Aus dem Institut fr Humangenetik
der Universitat Wurzburg

Vorstand: Prof. Dr. med. Holger Hohn

Genotyp-Phanotyp Korrelation

bei Fanconi Anamie

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung der Doktorwurde
der Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Katharina Hohn

aus Schmalkalden

Wrzburg, 2009



Referent: Prof. Dr. med. H. HOhn
Koreferent: Prof. Dr. med. D. Schindler

Dekan: Prof. Dr. med. M. Frosch

Tag der mundlichen Prufung: 05.08.2009

Die Promovendin ist Arztin.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

1.1
1.2
1.3

1.4

Klinik der Fanconi ANamie ..........cooviiii i,
Genetik der Fanconi Anamie .. ...
Diagnostik der Fanconi Anamie ................cooiiiin,

1.3.1 Chromosomenbruchanalyse ...........................
1.3.1 Durchflusszytometrie ...............ccooiiiiiiin.
1.3.3 Komplementationsgruppen-Analyse .................
1.3.4 Mutationsanalyse ...

Fragestellung ...

2. Material und Methoden

2.1
2.2

Retrovirale Komplementationsgruppenbestimmung ......
Mutationsanalyse ..o

2.2.1 DNA-Isolierungund PCR ...,

2.2.2 DNA-SequeNZIErUNg .....cevuviriiiieieieieaaeeenen,

2.2.3 Multiplex ligation dependent probe amplifikation
(MLPA)

3. Ergebnisse

3.1
3.2

Komplementationsgruppen und Mutationen ................
Beispielhafte Kasuistiken ...............cccoiiiiiiiiiiin.

3.2.1 Komplementationsgruppe FA-A ......................
3.2.2 Komplementationsgruppe FA-B ......................
3.2.3 Komplementationsgruppe FA-C .....................
3.2.4 Komplementationsgruppe FA-D2 ....................
3.2.5 Komplementationsgruppe FA-G .....................

4. Diskussion

4.1  Klassische Genotyp-Phanotyp Korrelationen ................
4.2 Mogliche molekulare Mechanismen der phanotypischen
Heterogenitat ...
4.3  Diskussion spezifischer Kasuistiken .........................
5. ZusammenfassSUuUNg .......ccccviiiiiiniiiii i

6. LiteraturverzeiChnis ......ovvviiiiiiiiiiiiii i eieeieeeeeeeseeeeereeserrennenens

00 NNOOO O W -~

10
12
12
13

14

17
20

21
29
31
35
37

42

45
47

51

52



Einleitung

1. Einleitung

Im Jahr 1927 beschrieb der Schweizer Padiater Guido Fanconi (1892-1979)
erstmals eine familiare Form von aplastischer Anamie bei drei Brudern, die
neben der Panzytopenie bestimmte koérperliche Besonderheiten wie
Hyperpigmentierung der Haut, Mikrozephalie und Hypogonadismus

prasentierten (Fanconi, 1927).

Die nach dem Erstbeschreiber benannte Fanconi Anamie (FA) ist eine seltene
autosomal-rezessiv. und in wenigen Fallen X-chromosomal vererbte
Erkrankung. Die Pravalenz wird auf 1-5 : 1 Mio geschatzt, die Frequenz der
heterozygoten Trager auf 1 : 300 (Alter, 2003; Auerbach et al., 2001). Die FA ist
gekennzeichnet durch progressives Knochenmarkversagen, angeborene
Fehlbildungen und einer Pradisposition zu malignen Erkrankungen.
Charakteristisch sind chromosomale Instabilitdt und Uberempfindlichkeit
gegenuber DNA-schadigenden Agentien wie Mitomycin C (MMC) oder
Diepoxybutan (DEB) (Auerbach et al., 1976).

1.1 Klinik der Fanconi Anamie

In der klinischen Manifestation zeigt die FA eine hohe Heterogenitat und
umfasst Fehlbildungen in jedem grof3en Organsystem.

Zu den haufigsten phanotypischen Auffalligkeiten zahlen Minderwuchs, Hyper-,
Hypopigmentierung oder Café-au-lait-Flecken der Haut sowie Skelettanomalien,
insbesondere Hypo- oder Aplasie der Daumen und Radii (Alter et al., 2003).
Mikrocephalus, Mikrophthalmie, Horstérungen und Entwicklungsverzégerungen
werden haufig beobachtet. Ein Drittel der Patienten zeigt Fehlbildungen der
Nieren (z.B. Hypo-, Aplasie, Hufeisennieren). Seltenere Anomalien sind
gastrointestinale  Defekte wie  Osophagus- oder Duodenalatresien,

tracheodsophageale Fisteln, Fehlbildungen des Herzens (persistierendes
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Foramen ovale, Ventrikelseptumdefekt, Pulmonal-, Aortenstenose) oder
Hydrocephalus. Aufgrund von Hypogonadismus ist die Fertilitat eingeschranki.
Eine geistige Retardierung ist sehr selten zu beobachten (De Kerviler et al.,
2000; Auerbach et al., 1999; Young et al., 1994). Uber 80% der Patienten sind
von Endokrinopathien wie Hyperinsulininamie, Wachstumshormoninsuffizienz
oder Hypothyreose betroffen (Wajnrajch et al., 2001).

Charakteristisch fur die FA ist die hamatologische Manifestation, in dessen
Mittelpunkt das zunehmende Knochenmarkversagen steht. Die Inzidenzen flr
aplastische Anamie, myelodyspastisches Syndrom (MDS) und akute
myeloische Leukdmie (AML) sind aullerordentlich erhoht. Makrozytare
Erythrozyten zeigen sich oft als erste Auffalligkeit, gefolgt von
Thrombozytopenie und Neutropenie. Eine Panzytopenie tritt Ublicherweise
zwischen dem 5. und 10. Lebensjahr auf (Auerbach et al., 1991; Butturini et al.,
1994), teilweise auch postnatal und in seltenen Fallen sogar erst im Alter von
40 Jahren (Young et al., 1994). Die Patienten berichten von auffallend haufigen
Hamatomen und Blutungen, wiederkehrenden und schlecht behandelbaren
Infekten, oft der oberen und unteren Atemwege, Mudigkeit, Schwache und
Blasse.

Neben dem gehauften Auftreten von hamatologischen Tumoren (AML) kommt
es bei erwachsenen Patienten oft zu einer vorzeitigen Entstehung solider
Neoplasien. Hierbei stehen Lebertumoren, Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches
sowie Karzinome des Osophagus, Oropharynx und der Vulva im Vordergrund
(Alter, 1996 und 2003; Carvalho et al., 2002).

Das klinische Bild der FA ist hochst variabel. Selbst innerhalb von Familien mit
identischer Mutation zeigt sich eine grof3e Bandbreite an Anzahl und Schwere
der Veranderungen (Koc et al., 1999). Etwa ein Drittel der Betroffenen besitzt
keine kongenitalen Auffalligkeiten. In diesen Fallen wird die Diagnose erst mit
Einsetzen der hamatologischen Probleme oder aufgrund der Anwesenheit eines
betroffenen Geschwisterkindes gestellt (Giampietro et al., 1997).

Die mittlere Uberlebenszeit der FA-Patienten betragt 24 Jahre (Kutler et al.,
2003).
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1.2 Genetik der Fanconi Anamie

Neben der groflen phanotypischen Variabilitat ist die Fanconi Anamie auch
eines der genetisch heterogensten Krankheitsbilder.

Bis heute konnten 13 verschiedene Komplementationsgruppen (FA-A, FA-B,
FA-C, FA-D1, FA-D2, FA-E, FA-F, FA-G, FA-l, FA-J, FA-L, FA-M und FA-N)
und deren jeweiligen Gene (FANCA — FANCN) identifiziert werden (Wang,
2007, Reid et al., 2007, Meetei et al., 2005, Levitus et al., 2004). Die
Komplementationsgruppe FA-H wurde im Nachhinein als zu der
Komplementationsgruppe FA-A gehorig identifiziert (Joenje et al., 2000) und
fehlt somit als eigenstdndige Gruppe. Eine Ubersicht Uber die
Komplementationsgruppen zeigt die Tabelle 1.

Nach dem International Fanconi Anemia Registry (IFAR) gehdren die meisten
Patienten der Komplementationsgruppe FA-A an (65%), gefolgt von den
Gruppen FA-C (15%) und FA-G (10%) (Kutler et al., 2003).

Die Fanconi Anamie gehort ebenso wie u.a. Ataxia telangiectasia, Nijmegen-
Breakage-Syndrom, Bloom-Syndrom und Werner-Syndrom zu den genetischen
Instabilitdtssyndromen. Verursacht wird die Uberwiegend rezessiv vererbte
Erkrankung durch biallelische Mutationen in den FANC-Genen (Ausnahme ist
hierbei die seltene Komplementationsgruppe FA-B mit X-chromosomalem
Erbgang), die, wie auch die Gene ATM, NBS, BLM und WRN, zur Gruppe der
.Caretaker‘-Gene zahlen (Joenje et al., 2001; Levran et al., 1997). Caretaker-
Gene sorgen in geschicktem Zusammenspiel durch Erkennung und Behebung
von DNA-Schaden fur die genetische Stabilitat unserer Korperzellen (Kienzler
et al., 1997).

Als Reaktion auf eine Schadigung der DNA durch endogene (z.B. Temperatur,
Sauerstoffradikale) oder exogene Faktoren (z.B. ionisierende Strahlung,
klastogene Substanzen) wird aus acht FA-Proteinen (FANCA, FANCB, FANCC,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCL und FANCM) ein Kernkomplex gebildet, der
die Proteine FANCD2 und FANCI durch Monoubiquitinierung aktiviert (Garcia-
Higuera et al., 2001; Taniguchi et al., 2006; Sims et al., 2007; D'Andrea et al.,
2003). Der entstandene FANCI-FANCD2 (ID)-Komplex bildet zusammen mit



Einleitung

BRCA1, FANCD1/BRCA2, FANCN/PALB2, FANCJ/BRIP1, RAD51 und
anderen Proteinen nukleare Foci, die eine wichtige Rolle bei der Reparatur von
DNA-Lasionen spielen (Xia et al., 2006; Wang et al., 2004).

Mutationen in den FA-Genen fluhren zu Stérungen des FA/BRCA-Pathway.
Durch mangelhaftes Reparieren beschadigter DNA kommt es zu genetischer
Instabilitat. Die Folgen zeigen sich in gesteigerten Mutationsraten und den
bereits erwahnten klinischen Manifestationen der Fanconi Anamie (frihzeitiges
und vermehrtes Auftreten von Krebserkrankungen, vorzeitige Alterungs-

erscheinungen, wie z.B. Knochenmarkinsuffizienz) (Vogelstein et al., 2004).

Tab. 1: Komplementationsgruppen der Fanconi Anamie

Gruppe Gen Lokalisation Voraussetzung fur  Aufgabe des Proteins
FANCD2
Monoubiquitinierung
FA-A FANCA 16924.3 + FA core complex
FA-B FANCB (FAAP95) Xp22.31 + FA core complex
FA-C FANCC 9922.3 + FA core complex
FA-D1 FANCD1/BRCA2 13912-13 - RAD51 recruitment
FA-D2 FANCD2 3p25.3 + monoubiquitylated
protein
FA-E FANCE 6p21-22 + FA core complex
FA-F FANCF 11p15 + FA core complex
FA-G FANCG/XRCC9 9p13 + FA core complex
FA-I FANCI 15q25-26 + monoubiquitylated
protein
FA-J FANCJ/BACH1/ 17922 - 5'<3'DNA
BRIP1 helicase/ATPase
FA-L FANCL/PHF9/POG  2p16.1 + FA core complex,
(FAAP43) ubiquitin ligase
FA-M FANCM/Hef 14921.3 + FA core complex,
ATPase/translocase
FA-N FANCN/PALB2 16p12 - regulation of BRCA2
localization

nach Taniguchi et al., 2006
+ Gen wird fur die Monoubiquitinierung von FANCD2 bendétigt
- Gen wird fur die Monoubiquitinierung von FANCD2 nicht benétigt

4
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Klinisch lassen sich die Patienten der einzelnen Komplementationsgruppen
nicht sicher voneinander abgrenzen. Die phanotypischen Ahnlichkeiten sind
trotz unterschiedlicher genetischer Defekte gro3. Dennoch gibt es
Komplementationsgruppen, die sich in ihrer Kklinischen Auspragung
hervorheben und sich in gewissen Aspekten von denen anderer FA-Gene
unterscheiden. Eine Ausnahme bilden z.B. Betroffene der Komplementations-
gruppen FA-D1 und FA-N. Die Phanotypen dieser beiden Gruppen ahneln sich
in ihrem extrem schweren klinischen Verlauf, der gekennzeichnet ist durch
schon im frGhen Kindesalter auftretende lebensbedrohliche Neoplasien. Damit
unterscheiden sie sich deutlich von den anderen bisher bekannten FA-Gruppen.
Die groRe Mehrzahl der biallelischen Mutationen im FANCD1/BRCA2-Gen ist
beim Menschen bereits im Embryonalstadium letal. Lebensfahig sind
biallelische Mutationstrager offensichtlich nur, wenn eine Restfunktion des
BRCAZ2-Proteins erhalten bleibt (Howlett et al., 2002). Dies konnte eine Ursache
dafur sein, dass nur relativ wenige Patienten der Gruppe FA-D1 bekannt sind.

