in sukzessiven G2-Phasen erfasst und quantifiziert werden. Hierzu
eignet sich besonders die zweiparametrige Messung: Dabei kann einerseits die
Gesamt-DNA-Menge (2c¢ vs. 4c DNA-Gehalt) durch Ethidiumbromid-Fluoreszenz
sichtbar gemacht werden. Andererseits kann durch die Substitution von Thymidin
durch Bromdeoxyuridin (BrdU) wahrend der semikonservativen DNA-Replikation die
Anzahl der sukzessiven Zellteilungen dargestellt werden. Grundlage hierfur ist die
Verringerung der Hoechst 33258-spezifischen Fluoreszenz durch BrdU-substitutierte
DNA (sogenannter ,Quench-Effekt‘) (Rabinovitch et al, 1988; Poot et al, 1994).
Hoechst 33258 ist ein nicht interkalierendes Fluorochrom, welches bevorzugt an AT-
bzw. A-BrdU-reiche Sequenzen in der DNA bindet (Southwick, 1990). Nach
Anregung mit Licht im UV-Bereich lasst sich die BrdU-Substitutionsrate der zellularen
DNA anhand der Fluoreszenzintensitat im charakteristischen Emissionsmaximum bei
465 nm bestimmen (Anregung bei 350 nm, Emission bei 450-500 nm) (Rabinovitch et
al, 1988). Hingegen bindet Ethidiumbromid kovalent und basenunspezifisch an DNA.
Die EB-spezifische Fluoreszenz reflektiert daher die Oszillation des 2c/4c-DNA-
Gehaltes wahrend des mitotischen Zellzyklus. Nach Doppelfarbung mit EB und
Hoechst 33258 werden die Zellen uber eine Kapillare im Durchflulizytometer
hydrodynamisch fokussiert. Mit Flussgeschwindigkeiten von mehreren tausend pro
Minute passieren die Zellen die Messkammer, wo sie vom Anregungslicht getroffen
werden (Haynes, 1988). Der Gesamtlichtimpuls beider verwendeter Farbstoffe wird
Uber Filter fur verschiedene Wellenlangen separat erfasst und auf zwei
Photomultiplier Ubertragen. Fur die Messungen der Zellproben wurde das
DurchfluBzytometer LSR1 von BD (Becton Dickinson, Heidelberg) mit der Software
Cellquest zur Datenaufnahme verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der Software

M Plus von Phoenix Flow Systems.
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2.6 Exemplarische Darstellung der durchfluRzytometrischen

Analyse

Die Tafeln A bis D der Abbildung 2.1 zeigen

wﬂ‘:giii?‘:j B zweiparametrige zweidimensionale Zyto-
B gramme von Blutlymphozyten. Dabei
E reprasentiert die Abszisse die BrdU/
0]
o Hoechst 33258-Fluoreszenz, die Ordinate
o)
o) die Ethidiumbromid-Fluoreszenz. Die
=) L L -
T it einzelnen Zellzyklen (1 bis 4) und ihre
E Cc 3. Zykius entsprechenden Kompartimente (GO-G1, S,
g G2) wurden zur lllustration eingerahmt.
=
=
=
=
L
D
L
G1"
F o
il
BrdU/Hoechst33258-

Fluoreszenz

Abbildung 2.1. nach: Schindler u.
Hoehn, 1999. Modifiziert von D.
Wiesel.
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Die Abbildung 2.2 zeigt einen Vergleich einer zweiparametrigen zweidimensionalen
Messung von einer Negativkontrolle und einem FA-Patienten. Hierbei ist der hohe
Anteil an Zellen in den G2-Phasen des 1. bis 3. Zellzyklus beim Patienten deutlich
sichtbar, ebenso wie der fehlende 4. Zellzyklus. Die Negativkontrolle hingegen zeigt
keine solche Akkumulation von Zellen in den G2-Phasen, und ein 4. Zellzyklus lasst

sich erkennen.
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Abbildung 2.2. aus: Schindler u. Hoehn, 1999.

In Abbildung 2.3 ist eine einparametrige eindimensionale Messung dargestellt. Dabei
wird jeweils eine Analyse von Amnionzellen ohne (A) bzw. mit Behandlung durch
MMC (B) gezeigt. Die Abszisse reprasentiert den DNA-Gehalt der Zellen in den
einzelnen Zellzykluskompartimenten, die Ordinate die Zellzahl. Einzelne Zellzyklen
konnen nicht unterschieden werden; aufgetragen ist immer die Gesamtzellzahl eines
bestimmten Zykluskompartimentes. Auffallig ist der erh6hte G2-Peak in Abb. B nach
MMC-Behandlung.
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Abbildung 2.3
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Zur Verdeutlichung der Unterschiede zwischen Kontrollen und FA-Patienten zeigt die
Abbildung 2.4 einen Vergleich von eindimensionalen einparametrigen Messungen
von Amnionzellen: Die Zellen des Patienten (mittlere Spalte) weisen ohne MMC-
Behandlung (obere Abbildung) eine ahnlich niedrige G2-Phase auf wie die der
Kontrolle (links oben). Nach MMC-Behandlung (untere Abbildungen) kommt es
jedoch zu einer deutlichen Erhéhung des G2-Phasen Peaks als Ausdruck der
erhohten MMC-Sensitivitat von FA-Zellen. Der Befund entspricht damit einer

positiven Kontrolle (Patient mit bekannter FA).

Neg. Kontrolle Patient Pos. Kontrolle (FA)
®)
=
=

G2 o

i

= G2 @
E

O G2

N

O

=

G2 %

=

DNA-Gehalt

Abbildung 2.4

2.7 Zellwachstumsanalyse von Amnionzellen

Die Amnionzellen werden in Parallelansatzen mit verschiedenen Dosen Mitomycin C
(MMC; 0, 0,5, 1 und 2ng/ml) behandelt. Die Zellproliferation wird jeweils bei normaler
Umgebungssauerstoffkonzentration (20% Vol/Vol) sowie bei erniedrigter Sauerstoff-
konzentration (5%  Vol/Vol) analysiert, da FA-Zellen bei erniedrigter
Sauerstoffkonzentration ein verbessertes Wachstum zeigen. Die Zellzahlung erfolgt

Uber einen Zeitraum von 3-6 Tagen.
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2.8 Mutationsanalyse

2.8.1 DNA-Isolation und PCR

Voraussetzung fur die Mutationsanalyse ist die erfolgreiche Zuordnung des Patienten
zu einer der bisher bekannten Komplementationsgruppen. Diese Zuordnung erfolgt
durch die Transduktion der Patientenzellen mit retroviralen Vektoren, welche jeweils
eines der bisher bekannten FA-Gene beinhalten (Hanenberg et al, 2002). Zur
Durchfihrung der Mutationsanalyse muss Patienten-DNA aus entsprechenden
Zelllinien oder DNA aus Amnionzellen bzw. Nabelschnurblutzellen des Foeten isoliert
werden. Dies erfolgt mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit. Durch
Inkubation des jeweiligen Gewebes oder des Blutes mit einem speziellen Puffer in
Anwesenheit von Proteinase K erfolgt die Zelllyse. Anschlielend werden die
Nukleinsauren spezifisch in Gegenwart eines chaotropen Salzes an
Glasfaseroberflachen gebunden. Durch Zentrifugation mit Passage durch das
Glasfaservlies wird die Filterung der DNA erreicht. Das Material liegt nach einem
Waschvorgang frei von allen Begleitsubstanzen isoliert vor. Die Elution wird mit Tris-
Puffer durchgefihrt. Mit Hilfe der PCR (polymerase chain reaction) kdnnen die zu
untersuchenden Exons unter Verwendung der entsprechenden Primer amplifiziert
und anschlieBend sequenziert werden. Die PCR besteht aus einer repetitiven
Abfolge (30-35 Zyklen) folgender Schritte:

1. Denaturierung des DNA-Matritzenstranges bei 95°C

2. Hybridisierung der Primer (18-30 bp) an ihre komplementare Zielsequenz auf dem
Matritzenstrang (,annealing-Phase“ bei 54-68°C)

3. Elongation der DNA-Kette durch die DNA-Polymerase bei 72°C

Die optimalen Bedingungen (Temperatur und Inkubationszeiten) mussen flr jedes
DNA-Fragment in Abhangigkeit von Primern und Template neu ermittelt werden. Die
jeweiligen Primer fur die Exons der verschiedenen FA-Gene finden sich in den

entsprechenden Publikationen (z.B. Wijker et al, 1999).

2.8.2 DNA- Sequenzierung

Zur Sequenzierung von DNA wird die Didesoxy-Methode nach der Sanger et al.
(1977) angewandt. Durch den Einbau von 2°,3 -Didesoxyribonukleotiden (ddNTP)
wird ein Abbruch der DNA-Polymerisation hervorgerufen, da fur die Knupfung einer
neuen Phosphodiesterbindung keine freie 3'-OH-Gruppe vorhanden ist. Enthalt das

Reaktionsgemisch sowohl dNTPs als auch markierte ddNTPs, so kann statistisch
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gesehen an jeder Nukleotidposition ein Kettenabbruch stattfinden, wobei dann
unterschiedlich lange Fragmente entstehen, die jeweils an ihrem Ende eine
Markierung tragen. Alle zur Sequenzierung notwendigen Reagenzien aul3er Primer
und Template sind im ABI PRISM Dye Terminator Sequenzing Kit (PE Biosystems)
enthalten. Markiert sind die ddNTPs jeweils mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Die
Unterscheidung der Basen erfolgt Uber das spezifische Emissionsmaximum des
detektierten Farbstoffs. Zur Amplifikation wird die thermostabile AmpliTag-DNA-

Polymerase verwendet.

Ansatz:

1 ul Primer (10 pmol)

2yl ,BigDye" Terminator Ready Reaction Mix
2-6 pl gereinigte DNA

ad 10 pl HPLC-H,0

Die Reaktion wird unter Verwendung des folgenden Temperaturprogramms in 0,2 pl

Mikroreaktionsgefalten im Thermocycler Primus 96 plus durchgefuhrt:

1. Denaturierung: 96°C 30 sec. 25 Zyklen
2. Annealing: 59°C 10 sec. 25 Zyklen
3. Elongation: 60°C 4 min 25 Zyklen

AnschlieRend wird die DNA mit 100% Ethanol und 3 M Natriumacetat ausgefallt und
mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wird getrocknet und danach fur die Messung
in ,Template Suppression Reagent® aufgenommen. Nach Denaturierung der DNA bei
92°C kann die Probe bis zur Sequenzierung bei 4°C gelagert werden. Zur
automatischen Sequenzierung wird der ABI PRISM 310 Genetic Analyser verwendet.
Die DNA-Fragmente werden elektrophoretisch aufgetrennt, gefolgt von der Detektion
des Emissionsspektrums der jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff-markierten Base.
Hierzu werden die Bedingungen der vorhergehenden Polymerisationsreaktion so
gewahlt, dass ein Kettenabbruch an jeder Stelle mit derselben Wahrscheinlichkeit
stattfindet, wodurch die genaue Basenabfolge mithilfe der entsprechenden Software

erstellt werden kann.
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3. ERGEBNISSE

Die Voraussetzungen fur die pranatale Diagnostik zum Ausschluss einer Fanconi-
Anamie sind je nach Anamnese und Art der Vorinformationen unterschiedlich.
Dementsprechend ergeben sich verschiedene diagnostische Kategorien (vgl.
Tabelle 1). Vorgehen und Ergebnisse der Falle in den unterschiedlichen Kategorien
werden im Folgenden in der Form von Kasuistiken dargestellt. Soweit nicht anders
vermerkt konnten die Ergebnisse der pranatalen Diagnostik postnatal bestatigt

werden.

3. 1 Préanatale Diagnostik bei Familien der Kategorie |

In diesen Fallen sind in der Familie bisher keine Patienten mit FA bekannt, bzw. die
Verdachtsdiagnose FA bei Kindern aus fruheren Schwangerschaften ist nicht
gesichert. Die Indikation zum pranatalen Ausschluss einer FA beruht zumeist auf
sonographischen Auffalligkeiten. Da bezlglich FA keine weiteren Informationen
vorliegen, beschrankt sich die pranatale Diagnose auf die funktionelle Analyse von

Chorionzellen, Amnionzellen oder Zellen des Nabelschnurblutes.

3.1.1 Kategorie I, Familie 1:

Das erste Kind von Familie B. hatte eine Radiusaplasie. Es wurde aulierdem eine
erhohte Chromosomenbruchigkeit berichtet. Die Diagnose FA konnte im Rahmen
von auswartigen Voruntersuchungen jedoch nicht gesichert werden. In der jetzigen 2.
Schwangerschaft ~ wurden auf  Wunsch der Familie Amnionzellen
durchflulzytometrisch untersucht. Das Ergebnis war unauffallig. Ebenso war die
endogene wie auch die DEB-induzierte Chromosomenbrichigkeit in den
Fruchtwasserzellen gegenuber den Normwerten nicht erhdht, wie eine auswarts

durchgefuhrte Untersuchung zeigte. Abbildung 3.1 zeigt die einparametrigen

Messungen der Amnionzellen ohne bzw. mit 10 ng/ml MMC-Zusatz. Nach
Behandlung mit MMC erhoht sich die G2/M-Phase von 9 auf 23%. Diese Erhohung
befindet sich noch im Bereich von Kontrollzellen (vgl. Abbildung 2.4 unter Material
und Methoden). Sie ergibt also keinen sicheren Hinweis auf eine erhdhte MMC-

Sensitivitat.
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Abbildung 3.1

Abbildung 3.2 zeigt die entsprechenden__zweiparametrigen Messungen der

Amnionzellen ohne bzw. mit 10 ng/ml MMC-Zusatz. Fur diese Messungen wurden
die BrdU-exponierten Zellen sowohl mit Ethidiumbromid als auch mit Hoechst 33258
gefarbt. Eine spontane Blockierung der proliferierenden Zellen in den G2-Phasen war
nicht zu beobachten (10,8% Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus ohne MMC;
13,7% nach MMC-Zugabe). Auch die 2G2/GF lag mit 0,25 bzw. 0,29 im Bereich der
Werte von Kontrollpersonen.
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3. 1. 2 Kategorie I, Familie 2:

Frau S. hatte bereits 5 Fehlgeburten in der Anamnese. In der 22. Woche der
aktuellen Schwangerschaft fielen in der Sonographie eine einseitige Radiusaplasie,
eine verkurzte Ulna, eine singulare Nabelschnurarterie sowie ein Herzvitium beim

Foeten auf.

