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I. Einleitung
I. 1. Klinisches Bild

Bei Fanconi Anamie handelt es sich um eine rezessiv vererbte Multisystem-
Erkrankung, die mit erh6hter spontaner Chromosomenbrichigkeit, sowie
erhohter Anfalligkeit fur toxische Substanzen, wie Mitomycin C (MMC) oder
Diepoxybutan (DEB) einhergeht. Bereits im Kindesalter kommt es zu
Knochenmarkversagen mit zunehmender Panzytopenie , was sich Klinisch als
erhohte Blutungsneigung und Infektanfalligkeit manifestiert. Mehr als 50% der
Patienten zeigen einen auffalligen Kleinwuchs, der sich bereits bei Geburt durch
ein zu niedriges Geburtsgewicht, sowie Mikrozephalie und Mikrophtalmie
auRRert. Auch in der Folge bleibt die Korperlange dieser kleinwichsigen Kinder
meist unter der 3. Percentile. Ca. 70% der Patienten weisen Fehlbildungen der
Daumen und Arme im Sinne von fehlenden, hypoplastischen, tberzahligen oder
gespaltenen Daumen bzw. hypoplastischen oder fehlenden Radii auf. Ebenso
zeigen sich auch andere Skelettfehlbildungen, wie z.B. angeborene
Huftanomalien, Fehlbildungen der Wirbelsaule, Skoliose oder Auffalligkeiten der
Rippen. Jedoch finden sich nicht nur Fehlbildungen am Skelettsystem, sondern
auch an inneren Organen, bei denen strukturelle renale Fehlbildungen (z.B.
Hufeisenniere) im Vordergrund stehen. Differentialdiagnostisch von Bedeutung
ist das Auftreten von Pigmentierungsstorungen der Haut im Sinne von Café au
lait Flecken, die insbesondere am Rumpf, aber auch im Halsbereich und an den
Extremitaten gefunden werden. Auch im Gastro-Intestinal-Trakt kann es zu
Fehlbildungen (insbesondere Atresien) im Bereich des Magens, des
Osophagus oder des Darms kommen, die gegebenenfalls direkt nach der
Geburt operativ korrigiert werden mussen. Bis zu ein Drittel der Patienten weist
Fehlbildungen im Bereich des Ohres auf, die zu mehr oder weniger starken
Einschrankungen der Horfahigkeit und damit auch zu Lernschwierigkeiten

fuhren konnen.
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Abbildungl: aus Foliensammlung Prof. Schindler / Prof. Hanenberg

Mit zunehmendem Alter der Patienten stellen sich zuséatzliche Probleme ein.
Die Fertilitat kann sowohl bei weiblichen, als auch bei mannlichen Patienten
erheblich eingeschrankt sein, vereinzelte Schwangerschaften sind allerdings
beschrieben. Ebenso steigt mit zunehmendem Lebensalter das Risiko einer
Krebserkrankung. Bei Fanconi Anamie-Patienten treten besonders Karzinome
im Bereich der Mundhdhle, der oberen Atmungs- und Verdauungsorgane,
sowie (bei Frauen) im Genitalbereich auf. Die Reduktion der Blutzellreihen
beginnt zumeist mit einer Thrombopenie. Dann folgen Erythropenie und
Leukopenie. Die Lymphozytenwerte bleiben noch am langsten stabil. Zu
niedrige Erythrozytenwerte verursachen eine mehr oder weniger ausgepragte
Andmie, niedrige Thrombozytenzahlen flihren zu massiven Blutungen und
niedrige Leukozyten kdnnen schwerwiegende Infektionen auslosen und/oder
begtinstigen. Neben dem Knochenmarkversagen sind maligne Verdnderungen
der Blutbildung lebensbedrohlich. Hierzu gehéren vor allem das

myelodysplastische Syndrom (MDS) oder akute Leukdmien, insbesondere die
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akute myeloische Leukamie (AML). Die Lebenserwartung von Patienten, die an
Fanconi Andmie leiden ist deutlich eingeschrankt und liegt bei knapp tber 20
Jahren (1-4).

l. 2. Gene

Bis heute wurden dreizehn Fanconi - Anamie - Komplementationsgruppen (5-9)
definiert, die mit den Buchstaben A, B, C, D1, D2, E, F, G, I, J, L, M und N
gekennzeichnet sind. Man ist sich allerdings sicher, noch nicht alle
Komplementationsgruppen identifiziert Zu haben. Far alle
Komplementationsgruppen konnte jeweils ein Gen (FANCA bis FANCN)
identifiziert werden. In  Europa verteilen sich die einzelnen
Komplementationsgruppen wie folgt: FA-A 66%, FA-C 10%, FA-G 9%, FA-D1
3%, FA-D2 3%, FA-E 1%, FA-F 1%. FA-L <1%. Die Gene der entsprechenden
Komplementationsgruppen weisen bi-allelische Mutationen auf, die zur
Funktionseinschrankung  bzw. zum  Funktionsverlust des jeweiligen
Genproduktes fuhren. Man nimmt an, dass jeder Komplementationsgruppe ein
einzelnes, jeweils unterschiedliches, defektes Gen zugrunde liegt. Umgekehrt
fuhrt ein defektes FA-Gen dazu, dass der betreffende Patient der jeweiligen
Komplementationsgruppe angehort. Trotz unterschiedlicher genetischer
Defekte &hneln sich die klinischen Erscheinungsbilder, mit Ausnahme der
Komplementationsgruppe FA-D1. Das FA-D1-Gen entspricht dem BRCA2
(breast cancer gene 2)-Gen und fuhrt bereits vor dem 6. Lebensjahr zum
Auftreten lebensbedrohlicher Tumorerkrankungen. Patienten mit bi-allelischen
Mutationen in diesem Gen haben einen deutlich schwereren Krankheitsverlauf

und eine noch starker reduzierte Lebenserwartung (3).
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Mittlerweile hat man die Zusammenarbeit der einzelnen FA-Gene weiter
entschlisselt und im sogenannten ,Fanconi-Anemia-Pathway"
zusammengefasst (5).

Man teilt die FA-Gene in drei Gruppen ein:

- I. ,FA core complex (FANCA, B, C,E, F, G, L, M)

- 1. ,FA ID complex® (FANCD2 und FANCI)

- lll. ,link to cancer” (FANCD1 oder auch BRCA2, FANCN oder auch PALB2
und FANCJ oder auch BRIP1).

Der ,FA core complex hat als Hauptaufgabe die Mono-Ubiquitinilierung von
FANCD2 und FANCI.

Der ,FA ID complex® ist mit verantwortlich fur die DNA-Reperatur und damit
funktionell wichtiger als der ,FA core complex®.
Aus folgenden Grinden:

1. Der klinische Phanotyp von Patienten mit FANCD2-Mutation ist generell
deutlich ausgepragter, als bei Patienten mit Mutationen im ,core
complex. Insbesondere ist hier das friihe Auftreten von hamatologischen
Tumoren zu erwahnen.

2. FANCD?2 ist essentiell wahrend der korperlichen Entwicklung und eine
komplette Inaktivierung kénnte tddlich sein.

3. FANCD2-knockout Mause zeigen die gleichen korperlichen
Fehlbildungen wie der Mensch, im Gegensatz zu Mausen anderer
Komplementationsgruppen.

4. Die Mehrzahl der FA core complex Gene ist in vielen Nicht-Vertebraten
nicht vorhanden, im Gegensatz zu FANCD2 und FANCI.

Diese Unterschiede lassen darauf schlie3en, dass die Ubiquitinilierung von
FANCD2 durch den FA core complex nicht allein verantwortlich ist flr seine
Funktion, und dass eine Nicht-Ubiquitinilierung von FANCD2 eine wichtige Rolle

in der korperlichen Entwicklung und der Tumorentstehung spielt .



Im Gegensatz hierzu steht die Ill. Gruppe. Diese Proteine habe normale Werte
von monoubiquitilinierter FANCD2 nach Auftreten von DNA-Schaden. Hieraus
lasst sich schlieBen, dass diese Proteine entweder den ,FA ID complex®
unterwandern oder einem eigenen Weg folgen. Ein wichtiges Merkmal dieser
Gruppe ist seine Verbindung zu Brustkrebs: homozygote Mutationen
verursachen FA, heterozygote Mutationen pradisponieren Frauen fur
Brustkrebs. Den ersten Hinweis hierzu gab es, als man das FANCD1-Gen als
BRCA2-Gen identifizierte. BRCA1 und BRCA2 sind zwei Haupt-Tumor-
Suppressor-Gene. Mutationen in diesen beiden Genen kénnen familidren Brust-
und Eierstockkrebs auslosen. Obwohl BRCA1 bei FA-Patienten keine
Mutationen aufweist, hat man herausgefunden, dass das ,BRCA1-interacting
protein BRIP1“ identisch ist mit FANCJ. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass BRCAL sich mit BRCA2 zusammenschliel3t und einen Komplex bildet, der
sich vom BRCA1-BRIP1-Komplex unterscheidet und BRCA1 wird sowohl von
BRCA2 als auch von BRIP1 bendtigt, um an die Stelle des DNA-Schadens zu
gelangen. Diese Daten unterstreichen eine wichtige Verbindung zwischen FA
und Brustkrebs (5).