Innerhalb eines jeden FA-Gens existiert ein grol3es, heterogenes Spektrum an
Mutationen. Die meisten FA-Patienten tragen sogenannte ,private” Mutationen
in compound heterozygoter Form, d.h. die Mutationen im maternalen und
paternalen Allel sind nicht identisch. Einige Mutationen, die in gréfieren Teilen
der Bevolkerung bzw. innerhalb bestimmter ethnischer Gruppen gehauft
auftreten, gehen auf Founder (,Grunder®)-Effekte zuruck. Dies trifft z.B. auf die
Nonsense-Mutation 313G>T (E105X) zu, die bei 44% der deutschen FA-G-
Patienten gefunden wurde (Demuth et al., 2000). Im FANCC-Gen kann man bei
einem Groldteil der Ashkenazi-judischen Patienten die Splei3-Mutation
IVS4+4A>T finden (Verlander et al., 1994), die mit einem deutlich schwereren
Verlauf assoziiert ist als die im selben Gen lokalisierte kleine Deletion c.67delG
(fruher 322delG), die in den Niederlanden und Deutschland weit verbreitet ist
und zur Auspragung eines milderen Phanotyps fuhrt (Gillio et al., 1997). Nach
bisherigen Untersuchungen hat die Art der Mutation einen gréReren Einfluss auf
das klinische Erscheinungsbild eines Patienten als die Zugehorigkeit zu einer
bestimmten Komplementationsgruppe (Yamashita et al., 1996; Faivre et al.,
2000).
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1.3 Diagnostik der Fanconi Anamie

1.3.1 Chromosomenbruchanalyse

Typischerweise zeigen kultivierte Lymphozyten von FA-Patienten eine schon
spontan auftretende Chromosomeninstabilitat. Es kommt zu einem gehauften
Auftreten von charakteristischen Chromatidbrichen und Reunionsfiguren
(Schroeder et al., 1964).

Nach einer Behandlung der FA-Zellen mit alkylierenden, DNA-vernetzenden
Agentien wie Mitomycin C (MMC) oder Diepoxybutan (DEB) erhoht sich die
Haufigkeit von Zellen mit Chromosomenbrichen (Sasaki et al., 1973; Auerbach,
1993), was die Empfindlichkeit von FA-Zellen gegenlber diesen klastogenen

Substanzen bestatigt.

1.3.2 Durchflusszytometrie

Neben der erhdhten Chromosomenbrichigkeit und Klastogensensitivitat kommt
es bei FA-Zellen zu Zellzyklus-Storungen (Dutrillaux et al., 1982; Kubbies et al.,
1985), die sowohl die S- als auch die G2-Phase betreffen. Die Zellzyklus-
veranderungen werden als Manifestation von DNA-Schaden interpretiert
(Berger et al., 1993; Seyschab et al., 1993), deren Reparatur und Replikation im
Verlauf der S-Phase nicht regelrecht abgeschlossen wird (Akkari et al., 2001).
Mit  Phytohamagglutinin  (PHA) stimulierte  mononukleare  Blutzellen
(Lymphozyten) werden fur 72 Stunden kultiviert, anschliellend angefarbt, die
Zellkerne  durchflusszytometrisch vermessen und die so erhaltenen
Zellzyklusverteilungen elektronisch analysiert. Im Vergleich zu gesunden
Individuen kommt es bei FA-Patienten aufgrund unzureichend reparierter DNA-
Schaden zu einer typischen G2-Phasen-Akkumulation von Zellen (Miglierina et
al., 1991).

Der Verdacht auf einen Mosaikstatus, d.h. die gleichzeitige Existenz von
funktionell defekten als auch intakten Zellen im Korper des Betroffenen, besteht
bei anhaltender Diskrepanz zwischen zytogenetischen und Kklinischen

Befunden.
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Durch somatische Reversion eines der beiden mutierten Allele entstehen bei
homozygoten oder compound heterozygoten Patienten Zellen mit klassischer
Heterozygotie. Diese korrigierten Zellen verhalten sich funktionell (z.B. MMC-
Sensitivitat, Zellzyklus-Verhalten, Chromosomenbriichigkeit) wie die Zellen
klinisch unauffalliger Individuen (Lo Ten Foe et al., 1997). Bei kompletter
Mosaikbildung (100% korrigierte Zellen) werden im Blut Uberhaupt keine MMC-
sensitiven Zellen mehr gefunden, was die Diagnose einer Fanconi Anamie
anhand von Blutzellen unmdglich macht. In diesen Fallen mufd die klinische
Verdachtsdiagnose  durch  Untersuchung der MMC-Sensitivitat  von

Hautfibroblasten der Patienten bestatigt werden (Joenje et al. 1998).

1.3.3 Komplementationsgruppen-Analyse

Es gqgibt zwei Methoden, um einen Patienten der entsprechenden
Komplementationsgruppe zuzuordnen: Zum einen die Fusion und
anschlieBende Selektion somatischer Zellen (Zakrezewski et al., 1980; Joenje
et al.,, 1995, 2000), ein jedoch sehr zeit- und arbeitsaufwendiges Verfahren.
Zum anderen, und fur die Routine-Labordiagnostik geeigneter, die
Komplementationsanalyse durch in vitro Transduktion (Hanenberg et al., 2002).
Hierbei wird getestet, ob das jeweilige, durch einen retroviralen Vektor
ubertragene FA-Gen in der Lage ist, das mutierte Gen zu komplementieren und
die Uberempfindlichkeit der Zelle gegeniiber DNA-schadigenden Substanzen
(z.B. MMC) zu korrigieren.

1.3.4 Mutationsanalyse

Fir den Verlauf und die Prognose der Fanconi Anamie ist weniger die
Zuordnung zu einer Komplementationsgruppe von Bedeutung als vielmehr die
Art der zugrunde liegenden Mutation des jeweiligen Patienten sowie das
Entstehen oder Ausbleiben eines somatischen Mosaiks in hamatopoetischen
Zellen (Gillio et al., 1997; Faivre et al., 2000). Mutationsanalysen sind somit
hilfreich bei der Beratung und medizinischen Betreuung von FA-Patienten und
deren Familien, um Vorraussagen bezuglich des Krankheitsverlaufs und des

Wiederholungsrisikos machen zu konnen.
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Auch ist eine Mutationsanalyse hilfreich im Rahmen der pranatalen Diagnostik,
die durch die Kenntnis der genauen Gendefekte bei betroffenen
Familienmitgliedern erleichtert und beschleunigt wird.

1.4 Fragestellung

Eines der ungelosten Probleme der medizinischen Genetik ist die Frage der
Genotyp-Phanotyp Korrelation. Nach der Entdeckung von Mutationen als
Ursache monogener Erkrankungen ging man zunachst davon aus, dass die Art
der genetischen Veranderung in jedem Fall auch Krankheitsentstehung und
-verlauf bestimmen wurde. Beispiele solcher kausaler und linearer Beziehungen
zwischen Genotyp und Phanotyp waren z.B. die Krankheiten Muskeldystrophie
Duchenne, die Phenylketonurie, die Zystische Fibrose oder auch die durch
Mutationen in den BRCA-Genen bedingten familiaren Brust- und
Eierstockkrebserkrankungen. Im weiteren Verlauf der molekulargenetischen
Definition von Genveranderungen wurde offensichtlich, dass sich fur eine
Vielzahl von Erkrankungen strikte Genotyp-Phanotyp Korrelationen nicht
nachweisen lief3en.

Grundsatzlich konnen Variationen in der phanotypischen Auspragung einer
Krankheit oder eines Krankheitsverlaufes durch stochastische Phanomene,
unterschiedliche Umweltbedingungen sowie durch verschiedene Arten von
genetischer Variation bedingt sein. Hierzu gehéren das Phanomen der
allelischen Heterogenitat ebenso wie mogliche Lokus-Heterogenitat oder die
Moglichkeit der Beeinflussung durch andere Gene (,modifier genes®).

Die Fanconi Anamie stellt ein extremes Beispiel flr genetische Variabilitat dar.
Mutationen in bisher 13 bekannten Genen kénnen das Krankheitsbild ausldsen,
wobei sich unterschiedliche phanotypische Manifestationen mit wenigen
Ausnahmen in der Regel nicht einzelnen Genen zuordnen lassen. Die Art der
jeweiligen Mutation scheint hinsichtlich des jeweiligen Phanotyps wichtiger zu

sein als die Art des betroffenen Gens. Dies entspricht der Erfahrung, dass z.B.
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Missense-Mutationen weniger schwerwiegende Auswirkungen haben als
Nonsense-Mutationen. Ob und in welchem Male noch Restprotein gebildet
wird und funktionsfahig ist, wird sich entscheidend auf den resultierenden
Phanotyp auswirken. Hinzu kommt das Phanomen der compound
Heterozygotie, wobei z.B. ein Allel eine Null-Mutation, das andere Allel z.B.
jedoch eine Missense- oder Splei3-Mutation tragen kann, so dass die
schadlichen Auswirkungen der Null-Mutation zumindest abgemildert bzw.
teilweise kompensiert werden kénnen.

Bisher ist es nur in wenigen Konstellationen mdglich, nach der
molekulargenetischen Definition von bestimmten Mutationen hinreichend
verlassliche Angaben uber die zu erwartende Schwere und den Verlauf der
Fanconi Anamie zu machen. Das uUberwiegende Fehlen von verlasslichen
Prognosen erschwert die optimale Betreuung der betroffenen Patienten sowohl
fur deren Arzte als auch fur die Familien. Insofern ist es von grofter praktischer
Bedeutung, die bei einzelnen Patienten beobachteten genetischen
Veranderungen mit der jeweiligen Krankheitsauspragung und dem jeweiligen
Krankheitsverlauf zu korrelieren. Dies erfolgt zunachst im Rahmen einzelner
Kasuistiken, die nach Art des betroffenen Gens geordnet werden. Bei einer
ausreichend grol3en Anzahl von den jeweiligen Genen zugeordneten Patienten,
bei denen auch die jeweiligen Mutationen eindeutig definiert sind, sollte es
letztlich moglich sein, valide prognostische Aussagen zu machen.

Die vorliegende Arbeit hat daher zum Ziel, die Grundlagen fur eine zukunftig
extensive und  klinisch  verwertbare  Genotyp-Phanotyp  Korrelation
(einschlieBlich deren Abweichungen) flir Patienten mit Fanconi Anamie zu
etablieren. Dies geschieht durch die retrospektive Analyse exemplarischer
Krankheitsverlaufe, welche mit den jeweiligen diagnostischen Befunden auf
Zell- und Genebene korreliert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Retrovirale Komplementationsgruppenbestimmung

Die Zuordnung eines Patienten zu einer Komplementationsgruppe erfolgt durch
die Transduktion der Patientenzelle mit gentechnisch veranderten retroviralen
Vektoren, welche jeweils eines der bisher bekannten FA-Gene beinhalten.

Im Unterschied zur Komplementationsanalyse durch Zellfusion, bei der immer
alle FA-Gene aulder einem Ubertragen werden und nach dem aussagekraftigen
negativen Fall gesucht wird, bei dem durch den Fusionspartner keine
Komplementation vermittelt wird, wird bei der retroviralen Komplementations-
analyse immer nur ein FA-Gen pro Ansatz Ubertragen. Es wird der positive Fall
gesucht, in dem der retrovirale Vektor mit intakter Kopie dieses einen FA-Gens,
das in der Zelle defekt ist, eine Komplementation vermittelt, d.h. die FA-typische
Uberempfindlichkeit der Zellen gegen DNA-schadigende Substanzen, wie z.B.
MMC, korrigiert (siehe Abbildung 1). Zur schnelleren Prufung der MMC-
Uberempfindlichkeit wird als automatisiertes Analyseverfahren oft die

Durchflusszytometrie angewandt (Schindler et al., 2005).

Die retrovirale Komplementationsanalyse kann an Lymphozyten (T-Zellen)
durchgefuhrt werden, die direkt aus einer Blutprobe des Patienten isoliert
werden konnen. Ebenso kdnnen Zellen einer lymphoblastoiden B-Zelllinie
verwendet werden.

Komplementationsanalysen lassen sich auch mit CD34-positiven (CD34+)
Zellen aus dem Knochenmark oder nach deren Mobilisation mit G-CSF aus
dem peripheren Blut durchfihren. In die isolierten CD34+ Zellen kénnen mittels
retroviraler Vektoren die einzelnen FA-Gene eingebracht werden. Anschliel3end
wird in Kultur getestet, ob eines der FA-Gene die Kolonienbildung der CD34+
Zellen in Gegenwart von MMC Uberhaupt ermoglicht bzw. vergleichbar macht

mit den von gesunden Personen gewonnenen CD34+ Zellen.

10
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Abb. 1: Komplementationsgruppenbestimmung bei Patient G2

Die Zellen des Patienten werden mit Hilfe von retroviralen Vektoren einzeln mit den Genen
FANCA, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG und FANCL transduziert.

Im vorliegenden Fall wird die fir die FA charakteristische Uberempfindlichkeit der Zellen
gegeniber Mitomycin C durch den Gentransfer des FANCG-Gens korrigiert (siehe Pfeil) und die
Akkumulation von Zellen in der G2-Phase normalisiert. Der Patient G2 kann somit der
Komplementationsgruppe FA-G zugeordnet werden.