20



Differentialdiagnostisch  kamen hier Zellzyklus). Ebenso war die *G2/GF
das TAR-Syndrom, das Holt-Oram- mit 0,153 gegenuber Negativkontrollen
Syndrom sowie die FA in Frage. Es nicht erhoht.

wurde die DurchfluRzytometrie von

112
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Abbildung 3.4 =zeigt das Ergebnis der zweiparametrigen Messung der
Nabelschnurblutzellen im Vergleich zu postnatal gewonnenen Werten aus
unbehandelten Blutlymphozyten von gesicherten FA-Patienten (FA), Patienten mit
Aplastischer Anamie (AA) und Negativkontrollen (CON). Der Wert von Frau S. ist mit
PAT gekennzeichnet. Es zeigt sich, dass der Messwert von Frau S. im Bereich der

Kontrollen liegt.
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3.1.3 Kategorie |, Familie 3:

Aufgrund einer Radiusaplasie und weiterer nicht naher beschriebener auffalliger
sonographischer Befunde beim Foeten von Frau S. erfolgte nach der 20.
Schwangerschaftswoche (SSW) eine Zellzyklusanalyse von Nabelschnurblutzellen.
Das Ergebnis sprach gegen die Diagnose FA. Abbildung 3.5 zeigt zweiparametrige
Messungen der Nabelschnurblutzellen ohne (Abb. li.) und mit MMC-Zusatz (50 ng/ml;
Abb. re.). Eine spontane Blockierung der proliferierenden Zellen in den G2-Phasen
war ohne MMC nicht zu beobachten (1,4 % Zellen in der G2-Phase des 1.
Zellzyklus). Ebenso war die 2G2/GF mit 0,179 gegenuber Negativkontrollen nicht
erhoht. Die 2G2/GF erhdhte sich mit MMC auf 0,423. Der Anteil der Zellen in der G2-
Phase des 1. Zellzyklus stieg auf 16,5% an. Eine solche Veranderung der Werte
findet sich auch bei Negativkontrollen nach Zusatz von 50 ng/ml MMC und ist somit

nicht als erhdhte MMC-Sensitivitat zu interpretieren.
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3.1.4 Kategorie |, Familie 4:

In der 34. SSW von Frau B. fiel beim Foeten eine rechtsseitige Radiusaplasie im
Ultraschall auf. Die linke Hand wurde als inaktiv und wenig beweglich beschrieben.
Zur diagnostischen Abklarung wurde Nabelschnurblut zur DurchfluRzytometrie an
das Humangenetische Institut geschickt. Die Analyse ergab einen unauffalligen
Befund. Die Abbildung 3.6 zeigt Messungen von Nabelschnurblutzellen ohne und mit
Zusatz von MMC (50 ng/ml). Eine spontane Blockierung der proliferierenden Zellen in
den G2-Phasen war ohne MMC (Abb. li.) nicht zu beobachten (2,5 % Zellen in der
G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die >*G2/GF mit 0,115 gegenlber
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Negativkontrollen nicht erhdht. Die 2G2/GF erhdhte sich mit MMC (Abb. re.) auf
0,403. Der Anteil der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus stieg auf 22,7% an. Im
Vergleich zur ersten Messung ohne MMC ist dies ein deutlicher Anstieg, jedoch

kommt der erhdhte Wert erst nach Zusatz von 50 ng/ml MMC zustande.
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Abbildung 3.6

3.1.5 Kategorie |, Familie 5:

Das erste Kind von Familie P. hatte einen Immundefekt und multiple Fehlbildungen,
die jedoch keinem Syndrom zugeordnet werden konnten. Es verstarb vier Monate
nach der Geburt, ohne dass eine Diagnose gestellt wurde. In der darauffolgenden
Schwangerschaft wurden aufgrund eines Verdachts auf FA Amnionzellen
durchflulzytometrisch analysiert. Das Ergebnis war fraglich. Deshalb wurde
aullerdem Nabelschnurblut untersucht. Bei dieser Untersuchung konnte die
Diagnose FA sicher ausgeschlossen werden. So wurde der fraglich positive Befund
der Amnionzellen relativiert. Abbildung 3.7 zeigt die Messungen der Amnionzellen
ohne und mit Zusatz von MMC (10 ng/ml). Eine spontane Blockierung der
proliferierenden Zellen in den G2-Phasen war in diesem Fall bereits ohne MMC (Abb.
li.) zu beobachten (25,8 % Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die
2G2/GF mit 0,441 gegenuber Negativkontrollen bereits ohne MMC erhdht und lag im
Bereich der Werte von Personen mit Fanconi-Anamie. Nach Zusatz von MMC (Abb.
re.) ist die 2G2/GF mit 0,885 deutlich erhdht, ebenso wie der Anteil der Zellen in der
G2-Phase des ersten Zellzyklus mit 65,2%. Die MMC-Werte sind mehr als doppelt so
hoch wie die nativen Werte, die jedoch bereits deutlich erhoht waren, was auf einen
hohen Anteil tetraploider Zellen bzw. eine BrdU-Sensitivitat der Amnionzellkultur

hinweist.
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Zur Verdeutlichung dieser Ergebnisse ist in Abbildung 3.8 ein Diagramm mit
>G2/GF-Werten (gewonnen aus Lymphozytenmessungen) von FA-Patienten,
Negativkontrollen und Frau P. (Patient; hier Amnionzellen) dargestellt. Es zeigt sich,
dass die Amnionzellen von Frau P. mit ihren Werten im Bereich jener von FA-
Patienten lagen; in ihrem Fall ist der Anstieg nach MMC-Zusatz sogar noch

wesentlich deutlicher als bei FA-positiven Kontrollzellen.
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Dieser Befund hatte mit der Diagnose FA vereinbar sein kdnnen. Daher wurde zur

Klarung Nabelschnurblut untersucht

Abbildung 3.9 zeigt das Ergebnis der 128

Messung der Nabelschnurblutzellen 12

ohne MMC- Zusatz. Eine spontane »

B8

Blockierung der proliferierenden Zellen
in den G2-Phasen war nicht zu _
beobachten (nur 2,0 % der Zellen in
der G2-Phase des 1. Zellzyklus).
Ebenso war die 2G2/GF mit 0,115

gegenuber Negativkontrollen nicht BrdU/Hoechst33258-
Fluoreszenz

32

Ethidiumbromid-Fluoreszenz

16

erhoht. Dieser negative
Nabelschnurblut-Befund sprach
eindeutig gegen die Diagnose FA. Abbildung 3.9

3.1.6 Kategorie I, Familie 6:

Anlalllich einer in der 20. SSW sonographisch festgestellten Aortenstenose,
Radiusaplasie und-hypoplasie beim Foeten von Frau W. wurde eine Plazentazentese
durchgefuhrt und Chorionzottenzellen flowzytometrisch analysiert. Der Befund war
unauffallig, ebenso wie ein zusatzlich angefertigtes Karyogramm. Als Nebenbefund
fielen dem behandelnden Arzt die beiden dreijahrigen Zwillinge auf, die bei der
Sonographie der Mutter anwesend waren. Sie erschienen dem Arzt als ,auffallig klein
mit kleinen Kopfen®.

Die Messungen der Chorionzottenzellen ohne und mit Zusatz von MMC (10 ng/ml)
sind in Abbildung 3.10 dargestellt. Eine spontane Blockierung der proliferierenden
Zellen in den G2-Phasen war ohne MMC (Abb. li.) nicht zu beobachten (7,4 % der
Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die 2G2/GF mit 0,126
gegenuber Negativkontrollen nicht erhoht. Eine Blockierung der proliferierenden
Zellen in den G2-Phasen war auch mit MMC (Abb. re.) nicht zu beobachten (24,4 %
der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die £G2/GF mit 0,294
gegenuber Negativkontrollen nicht erhoht. Wegen der unbefriedigenden Qualitat der
zweiparametrigen Messung wurde eine zusatzliche einparametrige Messung
durchgefuhrt.
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Patientenzellen (links) zur Positiv-
Die einparametrige Messung in kontrolle (rechts) sehr deutlich.
Abbildung 3.11 zeigt die Zellen ohne
und mit 10 ng/ml MMC-Zusatz im
Vergleich zu einer Positivkontrolle. Die
Hohe des G2-Phasen-Peaks bei Frau
W. (Patient) ergab weder in der
unbehandelten Kultur (11,4%) noch

nach MMC-Behandlung (18,6%) einen

Hinweis auf das Vorliegen einer h ‘
Fanconi-Anamie. Vielmehr ist das I I
unterschiedliche Verhalten der (1 i |

DNA content DNA content

Patient Positive control

No MMC

Relative number of cells
Plus MMC

Abbildung 3.11

3.1.7 Kategorie |, Familie 7:

Eine in der 21. SSW sonographisch festgestellte Radiusaplasie des Foeten war der
Anlal} fur eine Zellzyklusanalyse von Amnionzellen bei Frau A. Die Diagnose FA
konnte ausgeschlossen werden. Ein zusatzliches Karyogramm war ebenfalls
unauffallig. In Abbildung 3.12 ist das Ergebnis der einparametrige Messung der
Amnionzellen ohne (A) und mit Zusatz von 12 ng/ml MMC (B) zu sehen. Die Grolie
der G2-Phase weder in der unbehandelten Kultur (11,3%) noch nach MMC-
Behandlung (10,0%) ergab einen sicheren Hinweis auf eine erhdohte MMC-
Sensitivitat der FW-Zellen.
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3.1.8 Kategorie I, Familie 8:

In der 16. SSW fielen sonographisch eine Radiusaplasie, verkirzte Réhrenknochen
sowie eine Wachstumsretardierung des Foeten von Frau R. auf. Die
Nabelschnurblutzellanalyse mittels Durchflulzytometrie konnte die Diagnose FA
ausschlie®en. Allerdings hatte sich Frau R. bereits vor Erhalt des Ergebnisses zu
einem Schwangerschaftsabbruch entschieden. Der Befund der Obduktion des
Foeten liegt nicht vor. In Abbildung 3.13 sind die zweiparametrigen Messungen der
Nabelschnurblutzellen ohne und mit Zusatz von MMC (50 ng/ml) dargestellt. Eine
spontane Blockierung der proliferierenden Zellen in den G2-Phasen war ohne MMC
(Abb. links) nicht zu beobachten (0,9 % Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus).
Ebenso war die 2G2/GF mit 0,087 gegenuber Negativkontrollen nicht erhoht. Nach
Zusatz von MMC (Abb. rechts) ist die G2-Phase im 1. Zyklus mit 2,3% Zellen
gegenuber der ersten Messung nur geringgradig angestiegen. Auch die 2G2/GF liegt
nach MMC mit 0,253 weiterhin im Bereich von Negativkontrollen. Auffallig ist lediglich
ein erhohter Zellzerfall, welcher die GO/G1-Phase des ersten sowie die G1-Phasen
des 2. und 3. Zellzyklus betrifft.
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3.1.9 Kategorie I, Familie 9:

Eine Radiusaplasie des Foeten in der 21. SSW war bei Frau S. der Anlal fir eine
durchfluRzytometrische Analyse von Amnionzellen. Der Foet konnte als FA-negativ
diagnostiziert werden. Die Patientin hatte jedoch eine Interruptio vornehmen lassen,
ohne die Diagnose abzuwarten. Bei der Obduktion wurden abgesehen von der
bereits bekannten Radiusaplasie keine weiteren pathologischen Befunde erhoben.
Abbildung 3.14 =zeigt eine sonographische Aufnahme des Foeten. Der Pfeil

kennzeichnet die Region zwischen Hand und Oberarm, in welcher der Radius fehlt.

Abbildung 3.14

In der Abbildung 3.15 sind die zweiparametrigen Messungen der Amnionzellen ohne
und mit Zusatz von MMC (10 ng/ml) dargestellt. Eine spontane Akkumulation der
proliferierenden Zellen in den G2-Phasen war bereits ohne MMC (Abb. li.) zu
beobachten (22,6 % Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus; ebenso war die
2G2/GF mit 0,434 gegenuber Negativkontrollen bereits erhoht). Der Wert der G2-
Phase im 1. Zyklus betrug nach MMC-Zusatz (Abb. re.) 38,2 %; die 2G2/GF betrug
0,567. Bei der ersten Messung waren diese Werte bereits erhoht; bei der zweiten
Messung fand ein verhaltnismalig geringgradiger zusatzlicher Anstieg statt. Dieses
Verhalten ist untypisch fur FA; es weist auf einen erhohten Anteil tetraploider Zellen

in der Amnionzellkultur hin.
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Die Ergebnisse von zusatzlichen einparametrigen Messungen ohne und mit MMC-

Zusatz (10 ng/ml) im Vergleich mit Positiv- und Negativkontrollen sind in Abbildung
3.16 gezeigt. Im Vergleich zur Negativkontrolle ergab die Hohe des G2-Phasen-
Peaks bei Frau S. (Patient) weder in der unbehandelten Kultur (9,2%) noch nach

MMC-Behandlung (16,2%) einen Hinweis auf das Vorliegen einer Fanconi-Anamie.
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Abbildung 3.16

In diesem Fall ist das Ergebnis der einparametrigen Messung sehr viel eindeutiger zu
interpretieren als das Ergebnis der zweiparametrigen Messung. Im Vergleich mit
einer Positiv- (G2-Phase 28,8% bzw. 56,8%) und einer Negativkontrolle (G2-Phase
12,0% bzw. 18,8%) zeigt sich der Foet als eindeutig negativ.