Die weiteren Verbindungen der FA-Gene mit den DNA-Reperatur-Systemen

sind Bestandteil der aktuellen Forschung.
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Tabelle 1: Merkmale der bisher 13 Fanconi Anamie Komplementationsgruppen

In Anlehnung an: Emergence of a DNA-damage response network consisting of Fanconi
anaemia and BRCA proteins, Weidong Wang,

Nature Reviews Genetics, September 2007 (5)

I. 3. Bisherige Therapieansatze

Die Therapie der Fanconi Anamie erfolgt Gberwiegend symptomatisch, d.h. es
werden die Kklinischen Folgen, jedoch nicht die Ursachen der Krankheit
behandelt. Organfehlbildungen an Niere, Verdauungstrakt und Skelettsystem
werden gegebenenfalls operativ korrigiert. Ergo- und Physiotherapie schulen
und unterstitzen die Patienten und ihre Familien im Umgang mit den
Einschrdnkungen im Alltag. Regelmé&Rige Vorsorgeuntersuchungen helfen eine
maligne Entartung rechtzeitig zu erkennen und behandeln zu kénnen. Kommt
es zu einer Einschrankung der Knochenmarksfunktion, kann dies ebenfalls in
regelmanRigen Laborkontrollen und Knochenmarksbiopsien festgestellt werden.
Zur Behandlung der Folgen der Knochenmarksdepression stehen eine Reihe
von Therapieoptionen zu Verfugung: Transfusionsbehandlungen, Antibiotika,
medikamentdse Therapie mit Androgenen und Kortikoiden sowie die Gabe
synthetischer Wachstumsfaktoren wie z.B. Zytokinen, insbesondere der
Wachstumsfaktor G-CSF. Kurativ hinsichtlich der aplastischen Anamie ist
jedoch einzig und allein die Stammzelltransplantationen (4).

Transfusionsbehandlungen bergen auch heute immer noch das Risiko einer
Infektion mit dem HepC- oder/und dem HI-Virus. Dennoch ist die Gabe von
Erythrozytenkonzentraten bei stark erniedrigten Hb-Werten sowie die Gabe von
Thrombozytenkonzentraten bei stark erniedrigten Thrombozytenwerten und

sichtbaren Blutungszeichen unverzichtbar.




Antibiotika kommen prophylaktisch bei einer Leukopenie zum Einsatz, genauso
wie bei einer bereits bestehenden bakteriellen Infektion.

Die medikamentdse Therapie stitzt sich auf die Gabe von Androgenen und
Kortikoiden (10, 4). 50 — 75% der FA-Patienten sprechen auf eine
Androgentherapie an. Androgene, wie das synthetisch hergestellte
Oxymetholon, sind mannliche Hormone, die die Produktion einer oder mehrerer
Blutzellreihen Uber langere Zeit stimulieren konnen. Androgene sind am
wirksamsten in der Verbesserung des ,roten Blutbildes®, jedoch wird nicht
selten auch eine lebensrettende Verbesserung der Leuko- und
Thrombozytenwerte festgestellt. Die Androgentherapie kann bei Ansprechen zu
einer Lebensverlangerung fuhren, ist jedoch keine ,Heilmethode®. Die meisten
Patienten sprechen nach einer Weile nicht mehr darauf an, andere Patienten
reagieren Uberhaupt nicht auf Androgene. Nicht unproblematisch sind die
Nebenwirkungen der Androgentherapie gerade bei weiblichen Patienten, bei
denen es zu einer Virilisierung und zu schlimmer Akne kommen kann. Eine
gefurchtete Nebenwirkung der Androgensubstitution sind Lebererkrankungen,
insbesondere Leberadenome, die multipel auftreten und sehr schnell wachsen
konnen. Leberadenome sind bei beiden Geschlechtern beschrieben. Das
Auftreten dieser prinzipiell gutartigen Tumoren ist allerdings kein Grund eine
Androgentherapie nicht zumindest zu versuchen. Auch die Gabe von
Kortikoiden kann allein oder in Kombination mit Androgenen zu einer

Stabilisierung des Blutbildes fuhren.

Einen weiteren therapeutischen Ansatz stellt die Gabe hamatopoietischer
Wachstumsfaktoren dar. Bei Fanconi Anamie Patienten wurden vorwiegend
Granulozyten-Kolonien-stimulierende Wachstumsfaktoren, wie ,G-CSF“ und
,GM-CSF*, mit Erfolg getestet. Der Erfolg wurde daran gemessen, dass es zu
einem Anstieg der neutrophilen Granulozyten kam. In einigen Fallen wurde

auch ein Anstieg in den Hb- und Thrombozytenwerten beobachtet (10, 11).



Die Therapie mit der grol3ten Langzeitwirkung stellt zur Zeit die Transplantation
humaner  Stammzellen  entweder von gesunden  HLA-identischen
Geschwisterspendern, HLA-identischen Fremdspendern oder aus
Nabelschnurblut (12) dar. Eine erfolgreiche Stammzelltransplantation eliminiert
die Probleme, die mit dem Knochenmarkversagen zusammen hangen (Anéamie,
Neutropenie, Thrombopenie und Leukopenie). FA-Patienten behalten jedoch ihr
hohes Risiko fur die spatere Entwicklung maligner Erkrankungen, die nicht die
Knochenmarkzellen betreffen, und sie kdnnen nach wie vor unter Problemen
leiden, von denen die anderen Organe des Kdrpers betroffen sind. So weisen
nahezu 80% der Patienten endokrine Storungen auf. Hierzu gehoren
Defizienzen von Wachstumshormon und Schilddrisenhormon, sowie das

frihzeitige Auftreten von Insulinresistenz und Diabetes mellitus.

Die besten Ergebnisse, im Sinne von Anwachsen der fremden Zellen und der
geringeren Anzahl von TransplantatabstoRungen auf Grund einer Graft-versus-
Host-Reaktion (GVHR), haben die Stammzelltransplantationen HLA-identischer
Geschwisterspender gezeigt. Die Erfolgsrate liegt hier um die 80 %, bei
Fremdspendern liegt die Erfolgsrate derzeit noch unter 60%. Um eine
Stammzelltransplantation erfolgreich durchfihren zu kdnnen, muss das
Knochenmark des Empfangers eliminiert werden. Diese sogenannte
Konditionierung erfolgt mit Hilfe eines eigens fur FA-Patienten angepassten
Schemas. Dieses Schema beinhaltet eine Ganzkorperbestrahlung und die
Gabe von Fludarabin. Fludarabin ist ein neues Medikament, was nach erfolgter
Transplantation das Risiko einer TransplantatabstoRung vermindern soll. Es
gehort zu den neuen Nucleosidanaloga und wirkt sowohl chemotherapeutisch,

als auch immunsuppressiv (1, 3, 8, 13).
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I. 4. Somatische Reversion und Fragestellung

Alle bisher genannten Therapieansatze filhren bei FA-Patienten zwar zu einer
Verbesserung der Blutwerte mit einer haufigen Verlangerung der
Lebenserwartung, jedoch kénnen selbst die immer erfolgreicher verlaufenderen
Stammzelltransplantationen die Patienten nur hinsichtlich ihrer

Knochenmarksprobleme heilen.

Seit mehreren Jahren hat man festgestellt, dass es auch bei der Fanconi
Anamie sog. Mosaik-Patienten gibt (1, 3). Unter Mosaik-Patienten versteht man
FA-Patienten, bei denen ein Teil der Blutzellen normal funktioniert, wahrend ein
anderer Teil weiterhin eine erhohte Chromosomenbrichigkeit aufweist.
Derartige Mosaike sind allerdings nur auf die Blutzellen beschréankt,

Hautfibroblasten sind nicht davon betroffen (14).

A B

Ruck-Mutation
oder Gen-
Konversion

(hg

Intragenes ->
Crossover

Molekulare Selbstkorrektur bei
Compound Heterozygotie

Abbildung 5: aus Foliensammlung Prof. Schindler / Prof. Hanenberg
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An die Madglichkeit einer Mosaik-Bildung sollte man denken, wenn folgende
Befunde vorliegen:
1. spontane Verbesserung der Blutwerte eines FA-Patienten;
2. ein Mischbefund von normalen und FA-typischen Zellen bei der
Testung des peripheren Blutes auf Chromosomenbriichigkeit oder
Zellzyklusarrest;
3. Vorhandensein von MMC-resistenten Zellen im peripheren Blut
bei weiterhin MMC-empfindlichen Hautfibroblasten;
4. MMC- oder DEB-Resistenz einer B-Zell-derivierten, lympho-
blastoiden Zelllinie eine FA-Patienten.“(15)

Des weiteren hat man im Laufe der Jahre bei diesen Patienten beobachtet,
dass die gesunden Zellen einen Wachstumsvorteil gegenuber den kranken
Zellen haben (10,15,16). Es kam zu einer kontinuierlichen und stabilen

Verbesserung des Blutbildes mit einer deutlich erhéhten Lebenserwartung.

Auf Grund dieser Beobachtungen, die man im Sinne einer spontan auftretenen,
also ,naturlichen® Gentherapie interpretieren kann, stellt sich die Frage, ob es
nicht mdglich ist, Stammzellen gentherapeutisch so zu verandern, dass sie
keine Chromosomenbriichigkeit mehr aufweisen und sich damit im Laufe der
Zeit gegenuber den kranken Zellen durchsetzen und so zu einer wirklichen
Heilung der Patienten fihren. Die bisherigen Berichte Uber das Auftreten von
,haturlicher Gentherapie“ bei FA-Patienten geben zu der Hoffnung Anlass, dass
auch eine in vitro durchgeflihrte Korrektur der Gendefekte zur Verbesserung
der Situation der Patienten fuhren konnte. Im Rahmen dieser Arbeit sollen
daher die bisherigen Versuche zur somatischen Gentherapie bei der Fanconi

Andmie zusammengestellt und einer kritischen Evaluation unterzogen werden.
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Il. Methoden

II. 1. Prinzipien der Gentherapie

Bevor Gentherapien erfolgreich eingesetzt werden kdénnen, muss man sich
folgende Fragen stellen:

1. Wie lassen sich gesunde Kopien des bendtigten Gens in die
Stammzellen von FA-Patienten einbauen?

2. Wie kann das neue Gen dazu gebracht werden, so abgelesen zu
werden, dass maoglichst die richtige Menge des fehlenden Proteins
produziert wird, welches FA-Patienten fur ihren Organismus und
das Blutsystem bendétigen?

3. Konnen sich die Zellen, die das korrigierte Gen enthalten, so
zahlreich vermehren, dass der Effekt auf den Korper dauerhaft
ist?