Weiterhin ist eine retrovirale Komplementationsanalyse an Fibroblasten aus
Kulturen einer Hautbiopsie sowie an Fibroblasten-ahnlichen Zellen aus dem
Knochenmark oder pranatal aus der Amnionflissigkeit mdglich. Anhand der
Untersuchung von Fibroblasten wird eine Komplementationsanalyse

insbesondere auch bei Fanconi Anamie-Patienten moglich, die sich in der
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Vergangenheit erfolgreich einer Knochenmarktransplantation unterzogen haben
und deren Blutzellen unauffallig sind.

Auch bei Patienten, bei denen ein komplettes Mosaik vorliegt, kann mittels
retroviraler Komplementationsanalyse die Komplementationsgruppe aus Haut-

fibroblasten bestimmt werden.

2.2 Mutationsanalyse

2.2.1 DNA-Isolierung und PCR

Die genomische DNA (gDNA) kann sowohl aus Blut als auch aus
lymphoblastoiden Zellen oder Fibroblasten isoliert werden.

Zur Praparation der gDNA aus dem Blut wird eine Aussalzungsmethode
verwendet. Dazu wird EDTA- oder Heparin-Blut mit einem Lysispuffer versetzt
und 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wird das Gemisch zentrifugiert und
zweimal mit Lysispuffer gewaschen. Zur Degradation der Proteine wird die
Losung mit dem proteolytischen Enzym Pronase und SDS (Sodium Dodecyl
Sulfat) versetzt. Nach einer Inkubation Uber Nacht gibt man SE-Puffer sowie
NaCl-Lésung zur Suspension und mischt das Ganze, bis eine milchige Farbung
eintritt. Im Anschluss wird die Flussigkeit, in der die genomische DNA in
geloster Form vorliegt, durch Zentrifugation von den festen Zellbestandteilen
befreit. Durch Zugabe des doppelten Volumens an 100%igem Ethanol (EtOH)
kommt es zum Ausfallen der als weilder Faden sichtbaren DNA. Zur Entfernung

von Salzresten wird diese in 70% EtOH kurz gewaschen (Kalb, 2002).

Die photometrische Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration gibt durch das
Verhaltnis der Adsorption bei 260nm und 280nm Auskunft Uber den
Reinheitsgrad der DNA. Ein ermittelter Ago/Azs0-Quotient von 1,8-1,9 entspricht

reiner DNA; Verunreinigungen fihren zu einem niedrigeren Wert.

Mit Hilfe der PCR (Polymerase Chain Reaction) kdénnen spezifische, durch
Primer begrenzte DNA-Fragmente in vitro amplifiziert und anschlieRend

sequenziert werden.
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Die PCR besteht aus einer repetitiven Abfolge (30-35 Zyklen) folgender
Schritte:

- Denaturierung des DNA-Matritzenstranges bei ca. 95T,

- Hybridisierung der Primer an ihre komplementare Zielsequenz auf dem
Matritzenstrang (,annealing-Phase®) bei 54-68T,

- Elongation der DNA-Kette durch die DNA-abhangige DNA-Polymerase
bei ca. 72T.

2.2.2 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung der DNA wird die Didesoxy-Methode nach Sanger et al.
(1977) angewandt. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf dem
basenspezifischen Abbruch der DNA-Synthese durch die DNA-Polymerase.
Neben den gewohnlich eingesetzten 2’-Desoxynukleotidtriphosphaten (dANTP)
werden zusatzlich fluoreszenzmarkierte 2’3’-Didesoxynukleotidtriphosphate
(ddNTP) eingesetzt, wobei jedes der vier ddNTPs an einen unterschiedlichen
Farbstoff gekoppelt ist. Diesen ddNTPs fehlt die 3’-OH-Gruppe, so dass die
DNA-Polymerase das nachste Nukleotid nicht mehr ankondensieren kann und
die Synthese beendet. Wird die Reaktion mit einem Gemisch aus dNTP und
markiertem ddNTP durchgefuhrt, kann statistisch gesehen an jeder
Nukleotidposition ein Kettenabbruch erfolgen, wodurch DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange entstehen, die an ihrem Ende jeweils eine
Fluoreszenzmarkierung tragen.

Die automatische Sequenzierung erfolgt im ABI PRISM 310 Genetic Analyser
durch Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Kapillarelektrophorese und
darauf folgender Detektion des Emissionsspektrums der jeweiligen terminalen
floureszenzmarkierten Base.

In Abbildung 2 ist das Chromatogramm des Patienten C6 im Vergleich mit der

Wildtyp-Sequenz dargestellt.
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G P G G G
delAA
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Abb. 2: Mutationanalyse des Patienten C6 (oben) im Vergleich mit der Wildtyp-Sequenz
(unten).

Es wurde im FANCC-Gen die homozygote Mutation c.454_455delAA in Exon 4 gefunden, die

zu einer Leserasterverschiebung und pramaturen Termination der Translation (p.V152fsX159)
fuhrt.

2.2.3 Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)

Um groRere genomische Rearrangements wie Deletionen oder Duplikationen
ganzer Exone nachzuweisen, die durch die klassische Sequenzierung nicht
detektiert werden koénnen, verwendet man das semiquantitative Verfahren
MLPA, welches die Verminderung eines PCR-Produkts im Vergleich zu
Kontrollen anzeigt (Schouten et al., 2002).

Die MLPA-Methode basiert auf zwei Sonden (DNA-Bindungssequenz oder
target spezifische Sequenz), die an die Zielsequenz binden (Hybridisierung),
wenn diese vorhanden ist. AnschlieBend werden die beiden DNA-
Bindungssequenzen durch eine hitzestabile Ligase miteinander verknUpft

(Ligation). Alle Ligationsprodukte haben jeweils identische Sequenzen an ihren
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Enden (Primerbindungssequenz) und konnen deshalb mit einem universellen
Primerpaar amplifiziert werden. Das variable Langenfragment der zweiten
Sonde erlaubt  die gréllenmalige Zuordnung der  einzelnen
Amplifikationsprodukte nach kapillarelektrophoretischer Auftrennung.
Dosisunterschiede sind durch Reduktion oder Vergro3erung der Peakhohen
und Peakflachen erkennbar (siehe Abbildungen 3 und 4). Fehlt im Rahmen
einer Deletion die Zielsequenz auf einem Chromosom, so ist die Peakhohe des
Fragments im Vergleich zur Kontrolle um ca. 50 % verringert. Eine Duplikation
wird durch eine 50% Zunahme dieses Abschnittes in der Elektrophorese
sichtbar.

MLPA Analyse Patient A13

o8 HHHHHHHHHF—HHHHHHHHHH HHHHHHPFHHHHH

Ratio sample/control

ot HHHHHHHHHHHHHHHHHHHH B HHHHHHHHHHHH

0.2 HiH HHHHHHH I H A = A H A

12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
Exon

Abb. 3: MLPA-Analyse Patient A13.
Es fanden sich zwei grofe Deletionen im FANCA-Gen (ex9del und ex21-28del), fir die
der Patient compound-heterozygot ist.
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MLPA Analyse Patient A14

1.4

josuoo/aidwes oney

123 456 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Exon

Das Exon 3 des FANCA-Gens lie sich nicht amplifizieren. Es liegt somit eine homozygote

Abb. 4: MLPA-Analyse Patient A14.
Deletion von Exon 3 vor.
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3. Ergebnisse

3.1 Komplementationsgruppen und Mutationen

Es wurden die Akten der Fanconi Anamie-Patienten des Humangenetischen
Instituts Wurzburg ausgewertet. Dabei wurden 72 Patienten gefunden, die
erfolgreich  einer Komplementationsgruppe zugeordnet wurden. Die
Klassifikation ergab, dass 44 Patienten der Gruppe FA-A (61%) angehoren,
2 Patienten der Gruppe FA-B (3%), 12 Patienten der Gruppe FA-C (17%),
6 Patienten der Gruppe FA-D2 (8%), 1 Patient der Gruppe FA-E (2%) sowie
7 Patienten der Gruppe FA-G (10%).

Abbildung 5 =zeigt die mengenmalliige Verteilung der Komplementations-

gruppen.

FA-G

FA-D2

FA-C

Abb. 5: Verteilung der Komplementationsgruppen

Bei insgesamt 45 Patienten (darunter 22 x FA-A, 2 x FA-B, 12 x FA-C, 4 x FA-
D2, 1 x FA-E und 4 x FA-G) konnte mindestens eine der zugrunde liegenden
Mutationen identifiziert werden. Dies entspricht 63% der untersuchten
Patienten. Dabei fand sich in den Komplementationsgruppen FA-A und FA-C
jeweils ein Geschwisterpaar (A11+A12, C1+C2). Bei zwei Patienten der

Komplementationsgruppe FA-A (A1 und A20) wurde bislang nur die Mutation
17
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eines Allels entdeckt. Alle ermittelten Mutationen und deren Auswirkung auf

Proteinebene sind

in Tabelle 2 aufgelistet. Bei 20 Patienten lag eine

homozygote Mutation vor; 25 Patienten waren compound heterozygot.

Tab. 2: Identifizierte Mutationen innerhalb der 72 FA-Patienten und deren Effekte

Gruppe/ | Mutation Konsequenz Literatur
Patient der Mutation
FANCA
A1 ex43del Deletion +
NF
A7 €.3788_3790delTCT p.F1263del Levran et al. (1997)
c.3788 3790delTCT p.F1263del Levran et al. (1997)
A8 ex16_17del Deletion FAB Consortium (1996)
c.3788 3790delTCT p.F1263del Levran et al. (1997)
A9 €.2894_2895delCT p.P965RfsX998 +
€.2894_2895delCT p.P695RfsX998 +
A11 €.1360_1826del467 Deletion +
¢.3788_3790delTCT p.F1263del Levran et al. (1997)
A12 €.1360_1826del467 Deletion +
¢.3788_3790delTCT p.F1263del Levran et al. (1997)
A13 ex9del Deletion +
ex21 28del Deletion +
A14 ex3del Deletion +
ex3del Deletion +
A15 ex22_30del Deletion +
ex22 30del Deletion +
A17 €.3791_3793delCCT p.S1264del +
c.3919C>T p.Q1306 +
A19 c.1267C>T p.Q423X +
c.1267C>T p.Q423X +
A20 €.2840C>G p.S947X Levran et al. (1997)
NF
A21 €.2982_3066del Deletion Wijker et al. (1998)
€.2982 3066del Deletion Wijker et al. (1998)
A22 c.1115_1118delTTGG Frameshift FAB Consortium (1996)
ex16_17del Deletion FAB Consortium (1996)
A26 c.3788_3790delTCT p.F1263del Levran et al. (1997)
€.3490C>T p.P1164S +
A27 c.1115_1118delTTGG Frameshift FAB Consortium (1996)
ex19 21del Deletion +
A28 €.4199G>C p.R1400P +
IVS 23+2insG Spleilmutation +
A30 c.2787C>A p.Y929X +
ex4 5del Deletion Ameziane et al. (2008)
A31 €.3239G>A p.R1080Q +
€.3348+1G>A Spleilmutation +
A34 ex1_2del Deletion +
ex1 2del Deletion +
A39 ex1_2del Deletion +
ex1 2del Deletion +
A40 c.1230G>A p.W410X Huck et al. (2006)
€.1549C>T p.R517W Huck et al. (2006)
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Tab. 2: Fortsetzung der Tabelle

Gruppe/ | Mutation Konsequenz Literatur

Patient der Mutation

FANCB

B1 €.1497-3insC Frameshift +

B2 C.246_247delGT p.S83CfsX13 +

FANCC

C1 c.165+1G>T (IVS1+1G>T) SpleiBmutation | +
c.165+1G>T (IVS1+1G>T) SpleiBmutation | +

Cc2 c.165+1G>T (IVS1+1G>T) SpleiBmutation | +
c.165+1G>T (IVS1+1G>T) SpleiBmutation | +

C3 €.377_378delGA p.R1261fsX1 =
c.377_378delGA p.R126IfsX1 +

C4 c.553C>T p.R185X Gibson et al. (1993)
c.1642C>T p.R548X Murer-Orlando et al. (1993)

C5 c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)
c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)

C6 c.454_455delAA p.V152fsX159 | +
c.454 455delAA p.V152fsX159 | +

C7 c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)
c.456insA p.N152X +

C8 c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)
c470T>A p.L157X +

C9 c.1642C>T p.R548X Murer-Orlando et al. (1993)
c.1642C>T p.R548X Murer-Orlando et al. (1993)

C10 c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)
c.1387_1388delTC p.P464fsX516 | +

C11 c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)
c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)

C12 c.67delG p.D23IfsX45 Strathdee et al. (1992)
c.727insCT

FANCD2

D21 C.2975A>G Exon 30 skip +
c.2975A>G Exon 30 skip

D22 c.3707G>A p.H1229EfsX7 | Timmers et al. (2001)
€.2835dupC p.D947RfsX3 Kalb et al. (2007)

D23 €.3453_3456delCAAA p.N1151KfsX46 | Kalb et al. (2007)
€.274-57 _-56insinvAluYb8nt36_319 p.192YfsX7 Kalb et al. (2007)
+dup ¢.274-69 -57

D24 €.1948-6C>A (IVS21-6C>A) p.E650X Kalb et al. (2007)
c.2775 _2776CC>TT p.R926X Kalb et al. (2007)

FANCE

E1 €.265C>T p.R89X =
€.265C>T p.R89X +

FANCG

G1 €.1649delC p.T5501+7X Demuth et al. (2000)
€.1649delC p.T5501+7X Demuth et al. (2000)

G2 €.620delT p.L207PfsX1 Ameziane et al. (2008)
€.620delT p.L207PfsX1 Ameziane et al. (2008)

G4 c.313G>T p.E105X de Winter et al. (1998)
c.1473delA p.E492NfsX517 | +

G7 c.313G>T p.E105X de Winter et al. (1998)
c.313G>T p.E105X de Winter et al. (1998)

NF = Mutation nicht gefunden; + = Mutation bisher nirgends erwahnt
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Es konnten insgesamt 50 verschiedene Mutationen identifiziert werden, von
denen 20 Mutationen bereits in der Literatur erwahnt wurden. Im FANCA-Gen
wurden 26 verschiedene Mutationen gefunden, 2 in FANCB, 10 in FANCC, 7 in
FANCD2, 1 in FANCE und 4 in FANCG. Dabei kdnnen die Mutationen in sechs
Gruppen unterteilt werden: Deletion, Nonsense-Mutation, Missense-Mutation,
SpleiBmutation, Insertion und Duplikation. Die Haufigkeit der verschiedenen
Mutationen innerhalb der einzelnen Komplementationsgruppen ist in Abbildung

6 dargestellt.