3.1.10 Kategorie I, Familie 10:
In der 22.Schwangerschaftswoche wurden beim Foetus von Frau W. eine linksseitige

Radius- und Daumenaplasie mit Ulnardeviation der Hand sowie rechts ein
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komplettes Fehlen des Unterarmes mit nur rudimentaren Fingeranlagen
sonographisch festgestellt. Zusatzlich bestand der Verdacht auf Nierenagenesie
rechts und Ohrdysplasie links. Differentialdiagnostisch kamen VACTERL-Assoziation
(falls weitere Fehlbildungen hinzukommen sollten), Holt-Oram-Syndrom und FA in
Betracht. Zum Ausschlull der Fanconi-Anamie wurden Nabelschnurblutzellen
durchflulzytometrisch untersucht, und zwar mit unauffalligem Ergebnis. Abbildung
3.17 zeigt die durchflullzytometrischen Messungen ohne und mit Zusatz von MMC
(10 ng/ml). Eine spontane Blockierung der proliferierenden Zellen in den G2-Phasen
war ohne MMC (Abb. li.) nicht zu beobachten (3,1 % der Zellen in der G2-Phase des
1. Zellzyklus). Ebenso war die ZG2/GF mit 0,189 gegenuber Negativkontrollen nicht
erhoht. Der Wert der G2-Phase des 1. Zyklus erhohte sich nach MMC-Zusatz (Abb.
re.) auf 8,7%, die ZG2/GF auf 0,302. Diese Werte liegen noch im Bereich der

Kontrollen.
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Abbildung 3.17

Das Kind wurde in der 36. SSW mit einem Gewicht von 1960 g, einer
Oesophagusatresie, rechtsseitiger  Nierenagenesie,  Mikrotie  rechts  mit
Gehorgangsatresie, Hypospadie, Wirbelkdrperfehlbildungen und
Ventrikelseptumdefekt geboren, was die Vermutung eines komplexen
Fehlbildungssyndrom im Sinne einer VACTERL-Anomalie 0.4a. nahelegt. Die

Ergebnisse der postnatalen Kontrolluntersuchungen stehen noch aus.
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3. 2 Pranatale Diagnostik bei Familien der Kategorie |l

Der Kategorie Il (vgl. Tabelle 2) wurden Familien zugeordnet, in denen bereits ein
oder mehrere FA-Patienten mit gesicherter Diagnose bekannt sind. Jedoch sind
Komplementationsgruppe und Mutationen bisher unbekannt. Eine weitere
Schwangerschaft ist entweder geplant oder besteht bereits, und die Ratsuchenden
mochten FA bei diesem Kind pranatal ausschliefen. Die Diagnosestellung erfolgt

daher nur durch funktionelle Testung.

3.2.1a Kategorie I, Familie 1, zweites Kind:

Familie C.s erstes Kind litt an FA und verstarb im Alter von 8 Jahren. Nach vier
Fehlgeburten kam es zu der jetzigen Schwangerschaft. Es wurden Amnionzellen
durchflulRzytometrisch untersucht, wobei die Messung der Zellen ohne MMC-Zusatz
erhohte Werte (% der Zellen in der G2-Phase; >G2/GF) erbrachte. Zur Klarung der
Diagnose wurde daher Nabelschnurblut analysiert. Das Ergebnis war hierbei
unauffallig und wies darauf hin, dass das Resultat der Amnionzellanalyse durch
einen hohen Anteil tetraploider Zellen nicht zuverlassig interpretiert werden konnte.
Eine auswarts durchgefiuihrte Chromosomenbruch-Analyse war ebenfalls unauffallig.
Die Abbildung 3.18 zeigt das Ergebnis der Messungen der Amnionzellen ohne und
mit Zusatz von MMC (10 ng/ml). Eine spontane Blockierung der proliferierenden
Zellen in den G2-Phasen war bereits ohnne MMC (Abb. li.) zu beobachten (21,3 % der
Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die 2G2/GF mit 0,422
gegenuber Negativkontrollen erhoht und lag im Bereich der Werte von Personen mit
Fanconi-Anamie. Der Wert der G2-Phase des 1. Zyklus betrug nach MMC-Zusatz
(Abb. re.) 20,8%, die 2G2/GF betrug 0,448. Somit fand kaum eine Erhdhung der

Werte statt, was gegen die Verdachtsdiagnose spricht.
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Zur Verdeutlichung dieser problematischen Ergebnisse sind in Abbildung 3.19 die
Messwerte der Amnionzellen als Diagramm im Vergleich mit Negativ- und
Positivkontrollen gezeigt. Die Werte Frau C.s sind mit Patient gekennzeichnet. Es
zeigt sich, dass Frau C. mit ihren Werten im Bereich jener von FA-Patienten lag.

Daher konnte dieser Befund mit FA vereinbar sein.
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Abbildung 3.19
Zur Klarung des fraglich-positiven Amnionzellbefundes wurden

Nabelschnurblutzellen untersucht. Abbildung 3.20 zeigt die Messungen der
Nabelschnurblutzellen ohne und mit Zusatz von MMC (10 ng/ml). Eine spontane
Blockierung der proliferierenden Zellen in den G2-Phasen war ohne MMC (Abb. li.)
nicht zu beobachten (3,9 % der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso
war die 2G2/GF mit 0,150 gegenuber Negativkontrollen nicht erhdht. Der Wert der
G2-Phase des 1. Zyklus betrug nach MMC-Zusatz (Abb. re.) 8,5%; die 2G2/GF
betrug 0,249. Damit wurde der suggestiv-positive Befund der Amnionzellen relativiert

und als Ergebnis erhdhter Tetraploidie interpretiert.
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3.2.1b Kategorie Il, Familie 1, drittes Kind:

In der 3. Schwangerschaft von Frau C. wurde das Wachstum von Amnionzellen unter
MMC-Zusatz mit verschiedenen O,-Konzentrationen analysiert. Diese Untersuchung
ergab deutliche Hinweise auf MMC-Sensitivitat der Amnionzellen. Die Bestatigung
der Verdachtsdiagnose FA erfolgte durch funktionelle Untersuchung von
Nabelschnurblutzellen. Eine auswartig angefertigte Chromosomenbruchanalyse
zeigte von 50 Mitosen 9 mit jeweils einem einzelnen Chromosomenbruch (ohne
Bruchinduktion). In Abbildung 3.21 sind die Ergebnisse der MMC-Sensitivitatstestung
der Amnionzellen dargestellt. Die Zellproliferation der Patientenzellkulturen wurde
schon bei geringen, wie auch bei allen héheren MMC-Konzentrationen ungleich
starker inhibiert als bei Kulturen von gesunden Kontrollpersonen. Dieses Ergebnis
stimmte in allen Ansatzen udberein. Das Zellwachstum war bei der niedrigen
Sauerstoffkonzentration etwas besser als bei der normalen. Damit stehen die

Ergebnisse im Einklang mit der Verdachtsdiagnose Fanconi-Anamie.
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Abbildung 3.21
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Abbildung  3.22

Nabelschnurblutzellen ohne Zusatz von MMC. Eine spontane Blockierung der

zeigt das Ergebnis der zusatzlichen Messung von

proliferierenden Zellen in den G2-Phasen (ohne Zusatz von MMC) war in diesem Fall
zu beobachten (10,8 % der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war
die 2G2/GF mit 0,338 gegenuber Negativkontrollen erhdéht und lag im unteren

Bereich der Werte von Personen mit Fanconi-Anamie. Damit bestatigte sich der

Verdacht auf das Vorliegen einer FA.

128

112

96

Ethidiumbromid-Fluoreszenz

BrdU/Hoechst33258-
Fluoreszenz

Abbildung 3.22

In der Abbildung 3.23 ist ein Vergleich der Werte 2G2/GF und G0/G1-Fraktion von
Frau C., FA-Patienten (FA), Patienten mit Aplastischer Anamie (AA) und Kontrollen
(CON) gezeigt. Hierbei wird deutlich, dass Frau C. mit ihren Werten im unteren

Bereich der gesicherten FA-Patienten liegt.
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3.2.2 Kategorie Il, Familie 2:

Aus der 1. Schwangerschaft hat Frau G. bereits ein Kind mit gesicherter FA. In der 2.
Schwangerschaft wurde beim Foeten pranatal ebenfalls FA diagnostiziert. Die zweite
Schwangerschaft wurde daraufhin abgebrochen, und der Befund wurde am
Abortmaterial bestatigt. In der folgenden 3. Schwangerschaft wurden sowohl
Chromosomen auf abnorme Brlchigkeit als auch Amnionzellen funktionell
untersucht. Beide Analysen lieferten unauffallige Ergebnisse. Die DEB-induzierte
Chromosomenbruchigkeit war im Vergleich zu Kontrollen erhoht, jedoch nicht so
stark wie bei von FA betroffenen Foeten. Die Abbildung 3.24 zeigt die Messungen
der Amnionzellen ohne und mit Zusatz von MMC (10 ng/ml). Es fand sich eine
geringfugige spontane Blockierung der proliferierenden Zellen in den G2-Phasen
ohne MMC (Abb. li.) (10,1 % der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Der
Parameter ~G2/GF lag mit 0,270 im oberen Bereich der Negativkontrollen. Nach
MMC-Zusatz (Abb. re.) fand sich keine fur FA typische starke Erhéhung der G2-
Phasen (1.Zyklus 12,1%) oder der 2G2/GF (0,328).
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Abbildung 3.24

Das Diagramm von Abbildung 3.25 verdeutlicht diese Ergebnisse im Vergleich mit
einer Positiv- und einer Negativkontrolle. Der Wert von Frau G. liegt im oberen
Bereich der Negativkontrollen bzw. ist leicht erhoht, erreicht jedoch nicht die Werte

der Positivkontrolle.
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Abbildung 3.25

Der postnatale Verlauf ergab deutliche klinische Hinweise auf das Vorliegen einer
FA, die durch eine Chromosomenbruchanalyse bestatigt wurden. Bei diesem
Fallbeispiel handelt es sich also um einen falsch-negativen pranatalen Befund, der

die Problematik der amnionzellbasierten pranatalen FA-Diagnostik verdeutlicht.

3.2.3 Kategorie Il, Familie 3:

Das erste Kind von Familie M. leidet an FA. In der 2. Schwangerschaft wurde der
Foetus sonographisch mit einem Hydrocephalus auffallig. Die funktionelle Analytik
von Amnionzellen sprach daflr, dass der Foet FA-positiv war. Daraufhin wurde die
Schwangerschaft abgebrochen. Die Obduktion ergab eine einseitige Nierenaplasie
mit reduzierter Morphologie der anderen Niere sowie einen Hydrocephalus internus.
Abbildung 3.26 zeigt die Messungen der Amnionzellen ohne und mit Zusatz von
MMC (10 ng/ml). Eine spontane Erhohung der G2-Phase war ohne MMC (Abb. li.)
bereits deutlich (17,7 % der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Jedoch war
die 2G2/GF mit 0,252 gegentber Negativkontrollen nicht erhéht und lag im Bereich
der Werte von Negativkontrollen. Nach MMC-Zusatz (Abb. re.) zeigte sich eine starke
GroRenzunahme sowohl im Anteil der Zellen in der G2-Phase des 1. Zyklus mit
56,0% als auch bei der 2G2/GF mit 0,696. Der sehr deutliche Anstieg dieser Werte
ist typisch fur FA-positive Zellen.
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Zur Bestatigung dieses Ergebnisses wurden einparametrige Messungen ohne und
mit MMC-Zusatz (10 ng/ml) im Vergleich mit einer Positiv- und einer Negativkontrolle
(G2-Phasenanteil 12% bzw. 18,8%) durchgeflihrt (vgl. Abbildung 2.4 im Material-und-
Methoden-Teil). Die einparametrigen G2-Phasen Werte lagen mit 10,4% bzw. 38,5%

im Bereich von denen der Positivkontrolle (21,3% bzw. 54,5%).

3.2.4 Kategorie Il, Familie 4:

Ein bereits verstorbenes Kind von Familie G. war FA-positiv. Daher wurden in der 2.
Schwangerschaft Amnionzellen durchflulzytometrisch analysiert, und zwar mit
negativem Ergebnis. Die einparametrigen Messungen ohne und mit MMC (10 ng/ml)
sind in Abbildung 3.27 zu sehen. Die Grofle der G2-Phase ergab weder in der
unbehandelten Kultur (9,8%) noch nach MMC-Behandlung (12,5%) einen Hinweis

auf das Vorliegen einer Fanconi-Anamie.
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Abbildung 3.27
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Die Ergebnisse der zweiparametrigen Messungen ohne und mit MMC (10 ng/ml) sind
in Abbildung 3.28 dargestellt. Eine leichte Erhéhung der G2-Phase des ersten
Zellzyklus war bereits ohne MMC (Abb. li.) zu beobachten (12,1 % der Zellen in der
G2-Phase des 1. Zellzyklus). Jedoch war die :*G2/GF mit 0,250 gegenuber
Negativkontrollen nicht erhoht. Eine deutliche Zunahme der G2-Phasen-Fraktion der
proliferierenden Zellen war nach MMC-Zusatz (Abb. re.) nicht zu beobachten (19,2 %
der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die 2G2/GF nach MMC-

Zusatz mit 0,370 gegenuber Negativkontrollen nicht deutlich erhdht.
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Abbildung 3.28

3.2.5 Kategorie Il, Familie 5:

Familie C. hat bereits ein Kind mit FA. In der folgenden Schwangerschaft wurden auf
Wunsch der Eltern Amnionzellen durchflulzzytometrisch untersucht. Der Foet erwies
sich als FA-negativ. Die Abbildung 3.29 zeigt die Messungen der Zellen ohne und mit
MMC (10 ng/ml). Eine spontane Blockierung der proliferierenden Zellen in den G2-
Phasen war ohne MMC (Abb. li.) nicht zu beobachten (4,4 % der Zellen in der G2-
Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die 2G2/GF mit 0,164 gegenlber
Negativkontrollen nicht erhdéht. Nach MMC-Zusatz (Abb. re.) lag der Anteil der Zellen
in der G2-Phase des 1. Zyklus bei 5,9%, die 2G2/GF bei 0,270. Ein so geringer
Anstieg der Werte gegenuber der ersten Messung steht im Widerspruch zur

Diagnose FA.
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Die zusatzlichen einparametrigen

Messungen ohne und mit MMC (10
ng/ml) sind in Abbildung 3.30 im
Vergleich mit einer Positivkontrolle
(G2-Phasenanteil 21,3% bzw. 54,4%)
dargestellt. Die GroRe der G2-Phase
ergab weder in der unbehandelten
Kultur (11,6%) noch nach MMC-
Behandlung (15,5%) einen Hinweis auf

das Vorliegen einer Fanconi-Anamie.