4. Wie kann man die Gefahr einer leukédmischen Reaktion nach

Gentherapie so gering wie méglich halten, bzw. ausschalten? (8)

Um ein gesundes Gen dauerhaft in hamatopoietische Stammzellen
einzubringen, muss es in deren genetischer Information verankert sein. Nur
dann wird diese gesunde Kopie des Gens bei allen Teilungen der Zelle als Tell
der genetischen Informationen in die Tochterzelle und deren
Nachkommenschaft weitergereicht und ist somit dauerhaft in jeder Zelle des
Blut- und Immunsystems vorhanden. Im Laufe der Evolution sind zahlreiche
Schutzmechanismen in den Zellen hoherer Mechanismen entstanden, um die
eigene Erbinformation vor &uf3eren Einflussen zu schitzen und somit das
Uberleben als Spezies zu sichern. Deshalb ist es auch heute noch
aul3erordentlich schwierig, mit chemischen oder physikalischen Methoden
genetische Informationen dauerhaft in menschlichen Stammzellen zu verankern
(17).
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Hamatopoietische Stammzellen als Zielzellen fur die Gentherapie findet man
unter normalen Bedingungen nur im Knochenmark. Nur bei Anwendung von
Wachstumsfaktoren wie dem G-CSF oder nach Chemotherapien werden
hamatopoietische Stammzellen voriibergehend im peripheren Blut gefunden.
Stammzellen kénnen somit durch eine Knochenmarkentnahme oder auch nach
Gabe von G-CSF im Rahmen einer Apharese aus dem peripheren Blut
gewonnen werden (18). Anhand eines speziellen Rezeptors auf der Oberflache
der Stammzellen, CD34 genannt, lassen sie sich von den ubrigen Zellen

abtrennen und entsprechend anreichern.

Im Rahmen einer Gentherapie werden diese Zellen fur ein bis zwei Tage mit
rekombinanten menschlichen Wachstumsfaktoren, z.B. G-CSF, zur Teilung
angeregt und dann auf Fibronektin-beschichteten Kulturplatten mit den
retroviralen Vektoren bei 37°C flur zwei bis drei Tage transduziert. Mit Hilfe des
Fibronektin binden die kinstlichen Retroviren effektiv an die Stammzellen und
werden in die Zellen aufgenommen. SchlieRlich erfolgt der weitgehend zuféllige
Einbau (Integration) ihrer genetischen Information in das menschliche Genom
der Zelle. Am funften Tag werden die Gen-korrigierten Stammzellen aus der
Kultur geerntet, gewaschen und als Infusion tber eine Vene dem Patienten

zurlckgegeben (17).

Il. 2. Vektoren

Bei der Gentherapie von Stammzellen (17) werden bevorzugt Retroviren als
Transportsysteme benutzt, weil diese im Rahmen der Evolution besondere
Mechanismen entwickelt haben, um ihre eigene Erbinformation dauerhaft in
fremde Zellen einzubringen. Alle natlrlich vorkommenden Retroviren — auler
den Foamyviren — konnen gefahrliche Erkrankungen auslésen. Deshalb
missen diese Viren mit Hilfe molekulargenetischer Methoden so entscharft
werden, dass sie praktisch kein Sicherheitsrisiko mehr beinhalten und gefahrlos

unter bestimmten standardisierten Bedingungen angewendet werden kénnen.
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Ihr Einsatz ist allerdings auf Laboratorien mit Sicherheitsvorkehrungen nach der
Gentechniksicherheitsverordnung beschrankt. Die beim Menschen bisher
eingesetzten retroviralen Vektoren stammen fast alle von einfachen Mause-
Leukamie-Viren, wie dem Moloney leukemia virus, ab (19) . Nur in zwei Studien
wurde das HI-Virus verwendet. Die Erbinformation dieser Viren wird weitgehend
durch die normale Kopie des menschlichen Gens ersetzt und das Konstrukt
Baustein fur Baustein sequenziert. Fir die klinische Anwendung erfolgt dann
die Herstellung von kinstlichen Retroviren, die zum einen die menschlichen
Zellen nur einmal befallen und sich somit nicht ausbreiten koénnen (=
replikationsdefekte Viren) und die zum anderen die genetische Information fur

das gewtinschte Gen tragen.

2 kb 4 kb 6 kb
v v v
S11 RAD51 IN ) e [RADL U g Res - NEO— | glEry

S11 RAD51B IN
S11RAD5IC IN

SILRADSID IN [ e e

S11XRCC2 IN
S11XRCC3 IN

S11 RAD54 EG

S11 ERCC1 IEG

S11 XPF IEG
S11 DCLREIA IEG DCLRElSNMlA Res [NEGERL IR

Abbildung 6: Beispiele fur retrovirale Konstrukte als Vektoren fir DNA-Reparaturgene
aus Foliensammlung Prof. Schindler / Prof. Hanenberg
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In neueren Studien zeigte sich die Verwendung von Lentiviren (19, 20), einer
Untergruppe der Retroviren, als vielversprechend. Unter Lentiviren versteht
man behillte Einzelstrang-RNA-Viren. Die Besonderheit dieser Viren besteht
darin, dass sie auch sich nicht teilende, eukaryotische Zellen infizieren kénnen.
Zu den Lentiviren gehoéren das humane Immundefizienz-Virus HIV-1 und HIV-2,
sowie das EIAV der Pferde (21, 22).

Aufbau von Retroviren

einfache naturliche Retroviren

LTR| (v ] GAG POL ENV LTR

Motor/ Struktur- Enzyme Hillproteine Einbau
Einbau proteine

Verpackungs-
Signal

genetische
Information
(RNA)

Abbildung 7: Aufbau von Retroviren aus Foliensammlung Prof. Schindler / Prof. Hanenberg

Die kinstlichen Retroviren werden abschliel3end hinsichtlich ihrer Wirksamkeit
und Effizienz, das gewiinschte Gen zu Ubertragen, Uberprift und zahlreichen
Sicherheitstests unterzogen. Bis zur klinischen Anwendung werden sie bei -
80°C gelagert (23).
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Il. 3. Transduktion

Unter dem Begriff Transduktion versteht man die “Infektion einer Zelle mit

einem viralen Vektor. Transduktion kann in vitro, ex vivo und in vivo erfolgen.

Eine Transduktion in vitro findet statt, nachdem CD34+ - Zellen nach
Stimulation, aus dem peripheren Blut entnommen wurden. Die Transduktion der

Zellen erfolgt mit dem retroviralen Vektor in Kultur.

Eine Transduktion ex vivo findet ebenfalls statt, nachdem CD34+ - Zellen nach
Stimulation, aus dem peripheren Blut entnommen wurden. Die Transduktion der

Zellen erfolgt mit dem retroviralen Vektor auRerhalb des Kérpers.

Eine Transduktion in vivo erfolgt, indem der retrovirale Vektor direkt in das
jeweilige Lebewesen (z.B. Maus oder Mensch) eingebracht wird und die Zellen

im Korper infizieren soll (23, 24).

lll. Ergebnisse

[ll. 1. in vitro: Komplementationsanalysen

Bei der Fanconi Anamie wurden bis heute 13 Komplementationsgruppen (5, 6,
7) definiert, die mit den Buchstaben A, B, C, D1, D2, E, F, G, |, J, L, Mund N
gekennzeichnet sind. Fur alle Komplementationsgruppen konnte jeweils ein
Gen (FANCA bis FANCN) identifiziert werden, welches bei den Patienten der
betreffenden Komplementationsgruppe Veranderungen aufweist, und daher
funktionsunttichtig ist. Eine somatische Gentherapie kann nur durchgefihrt
werden, wenn bekannt ist, welches der zahlreichen Gene bei einem Patienten
tatsachlich mutiert, also defekt ist. Um diese Voraussetzung zu schaffen, muss
der Patient zunachst einer der oben genannten Komplementationsgruppen

zugeordnet werden.
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Wie ordnet man nun einen Patienten einer Komplementationsgruppe zu?

Komplementationsanalyse durch Zellfusion (Hybridisierung)

Die klassische Komplementationsanalyse beruht auf der Tatsache, dass in
Zellen einer bestimmten Komplementationsgruppe (z.B. FA-A) nur das jeweilige
FA-Gen (z.B. FANCA) und das zugehdérige Protein defekt sind, alle anderen FA-

Gene bzw. —Proteine aber normal.

Dadurch wird bei einer Zellfusion von beispielsweise FA-A- und FA-C-Zellen
von einer FA-A-Zelle das FANCC-Gen und von der FA-C-Zelle das FANCA-
Gen zur Verfugung gestellt, sodass die fusionierten (Hybrid-)Zellen keinen FA-

Defekt mehr aufweisen.

Fusioniert man hingegen Zellen derselben Komplementationsgruppe (z.B. FA-A
mit FA-A), so sind die Fusionszellen auch weiterhin defekt, da keiner der beiden
Fusionspartner das fehlende normale FA-Gen (FANCA) mit in die Fusionszelle
einbringt. Testet man diese Fusionszellen, so bleiben sie MMC-
Uberempfindlich, im Gegensatz zu Fusionszellen ungleicher
Komplementationsgruppen. So kann die betreffende Komplementationsgruppe

bestimmt werden.

In herkdmmlicher = Weise  durchgefiihrte  Komplementationsgruppen-
bestimmungen umfassen vier Schritte:
1. die Gewinnung/Etablierung einer lymphoblastoiden Line nach EBV-
Transformierung von B-Zellen aus dem peripheren Blut des Patienten
2. die Sicherung der MMC-Uberempfindlichkeit dieser Linie
3. die Verschmelzung von Zellen dieser Linie mit Zellen von dreizehn
Referenzlinien

4. die Testung der MMC-Empfindlichkeit der somatischen Zellhybride.
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Nur wenn Zellen des betreffenden Patienten mit Zellen der gleichen
Komplementationsgruppe fusioniert werden (z.B. FA-A mit FA-A), zeigen die

Fusionszellen noch die typischen FA-Eigenschaften.