16

14

12

B Deletion
10 + B Nonsense-Mutation

O Missense-Mutation

O Spleilmutation
6 M Insertion
O Duplikation
4 i
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0 i
FA FA-B FA-D2 FA-E FA-G

Abb. 6: Verteilung der Mutationen innerhalb der Komplementationsgruppen

3.2 Beispielhafte Kasuistiken

Die Geschlechtsverteilung der untersuchten Patienten ergab 31 (43%)
weibliche und 41 (57%) mannliche Patienten. Das Alter bei der Erstdiagnose
der Fanconi Anamie lag zwischen 19 Schwangerschaftswochen (SSW) und 49
Jahren. Bei fast der Halfte der Patienten (48%) wurde die FA in den ersten 5

Lebensjahren diagnostiziert (siehe Abbildung 7).
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Abb.7: Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

Im Folgenden sind exemplarisch die Krankheitsverlaufe einiger Patienten
dargestellt, welche den jeweiligen Komplementationsgruppen zugeordnet
wurden und bei denen zum Groldteil die ursachlichen Mutationen definiert
werden konnten.

Kriterien der Zuordnung zu einem leichten oder schweren Verlauf der
Erkrankung beruhen vor allem auf dem Alter der Patienten beim Auftreten einer
aplastischen Anamie, der Lebenserwartung nach dem Zeitpunkt der
Diagnosestellung, sowie auf dem Zeitpunkt und der Haufigkeit des Auftretens
von MDS und/oder AML.

3.2.1 Komplementationsgruppe FA-A

Patientinnen A11 und A12

Bei den Patientinnen A11 und A12 handelt es sich um Schwestern nicht-
konsanguiner Eltern. Sie gehorten beide der Komplementationsgruppe FA-A an
und waren compound heterozygote Trager der Mutationen ¢.1360_1826del467
in Exon 15-20 und c¢.3788 3790delTCT (p.F1263del) in Exon 38 (siehe
Abbildung 8).
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Beide Schwestern wurden mit ahnlichem Gewicht (2.500g und 2.200g), Grofe
(46cm und 47cm) und Kopfumfang (32,5cm und 31cm) geboren. Insgesamt war
der Phanotyp der Schwestern mit Minderwuchs, moderatem Mikrocephalus,

Daumenhypoplasie und Café-au-lait-Flecken relativ mild ausgepragt.

ov

-
]

RATIO SAMPLE/CONTROL
@

0,0

1 2 3 4 5 68 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 37 38 30 40 41 42 2

EXON

Abb. 8: MLPA-Analyse der Patientinnen A11 und A12
Es fanden sich Deletionen in Exon 15-20 (c.1360_1826del467) und Exon 38
(c.3788_3790delTCT)

Der Krankheitsverlauf der Patientin A11 war schwer und gepragt von
wiederholten lebensbedrohlichen Episoden mit Nasenbluten, einer sehr
schweren Panzytopenie, die fruhzeitig zu lebenslanger Transfusions-
abhangigkeit fuhrte sowie rezidivierenden Infektionen, die Antibiotika-Therapien
und eine ab dem 15. Lebensjahr regelmafRige Behandlung mit G-CSF
bedurften. Im Alter von 5 72 Jahren entwickelte sich eine aplastische Anamie mit
Panzytopenie. Eine dreimonatige Corticosteroid-Monotherapie zeigte nur einen
partiellen Effekt, der ausschlieB3lich die Granulopoese betraf. Man begann mit
der Gabe von Erythrozytenkonzentraten (EK). Mit 7 Jahren wurde mittels
Chromosomenbruchanalyse die FA diagnostiziert. Ein halbes Jahr spater
begann man eine Behandlung mit Androgenen, zunachst als Monotherapie,
nach einigen Monaten in Kombination mit niedrig dosierten Corticosteroiden.
Unter dieser Therapie kam es zu einem partiellen Ansprechen aller Zellreihen,

so dass fur 12 Monate kein Transfusionsbedarf bestand. Nach einer
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Windpockeninfektion im Alter von 9 Jahren kam es zu einem Einbruch der
Hamatopoese und erneuter Notwendigkeit fur Transfusionen. Da sich unter der
Androgentherapie eine Vielzahl von Leberadenomen entwickelt hatte, musste
diese auf eine Minimaldosis reduziert werden. Mit 15 Jahren begann man, bei
Neutrophilen-Werten < 500/pl, zusatzlich mit der Gabe von G-CSF. Seit dieser
Zeit waren in den Knochenmarkpunktionen zytogenetische Aberrationen
nachweisbar. Es zeigte sich das Bild eines MDS vom Subtyp der RARS
(refraktare Anamie mit Ringsideroblasten). Im Alter von 19 Jahren kam es
vorrubergehend zu einer spontanen Stabilisierung der Erythropoese, so dass
fur 1 %2 Jahre keine Transfusionen erforderlich waren. In der Folge kam es
wieder zu einer deutlichen hamatologischen Verschlechterung mit
Hepatosplenomegalie, Fieber, LDH-Anstieg und einer fraglichen Hamolyse.
Insgesamt erhielt die Patientin mehr als 700 Transfusionen, davon ca. 300
Erythrozyten- und 400 Thrombozytenkonzentrate (TK). Im Alter von 21 Jahren
starb die Patientin an Multiorganversagen infolge der irreversiblen

Panzytopenie.

Die jingere Schwester, Patientin A12, zeigte einen viel milderen Verlauf.
Aufgrund der bei der Schwester diagnostizierten Erkrankung, wurde hier im
Alter von 2 Jahren ebenfalls eine zellanalytische Untersuchung durchgefiihrt
und eine FA festgestellt. Mit 8 Jahren, ehe eine Transfusionsbedurftigkeit
einsetzte, begann man eine Androgentherapie. Nach 2 Jahren wurde das
Oxymetholon schrittweise Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren bis auf
eine Erhaltungsdosis von 0,1mg/kg/d reduziert. Aulder einer Virilinisierung traten
keine schweren Komplikationen (v.a. Leberadenome) auf. Eine bis zum 19.
Lebensjahr suffiziente Knochenmarkfunktion lieR® die Patientin ein normales und
aktives Leben fuhren. Schwere Blutungen und Infektionen traten nur vereinzelt
auf. Mit 19 Jahren verschlechterten sich die Blutwerte und fuhrten schlieRlich zu
einer Transfusionsabhangigkeit fur Erythrozyten. Es wurden insgesamt ca. 15
EK verabreicht. Zur gleichen Zeit stellte man im Knochenmark zytogenetische
Aberrationen im Sinne einer Monosomie 7 fest. Man entschloss sich zu einer

hamatopoetischen Stammzelltransplantation (HSCT). Im Alter von 20 Jahren
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erlag die Patientin den Komplikationen (schwere Infektionen und Hirnblutung)

der Fremdspendertransplantation (Dietrich et al., 2007).

Patientin A40

Die 155cm groRRe Patientin hatte keinerlei Fehlbildungen. In der
Familienanamnese fielen vermehrte Tumorerkrankungen auf: lhre Mutter starb
an einem Osophaguskarzinom; bei ihrer Tochter wurde im Alter von 5 Jahren
ein Medulloblastom diagnostiziert.

Nachdem Kindheit und Jugend unauffallig verliefen, wurde bei der Patientin im
Alter von 23 Jahren erstmals eine Leukozytopenie mit Werten von 1.600-
2.400/pl festgestellt (vgl. Tabelle 3). Sie zeigte eine vermehrte Infektanfalligkeit
des oberen und unteren Respirationstrakts, die gelegentlich eine antibiotische
Therapie erforderlich machte. 10 Jahre spater kam es zusatzlich zu einer
Thrombozytopenie. Die darauf folgende Untersuchung des Knochenmarks blieb
unauffallig. Im Alter von 37 Jahren erkrankte die Patientin an einem
rechtsseitigen Mammakarzinom. Die operative Entfernung des Tumors und
adjuvante Bestrahlung mit 60 Gy verkraftete sie mit stabilen, wenn auch
erniedrigten Leuko- und Thrombozytenzahlen. Mit 45 Jahren kam es zur
Diagnose eines Mammakarzinoms der linken Brust. In Anbetracht der
reduzierten Blutwerte wurde abermals eine Knochenmarkbiopsie durchgefihrt.
Diese zeigte uncharakteristische reaktive Veranderungen, die nicht als
Kontraindikation fur eine Chemotherapie gewertet wurden. Nach dem ersten
Zyklus der Therapie mit Cyclophosphamid, Methotrexal und 5-Fluorouracil
reagierte die Patientin mit einer schweren Organtoxizitdt und einer lang
anhaltenden aplastischen Andmie. Uber einen Zeitraum von fiinf Monaten
wurde sie mit G-CSF-Transfusionen und Thrombozytenkonzentraten behandelt,
bis sich ihre Blutwerte wieder stabilisiert hatten (Thrombozyten >20.000/pl,
Leukozyten >2.000/ul). AnschlieBend erfolgte eine Bestrahlung des
Brustgewebes. Nach 13 Jahren persistierender, jedoch nicht transfusions-
bedurftiger Zytopenie kam es mit 49 Jahren zu einer auffallenden
Verschlechterung des Blutbildes mit stetig sinkenden Zellzahlen.
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Tab. 3: Blutwerte der Patientin A40

Hb (g/dl) Leukozyten (/ul) Thrombozyten (/ul)
1977 (23 Jahre) 1.600-2.400
15.04.2004 (49J.) 8,6 700 17.000
27.04.2004 (49J.) 11,1 700 15.000
28.06.2004 (49J.) 9,5 1.000 11.000

Eine erneute Knochenmarkbiopsie zeigte ein myelodysplastisches Syndrom
(MDS) vom Typ RAEB Il mit Monosomie 7. Angesichts der lang bestehenden
Leuko- und Thrombozytopenie, des bilateralen Auftretens eines
Mammakarzinoms, der Uberempfindlichkeit gegentiber der Chemotherapie und
der Entwicklung eines MDS wurden weiterfuhrende genetische Tests in
Wirzburg eingeleitet. Das Ergebnis der zellanalytischen Untersuchung,
dargestellt in Abbildung 9, bestatigte die klinische Verdachtsdiagnose Fanconi

Anamie.

100

e D (0]
o o (<)
1 1

N
o
L

G0-G1-Phase-Zellen (%)
(Anteil nichtproliferierender Zellen)

07 08
PAT

Verhéltnis Summe der G2-Phasen / Wachstumsfraktion (GF)

Abb. 9: Zellzyklusanalyse der Patientin A40

Die prolieferierenden Zellen zeigen eine gesteigerte spontane G2-Phasen-Akkumulation
(orange Markierung). Die Auswertung der Ratio Y G2/GF (Summe der G2-Phasen /
Wachstumsfraktion) ergab mit 0,35 einen Wert im unteren Bereich anderer Personen mit
Fanconi Anamie.
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Die Patientin konnte der Komplementationsgruppe FA-A zugeordnet werden.
Die Mutationsanalyse zeigte die Nonsense-Mutation ¢.1230G>A (p.W410X) in
Exon 14 sowie die Missense-Mutation ¢.1549C>T (p.R517W) in Exon 16.

Einige Wochen nach der Diagnosestellung entwickelte die Patientin eine
sekundare AML. Nach umfassenden Uberlegungen entschied sie sich fiir eine
hamatopoetische Stammzelltransplantation. Hierbei kam es im weiteren Verlauf
zu verschiedenen Komplikationen, wie eine GvHD IlI° des Gastrointestinal-
traktes, vendse Verschlisse der Leber, mehrere Polioma-Virus-Infektionen der
Harnblase, Blutungen aufgrund HLA-Antikérper gegen Thrombozyten
(entstanden durch fruhere, vor der Transplantation durchgefuhrte
Transfusionen). 58 Tage nach der Transplantation verstarb die Patientin infolge
einer beiderseitigen Pneumonie und intrazerebralen Lasionen (verdachtig auf

Aspergillus-Infiltrationen) (Huck et al., 2006).