3.2.6 Kategorie Il, Familie 6:

Das erste Kind der Familie B.-S. war an FA erkrankt und ist bereits verstorben. In der
DurchfluBzytometrie zeigten die Amnionzellen aus der folgenden Schwangerschaft
ein unauffalliges Bild. Die Ergebnisse der einparametrigen Messungen der
Amnionzellen ohne und mit MMC-Zusatz (30 ng/ml) sind der Abbildung 3.31 zu
entnehmen. Die GroRe der G2-Phase ergab weder in der unbehandelten Kultur

(6,2%) noch nach MMC-Behandlung (8,0%) einen Hinweis auf das Vorliegen einer
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Fanconi-Anamie-typischen G2-Phasen-Erhéhung.
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3.2.7 Kategorie B, Familie 7:
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Ein Kind aus einer friiheren Beziehung des Partners von Frau H. war an FA erkrankt

und ist bereits verstorben. In der 1. gemeinsamen Schwangerschaft des Paares

wurden Amnionzellen in der Durchfluizytometrie untersucht. Der Foetus zeigte sich

hierbei als nicht von FA betroffen.

Die Ergebnisse der einparametrigen

Messungen der Amnionzellen ohne
und mit MMC-Zusatz (10 ng/ml) im
Vergleich mit einer Positiv- und einer
Negativkontrolle sind der Abbildung
3.32 zu entnehmen. Der Anteil der
Zellen in der G2-Phase betrug bei der
Positivkontrolle ohne MMC 21,3%, mit
MMC 54,4% bei
Negativkontrolle 12,0% bzw. 18,8%.
Die GroRe der G2-Phase bei
Zellen von Frau H. ergab weder in der
unbehandelten Kultur (11,3%) noch

und der

den

nach MMC-Behandlung (15,1%) einen
Hinweis auf das Vorliegen einer

Fanconi-Anamie.
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Die Ergebnisse der zweiparametrigen Messungen ohne und mit MMC-Zusatz (10

ng/ml) sind in Abbildung 3.33 gezeigt. Eine Prominenz der G2-Phasen war bereits
ohne MMC (Abb. li.) zu beobachten (13,1 % der Zellen in der G2-Phase des 1.

Positive control

without MMC

with MMC



Zellzyklus). Der Parameter 2G2/GF hingegen lag mit 0,284 im oberen Bereich der
Negativkontrollen. Nach MMC-Zusatz (Abb. rechts) kam es jedoch nicht zu einer
deutlichen Erhdhung der G2-Phasen-Werte (18,8 % der Zellen in der G2-Phase des
1. Zellzyklus). Ebenso war die 2G2/GF mit 0,387 gegenuber MMC-behandelten

Negativkontrollen nicht erhdht.
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3.2.8 Kategorie Il, Familie 8:

Das erste Kind von Familie M. hat Fanconi-Anamie und gehort der
Komplementationsgruppe A an. Obwohl die Information Uber die Gruppe vorliegt,
wurde in der 2. Schwangerschaft von Frau M. aus Kosten- und Zeitgrinden zunachst
eine funktionelle Diagnostik an Nabelschnurblutzellen durchgefihrt. Sie lieferte ein

unauffalliges Ergebnis.

Abbildung 3.34 zeigt die Messung der -

Nabelschnurzellen ohne Zusatz von 112

MMC. Eine spontane Blockierung der *

proliferierenden Zellen in den G2- “’

Phasen war nicht zu beobachten g
(2,0 % der Zellen in der G2-Phase des
1. Zellzyklus). Ebenso war die 2G2/GF

mit 0,168 gegenuber Negativkontrollen

32

Ethidiumbromid-Fluoreszenz

16

nicht erhoht. Auffalilg war ein BrdU/Hoechst33258-
Fluoreszenz

prominenter Zellzerfall aus der G0/G1-
Phase. Abbildung 3.34
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Préanatale Diagnostik bei Familien der Kategorie Ill

Zu Kategorie Il gehoren Familien, in deren Vorgeschichte ein oder mehrere Falle
von FA bekannt sind. Des weiteren ist darlber hinaus die jeweilige
Komplementationsgruppe des Patienten bestimmt worden. Daher kann in diesen
Fallen die Diagnosestellung zusatzlich zur funktionellen Analytik auch mit Hilfe
indirekter Gendiagnostik erfolgen. Bei manchen der Familien wurden Uberdies bereits

Mutationen identifiziert, so dass hier eine direkte Genanalyse madglich ist.

3.3.1 Kategorie lll, Familie 1:

Zwei Kinder der Familie haben Fanconi-Anamie und gehoren der
Komplementationsgruppe A an. Die Zuordnung zu dieser Gruppe wurde durch
Komplementation der jeweiligen Patientenzellinie hinsichtlich der MMC-
Hypersensitivitat mittels retroviralen Gentransfers mit dem FANCA-Gen erreicht. Die
krankheitsverursachenden Mutationen im FANCA-Gen sind bisher jedoch nicht
bekannt.

In der 3. Schwangerschaft von Frau S. wurde in einem auswartigen Institut eine
indirekte  Gendiagnostik mit  FANCA-assoziierten Mikrosatelliten-Markern
durchgefuhrt. Hierfir wurde DNA der Eltern und Geschwister sowie Chorionzotten-
DNA analysiert. Die Haplotypen fur folgende polymorphe Marker auf Chromosom 16
wurden durch PCR-Amplifikation und Bestimmung der Produktldangen untersucht:
D16S413, D16S3121, D16S3407 und D16S303. Der maternale Haplotyp, welcher
mit der Mutation assoziiert ist, konnte mit 137-77-198-119 bestimmt werden. Der
paternale Haplotyp, assoziiert mit einer zweiten unbekannten Mutation, war 137-79-
198-121. In den Chorionzotten wurde der maternale Haplotyp 143-83-198-121,
jedoch der paternale Haplotyp 137-79-198-121 gefunden. Der Foetus tragt somit nur
das vaterliche Mutations-Allel und ist als heterozygot einzustufen. Die Ergebnisse der

indirekten Genotyp-Diagnostik sind in Abbildung 3.35 dargestellt.
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Abbildung 3.35

Die Ergebnisse wurden am hiesigen Institut fir Humangenetik bestatigt: DNA der
Eltern, der zwei betroffenen Kinder sowie des Foeten wurde genomisch sequenziert,
basierend auf diallelischen intragenischen  Polymorphismen. Folgende
Polymorphismen erwiesen sich in dieser Familie als informativ: G501S in Exon 16
(bei den Geschwistern mit FA homozygot vorhanden), P643A in Exon 22 und
T1328A in Exon 40 (bei den Geschwistern mit FA homozygot Normaltyp). Die Eltern
erwiesen sich als heterozygot flr eine (Mutter, Polymorphismus in Exon 16) bzw.
zwei (Vater, Polymorphismus in Exon 22 und 40) dieser Varianten. Der Vater zeigte
sich gleichzeitig homozygot fur den Polymorphismus in Exon 16. Beim Foetus wiesen
die Polymorphismen in Exon 22 und 40 homozygot den Normaltyp auf. Dies
bedeutet, dass das ungeborene Kind vom Vater das mutierte Allel ererbt hat. Der
Polymorphismus in Exon 16 (auf dem mutierten Allel) zeigte beim Foeten aber neben
der mutierten Form ebenfalls den Normaltyp. Dies bedeutet, dass das ungeborene
Kind von der Mutter nicht das Mutationsallel, sondern das Normalallel ererbt hat.
Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der indirekten Genotyp-Diagnostik
sowohl mit flankierenden als auch mit intragenen Markern dafur, dass das von Frau
S. erwartete Kind nicht von Fanconi-Anamie betroffen, sondern lediglich heterozygot
und damit gesund sein wirde. Die Ergebnisse der Diagnostik mit intragenen Markern

werden in Abbildung 3.36 illustriert.
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Abbildung 3.36

3.3.2 Kategorie Ill, Familie 2:

In Familie C. gibt es bereits ein Kind mit FA, welches der Komplementationsgruppe A
angehort (nachgewiesen durch retrovirale Komplementation). Die Mutationen sind
jedoch nicht bekannt. So wurde in der 2. Schwangerschaft von Frau C. indirekte
Gendiagnostik an Chorionzotten-DNA sowie DNA der Eltern und des betroffenen
Kindes durchgefuhrt. Es wurden intragene Polymorphismen im FANCA-Gen mittels
PCR und Sequenzierung untersucht. Dabei wurde in Exon 26 ein Basenaustausch
an Position 2426G von G zu A gefunden, welcher als nicht konservativer
Aminosaurenaustausch an einer konservierten Genposition bezeichnet werden kann
und in einer Aminosauresubstitution resultiert. Daher wurde vermutet, dass es sich
nicht um einen Polymorphismus, sondern um eine krankheitsverusachende Mutation
handelt. Der Foetus zeigte sich mit G und A an dieser Position als heteroallelisch. Bei
dem von FA betroffenen lebenden Kind hingegen fand sich lediglich A. Die Mutter
wies nur die Wildtyp-Sequenz auf (G), der Vater war heteroallelisch mit G und A. Das
Vererbungsmuster lasst sich nur erklaren, wenn man annimmt, dass Mutter und
betroffenes Kind ein deletiertes FANCA-Allel haben. Die Mutter ware dann
genotypisch 2426G/- und das betroffene Kind 2426A/-. Die Mutationen waren dann
2426A und 2426/-. Der Foetus erschien daher heterozygot, und zwar mit dem
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paternalen Mutationsallel und dem nicht-deletierten, daher intakten maternalen Allel.

Die entsprechenden DNA-Sequenzen sind in der folgenden Abbildung (3.37) gezeigt.

Exon 26 Fetus: heterozygot GGT nach GAT (Gly nach Asp)

158 1680
T G G 4 T E € T ¢ c T 6 C @ c c T [ T [ [ T

Exon 26 betroffenes Kind: homozygot GGT nach GAT (Gly nach Asp)

Exon 26 Mutter: homozygot WT
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Eine weitere FANCA-Genveranderung
fand sich bei der Untersuchung von
Exon 23. An der Position 1VS23+8 ist
der Foetus heteroallelisch fur T/C,
T der

entspricht. Das von FA betroffene erste

wobei Konsensussequenz
Kind der Familie besitzt an dieser
Stelle nur C, die Mutter nur T und der
Vater T/C. Hier ist die Erklarung des
Segregationsmusters wieder ein
deletiertes Allel bei der Mutter. Diese
ist dann T/-, und das betroffene Kind
C/-.  Auch

Untersuchung ergab, dass der Foetus

das Ergebnis dieser

ein
FANCA-

Der Foetus ist

Weiterhin fand sich
Polymorphismus
Position 1VS21+121.

heteroallelisch fur G/C, wobei G der

an der

Konsensussequenz entspricht. Das
betroffene Kind der Familie besitzt nur
C, die Mutter nur G und der Vater G/C.
Auch hier

deletiertes

musste man also ein
Allel
annehmen, so dass sie G/- und das
betroffene Kind C/- ist.

besagte das Segregationsmuster, dass

mutterliches

Wiederum

der Foetus das vaterliche
Mutationsallel und das mdutterliche
Wildtypallel hatte.
Ergebnisse sind im Stammbaum der

folgenden Abbildung 3.39 dargestellt.

ererbt Diese
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das paternale Mutationsallel und das
maternale Wildtyp-Allel ererbt haben
sollte (s. folgende Abbildung [3.38]).

FANCA IVS 23+8
T/C T/-
Cl- T/IC
FANCA IVS 21+121
G/IC G/-

O
O

G/C
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Schliellich wurde noch ein
Polymorphismus im FANCA-Exon 16
analysiert. Der Foetus zeigte sich
heteroallelisch fur 1501A/G, wobei A
als Konsensus gilt. Es handelt sich um
einen  bekannten  Polymorphismus
(beschrieben von Savino et al, 1997,
Gross 2002) der in der konservativen
Aminosauresubstitution S501G
resultiert.

Das betroffene Kind der Familie besitzt
ebenfalls A/G, der Vater A/A und die
Mutter G/G. Dieser Polymorphismus ist
nicht informativ, liel3 aber mit hoher
Wahrscheinlichkeit vermuten, dass

eine mutterliche Deletion hier nicht

Ebenso verhielt es sich mit einem
Polymorphismus nahe Exon 8, IVS7-
12A zu C. Auch dieser war nicht
informativ, der Foetus zeigte sich mit
A/G (A ist Konsensus), die Patientin
hat ebenfalls A/G, der Vater G/G und
die Mutter A/A. Eine mudtterliche
Deletion an dieser Stelle war jedoch
auszuschliefen. Die Daten sind im
Stammbaum der folgenden Abbildung
3.41 dargestellt.

vorlag. Diese Ergebnisse sind im
Stammbaum der folgenden Abbildung

3.40 dargestellt.
FANCA Exon 16 1501

A/A G/G
AIG AIG

FANCA IVS7-12Azu C
G/IG A/A

O

o

AIG AlG

Zusammenfassend lasst sich aus diesen umfangreichen Untersuchungen schlieen,

dass beide familiaren FANCA-Mutationen identifiziert wurden, und zwar paternal der

Basenaustausch 2426G zu A, und maternal eine grof3e Deletion, die sich mindestens

uber 5 Exons erstreckt. Selbst wenn hierin ein Irrtum bestanden héatte, so hatte sich



der Foetus doch in drei informativen Genveranderungen von dem betroffenen Kind
unterschieden. So konnte gesagt werden, dass Frau C. ein Kind erwartet, dass mit
hoher Wahrscheinlichkeit heterozygot ist. Es besitzt das maternale Wildtyp-Allel und
den paternalen FANCA-Basenaustausch in Exon 26, 2426G zu A, der in einer

Aminosauresubstitution resultiert.