Da diese Art der Komplementationsgruppenbestimung in hohem Mal3e zeit- und
arbeitsaufwendig sind, hat man nach Alternativen gesucht.

Komplemenationsanalyse mit Hilfe von retroviralen Vektoren

Eine neuere Methode der Komplementationsanalyse benutzt kinstlich
hergestellte retrovirale Vektoren, um jeweils spezifisch ein FA-Gen in die Zellen
eines FA-Patienten mit noch nicht zugeordneter Komplementationsgruppe
einzubringen. Der prinzipielle Unterschied zwischen Komplementation durch

Zellfusion und retroviraler Komplementation besteht wie folgt:

Komplementation mit Retroviren
B A0 = normal
B-cl =-» FA
B D20 = FA
+ HEH = FA
BEHl = FA
FA Bl == FA
B = FA

Abbildung 8a: Zuordnung eines unbekannten FA-Patienten zur Komplementationsgruppe FA-A
aus Foliensammlung Prof. Schindler / Prof. Hanenberg
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Komplementation mit Retroviren

B A0 = normal
BHcll == FA
BD2 == FA

+ HEH = FA
BEHl = FA
Bl == FA
L = FA

Abbildung 8b: Zuordnung eines unbekannten FA-Patienten zur Komplementationsgruppe FA-A
aus Foliensammlung Prof. Schindler / Prof. Hanenberg

Bei der Komplementationsanalyse durch Zellfusion werden in FA-Zellen einer
noch nicht zugeordneten Komplementationsgruppe mit dem Fusionspartner,
d.h. Zellen einer FA-Referenzlinie, immer alle FA-Gene auf3er einem
Ubertragen. Es wird nach dem aussagekraftigen negativen Fall gesucht, bei
dem durch den Fusionspartner keine Komplementation vermittelt wird. Bei der
retroviralen Komplementationsanalyse wird immer nur ein FA-Gen pro Ansatz
Ubertragen und es wird der positive Fall gesucht, in dem dieses eine FA-Gen
Komplementation vermittelt, d.h. die FA-typischen Eigenschaften der Zellen
(MMC-Uberempfindlichkeit) korrigiert (25).

Retrovirale Vektoren, die jeweils eines der bekannten FA-Gene FANCA bis —L
tragen, stehen verschiedenen Arbeitsgruppen, die sich mit FA beschaftigen, zur
Verfiigung. In Europa wurden von der Dusseldorfer Arbeitsgruppe verschiedene

Retroviren fur alle bekannten FA-Gene hergestellt — mit einer Ausnahme:
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Das FANCD1/BRCA2-Gen ist so grof3, dass es in keinen normalen retroviralen
Vektor hineinpasst. Hier hat man andere Mdglichkeiten entwickelt, Defekte

dieses Gens nachzuweisen.

Mit Hilfe dieser kinstlichen Retroviren werden die bisher isolierten FA-Gene
FANCA bis FANCL im Labor in Zellen eines Patienten mit noch nicht
zugeordneter Komplementationsgruppe eingebracht. Nur eines der retroviral
Ubertragenen FA-Gene kann die FA-Eigenschaften der Patientenzellen (MMC-
Uberempfindlichkeit) Kkorrigieren/ normalisieren, namlich die gesunde Kopie

desjenigen Gens, das beim Patienten defekt ist.

Korrigiert keines der retroviral eingefihrten Gene die Zellen, so gehort der
Patient zu den Komplementationsgruppen FA-D1, FA-I und FA-J oder zu einer
neuen, noch nicht definierten Gruppe.

Retrovirale Komplementationsanalyse kann an Lymphozyten (T-Zellen)
durchgefiihrt werden, die direkt aus einer Blutprobe (1-4ml) eines Patienten
noch nicht zugeordneter Komplementationsgruppe isoliert werden konnen.
Auch mit Zellen einer lymphoblastoiden B-Zelllinie kann eine retrovirale

Komplementationsanalyse durchgefiihrt werden.

Komplementationsanalysen lassen sich ebenfalls mit CD34-positiven Zellen aus
dem Knochenmark oder nach deren Mobilisierung mit G-CSF aus dem
peripheren Blut durchfihren. In Zellkultur bildet der grof3te Teil der CD34+
Zellen, ausgehend von einer einzelnen Zelle, innerhalb von 14 Tagen unter
geeigneten Wachstumsbedingungen kleine Kolonien von bis zu mehreren
hundert Zellen. In diese isolierten CD34+ Zellen kdnnen mittels retroviraler
Vektoren die einzelnen FA-Gene eingebracht werden. Es kann dann in Kultur
getestet werden, ob eines der FA-Gene die Koloniebildung der CD34+ Zellen in
Gegenwart von MMC Uberhaupt ermdglicht bzw. vergleichbar mit den von

gesunden Personen gewonnenen CD34+ Zellen macht (25).
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Abbildung 9: Beispiel der Bestimmung der Komplementationsgruppe in Hautfibroblasten eines
FA-Patienten. Das Beispiel illustriert die Zuordnung der Fibroblasten des Patienten zur
Untergruppe FA-A. Nur mit dem A-tragenden Vektor war die Komplementation erfolgreich.
Dieses war sichtbar als Riickgang der Akkumulation von Zellen in der G2-Phase. Die genetisch
korrigierten Zellen verhalten sich hinsichtlich ihrer Zellzyklusverteilung wieder wie normale
/nicht-FA-Zellen.

aus Foliensammlung Prof. Schindler / Prof. Hanenberg

Ferner mdglich ist die retrovirale Komplementationsanalyse an Fibroblasten
(14). Fibroblasten-ahnliche Zellen fir diese Untersuchung kdnnen aus einer
Hautbiopsie, aber auch aus dem Knochenmark oder vorgeburtlich aus
Amnionflussigkeit gewonnen werden. Anhand der Untersuchung von
Fibroblasten wird eine Komplementationsanalyse insbesondere auch bei den
Patienten mdglich sein, die sich in der Vergangenheit erfolgreich einer
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Stammzelltransplantation unterzogen haben und deren Blutzellen folglich

normal sind.

Bei Patienten mit komplettem Mosaik in ihren peripheren Blutzellen konnte die
Komplementationsgruppe in der Vergangenheit mit Routinetechniken nicht
festgestellt werden; sie wurden als MMC-resistent klassifiziert. Da noch nie
beobachtet wurde, dass ein somatisches Mosaik auch in Fibroblasten auftritt,
kann mittels retroviraler Komplementationsanalyse in Fibroblasten auch dann
die Komplementationsgruppe eines FA-Patienten bestimmt werden, wenn

dieser ein komplettes Mosaik in seinen peripheren Blutzellen aufweist.

Bisher wurden in mehr als 150 Féllen retrovirale Komplementationsanalysen an
T-Zellen aus dem peripheren Blut durchgefiihrt und in mehr als 80% der Félle
konnten die Patienten innerhalb von zwei bis drei Wochen den Gruppen FA-A,
FA-B, FA-C, FA-E, FA-F, FA-G, FA-L, FA-nonABCDEFGL zugeordnet werden
(Referenz). Somit ist es mit Hilfe der retroviralen Komplementationsanalyse
moglich, innerhalb des ersten Monats nach Diagnose der FA auch die
Untergruppe bei mehr als 4/5 der Patienten festzustellen, so dass ggf. bei
weiterem Kinderwunsch die Mutationen in dem betroffenen Gen auch zeitnah

analysiert werden kdnnen.

Die  Nutzung von T-Zellen aus dem  peripheren Blut zur
Komplementationsanalyse hat allein den Nachteil, dass diese Untersuchungen
immer sofort durchgefihrt werden muissen und die Zellen nach den drei
Wochen in Kultur nicht mehr weiter verwendet werden konnen. Fir eine
eventuell erforderliche Wiederholung der Analysen muss erneut Blut des
Patienten  angefordert  werden. Deshalb  werden parallel  zur
Komplementationsanalyse aus primaren T-Zellen EBV-transformierte
lymphoblastoide Zelllinien angelegt, die spateren wiederholenden oder

bestatigenden Analysen dienen.
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Bei knapp 15% der Patienten bringt die retrovirale Komplementation kein
Ergebnis, da die lymphoblastoiden Zellen ein Mosaik ausgebildet haben und
somit keine FA-typischen Eigenschaften (MMC-Uberempfindlichkeit) mehr

aufweisen.

Bei Untersuchungen an mehr als 200 lymphoblastoiden Linien wurde
festgestellt, dass ca. 20% dieser Linien resistent gegeniber MMC war, obwohl
nur ein Teil der Patienten wirklich ein Mosaik im Blutsystem ausgebildet hatte.
Diese Linien konnen also auch in Kultur MMC-resistent werden.
Lymphoblastoide Linien, die dauerhaft FA-typische Eigenschaften besitzen,
stellen ein ideales Material fur die retrovirale Komplementationsanalyse dar,
weil sie ohne Stimulation kontinuierlich und unbegrenzt in der Zellkultur

vermehrt und gegebenenfalls auch kryokonserviert werden kénnen.

Die Abwagung der jeweiligen Vor- und Nachteile der beiden Methoden der
Komplementationsgruppenbestimmung bei FA-Patienten lasst deutliche Vorteile
der retroviralen Komplementationsanalyse in Hinblick auf Schnelligkeit,
geringere Storanfalligkeit und Durchfuhrbarkeit an unterschiedlichen Zelltypen
und durch verschiedene Zentren erkennen. Der wesentliche Nachteil der
retroviralen Komplementationsanalyse liegt darin, dass mit dieser Methode nur
FA-Patienten positiv klassifiziert werden kénnen, far deren
Komplementationsgruppe das verantwortliche FA-Gen zuvor isoliert worden ist
und daher in retroviralen Vektoren kloniert werden konnte (11, 25, 26 ).

