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Einleitung

Die Fanconi-Andmie (FA) ist eine autosomal rezessiv vererbte Krankheit (Fan-
coni 1967), die erstmals 1927 von Fanconi an drei Briidern beschrieben wurde
(Fanconi 1927) und eigentlich einem Syndrom entspricht (Alter 1993). Das
Krankheitsbild ist assoziiert mit einem fortschreitenden Knochenmarksversa-
gen, das sich im Verlauf in einer Panzytopenie dufert (Fanconi 1967, German
1973), einem erhohten Risiko fiir Leukdmie und diversen angeborenen Fehlbil-
dungen. Dazu gehoren z.B. vermehrte Hautpigmentierung, Café au lait Flecken,
Minderwuchs, Extremitdtenmifibildungen wie Aplasie des Daumens oder des
Radius, weitere Skelettfehlbildungen, Nierenfehlbildungen, vor allem hypo- bis
aplastische oder ektope Nieren (de Kerviler et al. 2000), Mikrocephalie, Taub-
heit, Strabismus und Herzfehler (German 1973). Aufierdem liegen haufig Min-
derwuchs, ein niedriges Geburtsgewicht (<2500g) und Hypogonadismus vor
(Alter 1993). Diese Fehlbildungen kommen in unterschiedlicher Haufung vor
oder konnen auch ganz fehlen. Durch diese grofse Variabilitdt des Krankheits-
bildes kann die frithzeitige Diagnose erschwert sein. Neben dem erhohten Risi-
ko, an Leukdmie zu erkranken, kommt es im Rahmen von FA auch tiberdurch-
schnittlich hdufig zu anderen Krebserkrankungen, wie gyndkologischen oder
gastrointestinalen Tumoren (Alter 1993) und besonders Plattenepithelkarzino-

men, die tiberwiegend in der Mundhohle auftreten (Joenje, Patel 2001).

Zur Zeit sind acht verschiedene Komplementationsgruppen der Fanconi-
Andmie nachgewiesen worden, (A, B, C, D1, D2, E, F, G), von denen die Gene
fur die Gruppen FA-A, FA-C, FA-D2, FA-E, FA-F und FA-G identifiziert wur-
den (Yamashita et al. 2001). Der grofste Teil der FA-Patienten (66%) gehort der
Komplementationsgruppe A an (Digweed 1999). Der einzige Patient der friiher
identifizierten Komplementationsgruppe FA-H (Joenje 1997), konnte der Grup-
pe FA-A zugeordnet werden (Joenje et al. 2000).



Eine eindeutige Diagnose der Krankheit ist durch die erhohte Briichigkeit der
Chromosomen aus z.B. Lymphozyten in Anwesenheit von DNA-clastogenic
agents wie Diepoxybutan (DEB) oder Mitomycin C (MMC) moglich (Auerbach
et al. 1989). Ein Zusammenhang zwischen Grad der Chromosomenbriichigkeit
und dem Ausmafd von angeborenen Fehlbildungen konnte nicht hergestellt
werden (Auerbach 1995). Aufgrund dieser vermehrten Chromosomenbriichig-
keit ist auch die Pranataldiagnostik moglich. Zu diesem Zweck gewinnt man
durch Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie fetale Zellen, die dann bei
Vorliegen der Krankheit ebenfalls eine erhohte Chromosomenbriichigkeit in
Anwesenheit von MMC oder DEB vorweisen (Auerbach 1995). Aufgrund dieser
Ergebnisse wird vermutet, dafs bei der FA die Reparatur genetischer Schaden

beeintrachtigt ist (Digweed 1999).

Eine weitere Moglichkeit der Diagnostik ist die Durchflufizytometrie (Seyschab
et al. 1993, Seyschab et al. 1995). Mit diesem Verfahren l4fit sich eine Zellzyklu-
sanalyse anhand von Lymphozyten aus peripherem Blut durchftihren. Bei Pati-
enten mit Fanconi-Andmie ist der Anteil von Zellen in der G2-Phase deutlich
erhoht, und die G2-Phasen sind verldngert (Schindler et al. 1987). Der Diagno-
sezeitpunkt ist, je nach Vorhandensein von angeborenen Mifsbildungen, Auf-
treten der Andmie und betroffenen Geschwistern, sehr unterschiedlich und

reicht von der Geburt bis in das Erwachsenenalter (Alter 1993, Auerbach 1995).

Das Knochenmarksversagen beginnt in der Mehrzahl der Fille zwischen dem 4.
und 12. Lebensjahr (German 1973) und &ufsert sich meist zundchst in einer
Thrombozytopenie. Im weiteren Verlauf kommt es dann auch zu einer Anamie,
die bis zur Transfusionsbediirftigkeit fithren kann, und zu einer Leukopenie.
Die einzige Moglichkeit einer Heilung dieses Knochenmarksversagens liegt
bisher in der Knochenmarkstransplantation oder der Transplantation von
Stammzellen aus Nabelschnurblut, vorzugsweise mit HLA-identischen Ge-

schwistern als Spender (Auerbach 1995).