3.3.3 Kategorie lll, Familie 3:

Familie C. hat bereits ein Kind mit FA, welches der Komplementationsgruppe FANCA
angehort. Die Mutationen sind bisher nicht bekannt. Der Foetus einer weiteren
Schwangerschaft war ebenfalls betroffen. Die Schwangerschaft wurde abgebrochen.
In der 3. Schwangerschaft wurde indirekte Gendiagnostik anhand von intragenen
Polymorphismen durchgefuhrt. Es wurde die DNA der Eltern, des erkrankten
lebenden Kindes sowie die des Foeten aus der dritten Schwangerschaft sequenziert.
Dabei lie® bereits die Untersuchung zweier dimorpher Basenpositionen in Exon 22
des FANCA-Gens erkennen, dass der Foetus zumindest heterozygot fir ein
Mutationsallel sein musste: Die Basenaustausche 1963 C zu T und 1969 T zu C
kamen beim Vater heterozygot vor, wahrend die Mutter, das betroffene Kind und der
Foetus homozygot flir das jeweilige Wildtypallel (C/C bzw. T/T der
Konsensussequenz) waren. Die vaterliche Mutation muss daher auf dem vaterlichen
Wildtypallel fur die genannten Polymorphismen liegen, das der Foetus ererbt hat.

Die Abbildungen 3.42 und 3.43 zeigen diese Ergebnisse.

FANCA Exon 221963 Czu T FANCA Exon 221969 T zu C
C/IT C/C T/C T/T

O O

H ¢ H ¢

C/IC C/IC T/T T/T

Abbildung 3.42 Abbildung 3.43
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Die definitive Diagnose ergab sich FANCA Intron 13 IVS13-20Azu G
nach Untersuchung eines weiteren AG AG
Polymorphismus in Intron 13, namlich
IVS 13-20 A zu G. Beide Elternteile

sind heterozygot far diesen

Polymorphismus, wahrend das

betroffene lebende Kind wie auch der

Foetus homozygot sind fir das
Wildtypallel (A der Konsensus-

sequenz). Sowohl die vaterliche als

auch die mutterliche Mutation muss
daher auf dem Wildtypallel fir diesen AIA AIA
Polymorphismus liegen. Der Foetus
hat nach diesen Ergebnissen, die in Abbildung 3.44
Abbildung 3.44 dargestellt sind, das
vaterliche und mdutterliche Mutations-

allel ererbt.

Ferner wurden die Haplotypen am Ort des FANCA-Gens untersucht durch
Amplifikation der Mikrosatelliten D16S413, D16S3023, D16S1321, D16S3407 und
D16S303 beim Vater, der Mutter, dem betroffenen lebenden Kind, dem Foeten aus
der 2. Schwangerschaft und dem Foeten aus der 3. Schwangerschaft. Die
Bestimmung der PCR-Produktlangen erfolgte mittels Fragmentanalyse. Zwei der
Mikrosatelliten, D16S413 und D16S3121, erwiesen sich als nicht informativ.
Hinsichtlich der informativen Marker D16S3023, D16S3407 und D16S303 ist der
vaterliche Haplotyp mit einer unbekannten FANCA-Mutation, offensichtlich 84-201-
118, und der miutterliche Haplotyp mit dem mutierten FANCA-Allel 86-201-118
assoziiert. Der Foetus wies diese beiden Haplotypen auf. Zusammenfassend lasst
sich daher feststellen, dass die doppelt gesicherten Ergebnisse der indirekten
Gendiagnostik dafur sprechen, dass das von Frau C. erwartete Kind von FA betroffen
sein wird. Die Ergebnisse der Mikrosatelliten-Untersuchungen finden sich in
Abbildung 3.45.
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D16S413 135|141 143 143
D16S3023 g4 | 86 86| 82
D16S3121 77

<12mB |: il 77| 79 77| 77
D16S3407 201 | 207 201 )| 204
D16S303 118|122 118 | 120

H ¢

135 | 143 135 | 143 135 | 143
g4 | 86 84 | 86 84 | 86
71 | 77 7z | 77 77 | 77

201 | 201 201 |201 201 | 201

118 | 118 118 [118 118 | 118

Abbildung 3.45

3.3.4 Kategorie lll, Familie 4:

Zwei Kinder des Ehepaares G. sind an FA erkrankt. Sie gehoéren der
Komplementationsgruppe FANCD-2 an. Die Mutationen hingegen sind nicht bekannt.
In der jetzigen Schwangerschaft von Frau G. wurden Amnionzellen
durchflulRzytometrisch untersucht. Die einparametrige Messung (Abbildung 3.46)

zeigte keine Uberempfindlichkeit der Zellen nach Behandlung mit MMC.

200 200

o 12 ng/ml MMC

Cell Number
Cell Number

DNA Content DMNA Content

Abbildung 3.46
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Die zweiparametrige Messung (Abbildung 3.47) zeigte mit einer 2G2/GF von 0,438
und einer G2-Phase von 26,8% eine deutlich erhohte G2-Phase nach MMC-
Behandlung (11 ng/ml; rechte Abb.), jedoch bei hohem Ausgangswert der nicht mit
MMC-behandelten Kultur (0,368 und 23,0%; li. Abb.), so dass — auch unter
Berucksichtigung der einparametrigen Messung — eine BrdU-Toxizitat bzw. erhdhte

Tetraploidie wahrscheinlicher erschien als eine MMC-Uberempfindlichkeit.
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Fluoreszenz Fluoreszenz

Abbildung 3.47

Wegen der nicht eindeutigen Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen wurden
auch Analysen von mRNA bzw. cDNA der Eltern, der beiden betroffenen Kinder
sowie des Foeten durchgefuhrt. Dabei konnte ein Skipping von FANCD2-Exon 22
(r.1948 2021del74) bei den betroffenen Kindern gefunden werden. Dieses wurde als
Konsequenz einer homozygot vorliegenden Spleissmutation gewertet, zumal die
Eltern fUr die genannte Veranderung heterozygot sind. Daly das Skipping von
FANCD2-Exon 22 (r.1948 2021del74) Ausdruck einer Mutation ist und nicht als
alternatives Spleissen gedeutet werden kann, wurde daraus geschlossen, dass bei
einem anderen tlrkischen FA-D2-Patienten dieselbe Veranderung gefunden werden
konnte. Der Foetus der Familie G. erwies sich als heterozygot fur das Skipping von
FANCD2-Exon 22 (r.1948_2021del74) wie die Eltern und wurde deshalb als nicht
von FA betroffen diagnostiziert. Die Ergebnisse finden sich in der folgenden
Abbildung 3.48.
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Genomische Untersuchungen im FANCD2-Gen sind dadurch kompliziert, dass
mindestens acht Pseudogene nahe dem aktiven Gen existieren, so dass man auch
bei sorgfaltigster Primerwahl nicht sicher sein kann, nicht doch das Pseudogen zu
amplifizieren. Insbesondere fur die Umgebung von Exon 22 gibt es Anhaltspunkte
hierfir, so dass die genomische Mutation der Familie G. zum gegenwartigen

Zeitpunkt nicht endguiltig definiert werden kann.

Wegen dieser Unsicherheit wurde zusatzlich eine indirekte Gendiagnostik
durchgefuhrt. Die betroffenen Kinder erwiesen sich als homozygot flr drei
Polymorphismen (IVS5-14delTT, IVS16+38A>C und IVS40+103C>T), fur welche der
Vater wiederum heterozygot ist. Damit ist die Segregation des vaterlichen
Mutationsallels zum Foeten gezeigt. Leider erwiesen sich weder die drei genannten
Polymorphismen als auch sechs weitere [1222A>G (V374V), 1509C>T (N503N),
2141A>C (P714L), 4098T>G (L1366L), 4453G>A und 4478A>G] hinsichtlich des
maternalen Allels als informativ. Fur alle diese Marker waren Mutter und Foetus
homozygot. Diese Ergebnisse weisen auf eine hohe Homogenitat der beiden
matterlichen Allele hin. Jedoch widerspricht dies nicht der angenommenen
Heterozygotie des Foetus, da die Mutter ja nicht erkrankt ist. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass die Ergebnisse fur Heterozygotie des Foeten fur die FANCD-2-
Mutation mit Skipping von FANCD-2-Exon 22 (r.1948 2021del74) sprechen. Eine
Restunsicherheit der genetischen Analyse verbleibt, weil fur die indirekte
Gendiagnostik kein informativer mdutterlicher Polymorphismus gefunden werden

konnte. Diese Unsicherheit wurde jedoch, alle Ergebnisse gemeinsam betrachtet, als
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gering eingestuft. Dennoch werden zur Zeit weitere genomische DNA-Abschnitte

sequenziert, deren Befunden noch nicht vorliegen.

3.3.5 Kategorie lll, Familie 5

Das erste Kind der Familie L. hat Fanconi-Anamie und gehort zur
Komplementationsgruppe A. Es fand sich als erste Mutation im FANCA-Gen eine
Deletion von zwei Basenpaaren in Exon 2 an cDNA-Position 154-155 (154-155
delGA). Diese Deletion stellt eine sichere Mutation dar, denn sie flhrt zu einem
Frameshift und zur pramaturen Termination des resultierenden Peptids, womit sie als
eine trunkierende Mutation klassifiziert werden konnte. Das betroffene erste Kind
zeigte sich heterozygot fur diese Mutation, welche auch beim Vater nachgewiesen
werden konnte. Das betroffene Kind muss daher noch eine zweite Mutation im

FANCA-Gen tragen, welche bisher jedoch nicht gefunden wurde.

In der aktuellen 2. Schwangerschaft FANCA Exon 2 154-155delGA
von Frau L. wurden Amnionzellen auf +/— —/(+)

die bekannte Mutation hin untersucht.

Sie konnte nicht nachgewiesen Q

werden, so dass das Ergebnis

dagegen sprach, dass der Foetus von

FA Dbetroffen sein wilrde. Die

Ergebnisse der Mutationsanalysen

sind in der folgenden Abbildung 3.49 . <>
wiedergegeben.

+/(+) —/—

(+)= unbekannte Mutation

Weiterhin wurde das Proliferationsverhalten von Amnionzellen untersucht. Die Zellen
verhielten sich in ihrem Wachstum mit und ohne MMC wie solche von
Kontrollpersonen, d. h. es fand sich lediglich eine geringfliigige Wachstumsreduktion
bei 2 ng/ml MMC und keine Hypersensitivitdt wie bei FA. Auch ergab sich keine

Uberproportionale Wachstumsverbesserung der Zellen bei erniedrigter Oo-
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Konzentration (Abbildung 3.50). Somit standen die Ergebnisse im Widerspruch zur

Diagnose Fanconi-Anamie.

PATIENT CONTROL

15

RELATIVE GROWTH
RELATIVE GROWTH

0 0.5 1 2
MMC-CONCENTRATION (ngfml) MMC-CONCENTRATION (ng/ml)

BEEREE 5 % O, [ZZA 20 % O, BEEE 5 % O, [ZZ7120 % O,

Abbildung 3.50

3.3.6a Kategorie lll, Familie 6, zweites Kind:

Ein Kind der Familie A. ist an FA erkrankt. In der zweiten Schwangerschaft von Frau
A. wurden auswarts Amnionzellen auf abnorme Brichigkeit untersucht. Die Bruchrate
lag im unteren Bereich der FA-positiven Befunde, wobei die Zahl der auswertbaren
Mitosen zu gering war, um eine sichere Beurteilung zu ermdglichen. Daher wurde
aullerdem am hiesigen Institut DurchfluRzytometrie an Amnionzellen durchgefuhrt,
wobei sich der Foet als FA-positiv herausstellte. Die Abbildung 3.51 zeigt Messungen
der Amnionzellen ohne und mit Zusatz von MMC (30 ng/ml). Bei den unbehandelten
Zellen fand sich bereits ein G2-Phasenanteil von 28,8%, bei den behandelten betrug
er 56,8%. Dieser hohe Ausgangswert sowie der uUberproportionale Anstieg sind

charakteristisch fur FA-positive Zellen.
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Abbildung 3.51
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Als nachstes wurden die Amnionzellen der Komplementationsgruppe G zugeordnet,
und zwar wurde nach Transduktion von cDNA des FANCG-Gens die G2-Phasen-
Akkumulation der Zellen nach MMC-Behandlung im Durchflulzytometer gemessen.
Wie zu erwarten zeigten die Zellen aus diesen Kulturen keine erhohte G2-
Phasenfraktion, im Gegensatz zu Zellen aus Kulturen, welche mit cDNA der anderen
FANC-Gene transduziert worden waren. Damit war die Zuordnung zur
Komplementationsgruppe G erfolgt. Zur Kontrolle des Transduktionserfolgs wurde
zusatzlich zum FANCG-Gen EGFP-kodierende DNA, unter demselben Promotor wie
das FANCG-Gen, in die Zellen eines Test-Ansatzes eingebracht. Nur solche Zellen,
die das EGFP-Gen aufgenommen hatten, konnten auch das resultierende Protein
GFP exprimieren und in der DurchfluBzytometrie ein entsprechendes Signal
hervorrufen. Es kann davon ausgegangen werden, dass das FANCG-Gen stets mit

exprimiert wurde. Das Ergebnis der Komplementationsanalyse ist in Abbildung 3.52

dargestellt.
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Abbildung 3.52

Zur Diagnosesicherung auf molekularer Ebene wurde ferner der Mutationsnachweis
in der Familie A. gefuhrt. Aus Lymphozyten des ersten, erkrankten Kindes wurde
genomische DNA isoliert. In dieser wurden alle 14 Exons des FANCG-Gens
sequenziert. Dabei fand sich eine 1-Basenpaar-Deletion im Exon 13, 1649delC.
Diese Veranderung lag in homozygotem Zustand vor wie erwartet bei
Blutsverwandtschaft der Eltern. Die Veranderung1649delC  fuhrt  zur
Leserasterverschiebung bei der Translation und damit zu einem funktionsunfahigen
und instabilen FANCG-Protein. Sie stellt damit eine sichere Mutation dar und wurde
als solche auch bei anderen Patienten turkischer Abstammung beschrieben (Demuth
et al, Eur J Hum Genet 8:861-868, 2000). Nach Kenntnis der FANCG-Mutationen in
der Familie A. wurde der Foetus untersucht. Dazu wurde Amnionzell-DNA genomisch
sequenziert, wobei die Mutation 1649delC in homozygotem Zustand nachweisbar

war. Das Ergebnis der Mutationsanalyse findet sich im Stammbaum der Abbildung
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3.56. Es bestatigte die Diagnose und FA-Komplementationsgruppenzuordnung des

Foetus zur Gruppe G auf molekularer Ebene.