Die retrovirale Transduktion von FA Zellen zum Zwecke der Bestimmung der
Komplementationsgruppe hat u.a. die entscheidenden Voraussetzungen fur die
in vivo Anwendung der somatischen Gentherapie bei FA-Patienten geschaffen.
Bevor allerdings gentherapeutische Verfahren beim Menschen eingesetzt
werden konnen, ist deren Anwendung in Tiermodellen unverzichtbar. Im
Tiermodell kénnen Effizienz und mdgliche Nebenwirkungen dieser

Therapieform untersucht und entsprechend modifiziert werden.
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lll. 2. in vivo: FA-Tiermodelle

Gentherapiestudien an Tieren sind Voraussetzung fur die Anwendung beim
Menschen. Als Versuchstiere werden lUberwiegend Mause verwendet, die das
kranke FA-Gen in sich tragen und somit die Krankheit imitieren. An FA-
Untergruppen stehen FANCA - und FANCC - Mause zu Verfugung. Diese
Mause weisen jedoch weder aul3ere FA-Merkmale auf, noch entwickeln sie ein
spontanes Knochenmarksversagen, wie dies bei FA-Patienten der Fall ist. Setzt
man diese Mause jedoch chromosomenschéadigenden Substanzen, wie MMC
oder DEB aus, so zeigen auch diese Mause die FA-typischen
Chromosomenbriche. Als Kriterium einer erfolgreichen Gentransduktion und
damit funktionellen Korrektur zahlt somit die Wiederherstellung der MMC-

Resistenz der retroviral behandelten Patientenzellen (1, 27).

In einer franzdsischen Studie (16) hat man von neun FA-A-Patienten humane
Stammzellen entnommen und diese unter hypoxischen Bedingungen und dem
Zusatz von N-Acetylcystein inkubiert. Alle neun Zellreihen haben unter diesen
Bedingungen Kolonien ausgebildet. Im nachsten Schritt wurden diese Zellen mit
dem Vektor FOCHA-FANCA-IRES-CD24(FOCHA-FICD), einem Abkdmmling
des Moloney-Murine-leukemia-virus, transduziert. Die transduzierten Zellen
konnten Kolonien bilden und waren alle unempfindlich gegeniber der
Exposition mit MMC. Es fanden sich weder Chromosomenbriiche noch ein G2-
Arrest. Anschliel3end erfolgte die Injektion dieser Zellen in bestrahlte FANCA-
Mause. Nach 12 Wochen schienen die Mause gesund zu sein, das Blutbild war
weitestgehend normal und in den Blutzellen konnte mittels PCR die
transduzierte FANCA-cDNA nachgewiesen werden. Die Mause wurden
anschlieBend getttet und in der Autopsie bestatigte sich der klinische Eindruck,
dass sich das Knochenmark dieser Tiere nicht mehr als hypoplastisch
darstellte. AuRerdem fanden sich keine Anzeichen fur Leuk&mie-verdachtige

Zellen.
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Bei einer amerikanischen Studie (28) wurden humane Stammzellen von FA-A-
Patienten mit einem selbst-inaktivierenden Moloney-Murine-leukemia-virus,
basierend auf dem Lentivirus HIV-1, transduziert. Anschlie3end erfolgte die
Injektion in bestrahlte FANCA-Mause. Nach Exposition mit MMC zeigte sich
auch hier keine Chromosomenbrichigkeit mehr. Die Hamatopoiese war stabil,
da der Gentransfer mit Lentiviren eine Korrektur auf Stammzellniveau mit
Langzeitwirkung erreichte. In vivo zeigten die genkorrigierten Zellen einen
Wachstumsvorteil, der eine Transplantation dieser korrigierten Zellen in
ebenfalls bestrahlte FANCA-Mause ermdglichte. Auch nach dieser zweiten

Transplantation blieb die Hamatopoiese stabil.

In einer weiteren Studie (29) wurde mit FANCC-Mausen gearbeitet. Hier
erfolgte ein ex vivo Gentransfer von FA-C cDNA auf CD34+ Vorlauferzellen von
FA-C-Patienten mittels dem Moloney-murine-retrovirus nach Prastimulation mit
IL-3, IL-6 und SCF (stem cell factor). AnschlieBend erfolgte die Injektion dieser
transduzierten Zellen in acht Empfanger-Mause. Nach sechs Monaten fanden
sich bei diesen Tieren normale Blutwerte, was ebenfalls auf einen in vivo
Wachstumsvorteil der gentherapierten Zellen schlieen lasst. 10 - 30% der
peripheren Blutzellen waren markiert mit dem FA-C Retrovirus. Normalerweise
ist die Transduktion bei sich nicht teilenden Zellen, wie sie bei Fanconi Anamie
vorliegen, schwierig. Durch die Prastimulation der Zellen mit Zytokinen (IL-3, IL-
6, IL-11, SCF) oder 5-FU erfolgt eine Induktion des Zellzyklus und erleichtert
somit die Transduktion.

Weitere Studien (20, 30-32) zeigten ahnliche Ergebnisse. Somit kénnen die
zahlreichen gentherapeutischen Versuche, die im Falle der FA mit Tiermodellen
durchgefuhrt wurden, insgesamt als positiv bewertet werden. In keiner dieser

experimentellen Serien kam es uUberdies zum Auftreten von Malignomen.
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. 3. ex vivo/in vivo: bisherige Studien bei FANCC und FANCA

Auf Grund der durchweg positiven Ergebnisse der tierexperimentellen Studien
wurden auch bei FA- Patienten bereits eine Reihe von Gentherapiestudien

durchgefuhrt

In einer Studie aus dem Jahr 1994 (33) mit FA-C-Patienten wurde als
retroviraler Vektor ein rekombinanter Adeno-assoziierter Virus (rAAV)
verwendet. Hierbei handelt es sich um die erste Demonstration von einer rAAV-
Gentherapie in menschlichen Vorlauferzellen. Wie auch in den anderen Studien
erfolgte die Transduktion mit FA-C-cDNA von Lymphoblasten und CD34
Vorlauferzellen in Gegenwart von Zytokinen (IL-3, IL-6, SCF). Diese
genkorrigierten Zellen wiesen keine FA-Diagnose-Kriterien mehr auf: es
bestand keine MMC-Sensitivitat mehr, es zeigten sich keine
Chromosomenbriche mehr und es kam zu keinem Stagnieren mehr in der G2-
Phase. Eine stabile provirale Integration konnte in der PCR nachgewiesen

werden.

Eine andere Studie (34) mit FA-C-Patienten stammt ebenfalls aus dem Jahr
1994. Hier wurden lymphoblastoide Zellreihen von FA-C-Patienten mit einem
retroviralen Vektor (Moloney-murine-retrovirus), der die entsprechende cDNA
enthielt, transduziert. Diese Zellreihen wurden im Anschluss auf ihre MMC-
Empfindlichkeit Uberpruft und es wurde festgestellt, dass die Zellen nicht mehr
MMC-sensitiv waren, dass sie keine chromosomalen Abberationen mehr
aufwiesen und dass anhand dieser Zellreihen die Diagnose Fanconi Anamie
nicht mehr gestellt werden konnte.

Ebenso wie lymphoblastoide Zellreihen wurden auch CD34+-Stammzellen von
FA-C-Patienten mit dem retroviralen Vektor transduziert. Diese humanen
Stammzellen wurden nach vorheriger Stimulation mit G-CSF aus dem
peripheren Blut entnommen. Auch die Stammzellen zeigten, wie bereits die
Lymphoblasten, keine MMC-Uberempfindlichkeit mehr und wiesen sich durch

einen deutlichen Wachstumsvorteil gegentber nicht korrigierten Zellen aus.
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Hier ist es gelungen Lymphoblasten und CD34 Vorlauferzellen von FA-C-
Patienten mit vier verschiedenen Mutationen im FANCC-Gen zu

komplementieren.

Auch eine Studie aus dem Jahr 1995 (35) beschaftigte sich mit FA-C-Patienten.
In dieser Studie konnte die erfolgreiche retrovirale Transduktion von peripheren
Stammzellen und Nabelschnurblut dokumentiert werden. Wie schon in
zahlreichen anderen Studien wurde auch hier ein Abkémmling des Moloney-
murine-retrovirus als Vektor verwendet. Zuerst wurden lymphoblastoide
Zellreihen von FA-C-Patienten mit diesem Vektor transduziert. Die Zellen
wiesen danach keine MMC-Sensitivitdat mehr auf und zeigten einen deutlichen
Wachstumsvorteil. Die Zugabe von Zytokinen (IL-3, IL-6, SCF) erleichterte die
Transduktion. Im Anschluss daran erfolgte nach Mobilisierung mit G-CSF und
anschlieBender Asservierung die Transduktion von CD34 Vorlauferzellen unter
Zusatz von Zytokinen (IL-3, IL-6, SCF). Wie schon bei den Lymphoblasten
zeigte sich auch bei den Stammzellen keine MMC-Uberempfindlichkeit mehr.
Ebenso wurden CD34 Vorlauferzellen aus Nabelschnur unter den gleichen
Bedingungen transduziert und wiesen danach die gleiche MMC-
Unempfindlichkeit auf wie Lymphoblasten und CD34-Stammzellen. Die
retrovirale Transduktion mit gesunder FA-cDNA, gefolgt von einer Zell-
Reinfusion, eroffnet die Moglichkeit der in vivo Expansion und autologen
Rekonstruktion mit genkorrigierten Stammzellen, die aus dem peripheren Blut
oder aus Nabelschnurblut gewonnen werden konnen. Die Re-Infusion kénnte
ohne vorherige myelo-ablative Chemotherapie erfolgen und wirde somit das

Risiko von Spatkomplikationen, wie z.B. der Tumorinduktion, drastisch senken.