Patient A43

Der Patient A43 war das zweite Kind konsanguiner tlrkisch-stammiger Eltern
(Vetter und Cousine 2.Grades). Neben einer 4 Jahre alteren gesunden
Schwester, gab es eine 2 Jahre jungere Schwester, die ebenfalls an FA litt.

Im Alter von 3 Jahren fiel der Junge erstmals durch eine Thrombozytopenie im
Rahmen einer Sepsis auf. Zwei Jahre spater wurde mittels
Chromosomenbruchanalyse die Diagnose FA bestatigt. Die Bestimmung der
Komplementationsgruppe ergab die Zugehorigkeit zu der Gruppe FA-A. Auler
einer Mikrophthalmie und Hyperpigmentierungen fand man keine weiteren FA-
typischen  klinischen = Merkmale.  Aufgrund der  hamatopoetischen
Verschlechterung wurde im 6. Lebensjahr mit einer Oxymetholon-Therapie
begonnen. Der Junge sprach nur partiell auf die Androgenbehandlung an: Die
Retikulozyten stiegen deutlich an, mit einem stabilen Hb um 10 g/dl, die
Neutrophilen lagen zwischen 600 - 1.500/ul, die Thrombozyten um 10.000 —
20.000/ul (vgl. Tab.4). Neben einer vorzeitigen Pubertatsentwicklung flhrte die
Oxymetholon-Therapie zur Entwicklung von Leberadenomen, so dass das
Medikament nach 4 V2 Jahren abgesetzt werden musste. Die Adenome bildeten

sich weitgehend zurick. Es kam jedoch zu einer erneuten Verschlechterung der
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Hamatopoese und zu einem Transfusionsbedarf fir Erythrozyten. Insgesamt
wurden etwa 5 EK verabreicht. Im Alter von 11 Jahren kam es zu einer
spontanen Stabilisierung der Hamatopoese. Trotz einer eingeschrankten
Stammzellqualitdt und —quantitdt und nachgewiesenen zytogenetischen
Aberrationen wurde in dieser Zeit eine Asservierung von autologen
Stammzellen vorgenommen, um bei einer zu erwartenden Verschlechterung
Zellen zur Retransfusion zur Verfugung zu haben. Mit 13 Jahren, also 3 Jahre
nach Absetzen der Androgentherapie und 1 72 Jahre nach der
Knochenmarkentnahme, fielen die Thrombozyten im Rahmen eines Infektes
unter 10.000/ul, so dass die Gabe von mehreren Thrombozyten- sowie
Erythrozytenkonzentraten notig wurde. Unter einer erneuten Androgentherapie
stabilisierte sich die Hamatopoese fir etwa 6 Monate. Im Alter von 14 Jahren
kam es zu einer erneuten triliniaren Verschlechterung. Erstmals fanden sich ca.
10% blastenverdachtige Zellen im peripheren Blut. Eine erneute
Knochenmarkpunktion zeigte eine weitere Zunahme der Hypoplasie, eine
deutliche Dysplasie der Resthamatopoese und einen Blastenanteil < 30% im
Sinne einer RAEB-T (refraktdre Anamie mit Blastenlberschuss in
Transformation). Die zytogenetischen Veranderungen hatten ebenfalls deutlich

Zzugenommen.

Tab. 4: Blutwerte des Patienten A43

Hb (g/dl) Leukozyten Neutrophile Thrombozyten
(fu) (fu1) ({u1)

1988 (3 J.) 68.000
1990 (5 J.) 9,0 3.200 10.000
1991 (6 J.) ~10,0 600 — 1.500 10.000 — 20.000
Mai 1996 (11J.) | ~14.0 2.000 — 3.000 | 500 - 1.000 > 40.000
Sep.1998 (13 J.) < 500 < 10.000
Juni 1999 (14 J.) | 8,4 (nach EK) 300 47.000 (nach TK)
Aug.1999 (14 J.) <100 < 10.000
Aug.1999 (14 J.) | 8,6 560 92 4.000
Sep.1999 (14 J.) 600 70 < 10.000
Feb.2000 (14 J., | 14,2 5.800 2.700 128.000
nach PBSCT)
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Aufgrund dieser Befunde wurde im Einverstandnis der Eltern eine
Spendersuche eingeleitet. Da sich erneut eine ausgepragte Adenomatose der
Leber entwickelt hatte, musste die Androgentherapie beendet werden. Trotz
therapeutischer Versuche mit Corticosteroiden und G-CSF kam es daraufhin zu
einer anhaltenden Verschlechterung der Panzytopenie mit Polytransfusions-
bedarf. Unter den Steroiden entwickelte sich eine diabetische Stoffwechsellage.
Der 14jahrige Patient zeigte nun eine deutliche hamorrhagische Diathese an
Haut und Schleimhauten, septische Zeichen und schmerzhafte Analfissuren.
Der Junge war in einem lebensbedrohlich septischen Zustand, so dass, trotz
der prinzipiellen Dringlichkeit fur eine Transplantation, die Behandlung zunachst
aus einer Schmerz- und Antibiotikatherapie, lokaler Versorgung der
Analfissuren sowie Kreislaufstabilisierung und Blutsubstitution bestand. Bei
diabetischer Stoffwechsellage und fehlender hamatopoetischer Wirksamkeit
wurden die Steroide abgesetzt, die G-CSF-Gabe aber zunachst beibehalten.
Eine erneute Knochenmarkbiopsie ergab ein hypoplastisches MDS mit
Ubergang in eine AML. Man entschied sich zun&chst fir die Ricktransfusion
der kryokonservierten autologen Knochenmarkzellen. Da es nach der autologen
Transplantation immer wieder zu hochfieberhaften Temperaturen kam, wurden
zusatzlich insgesamt 5 Transfusionen mit G-CSF-mobilisierten Granulozyten-
konzentraten durchgefihrt, die zu einem Anstieg der Leuko-, Granulo-, und
Monozyten fuhrten. Zur Vorbereitung auf die allogene, unverwandte periphere
Blutstammzelltransplantation (PBSCT) wurde ein Jow-risk® Konditionierungs-
schema gewahlt. Post transplantationem traten kaum Komplikationen auf. Die
hamatopoetische Regeneration verlief zlgig. Es kam sehr schnell zu einem
kompletten Spenderchimarismus und zum Verschwinden des FA-Phanotyps
sowie der malignen klonalen Entwicklung. Zwei Monate nach der
Transplantation kam es zu einer graduellen Verschlechterung von Granulo- und
Thrombopoese, die retrospektiv durch eine Zytomegalie-Reaktivierung erklart
wurde. Sehr verzdgert kam es zu einer akuten GvH-Reaktion I°. Eine milde, 4
Monate nach der Transplantation einsetzende, chronische GvH-Reaktion flhrte
zu einer nochmaligen Gabe von Corticosteroiden. Der Patient konnte letztlich
nach 5 Monaten in bestem Zustand aus der stationaren Behandlung entlassen

werden.
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3.2.2 Komplementationsgruppe FA-B

Patient B2

B2 war das zweite Kind einer Geminigraviditat. Aufgrund auffalliger Ultraschall-
befunde wahrend der Schwangerschaft, bei dem sich ein Zwilling normotroph
und ohne weitere Auffalligkeiten darstellte, der andere Zwilling jedoch
symmetrisch im Wachstum retardiert erschien und eine radio-ulnare Meromelie
zeigte, wurde eine Amniozentese durchgefuhrt. Die Mutter berichtete zusatzlich,
dass eine Tante mutterlicherseits ein Kind (mannlich) verloren habe, bei dem
eine Fanconi Anamie diagnostiziert worden sei.

Die genetische Untersuchung der Amnionzellkulturen, dargestellt in Tab.5 und
Abb.10, ergab einen normalen Befund des weiblichen Zwillings und eine
eindeutige Zuordnung zum zellularen FA-Phanotyp des mannlichen Zwillings,
was die Verdachtsdiagnose Fanconi Anamie bestatigte. Durch retrovirale
Vektoranalyse konnte man B2 der Komplementationsgruppe FA-B zuordnen.
Dies stand im Einklang mit dem X-chromosomalen Erbgang in dieser Familie. In
der Mutationsanalyse fand man im Exon 3 die Duplikation ¢.246 247dupTG
(p.S83CfsX13).

In Anbetracht eines steigenden CRP-Wertes bei der Mutter und Verdacht auf
eine  Amnioninfektion wurde in der 26+4 SSW eine Sectio caesarea
durchgefuhrt. Bei der Geburt wog der betroffene Zwillingsjunge nur 400 g bei
einer Grofle von 29 cm und einem Kopfumfang von 21 cm. Der APGAR lag bei
3/4/4, mit einer Herzfrequenz <100/min und fehlender Spontanatmung. Das
Kind war hypoton und bewegungslos und wies eine gro3e Anzahl von
Fehlbildungen auf. Der Untersuchungsbefund ergab eine Dysmelie (die distalen
2/3 der Unterarme fehlten) mit rudimentarer Anlage beider Hande und
beiderseits kontrakten Oberarmanlagen. Des Weiteren zeigte sich eine
dysmorphe Rachen- und Gaumenanlage sowie jeweils Dbeidseitig eine
Choanalatresie, Anotie und rudimentar angelegte Ohrmuscheln. Epiglottis und
Glottis konnten nicht dargestellt werden. Die Nabelarterie war nur singular
angelegt. DarUber hinaus waren Mikrocephalie, Retrognathie sowie eine
retrahierte Zunge auffallig. Die untere Korperhalfte war deutlich hypotroph.
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Tab. 5: Durchflusszytometrie des Patienten B2

Zellen G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
Kontrolle mit MMC 87,1% 1,7% 11,2%
Fet ¢ mit MMC 73,2% 8,0% 18,8%
Fet 4§ (B2) mit MMC 37,0% 6,7% 56,3%
FA-Patient mit MMC 60,5% 6,6% 32,9%
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Abb. 10: Durchflusszytometrie des Patienten B2

Es findet sich eine Uberproportional starke G2-Phasenzunahme bei der Kultur des mannlichen
Feten B2. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Verdachtsdiagnose Fanconi Andmie.

Far die Amnionzellkultur des weiblichen Feten zeigt sich das Ergebnis einer normalen
Kontrollkultur. Zum Vergleich ist das typische Ergebnis einer normalen Kontrollkultur und eines
FA-Patienten gezeigt.
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In der Abdomen-Sonographie waren retrovesikal keine Ureteren darstellbar,
rechts bestand eine Nierenagenesie, die Leber zeigte echoreiche, kleinfleckige
Veranderungen. In der sonographischen Untersuchung des Schadels waren
eine beidseits symmetrische Ventrikulomegalie wie auch kommunizierende
Seitenventrikel im Vorderhornbereich und eine Balkenagenesie zu sehen. Eine
Gyrierung war nicht darstellbar. Die Messung der Parenchymdicke ergab einen
Wert <1cm. In der Gesamtheit passte der cerebrale Befund zur Diagnose einer
Holoprosenzephalie. Die Echokardiographie zeigte ein grol3es persistierendes
Foramen ovale (PFO).

Da aufgrund der ausgepragten orofacialen Fehlbildungen keine Intubation
durchgefuhrt werden konnte und die komplexen Anomalien mit einem
Uberleben nicht vereinbar waren, entschieden sich Eltern und Arzte fiir eine
palliative Versorgung des Kindes mit ausreichender Analgesie und
Sauerstoffgabe. Im Beisein der Eltern wurde eine Nottaufe durchgefuhrt. Der
Junge verstarb im Alter von 2 Stunden an Herzkreislaufversagen.

3.2.3 Komplementationsgruppe FA-C

Patient C3

Nach einer normalen Schwangerschaft wurde der Patient C3 in der 36. SSW
mit einem Geburtsgewicht von 1.955 g, einer Lange von 54 cm und einem
Kopfumfang von 30,4 cm geboren. Der APGAR war 8/9/10. Bis auf
rezidivierende Otitiden und haufigere Infekte der oberen Luftwege war der
Junge gesund und entwickelte sich altersentsprechend. An besonderen
korperlichen Merkmalen zeigte er Kleinwuchs, Mikrocephalie, multiple Café-au-
lait-Flecken, einen Sinus pilonidalis sowie einen beiderseitigen Kryptorchismus.
Im Alter von knapp 5 Jahren fielen bei mehrmaligen Blutbildkontrollen im
Rahmen einer beidseitigen Otitis media, die unter antibiotischer Therapie nur
zogerlich rucklaufig war, eine Leuko- und Thrombozytopenie auf. Aufgrund der
besonderen Familienanamnese, die die Konsanguinitat der Eltern (Cousin-

Cousinen-Ehe) wie auch zwei an akuter Leukamie im Alter von 2 und 5 Jahren
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verstorbene Geschwister beinhaltete, bestand der Verdacht auf eine familiare
hamatologische Erkrankung. Es wurde eine Knochenmarkpunktion veranlasst.
Hierbei ergab sich das Bild einer refraktaren Anamie mit Blastenexzess an der
Grenze zur Transformation. Mittels durchflusszytometrischer Untersuchung
konnte die Diagnose FA bestatigt und der Patient anschlieBend der
Komplementationsgruppe FA-C zugeordnet werden. Es fand sich im Exon 4
homozygot die Mutation ¢.377_378delGA, die zu einer Verschiebung des
Leserasters und vorzeitiger Termination der Translation fuhrt (p.R125IfsX1). Da
bei dem Jungen die Indikation zu einer allogenen Blutstammzelltransplantation
gegeben war und in der Familie kein passender Spender zur Verfugung stand,

wurde eine Fremdspendersuche initiiert.