Nach Schwangerschaftsunterbrechung erfolgte eine nochmalige Bestatigung des
pranatalen Befundes aus Herzblut des Foeten. Die Lymphozyten wurden
durchflulzytometrisch vermessen. Hierbei zeigte sich eine verminderte
Stimulierbarkeit durch PHA, ein stark erhohter Zellzerfall aus der GO/G1 Phase,
sowie eine spontane Zellzyklusblockierung in der G2-Phase mit nur zwei bis drei
Zellzyklen und einer erhdhten ZG2/GF. Abbildung 3.53 zeigt die Ergebnisse der
Messungen ohne und mit MMC-Zusatz (50 ng/ml). Bereits ohne MMC (Abb. li.) lag
die 2G2/GF mit 0,405 im Bereich derer von Patienten mit FA; nach Behandlung mit
MMC (Abb. re.) stieg sie auf 0,664 an. Der G2-Phasenanteil der Zellen lag ohne
MMC bei 18,9%, nach MMC-Zusatz stieg er auf 34,2% an. Damit konnte die

Diagnose FA im Blut des Foeten bestatigt werden.
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Abbildung 3.53

3.3.6b Kategorie Ill, Familie 6, drittes Kind:

In der folgenden Schwangerschaft von Frau A. wurde genomische DNA aus
Chorionzotten sequenziert. Im Exon 13 des FANCG-Gens erwies sich die foetale
DNA als heteroallelisch an FANCG-Position 1649. Neben der Mutation 1649delC war
in annahernd gleicher Menge auch die Wildtyp-Sequenz nachweisbar. Aufgrund
dieses Ergebnisses war der Foetus als heterozygot fur die Mutation 1649delC
anzusehen und daher nicht von Fanconi-Anamie betroffen. Dieses Ergebnis ist im

Stammbaum der Abbildung 3.56 zu finden.
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Postnatal wurden Blutlymphozyten des Kindes durchfluldzytometrisch untersucht. Die
Ergebnisse der pranatalen Analysen konnten bestatigt werden, da die Zellen auch
bei dieser Untersuchung keinerlei Auffalligkeiten aufwiesen. Abbildung 3.54 zeigt die
Messungen ohne und mit Zusatz von MMC (50 ng/ml). Eine spontane Blockierung
der proliferierenden Zellen in den G2-Phasen war ohne MMC (Abb. li.) nicht zu
beobachten (3,8 % der Zellen in der G2-Phase des 1. Zellzyklus). Ebenso war die
2G2/GF mit 0,160 gegenuber Negativkontrollen nicht erhoht. Mit MMC (Abb. re.)
betrug die XG2/GF 0,359 und der G2-Phasenanteil 13,8%. Diese Werte liegen im

Bereich derer von Negativkontrollen.
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3.3.6¢c Kategorie Ill, Familie 6, viertes Kind:

Die vierte Schwangerschaft von Frau A. endete mit intrauterinem Fruchttod. Das
Abortmaterial wurde molekulargenetisch untersucht mit der Fragestellung, ob der
Foet an FA erkrankt war. Die direkte Gendiagnostik im Hinblick auf die Deletion in
Exon 13 ergab einen positiven Befund, d. h. der Foet erwies sich als homozygot flr
die Mutation. Somit war er von FA betroffen. Das Ergebnis der Sequenzierung ist in
Abbildung 3.55 dargestellt.

N\

Abbildung 3.55

Die Abbildung 3.56 fasst in einem Stammbaum samtliche Ergebnisse der direkten
pranatalen Gendiagnostik der Familie A. in multiplen Schwangerschaften zusammen.
Neben dem ersten Kind mit FA gibt es nun ein weiteres lebendes Kind, welches nicht
betroffen ist, da es sich pranatal als heterozygot fur die Deletion in Exon 13 erwies.

Die Foeten der beiden anderen Schwangerschaften waren von FA betroffen.
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Abbildung 3.56

3.3.7 Kategorie lll, Familie 7:

Das erste Kind der Familie V. hatte FA und ist bereits verstorben. Eine
Komplementationsgruppenzuordnung war bislang nicht erfolgt. Fur die 2.
Schwangerschaft (Zwillingsschwangerschaft mit zweieiigen Zwillingen) erbaten die
Eltern pranatale Diagnostik. In diesem Rahmen erfolgte sowohl die Bestimmung der
Komplementationsgruppe des betroffenen Kindes als auch die Mutationsanalyse: Es
wurden von der Patienten-DNA alle 43 Exons des FANCA-Gens sequenziert und
dabei folgende sicher pathogene Mutationen gefunden: eine Frameshift-Mutation
1164-1165del, d.h. eine 2-bp-Deletion in Exon 13, sowie eine Spleil3stellen-Mutation
4010delG+18, d.h. eine 18-bp-Deletion des Splice-Donors in Intron 40. Letztere fihrt
auf RNA/cDNA-Ebene zum Skipping von Exon 40. Der Patient war also compound
heterozygot fur diese beiden Mutationen. Als nachstes erfolgte die Untersuchung der
Eltern-DNA. Beim Vater konnte die 2-bp-Deletion in Exon 13 gefunden werden, was
beweist, dass das verstorbene Kind diese vom Vater geerbt hat. Die Intron-40-
Deletion hingegen war beim Vater nicht nachweisbar, jedoch bei der Mutter. Also
hatte das betroffene erste Kind diese Mutation von der Mutter geerbt. Die 2-bp-
Deletion in Exon 13 konnte wiederum bei der Mutter nicht gefunden werden. In der
Chorionzotten-DNA von Zwilling A war keine der beiden Mutationen nachweisbar,
ebensowenig in der DNA von Zwilling B. Beide ungeborene Kinder erwiesen sich
damit als homozygot fur den Wildtyp des FANCA-Gens. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind dem Stammbaum in Abbildung 3.57 zu entnehmen.
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FANCA

Exon 13 1164-1165del und Intron 40 4010delG+18

Exon 13del Exon 13 WT
Intron 40 WT Intron 40 del

Exon 13del
Intron 40 del
Exon 13WT Exon 13WT
Intron 40 WT Intron 40 WT

WT = Wildtyp
Abbildung 3.57

Um auszuschliellen, dass bei den zweieiigen Zwillingen versehentlich zweimal
dasselbe Chorion punktiert wurde, wurden zusatzlich insgesamt sieben polymorphe
DNA-Marker untersucht. Hierbei wurden sowohl autosomale als auch x-
chromosomale Marker herangezogen (s. Abbildung 3.58). Die Zwillinge
unterschieden sich in sechs der sieben Marker, so dass eine Fehlpunktion
ausgeschlossen werden konnte. Somit ergab sich, dass Frau V. zweieiige Zwillinge
(beides Madchen), beide ohne jede der beiden elterlichen FANCA-Mutationen und
damit nicht von FA betroffen, erwartete. Die Ergebnisse der Markeruntersuchungen
sind in Abbildung 3.58 dargestellt.
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autosomal: D2S123 210 | 226 216 | 226
D5S346 108 | 110 110 | 110

CL3N58 3 4 1 2

X-chromosomal: DXS992 2 - 1 2
STR49 3 - 2 1

STR45 1 - 1 2

DYS1 1 - 2 2

autosomal: D25123 210 | 216 210 | 226

D5S346 110 | 110 108 | 110

CL3N58 2 4 1 4

X-chromosomal: DXS992 2 1 2 2
STR49 3 2 3 1

STR45 1 1 1 2

DYS1 1 2 1 2

ONNO

Abbildung 3.58

3.3.8 Kategorie lll, Familie 8:

Familie |. hat bereits ein Kind mit FA, welches der Komplementationsgruppe FANCC
angehort. Fur den Foetus der zweiten Schwangerschaft winschten die Eltern
pranatale Diagnostik. Hierfir wurde an genomischer DNA aus Knochenmarkszellen
des erkrankten ersten Kindes mit Hilfe von Exon Scanning Sequencing eine
Mutationsanalyse im gesamten FANCC-Gen durchgefuhrt. Dabei fand sich in
homozygoter Form die Mutation 454 455delAA in Exon 4, welche zu einer
Leserasterverschiebung und pramaturer Termination der Translation sieben Kodons
dahinter fuhrt; die Konsequenz der Mutation ist V152fsX159. Es handelt sich um eine
sichere Mutation, die bereits zuvor bei einem turkischen Patienten gefunden wurde.
Nun konnte DNA aus Chorionzottenzellen des Foeten analysiert werden. Auch hier

fand sich die oben beschriebene 2-bp-Deletion in Exon 4 des FANCC-Gens,
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ebenfalls in homozygoter Form wie bei dem erkrankten ersten Kind. Damit musste
der Foetus auch als betroffen angesehen werden. Beide Elternteile erwiesen sich als
heterozygote Trager der genannten Mutation. Die Ergebnisse der direkten
Gendiagnostik sind der Abbildung 3.59 zu entnehmen. Dabei ist im oberen Teil die
Sequenz des ersten erkrankten Kindes dargestellt, wahrend die des Foeten im
unteren Teil zu sehen ist. In beiden Fallen findet sich die Deletion in homozygoter

Form.

C CT 66T TP GC-T T AAAT GY GA GEPEANS 0 e

/\
delAA

CC T GGP T G @ TA A AT T G ARSI

N\
delAA

Abbildung 3.59
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4. DISKUSSION

4.1 Historische Entwicklung der Pranataldiagnostik bei Fanconi-

Anamie

Die erste pranatale Diagnostik an Amnionzellen wurde 1981 von Auerbach et al
beschrieben. Dabei wurden sowohl Blutlymphozyten als auch Amnionzellen mit
Diepoxybutan (DEB) behandelt und jeweils im Vergleich mit den unbehandelten
Zellen sowie Negativkontrollen auf Chromosomenbrichigkeit hin untersucht. Die
deutlich erhohte Bruchrate der Zellen von Betroffenen ermoglichte eine
Unterscheidung zwischen Homozygoten und Heterozygoten sowie Gesunden. In
einem Fall (Voss et al, 1981) konnte die Diagnose postnatal durch anatomische
Auffalligkeiten und zytogenetische Befunde bestatigt werden. Auerbach et al
untersuchten in der Folge 30 Foeten aus Risikoschwangerschaften anhand von
Amnionzellen (Auerbach et al, 1985). Hierbei wurden die pranatal gestellten
Diagnosen, wenn mdoglich, postnatal durch Chromosomenbruchanalyse oder
morphologische Untersuchungen verifiziert. Es ergab sich eine weitgehende Uberein-
stimmung zwischen pra- und postnatalen Befunden. Das Verfahren der
Chromosomenbruchanalyse wurde auch fur foetale Blutzellen etabliert (Shipley et al,
1984). Als Klastogen wurde dabei Mitomycin C (MMC) eingesetzt. Blutkulturen von
FA-Heterozygoten und Gesunden wurden mit denen eines mutmallich betroffenen
Foetus verglichen, wobei im Fall des Indexfoeten eine hohe spontane als auch durch
MMC-induzierbare Bruchigkeit bestand. Dalapiccola et al beschrieben im Jahre 1985
die erste pranatale FA-Diagnostik an Chorionzotten-Material (Dallapiccola et al,
1985). Dabei wurden Trophoblastenzellen prapariert und untersucht. Die erste
pranatale Diagnose in Sudafrika wurde anhand von Fruchtwasserzelluntersuchungen
mit DEB gestellt, wobei der Foetus als homozygot betroffen diagnostiziert werden
musste (Marx et al, 1982). Nach Beendigung der Schwangerschaft konnte dieses
Ergebnis durch anatomische Auffalligkeiten und eine Untersuchung von Fibroblasten
bestatigt werden. Eine franzdsische Arbeitsgruppe beschrieb eine Familie mit drei
betroffenen Kindern, von denen zwei fur FA-typische Auffalligkeiten zeigten; das
dritte Kind wurde pranatal mittels Chromosomenbruchanalyse diagnostiziert und die
Diagnose postnatal durch Lymphozytenanalyse bestatigt (Bonnet-Gajdos et al,

1985). In diesem Artikel findet sich bereits der erste Hinweis auf die Bedeutung der
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pranatalen Diagnostik fur Paare mit erkrankten Kindern ohne passende KM-Spender,
die bei weiteren gesunden Kindern eine Knochenmarkspende in Erwagung ziehen
konnten. Im Jahre 1993 beschrieben Murer-Orlando et al die erste DNA- und RNA-
Analyse von Chorionzottenzellen eines von FA betroffenen Foeten, wobei die
zytogenetisch gestellte pranatale Diagnose durch die molekulargenetischen
Untersuchungen bestatigt wurde (Murer-Orlando et al, 1993). Es konnten zwei
Mutationen im FANCC-Gen durch Mismatch-Analyse identifiziert werden, nachdem
die Komplementationsgruppe bekannt war. So bestand nun die Madglichkeit der
molekularen Untersuchung bei weiteren Schwangerschaften in dieser Familie. Die
Autoren heben hervor, dass in einem solchen Fall die Molekulargenetik den Vorteil
hat, dass die Analytik schnell und zuverlassig Ergebnisse bringen kann, wahrend die
Chromosomenbruchanalyse an kultivierten Amnionzellen in ihrer Qualitat und

Aussagekraft variieren kann.