In einer Studie aus dem Jahr 1997 (36) erfolgte die Transduktion und Korrektur
lymphoblastoider Zellreihen bei 4 FA-A-Patienten mit Hilfe eines retroviralen
Vektors. Auch hier wurde als Vektor fiur die komplementare FA-A cDNA ein
Abkémmling des Moloney-murine-retrovirus verwendet. Die retroviral
transduzierten Lymphoblasten waren im Verlauf deutlich weniger sensitiv

gegeniber MMC.
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Die korrigierten FA-A-Zellen zeigten ebenfalls eine normale Zellkinetik und
keinen G2-Arrest mehr. Auch das Wachstum dieser Zellen war weitestgehend
normal. Wie erwartet hat man in Kontrolluntersuchungen festgestellt, dass die
Korrektur einer FA-Zelle mit Hilfe von retroviralem Gentransfer nur maglich ist,
wenn genau die fehlende cDNA transduziert wird. Transduziert man also eine
FA-A-Zelle mit einem FA-A-cDNAVektor erfolgt die Korrektur der Zelle. Erfolgt
die Transduktion einer FA-A-Zelle jedoch mit einem FA-C-cDNA-Vektor behalt

die transduzierte Zelle ihre FA-typischen Eigenschaften.

All diese und weitere Studien haben gezeigt, dass eine Integration gesunder
FA-cDNA in humane Lymphoblasten und CD34 Vorlauferzellen maéglich ist.
Gerade die genkorrigierten Stammzellen kénnten durch ihren Wachstumsvorteil
gegenuber den FA-Zellen zu einer Stabilisierung der Hamatopoiese fuhren und
somit die Lebenserwartung von FA-Patienten deutlich verlangern, wenn nicht

sogar zu einer Heilung dieser Patienten beitragen.

Autor/ Jahr | Titel Komple- Vektoren Ergebnisse
mentations-
gruppe
Liu M, Retroviral- FA-C Moloney murine Schwierigkeit der
Kim S, mediated Ex vivo leukemia retroviralen Transduktion bei
Walsh CE | transduction of retrovirus sich nicht teilenden Zellen
1995 the fanconi Verbesserung durch
anemia C Prastimulation mit 5-FU oder
complementing Zytokinen, wie IL-3, IL-6 und
(FACC) genein SCF(Induktion des
two murine Zellzyklus).
transplantation Wachstumsvorteil
models. genkorrigierter Zellen in vivo
Liu JM Gene transfer FA-C Moloney murine Tumor-Suppressor-Protein
4/1998 for the eventual | In vitro/ex leukemia virus p53 aktiviert FA-C-
treatment of vivo Expression. FA-C ist Sensor
Fanconi's fur DNA-Schaden. FA-C ist
anemia. lokalisiert im Zytoplasma.
Interaktion mit P450.
Uberexpression von FA-C
schiitzt vor Zelltod durch
Modulation der Apoptose.
Inkompletter Zelltod
hamatopoietischer Zellen
erleichtert das Wachstum
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defekter praleuk&mischer
Zellklone.

Vektorintegration nur bei
sich teilenden Zellen.
Koloniewachstum nach
Transduktion fiihrt zu einem
anti-apoptotischen Effekt.
Wachstumsvorteil nur in
vitro und nicht in vivo

Gush KA, | Phenotypic FA-C Murine Moloney Stabile Blutwerte nach

Fu KL, correction of Ex vivo/in Leukemia Virus- erfolgter Transduktion,auch

Grompe M, | Fanconi anemia | vitro based retroviral bei erneuter Transplantation

Walsh CE |group C vector der korrigierten Zellen

01/2000 knockout mice.

Kurre P, Progress Ex vivo Moloney murine Erfolgreiche

Kiem HP towards leukemia virus Mausergebnisse kdnnen auf

8/2000 hematopoietic den Menschen nicht

stem cell gene Ubertragen werden. MLV-
therapy. Vektor kann nur sich

teilende Zellen infizieren.
Lentivirale Vektoren kénnen
auch sich nicht teilende
Zellen
infizieren/transduzieren.

Rio P, In vitro FA-A LFAPEG Normales in vitro

Segovia phenotypic Ex vivo LPEG Zellwachstum nach

JC, correction of Based on the Transduktion

Haneberg | hematopoietic recombinant

H, Casado | progenitors from vector MSCV2.1

JA, Fanconi anemia

Martinez J, | group A

Gottsche knockout mice.

K, Cheng

NC, Van

de Vrugt

HJ, Arwert

F, Joenje

H, Bueren

JA

09/2002

Yamada Phenotype FA-A Self-inactivating Korrektur auf

K., correction of vector plasmid Stammzellniveau

Ramezani | Fanconi anemia SINF-MU3- Langzeit-Wirkung

A., Hawley | group A FANCA-UTR-W

RG, Ebell | hematopoietic based on HIV-1

W., Arwert | stem cells using

F, Arnold lentiviral vector.

LW, Walsh

CE

10/2003

Galimi F, Gene therapy of | FA-A/FA-C | Third-generation, |In vivo:

Noll M, Fanconi anemia: | In vivo/ex self-inactivating, Korrigierte Zellen zeigen

Kanazawa | preclinical Vivo HIV-derived volle Resistenz gegeniiber

Y, Lax T, |efficacy using lentiviral vector DNA-schédigenden
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Chen C, lentiviral (lenti- Substanzen, wie MMC

Grompe M, | vectors. FANCA/FANCC) |Exvivo:

Verma IM Stabiler Selektionsvorteil der

10/2005 gentherapierten Zellen in
vivo; Korrektur auf
Stammzellniveau

Cohen- In vivo FA-A Moloney murine Wachstumsvorteil

Haguenau |repopulation Ex vivol/in leucemia genkorrigierter Zellen in

er O, ability of vitro retrovirus vivo. Ausreichender Pool an

Peault B, |genetically HSC muss vorhanden sein.

Bauche C, |corrected bone Keine Leukamie-Zeichen.

Daniel MT, | marrow cells

Casal I, from

Levy V, Fanconi anemia

Dausset patients.

J, Boiron

M, Auclair

C,

Gluckman

E, Marty

M.

02/2006

Tabelle 2: bisherige Gentherapie-Studien an Tiermodellen der Fanconi Anamie

Autor/Jahr | Titel Komple- | Anzahl | Transduktion Vektor Ergebnis
men- der
tations- | Patien-
gruppe |ten
Walsh CE, | A functionally |FA-C 4 In vitro/ex vivo Moloney | Korrektur von FA-C
Grompe active Lympho- murine Lymphoblasten:
M, Vanin | retrovirus blastoide retrovirus | Keine MMC-
E, vector for gene Zellreihen Sensitivitat mehr.
Buchwald |therapy in CD34- Keine
M, Young | Fanconi Vorlauferzellen chromosomalen
NS, anemia group Aberrationen mehr.
Nienhuis C. Diagnose FA kann
AW, Liu nicht mehr gestellt
IM werden. FANCC-Gen
07/1994 ist wichtig fur das
Wachstum
hamatopoietischer
Stammzellen
Walsh CE, | Phenotypic FA-C In vitro rAAV Transduziertes FA-C-
Nienhuis | correction of Lymphoblastoide Gen zeigt intaktes
AW, Fanconi Zellreihen provirales Genom in
Samulski | anemia in CD34-Zellen Lymphoblasten und
Rj, Brown |human Hamatopoietischen
MG, Miller | hematopoietic Vorlauferzellen. Keine
JL, Young | cells with a MMC-Sensitivitét,
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NS, Liu JM | recombinant keine
10/1994 adeno- Chromosomenbriche,
associated kein G2-Arrest mehr.
virus vector. Stabile provirale
Integration
Walsh CE, | Transduction |FA-C Ex vivo Moloney | Genkorrigierte
Mann MM, | of CD34- Lymphoblastoide | murine Vorlauferzellen haben
Emmons | enriched Zellreihen leukemia | Wachstumsvorteil.
RV, Wang | human Nabelschnurblut | retrovirus | Potentielle Therapie:
S, LiuJM | peripheral and ex vivo FANCC-
08/1995 umbilical cord cDNA-Gen-
blood Transduktion mit
progenitors anschlieBender Re-
using a Infusion ohne
retroviral myeloablative
vector with the Chemotherapie,
Fanconi gefolgt von in vivo
anemia group Expansion und
C gene. autologer
Rekonstruktion mit
genkorrigierten
Stammzellen.
Bessere
Vektorinfektion in
Gegenwart
rekombinanter
Wachstumsfaktoren
wie IL-3, IL-6und SCF
Fu KL, Foe | Functional FA-A 4 In vitro/ex vivo Moloney | Transfer
JR, Joenje | correction of murine komplimentierter DNA
H, Rao Fanconi retrovirus | ist moglich.
KW, Liu anemia group Wachstum der
JM, Walsh | A Vorlauferzellen. KM-
CE hematopoietic Zellen-Verbesserung.
11/97 cells by FAA-Vektor fur FA-A-
retroviral gene Patienten.
transfer. Weniger sensitiv
gegeniber MMC
Pulsipher | Subtyping FA-A, 26 Ex vivo pMMP Keine MMC-
M,Kupfer | analysis of FA-C, Lymphoblastoide | retroviral | Sensitivitat mehr.
GM, Naf Fanconi non FA- Zellreihen Retroviraler Vektor
D, Suliman | anemia by AC korrigiert FA-
A,Lee JS, |immunoblotting Zellreihen und
Jakobs P, |and retroviral erkennt FA-A/C-
Grompe gene transfer. Proteine in
M, Joenje transduzierten Zellen.
H, Sieff C, Komplette
Guinan E, Ubereinstimmung
Mulligan zwischen den
R, Ergebnissen der
D’Andrea retroviralen
AD Komplementations-
07/1998 analyse und der
konventionellen
Zellfusion
Jacome A, | A simplified FA-A 4 Ex vivo Gamma- |Lange in vitro
Navarro S, | approach to CD34-Zellen retroviren | Manipulation erhoht
Casado improve the des Risiko fur
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JA, Rio P, |efficiency and Myelodysplasien und
Madero L, |safety of ex Leukamien.
EstellaJ, |vivo Erfolgreiche
SevillaJ, |hematopoietic Transduktion von
Badell I, gene therapy Vorlauferzellen ohne
Ortega JJ, |in fanconi in vitro Prastimulation
Olive T, anemia

Hanenberg | patients.

H, Segovia

JC,

Bueren JA.