Patientin C7

Die Patientin C7 war das einzige Kind einer aus Russland stammenden Familie.
Sie kam als Fruhgeborenes in der 32. SSW durch Spontangeburt mit einem
Geburtsgewicht von 1.800 g zur Welt. Die postnatale und weitere Entwicklung
verlief ohne Komplikationen und altersentsprechend. Bereits im Alter von 5
Jahren war eine Thrombozytopenie aufgefallen. Eine Knochenmarkzytologie
zeigte eine deutlich verminderte Megakaryozytenzahl. Dies bestatigte sich bei
einer erneuten, 3 Jahre spater durchgefuhrten Knochenmarkpunktion, worauf
die Diagnose einer kongenitalen hereditaren Thrombozytopenie gestellt wurde.
Die seitdem regelmaRig erfolgten Blutbildkontrollen zeigten Thrombozytenwerte
um 30.000/ul. Ein Maximum von 69.000/ul wurde im Alter von 9 Jahren
gemessen. Im Ubrigen Blutbild ergaben sich stets unauffallige Werte (vgl. Tab.
6).

Tab. 6: Blutwerte der Patientin C7

Hb g/dl Leukozyten (/ul) Thrombozyten (/ul)
2000 (9 Jahre) 69.000
08.12.2005 (14 J.) 11,6 3.500 45.000
09.01.2006 (14 J.) 11,9 4.500 31.000
25.01.2006 (14 J.) 11,4 3.900 43.000
28.03.2006 (14 J.) 11,5 3.700 28.000
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Die physische Belastbarkeit war nicht eingeschrankt; die Patientin zeigte weder
eine erhohte Infektanfalligkeit noch Blutungen. Besondere phanotypische
Merkmale waren die geringe KorpergroRe (< 3.Perzentile), Pigmentierungs-
stérungen mit zahlreichen Café-au-lait-Flecken und axillarem Freckling sowie
eine Beckenniere auf der linken Seite. Zur Abklarung der isolierten
Thrombozytopenie stellte sich die Patientin im Alter von 14 Jahren in der
Universitatsklinik Mduanster vor, wo man aufgrund der oben genannten
Begleitsymptome die Verdachtsdiagnose Fanconi Anamie stellte. Diese konnte

mit Hilfe einer zellanalytischen Untersuchung (siehe Abb. 11) bestatigt werden.
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Abb. 11: Zellzyklusanalyse der Patientin C7

Sowohl im Jahr 2006 als auch bei der Verlaufsuntersuchung 2007 zeigte sich eine spontane
Blockierung der proliferierenden Zellen in der G2-Phase. Die Ratio Y G2/GF ergibt mit 0,35
einen Wert im unteren Bereich anderer FA-Patienten. Es liegt kein Hinweis auf eine Mosaik-
bildung im hadmatopoetischen System vor.

Es erfolgte die Zuordnung zur Komplementationsgruppe FA-C, sowie die
Identifizierung der zugrunde liegenden Mutationen c.67delG (p.D23IfsX45) und
c.456insA (p.N152X).
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Patient C11

Mit Ausnahme eines Asthma bronchiale, das seit dem 5. Lebensjahr
durchgangig mit Cortison behandelt wurde, verlief die frihe Kindheit des
Patienten C11 unauffallig. Der Junge zeigte bis auf eine Hufeisenniere keinerlei
korperliche Fehlbildungen. Im Alter von 10 Jahren entwickelte sich eine
refraktare transfusionsabhangige Zytopenie, woraufhin die Verdachtsdiagnose
MDS gestellt wurde. Eine gleichzeitig durchgefuhrte zellanalytische
Untersuchung revidierte diesen Verdacht und bestatigte das Vorliegen einer
Fanconi Anamie. Durch retrovirale Komplementation konnte der Patient der
Gruppe FA-C zugeordnet werden. Als zugrunde liegende Mutation fand sich
homozygot die 1-bp-Deletion c.67delG (p.D23IfsX45).

Unter einer Androgen-Therapie mit Oxymetholon verbesserte sich die
Transfusionsabhangigkeit, bis schlieBlich bei einer Dosierung von 3x50 mg
keine weiteren Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate notwendig waren.
Im Verlauf konnte die Medikation reduziert werden. Eine Reduktion auf
50-0-25 mg musste jedoch rickgangig gemacht werden, nachdem es zu einer
Thrombozytopenie von 38.000/ul kam. Die Blutwerte stabilisierten sich

schlieRlich wie in der Tabelle 7 dargestellt.

Tab. 7: Blutwerte des Patienten C11

Hb (g/dl) Leukozyten (/ul) Thrombozyten (/ul)
Mai 2006  (10J.) 6,5 2.900 <15.000
21.08.2006 (10J.) 11,0 2.400 38.000
24.10.2006 (10J.) 13,5 2.600 39.000
06.03.2007 (10J.) 12,9 3.700 49.000
02.08.2007 (11J.) 16,1 4.200 73.000
22.08.2007 (11J.) 38.000
15.05.2008 (12J.) 15,1 4.500 86.000

Aufgrund einer erhdhten Infektanfalligkeit der oberen Luftwege bendtigte der
Junge in den Wintermonaten wiederholt antibiotische Behandlungen. Zum
heutigen Zeitpunkt ergab sich erfreulicherweise noch keine Indikation zur
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Knochenmarktransplantation. Aktuelle Knochenmarkuntersuchungen zeigten
eine zellarme Struktur mit vollstandiger Ausreifung zur Erythro-, Granulo- und
Megakaryopoese ohne Hinweise auf myeloische oder lymphatische Blasten.
Zytogenetische Untersuchungen ergaben keine Hinweise auf klonale
Aberrationen in den Knochenmarkzellen bzw. den mononukledren Zellen des
peripheren Blutes. Als Nebenwirkung der Hormontherapie kam es zu einem
akzelerierten Knochenwachstum. Mit einer Korperlange von 1,65 m liegt der
12jahrige Junge Uber der 97. Perzentile. Die Endkorpergroflie wird derzeit auf
188,6 cm prognostiziert. Es besteht aullerdem eine ausgepragte Adipositas

(BMI 30,4 kg/m?), was fiir Patienten mit Fanconi Andmie eher ungewdhnlich ist.

3.2.4 Komplementationsgruppe FA-D2

Patient D25

Der Patient D25 zeigte eine Vielzahl phanotypischer Merkmale. Neben
Kleinwlchsigkeit (156 cm im Erwachsenenalter) und Mikrocephalie traten
besonders die Fehlbildungen der oberen Extremitat hervor. Der Patient zeigte
eine beidseitige Daumenaplasie sowie rechts einen aplastischen Radius,
aufgrund dessen die rechte Hand in Flexions-Pronationsstellung fixiert war. Auf
beiden Seiten bestand eine kongenitale Otosklerose. Des Weiteren eine
Nierenaplasie links und eine Beckenniere rechts. Die Testes waren beidseits
atrophisch, die Sexualhormone grenzwertig tief. Im Alter von 25 Jahren stellte
man eine Cholestase unklarer Genese fest. Eine durchgefihrte Leberbiopsie
ergab vereinzelte Gallengangslasionen, eine Cholestase sowie eine
Parenchymverfettung unklarer Atiologie. Mit 32 Jahren wurde eine passagere
diabetische Stoffwechsellage diagnostiziert. Daneben zeigte sich eine
Kardiomyopathie unklarer Genese mit diffusen Repolarisationsstérungen und
ein, in der transthorakalen Echokardiographie (TTE) sichtbarer, kleiner linker
Ventrikel bei ansonsten normaler Anatomie des Herzens. Im selben Jahr
entdeckte man am Oberkiefer rechts ein Plattenepithelkarzinom, welches

chirurgisch entfernt wurde. In der korperlichen Untersuchung fielen
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teleangiektatische Veranderungen sowie trockene, schuppende Haut an Stirn
und Gesicht auf. Der mittlerweile 33jahrige Patient zeigte eine ausgepragte
BWS-Kyphose und LWS-Lordose. Eine Chromosomenanalyse ergab einen
normalen mannlichen Karyotyp 46,XY. Da die Kombination von Fehlbildungen
und Entwicklungsstoérungen typisch flr eine Fanconi Anamie waren, der Patient
bisher jedoch keinerlei hamatologische Auffalligkeiten zeigte (Hb 14,5 g/dl,
Thrombozyten 258.000/upl, Leukozyten 3.800/ul), konnte von einem
Mosaikstatus des Patienten ausgegangen werden. Es wurde eine Diagnostik an
einer Fibroblastenkultur (enthommen im Bereich des medialen Oberarms)
durchgefuhrt. Die Zellzyklusverteilungen wurden durchflusszytometrisch
bestimmt und ergaben das in Abbildung 12 dargestellte Bild, welches die
Verdachtsdiagnose FA bestatigte. Der Patient konnte der Komplementations-

gruppe FA-D2 zugeordnet werden.
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Abb. 12: Durchflusszytometrie des Patienten D25
Die uberproportional starke G2-Phasenzunahme der Fibroblastenkultur des Patienten D25
bestatigt die Verdachtsdiagnose FA.
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3.2.5 Komplementationsgruppe FA-G

Patientin G1

Als erstes Kind konsanguiner turkisch-stammiger Eltern (Cousin/Cousine 1.
Grades) wurde die Patientin G1 eine Woche vor dem errechneten Termin mit
einem Geburtsgewicht von 2.730 g und einer Korperlange von 48 cm geboren.
Die fruhkindliche Entwicklung des Madchens verlief regelrecht. Nachdem im
Alter von fast 4 Jahren gehauft Hamatome auftraten und das Blutbild eine
Thrombozytopenie zeigte, wurde zunachst die Diagnose einer idiopathischen
thrombozytopenischen Purpura (ITP) gestellt. Eine Untersuchung des
Knochenmarks zeigte das zellmorphologische Bild eines MDS im Sinne einer
refraktdren Anamie. Im Alter von 5 ' Jahren erfolgte mit Hilfe der
Zellzyklusanalyse die Erstdiagnose Fanconi Anamie (vgl. Abb.13). Die
Komplementationsgruppenbestimmung ergab eine Zuordnung zu der Gruppe
FA-G. Es konnte die homozygot vorliegende Deletion ¢.1649delC (p.T5501+7X)
in Exon 13 beschrieben werden.
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Abb. 13: Zellzyklusanalyse der Patientin G1
Es zeigt sich eine deutliche G2-Phasen-Blockierung der stimulierten Lymphozyten. Die

Auswertung der Ratio Y G2/GF ergibt mit 0,52 einen Wert im mittleren Bereich anderer FA-
Patienten.
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Im klinischen Erscheinungsbild fielen nur wenige charakteristische Merkmale
auf. Neben einer Daumenhypoplasie und relativer Mikrocephalie zeigte das
Madchen typische Hyperpigmentierungen insbesondere im Halsbereich, sowie
Café-au-lait-Flecken am Ruicken und linken Arm.

Seit dem 5. Lebensjahr wurden regelmaliige Transfusionen mit Thrombozyten-
konzentraten notwendig. Unter einer Androgen-Behandlung mit Oxymetholon
kam es nach 6 Monaten zu einer vorubergehenden Stabilisierung der Granulo-
und Thrombopoese, so dass flr ein halbes Jahr keine Thrombozytengaben
notwendig waren. Danach fielen die Thrombozyten- und Granulozytenzahlen
erneut ab, was wieder eine Infusionsgabe im Abstand von 1-2 Wochen
erforderlich  machte. = Demgegenuber blieb die Erythropoese mit
Hamoglobinwerten von 9-10g/dl relativ stabil. Insgesamt wurden 50 TK
verabreicht, wahrend der Erythrozytenbedarf sich lediglich auf ein Konzentrat
beschrankte. Wiederholt durchgefuhrte Knochenmarkuntersuchungen zeigten
ein  hypoplastisches Mark ohne morphologischen Anhalt fur ein
myelodysplastisches Syndrom. Nachdem sich die Hamatopoese weiterhin
verschlechterte und ein regelmaRiger Transfusionsbedarf bestand, wurde im
Alter von 7 Jahren die Indikation zur Knochenmarktransplantation gestellt. Da
kein passender Familienspender zur Verfugung stand, wurde eine
Fremdspendersuche initiiert und ein kompatibler Spender im nationalen
italienischen Register gefunden. Mit 7 % Jahren wurde die allogene
Stammzelltransplantation durchgefuhrt. Die Zeit post transplantationem verlief
komplikationsarm; es traten lediglich ein flichtiges, nicht therapiepflichtiges
Exanthem im Sinne einer akuten GvHD [°, sowie eine EBV-Infektion mit febrilen
Temperaturen und Tonsillitis auf. Nach einem halben Jahr wurde die Patientin
mit stabilen Blutwerten und in gutem gesundheitlichen Zustand entlassen.