Neben der klassischen Methode der Chromosomenbruchanalyse existiert mit der
DurchfluRzytometrie ein weiteres schnelles und kostengunstiges Verfahren, welches
mit relativ wenigen Zellen auskommt und somit auch fur Falle geeignet ist, in denen
Zellen nicht optimal wachsen (Schindler and Hoehn, 1999). Wie die
Chromosomenbruchanalyse gehdrt die durchfluRzytometrische Analyse zum Bereich
der indirekten, funktionellen Gendiagnostik. Getestet werden die Manifestationen des
zugrunde liegenden Gendefektes auf der Ebene der Zellfunktion (Zellzyklus-
Progression; MMC-Sensitivitat). Zellen mit nicht reparierten DNA-Schaden werden in
den S- und G2-Phasen des Zellzyklus arretiert. Die GrofRe der G2-Phasen-Fraktionen
reflektiert also den Grad der DNA-Schadigung (Seyschab et al, 1993). In dieser
Arbeit wird die pranatale Anwendung der  durchfluBzytometrischen
Funktionsdiagnostik zum Ausschluss oder zur Bestatigung eines Verdachtes auf

Fanconi-Anamie erstmals umfassend beschrieben.

4.2 Bewertung der Ergebnisse der funktionellen Pranataldiagnostik

4.2.1 Zweiparametrige Zellzyklusdiagnostik an kultivierten Fruchtwasserzellen

FUr die postnatale Diagnostik der FA ist die zweiparametrige Messung Standard, da

sie sich im Vergleich mit der einparametrigen als Uberlegen gezeigt hat.
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Einparametrige Messungen sind hier nicht zuverlassig genug. Bei der pranatalen
Diagnostik hingegen ist es genau umgekehrt: Die einparametrige Messung bietet in
diesem Fall eine deutlich groere Zuverlassigkeit, wahrend die zweiparametrige weit
weniger verlassliche Ergebnisse liefert.

Die Abbildung 4.1 zeigt die Y G2/GF Einzelwerte aller 10 ohne vorherige MMC-
Behandlung durchgefiihrten zweiparametrigen FW-Zellmessungen. Sechs der Werte
liegen unterhalb, 4 liegen oberhalb der gestrichelt eingezeichneten Trennlinie von
0.3. Diese Trennlinie wurde in entsprechenden Untersuchungen von peripheren
Blutzellen als Trennlinie zwischen von FA Betroffenen und von FA nicht betroffenen
Individuen ermittelt (Schindler u. Mitarbeiter, 2002). Demnach sollten 4 der
untersuchten Kulturen von FA, und 6 der untersuchten Kulturen nicht von FA
betroffen sein. Tatsachlich konnte die Diagnose FA nur bei 2 der 10 getesteten
Kulturen definitiv etabliert werden (Pfeile in Abbildung 4.1). Dartber hinaus liegen die
> G2/GF Werte dieser beiden betroffenen Foeten nicht oberhalb, sondern unterhalb
der 0.3-Trennlinie. In beiden Fallen handelt es sich also um falsch-negative Werte.
Umgekehrt konnte die Diagnose FA bei keiner der 4 Amnionzellkulturen bestatigt
werden, deren Y G2/GF Werte sich in der Abbildung 4.1 oberhalb der 0,3-Trennlinie
befinden. Die Werte dieser 4 Untersuchungen muissen daher als falsch-positiv
eingestuft werden. Das Fazit aus dieser Zusammenstellung ist eindeutig: 6 der 10
getesteten FW-Zellkulturen erwiesen sich als falsch-negativ oder falsch-positiv. In
einem Fall (solider Pfeil in Abbildung 4.1) wurde auf Grund des FW-Zellbefundes ein
nicht betroffenes Kind vorausgesagt, was sich postnatal jedoch als betroffen
herausstellte. Damit erscheint die bivariate durchfluRzytometrische FW-Zellanalyse
ohne vorherige MMC-Expositon nicht zur pranatalen FA-Diagnostik geeignet. Als
Erklarung der falsch-negativen Werte konnte postuliert werden, dass frihe pranatale
Zellen noch keine so hohe Schadigungsrate aufweisen wie postnatale Zellen, so
dass es nur zu einer geringflgigen und diagnostisch nicht verwertbaren G2-Phasen
Akkumulation kommt. Als Ursache fur die falsch-positiven Werte kommen BrdU-
Toxizitat sowie ein hoher endogener Anteil an tetraploiden Zellen in Frage, der eine

Blockierung von Zellen in der G2/M Phase vortauschen kann.
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Auch die vorherige Behandlung mit MMC tragt nicht wesentlich zur Verbesserung der
diagnostischen Zuverlassigkeit der durchfluRzytometrischen FW-Zellanalyse bei. Die
Abbildung 4.2 zeigt alle Werte der Amnionzelluntersuchungen ohne und mit Zusatz
von 10 ng/ml MMC. Wahrend der Wert der > G2/GF von der FW-Kultur des einen von
FA betroffenen Foetus nach MMC-Behandlung erwartungsgemal} stark ansteigt
(offene Pfeile), kommt es bei dem anderen betroffenen Foetus nur zu einem sehr
geringflgigen Anstieg (solide Pfeile). Die gleiche Variabilitat gilt auch fir die als nicht
von FA betroffen diagnostizierten FW-Zellkulturen, bei denen einige eine starke und
andere eine nur geringfugige Zunahme des ) G2/GF-Wertes zeigen. Im Fall der
positiven Diagnose liegt der Nullwert zwar noch im Bereich der Kontrollwerte (unter
0,3); der Wert nach MMC-Zugabe steigt jedoch auf 0,696 deutlich an. Die Werte des
Kindes von Familie G. hingegen weisen nicht darauf hin, dass eine FA vorliegen
konnte (3> G2/GF nach MMC-Zusatz 0,328).
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4.2.2 Einparametrige Zellzyklusdiagnostik an kultivierten Fruchtwasserzellen

Im Gegensatz zu den zweiparametrigen Zellzyklusanalysen ist die diagnostische
Wertigkeit der in dieser Serie durchgefihrten einparametrigen durchflul3-
zytometrischen Analysen durchweg hoher anzusetzen. Von den insgesamt 11
durchgefiihrten einparametrigen Zellzyklusanalysen erwies sich keine einzige als
falsch-negativ. Nur in einem Fall zeigte sich eine erhohte MMC-Sensitivitat bei einem
niedrigen Ausgangswert der einparametrigen Messung (Familie 1; B. aus der
Kategorie 1). In diesem Fall wurde nach MMC-Exposition eine erhdohte G2-
Phasenfraktion gefunden. Im entsprechenden eindimensionalen DNA-Histogramm
sprach jedoch die niedrige S-Phase dafur, dass die G2-Phasen Akkumulation eher
durch tetraploide Zellen bedingt wurde. In zwei Fallen ergaben sich Hinweise auf
eine stark erhdhte MMC-Sensitivitat. Beide Falle konnten als FA-positiv bestatigt
werden (Familie 3 aus Kategorie Il und Familie 6 aus Kategorie Ill). Der G2-Phasen-
Wert ohne MMC-Zusatz des Foeten von Familie 1I/3 liegt zwar im Bereich der Werte
von FA-negativen Personen und wurde daher fur sich genommen nicht auf die

Diagnose hinweisen. Der Wert nach MMC-Zusatz jedoch liegt deutlich im Bereich
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derer von FA-Patienten. Im Falle des Foeten von Familie Ill/6 liegen beide Werte
eindeutig im positiven Bereich. Der hohe Prozentsatz von Zellen in der G2-Phase
bereits ohne MMC-Behandlung sowie der starke Anstieg nach MMC-Zusatz sind hier
besonders deutlich. Die im Vergleich weniger zuverlassigen Ergebnisse der
zweiparametrigen Messungen sind moglicherweise durch die BrdU-Sensitivitat der
Fruchtwasserzellen zu erklaren. Die Ergebnisse der einparametrigen Messungen

sind in der Grafik von Abbildung 4.3 dargestellt.
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Abbildung 4.3

4.2.3 Zellzyklusdiagnostik an Nabelschnurblut

Wegen der offensichtlichen Limitationen der FW-Zelluntersuchungen wurde, wo
immer moglich, eine zusatzliche Untersuchung von Nabelschnurblut durchgefuhrt.
Die Nullwerte der Nabelschnurblutzellanalyse der entsprechend getesteten Familien
sind in der Abbildung 4.4 zu finden. Es fallt nur ein Wert als positiv auf, und zwar ist
dies der des zweiten Kindes von Familie C. (Kat. Il, Fam. 1, Kind 2). Alle anderen
Werte liegen im Bereich der Negativkontrollen. Diese Ergebnisse decken sich mit
denen der Wachstumsanalysen der Amnionzellen (im Fall des zweiten Kindes der
Familie C.), einparametrigen Messungen, postnatalen Befunden bzw.

Mutationsanalysen oder Chromosomenbruchanalysen. Die diagnostische Wertigkeit
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der durchfluBzytometrische Analytik von Nabelschnurblutzellen ist also sehr viel

hoher anzusetzen als die entsprechende Analytik der kultivierten FW-Zellen.
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Abbildung 4.4

Der zusatzliche Einsatz von MMC bestatigt die diagnostische Aussagekraft der NS-
Blutzellanalyse (vgl. Abb. 4.5). Es fallt wiederum nur der Wert des zweiten Kindes
von Familie C. (Kat. 2, Fam. 1, Kind 2) als FA-positiv auf. In den positiven Bereich
fallen zwei weitere Werte der Y G2/GF, jedoch nur nach Zusatz von 50 ng/ml MMC.
Bei keinem dieser beiden Foeten bestatigte sich die Diagnose FA. Die Behandlung
der NS-Blutzellen mit MMC scheint daher die diagnostische Wertigkeit der
Untersuchung nicht wesentlich zu erhdhen.
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4.2.4 Bestimmung der MMC-Sensitivitat des FW-Zellwachstums als Alternative

zur Zellzyklusmessung

Am Beispiel der Familie 1 aus Kategorie |l kann gezeigt werden, dass die einfache
Wachstumsanalyse der Amnionzellen mit und ohne MMC, wie sie hier beim dritten
Kind erfolgte, zuverlassigere Ergebnisse erbringen kann als die Zellzyklusanalyse
derselben Zellart, wie sie beim zweiten Kind durchgefuhrt wurde (s. Ergebnisteil).
Beim zweiten Kind hatte die Zellzyklusanalyse, ohne die zusatzliche
Kontrolluntersuchung von Nabelschnurblutzellen, zur Diagnose FA gefuhrt, obwohl
sich der Foetus als nicht betroffen herausstellte. Im Falle des dritten Kindes konnte
die Diagnose anhand der Wachstumsuntersuchung ebenso eindeutig gestellt und
wiederum durch Nabelschnurblutzellanalyse bestatigt werden. Auch das zweite
Beispiel der Bestimmung der MMC-Sensitivitat der FW-Zellen auf dem einfachen
Weg der Zellwachstumsanalyse (Kategorie lll, Familie 5) erbrachte ein zuverlassiges

Ergebnis. Die technisch sehr einfache Methode der Messung des Zellwachstums mit
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und ohne MMC sollte daher als Alternative zur Zellzyklusmessung bei der pranatalen

Diagnostik der Fanconi-Anamie bevorzugt zum Einsatz kommen.

4.3 Erkenntnisse aus den Ergebnissen der funktionellen

Zelldiagnostik in Familien der Kategorien | und Il

4.3.1. Die hier ausgewerteten Daten zeigen, dass die a priori Wahrscheinlichkeit
einer FA-Diagnose in Kategorie | relativ gering ist. In 9 von 9 Fallen mit der alleinigen
(sonographischen) Indikation ,Radialstrahlaplasie®, die in dieser Arbeit beschrieben
werden, konnte eine FA definitiv ausgeschlossen werden. Die Methode der
DurchfluBzytometrie  kann  daher zum  klinischen Einsatz  bei  der
differentialdiagnostischen Abklarung von auffalligen Ultraschallbefunden (im Sinne
von Radialstrahldefekten) empfohlen werden. Wenn FA auf diese Weise relativ
einfach und schnell ausgeschlossen werden kann, bringt dies den Eltern den Vortell,
die Gewissheit zu haben, dass ihr Kind zumindest nicht an dieser

lebensbedrohlichen Erkrankung leidet.

4.3.2 Die Zellzyklusdiagnostik an kultivierten Fruchtwasserzellen ist hinsichtlich der
zweiparametrigen Messungen teilweise problematisch: Bereits ohne Behandlung mit
MMC zeigen sich in vielen Fallen erhohte G2-Phasen Anteile, welche durch die
Anwesenheit tetraploider Zellen in FW-Zellkulturen bedingt sind und zur falsch-
positiven Bewertung des Messergebnisses beitragen. Umgekehrt beruhte die einzige
Fehldiagnose in den hier vorgestellten Familien auf einer falsch-negativen FW-Zell
Messung, bei der die G2-Phasen-Zellakkumulation im Normalbereich lag. Es ist
daher denkbar, dass FW-Zellen von betroffenen Foeten aus fruhen Stadien der
Schwangerschaft noch keine so hohen DNS-Schadigungsraten (und damit
Erhdhungen der G2-Phasenfraktionen) aufweisen wie postnatale Zellen. Generell
liefern einparametrige Messungen im Vergleich zu den zweiparametrigen meist

bessere Ergebnisse.
4.3.3 Da die durchfluRzytometrische Diagnosestellung an Fruchtwasserzellen nicht in

allen Fallen eindeutige Ergebnisse erbringt, sollte zusatzlich die MMC-Sensitivitat der

FW-Zellen mit Hilfe eines einfachen Zellwachstumstests durchgefuhrt werden.
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Darlber hinaus ist eine Bestatigung der FW-Zellanalytik durch Untersuchung von

Nabelschnurblutzellen erforderlich.