02/2006

Tabelle 3: bisherige Gentherapie-Studien an Patienten mit Fanconi Anamie

IV. Diskussion

IV. 1. Voraussetzungen zur Durchfihrung der Gentherapie

Um Gentherapie am Menschen erfolgreich anwenden zu kdnnen, mussen

folgende Vorraussetzungen erfillt sein:

1. erfolgreiche in vitro Versuche mit Zellen, wie sie bei FA jeweils durch die
Komplementationsanalysen geschaffen wurden und

2. erfolgreiche Tierversuche

Um ein gesundes Gen dauerhaft in hamatopoietische Stammzellen einbringen
zu kbnnen, muss es in deren genetischer Information verankert werden. Nur
dann wird die gesunde Kopie dieses Gens bei allen Teilungen der Zelle als Tell
der genetischen Information an die Tochterzellen und deren
Nachkommenschaft weitergereicht und ist somit dauerhaft in jeder Zelle des

Blut- und Immunsystems vorhanden (17).
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Hamatopoietische Stammzellen als Zielzellen fur die Gentherapie findet man
unter normalen Bedingungen nur im Knochenmark. Nur bei Anwendung von
Wachstumsfaktoren wie dem ,Granulozyten-Kolonien stimulierenden Faktor*
(G-CSF) oder nach Chemotherapien werden hamatopoietische Stammzellen

vorubergehend ins periphere Blut ausgeschwemmt.

Stammzellen kdénnen somit durch Knochenmarkentnahme oder auch nach
Gabe von G-CSF im Rahmen einer Apharese aus dem peripheren Blut
gewonnen werden. Anhand eines speziellen Rezeptors auf der Oberflache der
Stammzellen, CD34 genannt, lassen sie sich von den Ubrigen filtrierten Zellen

abtrennen (17).

In einer Studie aus den Jahren 1996-1998 (18) wurden acht Patienten einer
Gentherapie zugefiihrt. Zunachst erfolgte die Mobilisierung und Asservierung
humaner CD34+ - Stammzellen nach Gabe von G-CSF. Dieses gestaltete sich
schwierig, da die Stammzellzahl bei FA-Patienten reduziert sein kann, war
jedoch mit mehreren Anlaufen mdoglich. Es wurde festgesetzt, dass die
Gewinnung dieser Stammzellen vor dem Eintreten eines
Knochenmarkversagens erfolgen und die Zellen anschlieRend kryokonserviert

werden sollten.

Diese Zellen kdnnten fir folgende Zwecke benutzt werden:

1. Die Gabe dieser Stammzellen kann erfolgen, wenn das
Knochenmarkversagen weiter fortschreitet.

2. Diese Stammzellen kdnnen als Knochenmarktransplantat dienen.

3. Diese Zellen verlangern die Zeit bei der Suche nach einem geeigneten
Fremdspender.

4. Diese Stammzellen kénnen nach einer Chemotherapie bei Leuk&mie
infundiert werden.

5. Diese Zellen kdonnen als Pool fiir eine Gentherapie verwendet werde
(18).
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Idealerweise sollte die Gentherapie maoglichst frih nach Manifestation der
Erkrankung durchgefuhrt werden, da der kontinuierliche Verlust an
Stammzellen als Zielzellen, sowie die Anhaufung struktureller Veradnderungen
im Erbgut die Wahrscheinlichkeit, dass die Gentherapie dem Patienten
klinischen Nutzen bringt, zunehmend verringert. Auch brauchen die wenigen
korrigierten Stammzellen nach der Gentherapie ausreichend Zeit, um den
Stammzellpool und gleichzeitig alle Zellreihen der Hamatopoiese mit

korrigierten Zellen aufzufillen (17).

IV. 2. Risiken und Probleme

Da eine der wesentlichen lebensbedrohlichen Manifestationen der Fanconi
Anamie das Knochenmarkversagen ist, sollte ein Ersatz des Knochenmarks,
entweder durch Transplantation oder durch Transduktion von Stammzellen,
hinsichtlich des h&matopoietischen Systems fir die Patienten kurativ sein.
Hinsichtlich der Transplantation von hamatopoietischen Stammzellen wurde der
Heilungserfolg bereits vielhundertfach bewiesen und belegt (13). Auch fur die
Anwendung der Gentherapie sollte diese Patientengruppe in besonderer Weise
geeignet sein, da Zellen des Knochenmarks relativ leicht zuganglich sind,
aulRerhalb des Koérpers manipuliert werden und auf einfache Weise in den

Kdrper zurtickgegeben werden kdnnen.

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass die Durchfiihrung der Gentherapie
an CD34+ Stammzellen von FA-Patienten jedoch problematischer ist, als bei
Patienten mit der SCID-Erkrankung, einem Gendefekt des Immunsystems. Dies
ist zum einen auf die grol3en Schwierigkeiten zurtickzuflihren, eine genigende
Zahl von Stammzellen von FA-Patienten aus dem héaufig bereits aplastischen
Knochenmark zu gewinnen, sie mehrere Tage in Kultur zu halten und dabei mit

retroviralen Vektoren mit dem jeweiligen FA-Gen zu transduzieren.
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Die Gefahr, dass durch die Gentherapie der Stammzellen eine Leukamie
induziert wird, ist zwar als gering einzustufen, aber aufgrund der Ergebnisse in
Mausmodellen mit defekten FA-Genen durchaus vorhanden. Allerdings muss
dieses unbekannte Risiko der Leukamieinduktion angesichts der Tatsache,
dass bei knapp 20% der FA-Patienten im Alter von 20 Jahren eine AML
spontan entsteht , mit den Patienten und Angehdrigen diskutiert und gegeniber
den moglichen Vorteilen durch die Teilnahme an einer klinischen

Gentherapiestudie sorgfaltig abgewogen werden (18).

IV. 3. Bisherige Erfolge/Misserfolge bei Fanconi Anamie

Als grol3er Erfolg der konventionellen Therapieansatze bei Fanconi Anamie ist
zu werten, dass die Lebenserwartung bei Patienten mit dieser Erkrankung
deutlich gestiegen ist und es mittlerweile keine Seltenheit mehr ist, dass diese
Patienten das 20. Lebensjahr erreichen.

Mit daflr verantwortlich sind verbesserte Therapieoptionen. So konnte
beispielsweise die medikamentése Therapie mit neueren Androgenen
ausgebaut werden, deren virilisierende Nebenwirkungen weniger stark sind.
Ebenso sind im Verlauf der letzten 5 Jahre hamatopoietische
Stammzelltransplantationen sehr viel sicherer geworden. Dies beruht vor allem
auf der Entwicklung spezieller Transplantationsprotokolle fur Fanconi Anamie
Patienten, welche insbesondere eine sehr viel schonendere Myoablation
beinhalten, als dies in fruheren Jahren der Fall war. So konnte die
Vorbestrahlungsdosis reduziert oder auch ganz eliminiert werden, um das
Risiko fur Posttransplantationstumore zu senken. Durch den Einsatz von
Fludarabin wurde das Risiko einer GvH und einer Transplantatabstol3ung
entscheidend vermindert. Die ermutigenden Transplantationsergebnisse dtrfen
jedoch nicht dartber hinwegtauschen, dass die Anzahl der passenden Spender
immer noch verschwindend gering ist und dass eine Transplantation nur dann

gute Ergebnisse zeigen kann, wenn ein HLA-identischer gesunder Geschwister-
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oder Fremdspender vorhanden ist. Formalgenetisch kommt nur jedes vierte
Geschwisterkind als HLA-kompatibler Knochenmarkspender in Frage. Bei der
niedrigen Kinderzahl heutiger Familien verfligen daher weniger als 20% der
Betroffenenfamilien Gber einen passenden Geschwisterspender. Die
Erfolgsraten der Transplantationen mit HLA-kompatiblen Fremdspender bzw.
haplo-identischen Familienangehorigen liegen derzeit noch unter 60%, so dass
intensiv an alternativen Methoden zur Korrektur des defekten Knochenmarks
gearbeitet wird. Die Selbstkorrektur hamatopoietischer Zellen bei einigen FA-
Patienten ergab erste Hinweise auf die mdgliche Effektivitat einer somatischen
Gentherapie. Mit einer Vielzahl von in vitro und in vivo Versuchen wurden in der

Folge die Rahmenbedingungen fir eine erfolgreiche Gentherapie erarbeitet.

Als wichtigen Erfolg ist die Tatsache zu werten, dass eine Zuordnung zu einer
spezifischen Komplementationsgruppe und zu einem entsprechend defekten
Gen immer friher erfolgen kann, weil sich die Analysemethoden deutlich
verbessert haben. Mittlerweile konnten durch entsprechende Methoden 13
Komplementationsgruppen und Gene identifiziert werden. Wéhrend die
urspriunglichen  Komplementationsanalysen  auf  Zellfusion  genetisch
unterschiedlicher Zelllinien von FA-Patienten beruhten, hat sich in jingster Zeit
in der diagnostischen Praxis die Komplementation mit entsprechenden

retroviralen Vektoren durchgesetzt.

Hinsichtlich der Anwendung der somatischen Gentherapie bei Patienten mit
Fanconi Anamie liegen bereits eine Reihe von klinischen Studien vor. Gerade
fur Patienten der Gruppen A und C gibt es zahlreiche Studien. Versuche an
Mausen haben gezeigt, dass das Einbringen fremder DNA in Stammzellen
maoglich ist und dass diese Zellen einen entscheidenden Wachstumsvorteil
gegenuber den ,kranken“ Zellen besitzen. Die Kriterien der Fanconi Anamie,
wie MMC-Uberempfindlichkeit mit Chromosomenbriichen und G2-Arrest,

konnte nach erfolgter Gentherapie nicht mehr nachgewiesen werden.
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Es zeigte sich, dass das Einbringen fremder DNA in humane Stammzellen
moglich ist und dass wenige korrigierte Zellen durch ihren Wachstumsvorteil die
gesamte Hamatopoiese voribergehend stabilisieren und damit normalisieren

kdnnen.