Bei einigen Patienten kommt es aber auch zu einem leichteren Verlauf der
Krankheit mit stabilen Blutbildverhaltnissen. Ein moglicher Grund fiir diesen
milderen Verlauf ist das Auftreten eines Mosaiks. Bei diesen Patienten findet
sich neben den MMC-empfindlichen Zellen auch eine Zellreihe, die wie Zellen
von gesunden Personen reagiert. Es werden unterschiedliche Mechanismen fiir

die Entstehung eines Mosaiks diskutiert (Lo Ten Foe et al. 1997).
Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Phanomen der Mosaikbildung ist ein biologisch und medizinisch wichtiges
Phianomen, welches bisher in der medizinischen Fachliteratur nur sehr selten
beschrieben wurde. Fiir den betroffenen Patienten ergeben sich durch die Ent-
stehung von genetisch unterschiedlichen Zellinien innerhalb des blutbildenden
Systems eine Reihe von Konsequenzen, welche bisher nur unzureichend erfasst
und dokumentiert sind. So kann die Entstehung eines somatischen Mosaiks den
Krankheitsverlauf beeinflussen und verdndern. Aber auch hinsichtlich der the-
rapeutischen Optionen muf? die Moglichkeit der Mosaikbildung in Betracht ge-
zogen werden. Eine Reihe von ungiinstig verlaufenden Knochenmarkstrans-
plantationen gehen z.B. mit grofster Wahrscheinlichkeit darauf zurtick, dafs eine
Mosaikkonstellation des Patienten nicht erkannt wurde. Es ist daher Aufgabe
der vorliegenden Arbeit, alle verfiigbaren Daten zum Krankheitsverlauf eines
jungen Patienten mit Fanconi Andmie und Mosaikbildung in systematischer
Weise zu erfassen, zu dokumentieren und zu bewerten. Dies schliefst die Dar-
stellung der diagnostischen Methoden ein, welche zur Sicherung eines Mosaik-

befundes eingesetzt werden.



Methoden

1. Zellzyklusanalyse mittels Durchflufizytometrie

Fiir Zellzyklusanalysen mittels 5-Bromo-2"-deoxyuridin (BrdU)/Hoechst 33258-
Ethidiumbromid (EB) Durchflufizytometrie wurden mononukleédre Blutzellen
aus heparinisiertem peripherem Blut mittels der standardisierten Ficoll-Paque
Sedimentationstechnik (Dichte, 1,007 g/ml; Pharmacia, Uppsala, Schweden)

gewonnen.

Die Zellen (105/ml) wurden in 25-cm? Kulturflaschen gegeben, die 5 ml RPMI
1640 Medium (GIBCO, Grand Island NY), enthielten und erganzt mit 1% auto-
logem Serum, 15% hitzeinaktiviertem Kélberserum (GIBCO), 1x10# mol/Il
2’deoxyuridin (Sigma, Deisenhofen), 2x10-> mol/1 a-Monothioglycerol (Sigma)
und 1x10# mol/1 BrdU (Sigma). Die Zellen wurden stimuliert mittels 1,8 pg/ml
Phytohdamagglutinin (Wellcome Diagnostics, Burgwedel) und bei 37,5°C in 5%
COz unter atmosphdrischen Sauerstoffbedingungen inkubiert. Nach 72 h wur-
den die Proben zentrifugiert und das Sediment in einem Gefriermedium auf-
gelost, bestehend aus RPMI 1640, 10% Kalberserum und 10% Dimethyl-

sulphoxid und die Proben bis zur Messung bei -20°C eingefroren.

Vor den durchflufizytometrischen Messungen wurden die Proben aufgetaut
und das Sediment mit 4x10° Zellen/ml in einer Farbe-Pufferlosung aufgelost,
die 0,1 mol/1 Tris-HCl, pH 7,4, 154 mmol/1 NaCl, 0,5 mmol/1 MgCl>, 1 mmol/1
CaClz, 0,1%NP40 und 0,2% Rinderserum-Albumin (Sigma) enthilt. Die Zellen
wurden angefdarbt mit 1,2 pg/ml Hoechst 33258 (Sigma), fiir 15 min bei 4°C in-
kubiert, dann gefarbt mit 1,5 ng/ml Ethidiumbromid (Serva) und weitere 15
min bei 4°C inkubiert. Die Zwei-Parameter Durchflufizytometrie wurde durch-
geftihrt mit einem Bogenlampen-Durchflufizytometer (ICP-22; Phywe AG, Got-
tingen), das an einen Personalcomputer angeschlossen war (Seyschab et al.

1995).