Die Tabelle 8 gibt einen Uberblick tber die Entwicklung der Blutwerte der
Patientin G1.
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Tab. 8: Blutwerte der Patientin G1

Hb (g/dl) Leukozyten (/pl) | Thrombozyten (/ul)
Januar 1999 (3 ¥ Jahre) 55.000-65.000
Mai-Dezember 2001 (6 J.) 20.000-30.000
27.08.2002 (7 %2 J.) (vor KMT) 8,6 2.580 <20.000
26.03.2003 (nach KMT) 13,2 5.200 138.000
Patient G7

Der Patient G7 wurde in der 37. SSW mit einem Gewicht von 3.060 g und einer
Grofde von 51 cm geboren. Der Junge zeigte diverse klinische Besonderheiten
wie Strabismus konvergens, Mikrophthalmie, eine relative Mikrocephalie,
ausgepragte Pigmentanomalien mit multiplen Café-au-lait-Flecken, eine
Hypoplasie des rechten Daumens sowie beidseitige Klinodaktylie und
Sandalenfurchen, eine linksseitige Nierenagenesie und rechtsseitig eine
Doppelniere. Ein Pankreas anulare, das eine Duodenalstenose verursachte,
wurde am 2. Lebenstag chirurgisch korrigiert. Im Alter von 2 72 Jahren wurde
aufgrund der genannten Fehlbildungen die Diagnose Fanconi Anamie gestellt.
Ein Jahr spater kam es im Rahmen einer Angina zu ersten hamatologischen
Auffalligkeiten. Durch die Behandlung mit Androgenen (Primobolan,
Oxymetholon) konnte sich die Granulo- und Erythopoese einigermalien
stabilisieren. Dennoch mussten innerhalb eines Jahres 3 Thrombozyten-
konzentrate verabreicht werden. Die virilisierenden Nebenwirkungen der
Androgentherapie waren erheblich, so dass die Oxymetholon-Dosis schlie3lich
reduziert wurde. In der Folge kam es zu einem regelmalligen
Substitutionsbedarf von Thrombozyten ca. alle 9 Tage. Zusatzlich waren seit
diesem Zeitpunkt auch Erythrozytengaben erforderlich. Trotz erneuter
Dosissteigerung des Androgens kam es zu keiner Verbesserung der Blutwerte.
Ab dem 5. Lebensjahr wurde das Knochenmark zunehmend dysplastisch im
Sinne einer hypoplastischen refraktaren Anamie mit Nachweis einer
zytogenetischen Aberration und ca. 4% Blasten, worauf schlie3lich die Suche
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nach einem Knochenmarkspender eingeleitet wurde. Der Transfusionsbedarf
lag zuletzt bei wochentlichen TK- und 2-3-wochigen EK-Gaben. Insgesamt
wurden ca. 20 Erythrozyten- und ca. 50 Thrombozytenkonzentrate verabreicht.
Die im gleichen Zeitraum durchgeflhrte Bestimmung der Komplementations-
gruppe ergab die Zugehdrigkeit zu der Gruppe FA-G mit der homozygoten
Nonsense-Mutation ¢.313G>T (p.E105X). Im Alter von 6 2 Jahren wurde eine
PBSCT durchgefuhrt. Es kam zu einer guten hamatopoetischen Regeneration
mit einem kompletten Spenderchimarismus und Remission des MDS. An
Komplikationen zeigte sich eine akute GvH-Reaktion |° der Haut, die mit
Corticosteroiden behandelt wurde. Des Weiteren kam es zu einer ausgepragten
EBV-Infektion, die Uberwiegend als Mononukleose mit ausgepragten zervikalen
Lymphknotenschwellungen verlief. Als Nebenwirkung der insgesamt
dreimonatigen antiviralen Therapie mit 4 Virusstatika trat eine passagere
Niereninsuffizienz auf, die unter einer Modifizierung der Therapie rucklaufig war.
Sechs Monate nach der Transplantation zeigte sich der Junge gut erholt und

mit normalisierter Hamatopoese (vgl. Tabelle 9).

Tab. 9: Blutwerte des Patienten G7

Hb (g/dl) Leukozyten (/ul) | Thrombozyten (/ul)
Nov. 2000 (6 % J., vor 8,71 1.590 16.400 (unter Transfusion)
PBSCT)
Feb. 2001 (nach PBSCT) 10,7 5.200 86.000
Juni 2001 (7 J.) 12,0 8.900 275.000

Die zellanalytische Untersuchung ergab eine vollstandige funktionelle

Reversion des friheren FA-Phanotyps (siehe Abbildung 14).
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Abb. 14: Zellzyklusanalysen des Patienten G7

Die erhdhte Ratio Y G2/GF der Untersuchungen 07/99, 11/99 und 11/00 steht im Einklang zur
Diagnose Fanconi Andmie. Im Juni 2001 ergibt die Ratio Y} G2/GF mit 0,124 einen Wert im
Bereich der Kontrollen und entspricht dem Zustand nach erfolgreicher PBSCT. Die Diagnose
FA ist aus den Blutlymphozyten nicht mehr ersichtlich.
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4. Diskussion

Das Ziel einer Genotyp-Phanotyp Korrelation besteht darin, die Folgen bzw.
Konsequenzen, welche sich aus einer bestimmten genetischen Veranderung fur
das klinische Bild der Erkrankung ergeben, besser einschatzen zu kénnen. Dies
ist sowohl flr das allgemeine Verstandnis der Fanconi Anamie als auch fur die
Prognose des einzelnen Patienten von Bedeutung. Das Wissen uber die
Wirkung bestimmter Mutationen auf den Patienten und den voraussichtlichen
Verlauf der Erkrankung erweitert die Madglichkeiten einer gezielten
Uberwachung der Krankheitsprogression und einer optimalen Therapieplanung,
was beispielsweise den bestmdglichen Zeitpunkt einer Knochenmark-
transplantation betrifft. Einige wichtige Fragen konnten hierbei sein: Liegt eine
Mutation vor, die mit einem milden Krankheitsverlauf assoziiert ist? In welchem
Alter wird mit einem Knochenmarkversagen zu rechnen sein? Wie ist die
Pradisposition des Patienten fur Neoplasien? Wie wahrscheinlich ist das

Auftreten einer somatischen Reversion?

4.1 Klassische Genotyp-Phanotyp Korrelationen

Bei der Fanconi Anamie sind bislang 13 Komplementationsgruppen und deren
ursachlichen Gene bekannt. Eine Korrelation von Patienten einer
Komplementationsgruppe zu einem bestimmten Phanotyp ist aufgrund der
klinischen Heterogenitat der FA oft nicht modglich. Es gibt jedoch einige
Komplementationsgruppen, die in bestimmten Bereichen ihrer klinischen
Auspragung im Vergleich mit anderen Gruppen hervorstechen.

In einer vergleichenden Studie von Faivre et al. (2000) wurde beobachtet, dass
Patienten der  Komplementationsgruppe FA-G  einen  schwereren
hamatologischen Verlauf, gekennzeichnet durch ein friheres Auftreten von
MDS und AML, zeigten, als Patienten der Gruppen FA-A und FA-C. Das
Ausmal} an kongenitalen Fehlbildungen ahnelte sich in den Komplementations-
gruppen FA-A und FA-G; bei FA-C-Patienten fanden sich weniger somatische
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Auffalligkeiten. Innerhalb der drei Gruppen gab es keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der Inzidenz fur solide Tumoren, deren Anzahl
insgesamt gering war.

Die klinischen Daten der Patienten, die der Komplementationsgruppe FA-D2
zugeordnet werden, unterscheiden sich in gewissen Aspekten von denen
anderer FA-Gruppen. So zeigen FA-D2-Patienten eine hohere Frequenz
kongenitaler Fehlbildungen. Wahrend etwa ein Drittel aller FA-Patienten keine
Anomalien und Fehlbildungen aufweist, zeigte in der Arbeit von Kalb et al.
(2007) jeder der untersuchten FA-D2-Patienten charakteristische phanotypische
Auffalligkeiten. Zusatzlich ist der klinische Verlauf dieser Patienten durch eine
durchschnittlich frGhere Manifestation des Knochenmarkversagens und einer
frihzeitigen Notwendigkeit einer Stammzelltransplantation gekennzeichnet.
Einen zweifellos schweren Verlauf sieht man bei Fanconi Anamie-Patienten der
Komplementationsgruppen FA-D1 und FA-N. Das Gen FANCD1 ist identisch
mit dem BRCAZ (breast cancer associated protein 2)-Gen (Howlett et al., 2002);
FANCN mit dem PALB2 (partner and localizer of BRCA2)-Gen (Reid et al.,
2007). Monoallelische Mutationen in diesen Genen pradisponieren die
Betroffenen fur Mamma-, Ovarial- und Pankreaskarzinome. Biallelische
Mutationen im FANCD1/BRCA2-Gen wie auch im FANCN/PALB2-Gen sind mit
einem hohen Risiko fur bereits im frihen Kindesalter auftretende Neoplasien
(Wilms-Tumor, = Medulloblastom, akute  Leukdamie) assoziiert.  Die
Lebenserwartung dieser Patienten ist deutlich reduziert. Viele von ihnen sterben
an ihren Tumorerkrankungen, ehe die fur FA typischen hamatologischen
Probleme auftreten und werden dadurch nie als Fanconi Anamie-Patienten
diagnostiziert (Wagner et al., 2004; Reid et al., 2005, 2007; Alter, 2006).
Heterozygote Mutationen im FANCJ/BRIP1 (BRCA1-interacting protein)-Gen
fuhren ebenfalls zu einem erhdhten Brustkrebsrisiko (Seal et al., 2006). Beim
Vorliegen Dbiallelischer ~ Mutationen gehoren die  Betroffenen  der
Komplementationsgruppe FA-J an, die, im Gegensatz zu den Gruppen FA-D1
und FA-N, einen klassischen FA-Phanotyp zeigt. Bisher liegen keine Berichte
von FA-J-Patienten vor, die in der Kindheit solide Tumoren entwickelt haben
(Levitus et al., 2005; Levran et al., 2005).
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Auch die Korrelation bestimmter Mutationen mit klinischen Phanotypen erweist
sich aufgrund des grof3en Mutationsspektrums, des privaten Charakters vieler
Mutationen und der Tatsache, dass die Mehrzahl der Mutationen in compound
heterozygoter Form vorliegen, als schwierig. Ein milder klinischer Verlauf kann
durch Mutationen bedingt sein, die einen Teil der Proteinfunktion bewahren
(trunkiertes Protein). Die somatische Reversion einer konstitutionellen Mutation,
insbesondere bei compound heterozygoten Gentragern, und der daraus
mdglicherweise entstehende Mosaikstatus kann ebenfalls zu einem milden oder
verlangerten Verlauf mit verbesserten Blutwerten fuhren (Lo Ten Foe et al.,
1997). Das Phanomen des Mosaizismus stellt einen zusatzlichen verkompli-
zierenden Faktor bei Genotyp-Phanotyp Korrelationen der Fanconi Anamie dar.
Die Mutationen im FANCA-Gen zeigen ein sehr heterogenes Bild. Alle
Arten von Mutationen sind vertreten, wobei der hohe Anteil an grolen
Deletionen auffallend ist.
Es existieren kaum Patienten mit identischen Mutationen. Auler wenigen
konstanten Mutationen in bestimmten Bevdlkerungsgruppen, welche auf
offensichtliche Founder-Effekte zurlickgehen (Levran et al., 1997, Tipping et al.,
2001), liegen bei der Mehrzahl der FANCA-Patienten compound heterozygote,
,private“ Mutationen vor.
Im Gegensatz zum FANCA-Gen sind die Mutationsspektren fur FANCC und
FANCG weniger breit gefachert. In beiden Genen ist eine Vielzahl von Founder-
Mutationen bekannt. Beispiel hierfur ist in FANCG die Stop-Codon-Mutation
313G>T (E105X), die bei 44% der deutschen FA-G-Patienten gefunden wurde
(Demuth et al., 2000). Homozygote Trager dieser Mutation entwickelten friher
hamatologische Probleme als andere Patienten der Komplementationsgruppe
FA-G. Im FANCC-Gen findet man in Exon 1 die kleine Deletion c.67delG (frUher
322delG), die in den Niederlanden und in Deutschland weit verbreitet und mit
milderen hamatologischen Symptomen sowie einer niedrigeren Rate von
Fehlbildungen assoziiert ist, was sich durch die Expression eines trunkierten
Proteins mit partieller Aktivitat erklaren lasst (Yamashita et al., 1996). Ebenfalls
in FANCC findet man die Splei3-Mutation 1VS4+4A>T, welche bei den
Ashkenazim-Juden als Founder-Mutation mit einer Tragerfrequenz von 1:89 gilt.
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Diese Mutation ist durch einen schweren Verlauf mit multiplen kongenitalen
Fehlbildungen und frihem Einsetzen des Knochenmarkversagens
charakterisiert. Interessanterweise scheint IVS4+4A>T in der japanischen
Bevolkerung, in der sie die am meisten verbreitete FANCC-Mutation ist, keine
solch schwerwiegenden Auswirkungen zu haben wie in der judischen
Bevdlkerung. Dies fiihrt zu der Uberlegung, dass unterschiedliche genetische
Hintergrinde oder der Einfluss von Umweltfaktoren die verschiedenen Verlaufe

bei gleicher Mutation erklaren konnten (Futaki et al., 2000).