Als Misserfolg ist die Tatsache zu werten, dass es noch nicht gelungen ist, eine
Gentherapie auf breiter Basis bei allen Patienten mit Fanconi Anamie
durchzufiihren. Als gro3tes Hindernis erweist sich die ungenigende Zahl von
hamatopoietischen Stammzellen, die im fortgeschrittenen Stadium des
Knochenmarkversagen bei FA Patienten noch gewonnen werden kdnnen. Nur
bei einem sehr geringen Teil der Patienten kann die fur die Therapie
erforderliche Anzahl an Stammzellen gewonnen werden. Der Gentransfer ist
ebenfalls noch nicht in alle Zellen mdglich, trotz verschiedenster Vektoren.
Ebenso gibt es noch zu wenig Erfahrung mit anderen
Komplementationsgruppen, als FA-A und FA-C. Des weiteren fehlen
Langzeitergebnisse, um Aussagen Uber die Wirkdauer von Gentherapien treffen
zu konnen. Mit Hilfe der Gentherapie kann man zwar die Hamatopoiese
stabilisieren, jedoch ist damit noch nicht das Risiko der Tumorentstehung

gebannt.

IV. 4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Bei Fanconi Anamie handelt es sich nach wie vor um eine seltene, sehr ernst
zu nehmende Erkrankung. Seit ihrer Entdeckung durch den Schweizer
Kinderarzt Guido Fanconi im Jahre 1927, konnten die Diagnostik- und
Therapieverfahren entscheidend verbessert werden. Der Komplex der FA-
Gene, der zugehorigen Komplementationsgruppen und Proteine konnte zum

grof3ten Teil entschlisselt werden.
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Die Lebenserwartung ist durch den Einsatz von Bluttransfusionen,
medikamentoser Therapien und der Maoglichkeit von
Stammzelltransplantationen deutlich verlangert und die Lebensqualitat
verbessert worden. Seit nunmehr Uber 10 Jahren wird der Versuch
unternommen, Patienten mit Hilfe der Gentherapie zu heilen. Die bisherigen
Studienergebnisse sind durchaus ermutigend. Sowohl in Studien am Tier als
auch am Menschen konnte ein erfolgreicher Transfer ,gesunder‘ cDNA in
lymphoblastoide Zellreihen und CD34 Vorlauferzellen gezeigt werden. An
diesen Zellen hat man anschlieBend beobachtet, dass sie einen
Wachstumsvorteil aufweisen und nach Re-Infusion das Potential zur Restitution
des Knochenmarks haben.

Je alter die Patienten jedoch werden, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit,
dass das Knochenmark bereits aplastisch ist, so dass es zu wenige
Stammzellen gibt, die fur einen Gentherapieversuch noch verwendet werden
konnen. Zudem besteht die Gefahr, dass es bereits zur Tumorentstehung
gekommen ist. Ein klinischer Erfolg der Gentherapie bei Fanconi Anamie wird
demnach wahrscheinlich nur moglich sein bei Patienten, die frih genug
diagnostiziert werden und die noch einen ausreichenden Pool an Stammzellen

besitzen.

Im Hinblick auf die Tatsache, dass sich die Erfolgsaussichten der
hamatopoietischen Stammzelltransplantationen in den letzten Jahren nicht nur
bei verwandten und passenden Spendern, sondern auch bei Fremdspender-
Transplantationen entscheidend verbessert haben, stellt sich die berechtigte
Frage, ob die weiterhin problematischen Gentherapie-Versuche als
therapeutische Option sinnvoll sind. Insbesondere die Fortschritte bei den
Fremdspender-Transplantationen lassen erwarten, dass zuklnftig nahezu alle
FA-Patienten mit dieser Therapieform mit guten Erfolgsaussichten behandelt
werden konnen. Insofern ist auch zu erwarten, dass die Option einer

somatischen Gentherapie zukinftig wieder an Bedeutung verlieren wird.
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V. Zusammenfassung

Unter Fanconi Anamie versteht man eine rezessiv vererbbare Multisystem-
Erkrankung, die einhergeht mit erhdhter spontaner Chromosomenbrichigkeit,
sowie erhohter Anfalligkeit fur toxische Substanzen, wie Mitomycin C (MMC)
oder Diepoxybutan (DEB). An kérperlichen Merkmalen sind vor allen Dingen
aplastische/hypoplastische Daumen und Radii zu nennen. Bereits im
Kindesalter kommt es zum stetigen Knochenmarkversagen, sowie dem
frihzeitigen Auftreten von Malignomen. Die durchschnittliche Lebenserwartung
liegt bei etwa 20 Jahren. Als Therapieoptionen stehen verschiedene
Moglichkeiten zur Verfigung, wie z.B. die Gabe von Androgenen oder von
Wachstumsfaktoren, die Stammzelltransplantation, aber auch die Gentherapie.

Die Gentherapie mdchte eine langfristige Verbesserung der Blutzellen auf
Stammzellniveau erreichen. Dieses wurde in verschiedenen Studien belegt.
Mittlerweile konnten 13 FA-Komplementationsgruppen mit den dazugehérigen
Genen identifiziert werden. Die Zuordnung eines Patienten zu einer dieser
Komplementationsgruppen erfolgt hauptsachlich mit Hilfe des retroviralen
Gentransfers. Dabei werden die jeweiligen cDNAs der einzelnen Gene mit Hilfe
von retroviralen Vektoren in die Patientenzellen eingebracht und mit Hilfe der
Durchflusszytometrie getestet. Wahrend FA-Zellen hochempfindlich gegentber
DNA-Crosslinkern sind und in der G2-Phase des Zellzyklus akkumulieren,
weisen erfolgreich komplementierte Zellen eine normale MMC-Empfindlichkeit
und daher normale G2-Phasen-Werte auf. Diese Komplementationsstudien
belegen prinzipiell und sehr tUberzeugend, dass die Korrektur des jeweiligen
genetischen Defektes auf dem Wege der retroviralen Transduktion mdglich ist.
Der Einsatz von Retroviren als Trager der intakten Gen-Information ist
Bestandteil zahlreicher Gentherapiestudien in der ganzen Welt. In dieser Arbeit
wurde an Hand der verfligbaren Literaturdaten untersucht, welche Faktoren
dafir verantwortlich sind, dass die bei FA-Patienten durchgefihrten
Gentherapie-Studien bisher nicht den gewiinschten Erfolg gebracht haben.
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Dies liegt vor allen Dingen daran, dass gentherapeutische Versuche bei FA
letztlich daran scheitern, dass bei fortgeschrittener aplastischer Anamie (=
Knochenmarkversagen) die Gewinnung der zur erfolgreichen Transduktion
erforderlichen Mengen an CD34 positiven Stamm-Blutzellen schwierig bis
unmoglich ist.

Im Hinblick auf die Tatsache, dass sich die Erfolgsaussichten der
hamatopoietischen Stammzelltransplantation in den letzten Jahren nicht nur bei
verwandten und passenden Spendern, sondern auch bei Fremdspender-
Transplantation entscheidend verbessert haben, stellt sich die berechtigte
Frage, ob die weiterhin problematischen Gentherapie-Versuche als
therapeutische Option sinnvoll sind. Insbesondere die Fortschritte bei den
Fremdspender-Transplantationen lassen erwarten, dass zuklnftig nahezu alle
FA-Patienten mit dieser Therapieform mit guten Erfolgsaussichten behandelt
werden koénnen. Insofern ist auch zu erwarten, dass die Option einer

somatischen Gentherapie zukuinftig wieder an Bedeutung verlieren wird.
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VI. Abstract

Fanconi anemia (FA) is an inherited recessive disease, which is accompanied
by increased spontaneous chromosomal breakage, and increased susceptibility
to DNA-crosslinking agents such as mitomycin C (MMC) or diepoxybutane
(DEB). The physical characteristics of the majority of FA patients include short
stature, radial ray defects, pigmentary changes and renal abnormalities. The
namesake of the disorder is childhood-onset bone marrow failure. Additionally,
FA-patients are at highly increased risk for malignancies, specifically MDS, AML
and squamous cell carcinomas. There are various treatment options to improve
life expectancy and quality of life of Fanconi anemia patients. Therapeutic
options include administration of androgens or growth factors, hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT), but also somatic gene therapy.

Gene therapy aims at a long-term improvement in blood stem cells at the
cellular level. This thesis reviews the current status of gene therapy in FA.
There are 13 FA-complementation groups with as many corresponding genes
identified. The assignment to a given group is made with the help of retroviral
gene transfer. cDNAs representing the intact gene sequence of the respective
FA genes are cloned into retroviral vectors and transduced into patient cells.
Successful complementation is indicated by resistance to DNA-crosslinking
agents, such as MMC or DEB. In the flow cytometric assay, MMC-resistance
causes a reduction of the FA-typical accumulation of cells in the G2-phase of
the cell cycle. As such, these retroviral complementation studies provide proof-
of-principle that somatic gene replacement might be successful. However,
review of the gene therapy studies published in the literature suggests that
many problems persist with this approach. In the case of FA patients, the most
severe limitation of somatic gene therapy is caused by the failing production of
blood cells. In the advanced, aplastic stage of their disease, FA patients are
completely or nearly devoid of bone marrow cells. In this situation, obtaining the
necessary quantities of CD34 positive blood stem cells for successful

transduction is difficult, if not impossible.
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Owing to improved transplantation protocols and posttransplantation care, the
outcome of hematopoietic stem cell transplantation of FA-patients has
dramatically improved during recent years. This holds not only for matched
sibling donor transplants, but also for unrelated, alternative donor transplants.
These developments raise the question whether gene therapy should be further
pursued as a therapeutic option. Given the many unsolved questions, limitations
and potential hazards of somatic gene therapy, this therapeutic option is likely
to loose some of its impact in future years. With further improvements, HSCT is
likely to turn into the treatment of choice, even though this does not eliminate

the life-long threat of solid tumors in FA-patients.
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