4.3.4 Ein prinzipielles Problem der pranatalen Diagnostik zeigte sich bei den Familien
der Kategorie 1: In zwei Fallen wurde die Schwangerschaft abgebrochen, ohne die
Diagnose abzuwarten. Die Foeten waren jedoch jeweils mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit nicht von FA betroffen, so dass eine Abruptio im Nachhinein nicht
indiziert war. Die Angst vor einer Erkrankung ist hier offenbar so grol3, dass die
Diagnose nicht abgewartet wird, selbst wenn hiermit ein Schwangerschaftsabbruch
vermieden werden konnte. Diese Beispiele zeigen, dass eine pranatale Diagnostik in
Familien mit Fanconi-Anamie nur in Verbindung mit einer vorherigen genetischen

Beratung durchgefuhrt werden sollte.

4.4 Erkenntnisse aus den Ergebnissen der molekulargenetischen

Diagnostik in Familien der Kategorie

4.4.1 Die direkte und indirekte Gendiagnostik hat den Vorteil, dass sie an DNA einer

Chorionzottenbiopsie bereits zwischen der 10 und 12. Woche der Schwangerschaft
durchgefuhrt werden kann. Sie ist jedoch zeitaufwendig und kostenintensiv. Wie die
indirekte Gendiagnostik im Fall der Familie G. zeigt, kdnnen Polymorphismen
hinsichtlich der Frage der Zuordnung zu bestimmten Allelen teilweise nicht informativ
sein. Wenn, wie hier, z. B. Mutter und Foetus fur alle Polymorphismen homozygot
sind und die beiden mdutterlichen Allele eine hohe Homogenitat aufweisen (was in
konsanguinen Familien der Fall sein kann), ist es unmdglich zu sagen, welches Allel
dem Foetus vererbt wurde. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass derartige
Schwierigkeiten bei der indirekten Gendiagnostik eine Restunsicherheit bergen,
welche jedoch durch die Ergebnisse mehrerer Untersuchungen verringert werden

kann. Der Aufwand hierfur ist allerdings betrachtlich.

4.4.2 Bei der direkten Gendiagnostik kann insbesondere im Falle des FAND2-Gens

die Existenz von Pseudogenen bei der Amplifikation von DNA-Abschnitten mit der
putativen Mutation dazu flhren, dass die relevante Mutation nicht amplifiziert wird,
sondern stattdessen Abschnitte des Pseudogens. Die diagnostische Sicherheit ist in

diesen Fallen eingeschrankt. Eine weitere Schwierigkeit stellen maogliche
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Spleimutationen dar: Im Fall der Familie G. hatte die homozygote DNA-
Veranderung der betroffenen Kinder flr sich allein betrachtet theoretisch auch
lediglich Ausdruck alternativen Spleissens sein konnen. Da sie jedoch bei den Eltern
heterozygot vorliegt und daruber hinaus bei anderen turkischen Patienten gefunden
wurde, ist es wahrscheinlich, dass es sich um eine echte Spleil3-Mutation handelt.
Durch Vergleiche der Patienten-DNA mit jener der Eltern sowie durch Suche nach
anderen Patienten mit derselben Mutation kann also auf eine relevante Mutation
geschlossen werden. Im engen zeitlichen Rahmen einer pranatalen Diagnostik wird
es vor allem bei grol3en und komplizierten Genen wie FANCA oder FANCD2 nicht
immer gelingen, die krankheitsverursachenden Mutationen bei Eltern und Foetus zu
diagnostizieren. Die bisherigen Erfahrungen mit dieser Art von Diagnostik zeigen
sehr eindrucklich, dass die krankheitsverursachenden Mutationen bereits vor Beginn
der pranatalen Diagnostik identifiziert und bekannt sein sollten. Bei vorheriger
Kenntnis der Komplementationsgruppe und der beiden Defektallele ist die
Mutationsanalyse in der DNA von Chorionzotten oder FW-Zellen zweifellos die
Methode der Wahl zur pranatalen Diagnostik der Fanconi-Anamie. FA-Familien mit
weiterem Kinderwunsch, welche die Option einer pranatalen Diagnostik in Betracht
ziehen, sollten daher veranlasst werden, die Art des betroffenen Gens und die Art
der Mutation bei dem bereits betroffenen Kind so bald wie moglich aufklaren zu

lassen.

4.5. Praimplantationsdiagnostik (PID) als Alternative zur

konventionellen PD?

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist eine Heilung der Fanconi-Anamie nicht mdglich.
Einzig die Knochenmarkstransplantation kann helfen, die hamatologischen Probleme
der Patienten zu beheben und Leukdmien zu vermeiden; das Risiko fur solide
Tumoren jedoch kann damit weiterhin nicht verringert werden, da die transplantierten
Zellen nur jene im Knochenmark ersetzten, nicht jedoch z. B. die Epithelzellen der
Haut. Mit der pranatalen Diagnostik bietet sich betroffenen Familien die Moglichkeit,
bei weiteren Schwangerschaften relativ frihzeitig Gber eine Erkrankung informiert zu
werden bzw. FA ausschlielen zu kénnen und je nach Entscheidung eventuell den

weiteren Verlauf der Schwangerschaft zu beeinflussen.
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Bei sonographischem Verdacht kdnnen daher die funktionellen Methoden und die
Gendiagnostik je nach Ausgangssituation Klarheit bringen. Wie die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, ist es jedoch gerade bei im Ultraschall auffalligen Foeten enorm
wichtig, ob bereits ein Kind in der Familie sicher mit FA diagnostiziert wurde und
daher die teilweise eher unspezifischen Ultraschallauffalligkeiten sehr wahrscheinlich
erneut mit FA in Zusammenhang gebracht werden konnen. Dabei kann neben den
haufig beschriebenen Skelettanomalien z. B. auch die erhdhte Nackentransluzenz in
Kombination mit einer vergroRerten Cisterna magna, Herzfehlern sowie

Dysmorphiezeichen hinweisend sein (Tercanli et al, 2001).

Wenn fur das erkrankte Kind kein passender Knochenmarkspender zur Verfigung
steht, gibt es seit 2002 bei weiterem Kinderwunsch der Eltern prinzipiell die
Maglichkeit zur Praimplantationsdiagnostik (PID). Diese ist jedoch in Deutschland
bisher nicht zugelassen. In anderen Landern allerdings kdnnen Paare Embryos nach
In-vitro-Fertilisation (IVF) bezuglich passender HLA-Merkmale selektionieren lassen.
Wenn diese nicht homozygot FA-Mutationstrager sind, kann deren Nabelschnurblut
bei der Geburt zur Gewinnung von HLA-identischen hamatopoietischen Stammzellen
dienen. Die Stammzellen kdnnen dann dem erkrankten Geschwister transfundiert
werden, woraufhin sich nach einiger Zeit das in seiner Funktion eingeschrankte
Knochenmark des Patienten durch die Vermehrung der gesunden Spenderzellen
regeneriert. Die erste erfolgreiche Transplantation dieser Art wurde im Jahre 2004
aus den USA berichtet (Grewal et al, 2004). Dabei bekam ein sechsjahriges an FA
erkranktes Madchen im Jahre 2002 die hamatopoietischen Stammzellen aus dem
Nabelschnurblut eines durch IVF gezeugten und mit PID ausgewahlten
Geschwisters. Nach Gabe der Stammzellen besserte sich der Zustand des
erkrankten Madchens bis in diesem Jahr dramatisch und nachhaltig durch die sich
normalisierende Hamatopoiese. Ein Vorteil der PID besteht darin, dass Paare hierbei
im Gegensatz zur pranatalen Diagnostik nicht mit der Entscheidung fur oder gegen
einen Schwangerschaftsabbruch konfrontiert werden. Nachteile sind jedoch
gesundheitliche Risiken flr die Frau, der erhebliche, auch finanzielle Aufwand sowie
viele ungeklarte ethische Fragen, die sich aus der Tatsache, dass ein Kind nicht
spontan gezeugt wird und Eltern bzw. Arzte teilweise EinfluR auf die Auswahl von
Kindern mit dem Vorhandensein bestimmter Merkmale nehmen kdnnen, ergeben.

Neben der elterlichen Motivation flr eine PID sind hierbei auch Aspekte wie die
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Frage nach der Selektion weiterer Merkmale neben den HLA-bestimmenden oder die
Chancengleichheit hinsichtlich des Zugangs zu diesem Verfahren (finanzieller und
damit soziookonomischer Aspekt) von Belang. Antworten auf diese Fragen konnen
jeweils im Einzelfall unterschiedlich ausfallen, sollten jedoch insgesamt sowohl von

Fachleuten als auch innerhalb der Gesellschaft diskutiert werden.

Die zum Teil sehr langwierige und fur die Frau psychisch wie physisch belastende
Prozedur kann gesundheitliche Risiken bergen, wahrend die Erfolgsrate bisher
insgesamt noch unbekannt ist. Da haufig mehrere Versuche nétig sind, schlagt sich
der betrachtliche Aufwand auch finanziell nieder. SchlieRlich stellen sich
verschiedene ethische Fragen wie z. B. ob Eltern das weitere Kind als in ihrer Familie
erwunscht betrachten, es genauso lieben und so ,normal“ behandeln, als ware es
auch spontan gezeugt, oder ob sie es nur in seiner Funktion als Organspender fur
das kranke Kind sehen und es moglicherweise gar nicht adaquat grofziehen
mochten oder sogar die Schwangerschaft vorzeitig nach Ernte der
hamatopoietischen Stammzellen aus der Leber beenden wollen. Die elterliche
Motivation kann also im Einzelfall moglicherweise sehr unterschiedlich sein. Ebenso
stellt sich die Frage, ob Eltern dem durch PID selektionierten Kind eine eventuelle
Knochenmarkspende mit den damit verbundenen Risiken in den ersten
Lebensmonaten zumuten wollen, falls die Nabelschnurblutspende nicht erfolgreich
war. Die Interessen des Spender- und die des Empfangerkindes mussen also
gegeneinander abgewogen werden, was fur Eltern sehr belastend sein kann. Im
Zusammenhang mit der in der Literatur beschriebenen erfolgreichen Transplantation
hatten weitere betroffene Eltern einige Anfragen gestellt, so z. B. nach der Spende
von Ersatzgameten oder nach der Ernte von hamatopoietischen Stammzellen aus
der Leber im Fall eines Spontanaborts. Weiterhin kam die Frage nach der Selektion
des Geschlechts des zukiinftigen Kindes neben der der passenden HLA-Merkmale
auf, ebenso wie die nach der Konservierung HLA-passender Embryos fur die
potentielle zukiUnftige Nutzung von embryonalen Stammzellen. Aus all diesen
Punkten ergeben sich wiederum neue ethische Fragen, welche sowohl von Arzten
und betroffenen Eltern als auch innerhalb von Politik und Gesellschaft diskutiert

werden mussen (Hohn und Schroeder-Kurth, 2003).
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4.6 Zusammenfassung

Die Zellzyklusanalyse an kultivierten Fruchtwasserzellen zur pranatalen Diagnostik
der Fanconi-Anamie ist nicht hinreichend zuverldassig und sollte aufgrund der
teilweisen Verfalschung des Ergebnisses durch tetraploide Zellen und unzureichende
Mitogenantwort sowie eventuell einen hohen Anteil nichtstimulierbarer Zellen (sog.
noncycling fraction) stets mit einer weiteren Untersuchung an Nabelschnurblutzellen
bestatigt werden. Durch eine Kombination von Amnionzelll- und NS-Blut-
Untersuchung mit Hilfe der DurchfluRzytometrie kann die Diagnose FA dann in der
Mehrzahl der Falle sicher ausgeschlossen oder bestatigt werden. Diese funktionelle
Testung ist insbesondere fur das Screening von Niedrig-Risiko-Schwangerschaften
geeignet, bei denen eine pranatale Diagnostik auf Grund eines auffalligen
Ultraschallbefundes bei sonst leerer Familienanamnese durchgefuhrt wird. Indirekte
und direkte Gendiagnostik setzen die Kenntnis des betroffenen Gens bzw. beider
krankheitsverursachender Mutationen voraus. Im engen zeitlichen Fenster der
pranatalen Diagnostik kdnnen diese nicht immer rechtzeitig bestimmt werden. In den
Fallen, in welchen sowohl funktionelle als auch Gendiagnostik durchgefuhrt wurde,
konnte das Ergebnis der funktionellen Diagnostik stets bestatigt werden. Die einzige
Fehldiagnose unter den hier vorgestellten Familien beruhte auf der Tatsache, dass in
diesem Fall das Ergebnis der Zellzyklustestung an kultivierten Fruchtwasserzellen
nicht durch eine Untersuchung von Nabelschnurblut kontrolliert wurde. Werden
sowohl Amnionzellen als auch Nabelschnurblut untersucht und wird die
Untersuchung der Amnionzellen durch eine einfache Sensitivitatsmessung
gegenuber MMC erganzt, so ist die funktionelle pranatale Diagnostik eine
verlassliche Methode zur Bestatigung oder zum Ausschlu® der Diagnose Fanconi-
Anamie. Die groRtmogliche Sicherheit der pranatalen Diagnostik wird jedoch mit
molekulargenetischen Methoden erreicht. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn
Komplementationsgruppenzugehdrigkeit und die Art der krankheitsverursachenden

Mutationen vor Beginn der Schwangerschaft bekannt sind.
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