4.2 Mogliche molekulare Mechanismen der phanotypischen

Heterogenitat

Unter genetischer Heterogenitat versteht man die Tatsache, dass Mutationen in
unterschiedlichen  Genen  (Lokus-Heterogenitat) oder unterschiedliche
Mutationen im gleichen Gen (allelische Heterogenitat) zum gleichen oder
zumindest sehr ahnlichen Phanotyp flihren koénnen. Der Begriff der
phanotypischen Variabilitdat beschreibt ein Phanomen, bei dem eine Mutation
innerhalb eines bestimmten Gens mit der unterschiedlichen Auspragung einer
Krankheit assoziiert sein kann. Hierbei kdnnen die Mutationen unterschiedliche
Stellen des Gens betreffen oder auch vollig identische genetische
Veranderungen darstellen (siehe Abb.15).

Far eine Vielzahl von Erkrankungen lassen sich keine strikten Genotyp-
Phanotyp Korrelationen nachweisen. Die Vorgange, die bei der Auspragung
des klinischen Erscheinungsbildes beteiligt sind, sind multifaktoriell. In der
Literatur werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die eine phanotypische
Heterogenitat bedingen kénnen. So mull beispielsweise der genetische
Hintergrund im Allgemeinen berucksichtigt werden. Zusatzliche Sequenz-
veranderungen im Krankheitsallel konnen fur klinische Unterschiede zwischen

Individuen, die identische Mutationen tragen, verantwortlich sein.
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Abb. 15: Genetische und phanotypische Heterogenitat (aus Wolf, 1997)

Weiterhin kann man annehmen, dass ein Teil der phanotypischen Variabilitat
verschiedener Erkrankungen auf der Interaktion sog. ,modifier genes” mit der
entsprechenden pathogenen Mutation basiert. So wurden 2z.B. bei
Untersuchungen verschiedener Phanotypen der Zystischen Fibrose (CF)
»,modifier genes” identifiziert, die das Ausmal} der Lungenerkrankung bei CF-
Patienten beeinflussten. Es kann aul3erdem davon ausgegangen werden, dass
auch Wechselwirkungen verschiedener, nicht-alleler Gene zur Auspragung
eines bestimmten Phanotyps fuhren konnen, wobei das eine Gen die Wirkung
des anderen unterdrickt (Epistasie). Darlber hinaus kénnen epigenetische
Effekte, wie DNA-Methylierung oder genomisches Imprinting, die Regulation

und Expression von Genen verandern und durch diesen Mechanismus das

46



Diskussion

phanotypische Erscheinungsbild der Mutation beeinflussen. Der Mechanismus
der elternspezifischen Pragung spielt bei der Manifestation vieler Krankheiten
eine Rolle, wie z.B. Angelmann-Syndrom und Prader-Willi-Syndrom. Schlief3lich
sind auch die genetische Pradisposition, stochastische Phanomene und
unterschiedliche Umweltbedingungen bei der klinischen Auspragung einer
Erkrankung zu berucksichtigen (Wolf, 1997).

4.3 Diskussion spezifischer Kasuistiken

Abschlie3end sollen einige besondere Krankheitsverlaufe und wichtige Aspekte
der sehr heterogenen klinischen Auspragung der Fanconi Anamie noch einmal
hervorgehoben werden:

- die Variabilitat des Phanotyps bei Geschwistern mit identischer genetischer
Veranderung,

- ein extrem schwerer Krankheitsverlauf der FA mit komplexen Fehlbildungen
im Sinne einer VACTERL-H-Assoziation,

- ein milder Verlauf der Erkrankung mit ungewdhnlich spater Diagnosestellung
aufgrund einer partiell erhaltenen Proteinfunktion,

- das Fehlen hamatologischer Auffalligkeiten aufgrund eines zugrunde

liegenden Mosaizismus.

Das Phanomen, dass es selbst innerhalb von Familien mit identischer Mutation
zu einer variablen Auspragung der Fanconi Anamie mit deutlich
unterschiedlichen Krankheitsverlaufen kommen kann, kann bei den
Geschwistern A11 und A12 beobachtet werden. Beide Schwestern konnten der
Komplementationsgruppe FA-A mit den Mutationen c¢.1360_1826del467 und
€.3788_3790delTCT (p.F1263del) zugeordnet werden. Die FA-typischen
Merkmale waren bei beiden Madchen insgesamt relativ mild ausgepragt.
Deutlich unterschiedlich gestaltete sich dagegen der Krankheitsverlauf beider

Patientinnen. Wahrend die jingere Schwester (A12) aufgrund einer bis zum 19.
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Lebensjahr ausreichenden Knochenmarkfunktion eine normale Kindheit und
Jugend erleben konnte, war die Lebensqualitat der alteren Schwester (A11)
durch die fruhzeitige und Ilebenslange Transfusionsabhangigkeit, die
wiederholten massiven Blutungen und schweren Infektionen deutlich reduziert.
Dieses Beispiel zeigt, dass eine eindeutige Aussage hinsichtlich des
Krankheitsverlaufes der FA sogar trotz eines identischen intrafamiliaren
Genotyps nicht getroffen werden kann.

Die Kasuistik des Patienten B2 beschreibt einen auflierordentlich schweren
Verlauf der Fanconi Anamie. Wahrend der Schwangerschaft wurden in den
Ultraschalluntersuchungen Auffalligkeiten festgestellt und eine pranatale
Diagnostik eingeleitet. Die funktionelle Untersuchung der Amnionzellkulturen
bestatigte die Verdachtsdiagnose FA. Es erfolgte die Zuordnung zu der
Komplementationsgruppe FA-B  mit der =zugrunde liegenden Mutation
c.246_247delGT (p.S83CfsX13). Der Junge zeigte komplexe Fehlbildungen
aller groRen Organsysteme, einschlieBlich des Gehirns und verstarb im Alter
von 2 Stunden an Herzkreislaufversagen. Es ist anzunehmen, dass es sich bei
diesem Beispiel um einen VACTERL-H-assoziierten Phanotyp der Fanconi
Anamie handelt.

VACTERL bezeichnet eine Gruppe von Fehlbildungen, die gehauft assoziiert
bei einem Patienten auftreten. Das Akronym steht fur vertebrale, anale,
cardiovaskulare, tracheo-e(d)sophageale, renale und Ilimb (Extremitaten-)
Fehlbildungen. Die Kombination von mindestens drei der aufgefuhrten
Symptome bei einem Patienten berechtigt zur Einordnung in die Assoziation.
Patienten mit typischen VACTERL-Anomalien und zusatzlichem Hydrocephalus
(VACTERL-H) bilden eine eigene genetische und phanotypische Gruppe mit
autosomal-rezessivem oder X-chromosomalem Erbgang. Einige Falle von
VACTERL-H sind mit einer erhdhten Chromosomenbrichigkeit assoziiert und
fuhren zu einem sehr schweren Erscheinungsbild der Fanconi Anamie. Als
zugrunde liegende Ursache von X-chromosomalen VACTERL-H-Syndromen
werden Mutationen im FANCB-Gen beschrieben (Holden et al., 2006).
Patienten anderer Komplementationsgruppen zeigten in einigen Fallen
ebenfalls eine VACTERL-H-Assoziation. Cox et al. (1997) stellten in ihrer Arbeit
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ein Zwillingspaar mit VACTERL-H-assoziiertem Phanotyp vor, bei dem die
molekulargenetische  Untersuchung die homozygote = FANCC-Mutation
IVS4+4A>T zeigte.

Ein beeindruckendes Beispiel eines FA-Patienten mit einem sehr milden Verlauf
ist in der Krankengeschichte der Patientin A40 dargestellt. Die Patientin zeigte
keinerlei korperliche Fehlbildungen. Sie entwickelte erstmals im Alter von 23
Jahren eine Leukozytopenie und wurde schlieRlich mit 49 Jahren aufgrund der
ungewdhnlich schweren Reaktion auf eine Chemotherapie als Fanconi Anamie-
Patientin der Gruppe FA-A mit den Mutationen ¢.1549C>T (p.R517W) und
c.1230G>A (p.W410X) diagnostiziert. Die Missense-Mutation stellte eine
seltene hypomorphe Mutation dar, die mit einer partiell erhaltenen
Proteinfunktion assoziiert zu sein schien, wodurch die schwerwiegenden
Auswirkungen der Nonsense-Mutation vermutlich teilweise kompensiert werden
konnten, was den milden zellularen Phanotyp und den verzogerten
Krankheitsverlauf erklaren kénnte. Der Fall dieser ungewdhnlichen Patientin
macht deutlicht, wie wichtig es ist, auch bei Erwachsenen mit unerklarbaren
hamatologischen Problemen an eine Form der FA zu denken, die auf eine milde
Mutation zurtckgeht.

Demgegenulber kann bei Patienten, die keinerlei hamatologische Auffalligkeiten,
jedoch korperliche Anomalien zeigen, eine Fanconi Anamie mit zugrunde
liegendem Mosaizismus vorliegen, wie im Fall des Patienten D25 beschrieben.
Er zeigte multiple Fehlbildungen, vor allem des Skelettsystems, der Ohren und
des Urogenitaltraktes. Im Alter von 32 Jahren wurde ein Plattenepithelkarzinom
am Oberkiefer entdeckt und entfernt. Aufgrund der Vielzahl der phanotypischen
Auffalligkeiten und Entwicklungsstorungen wurde eine FA-Diagnostik
eingeleitet. Da bisher keinerlei hamatologische Probleme auftraten, konnte von
einem Mosaikstatus =~ ausgegangen  werden. Die  zellanalytischen
Untersuchungen, welche an Fibroblasten-Kulturen durchgefihrt wurden,
bestatigten die Verdachtsdiagnose Fanconi Anamie. Der Patient konnte der
Komplementationsgruppe FA-D2 zugeordnet werden.
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Angesichts der begrenzten Zahl von sowohl molekulargenetisch als auch
klinisch ausreichend charakterisierten Patienten ist es bisher nur sehr
eingeschrankt moglich, allein aufgrund der Patienten-spezifischen Mutation
prognostische  Aussagen Uber die voraussichtliche Schwere des
Krankheitsbildes und des Krankheitsverlaufes zu machen.

Ein besonders schwerer Krankheitsverlauf, der gekennzeichnet ist durch fruh-
kindliche Tumorerkrankungen, ist nach heutigem Kenntnisstand zu erwarten,
wenn biallelische Mutationen in den Genen FANCD1/BRCA2 und
FANCN/PALB2 vorliegen. Ein Krankheitsbild mit Uberwiegend schwerer
Auspragung bietet sich auch bei Mutationen im X-chromosomalen FANCB-Gen.
In diesem Fall sind ausschlie3lich Jungen betroffen, die Uberdurchschnittlich
haufig eine VACTERL Symptomatik aufweisen. Besonders leichte Verlaufe mit
geringer Fehlbildungstendenz und spatem Knochenmarkversagen wurden in
dieser und anderen Studien bei bestimmten Mutationen im FANCA- und
FANCC-Gen beobachtet.

Insgesamt bedarf es jedoch einer viel grofleren Anzahl von umfassend
charakterisierten Patienten, um dem Ziel einer verlasslichen Prognostik

aufgrund definitiver Genotyp-Phanotyp Korrelationen naher zu kommen.

50



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die Fanconi Anamie (FA) stellt eine sowohl genetisch als auch phanotypisch
aulerst heterogene, autosomal rezessiv und X-chromosomal vererbte
Erkrankung dar. Sie ist gekennzeichnet durch chromosomale Instabilitat, ein
chronisch  progredientes  Knochenmarkversagen, multiple kongenitale
Fehlbildungen und eine Pradisposition zu diversen Neoplasien. Auf zellularer
Ebene ist die FA durch eine erhdhte spontane Chromosomenbruchigkeit sowie
einer Hypersensitivitat gegentuber DNA-schadigenden Agenzien charakterisiert.
Bislang konnten 13 Komplementationsgruppen (FA-A bis FA-N) und ihre
jeweiligen Gene identifiziert werden. Die FA-Proteine spielen eine wichtige
Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen.

Die breite genetische Heterogenitat der Fanconi Anamie und die grof3e Anzahl
privater Mutationen, aufgrund derer kaum interindividuelle Vergleiche mdglich
sind, erschweren eine Genotyp-Phanotyp Korrelation ebenso wie der
compound-heterozygote Mutationsstatus vieler FA-Patienten. Bisherige
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Art der jeweiligen Mutation einen
groleren Einfluld auf die phanotypische Auspragung der Erkrankung hat als die
Art des betroffenen Gens. Zusatzlich zeichnet die Fanconi Anamie eine grolde
phanotypische Variabilitdt aus, die sich in hochst unterschiedlichen
Krankheitsauspragungen und —verlaufen aul3ert.

Um aussagekraftige Genotyp-Phanotyp Korrelationen etablieren zu koénnen,
bedarf es einer ausreichenden Anzahl von FA-Patienten, bei denen sowohl die
Komplementationsgruppe als auch die zugrunde liegende Mutation eindeutig
definiert wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurden exemplarisch die Krankheitsverlaufe einiger
Patienten (4 x FA-A, 1 x FA-B, 3 x FA-C, 1 x FA-D2 und 2 x FA-G) analysiert
und mit den jeweiligen molekulargenetischen Befunden korreliert. Im Anschluss
daran wurden in der Literatur beschriebene Genotyp-Phanotyp Korrelationen
erlautert, verschiedene Mechanismen der phanotypischen Variabilitat

dargestellt und abschlielRend pragnante Kasuistiken nochmals hervorgehoben.
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