2. Chromosomenbriichigkeit nach Behandlung mit MMC

Lymphozyten wurden aus heparinisiertem peripherem Blut gewonnen. Der
Buffy Coat wurde in 40 ml Chromosomenmedium 1A (Biotest-Institut, Berlin)
aufgelost und fiir 72 h bei 37,5°C in drei verschiedenen Kulturen inkubiert. Eine
Kultur blieb unbehandelt, eine weitere mit 50 ng/ml Mitomycin C (Serva, Hei-
delberg) und die letzte mit 100 ng/ml MMC behandelt. Nach 70 h wurden die
Kulturen mit Colcemid behandelt, gefolgt von dem Standardverfahren fiir
Chromosomenpréparation und mit Giemsa-Losung gefarbt. Aus jeder Kultur
wurden je 100 Metaphasen analysiert und die Bruchereignisse pro Zelle doku-

mentiert (Seyschab et al. 1995).

3. Bestimmung der Komplementationsgruppe durch retroviralen

Gentransfer

Zunichst wurden aus einer Hautstanzbiopsie gewonnene Fibroblasten kulti-

viert.

In ein Retrovirus wurde entweder die FAA, die FAC oder die FAG cDNA hin-
eingeklont. Die entstandenen Produkte waren LFAPEG, LFCPEG und LFGPEG.
Als Kontrollvirus wurde MEG5AB verwendet. Danach wurden die kultivierten
Fibroblasten jeweils mit LFAPEG, LFCPEG, LFGPEG und MEG5AB fusioniert.
48 h nach der Fusion wurden die Proben mit MMC (25 ng/ml) behandelt. Eine
flinfte Probe ohne Virus wurde ebenfalls als Kontrolle mit MMC behandelt.

Weitere 48 h nach MMC-Gabe wurde die MMC-Empfindlichkeit gemessen. Da-
zu wurde die Fluoreszensintensivitidt der Zellen durch FACScan gemessen und
der Anteil der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen durch computerge-

stiitzte Analyse ermittelt.

Wurden die Fibroblasten mit dem Retrovirus fusioniert, das die entsprechende
cDNA seiner Gruppe enthielt, also FAA-Fibroblasten mit LFAPEG, wurde die
MMC-Empfindlichkeit der Zellen korrigiert, d.h. ihr Anteil der Zellen in der



G2-Phase war im Vergleich zu den tibrigen Zellen deutlich erniedrigt und ent-

sprach somit gesunden Zellen (Pulsipher et al. 1998).

4. Mutationsanalyse

Fiir Proben der Gruppe FANCA erfolgt die Untersuchung von 43 Exons.

DNA des Patienten wurde aus Heparinblut gewonnen und fiir die SSCP-
Analyse mittels PCR amplifiziert. Zu 2 ul SSCP-Probepuftfer wurden 5 ul DNA
gegeben und die Proben fiir 5 Min. bei 95°C denaturiert und auf Eis gelagert.
Die SSCP-Gelapparatur wurde auf 15°C vorgekiihlt. Das SSCP-Gel bestand aus
einem Polyacrylamidgel mit einem 6%igen Sammelgel und einem 12%igen
Trenngel. Die Proben wurden auf das Gel aufgetragen und elektrophoretisch
getrennt. Es folgte die Fixierung des Gels mit Fixierlosung (100 ml 24 %iger Et-
hanol plus 25 ml Fixierstammldsung) und die Farbung mit Silbernitratlosung.

Fir die Sequenzierung der auffélligen Fragmente wurde die DNA zunéchst
mittles eines DN A-Reinigungs-Kits gereinigt. Danach wurden die Reaktionsan-
sdtze hergestellt. Pro Ansatz (10 ul) wurden 1 pl Primer, 4-7 pl gereinigtes PCR-
Fragment, 3-0 pl gereinigtes Wasser und 2 ul Big Dyes (Enzym-Nukleotid-
Puffer-Mix) verwendet. Danach wurde folgender Zyklus 25x durchlaufen: 96°C
30 sec, 59°C 10 sec, 60°C 4 min. Lagerung erfolgte bei 4°C. Anschliefsend wurde
die DNA mittels Ethanolfdllung gereinigt und in TSR (Probenpuffer fiir den
automatischen Sequenzer) gelost. Die gelosten Proben wurden 2 min bei 92°C

denaturiert und im automatischen Sequenzer ausgewertet.



Kasuistik

Der Patient wurde am 11.09.92 als erstes Kind gesunder, nicht blutsverwandter
Eltern geboren. Bei einem seit der 35. SSW bestehenden Verdacht auf fetale Re-
tardierung wurde in der 37. SSW eine primére Sectio caesarea aus Beckenend-
lage durchgefiihrt. Das Geburtsgewicht betrug 2590 g, die Korperldnge 46 cm,
der Kopfumfang 33,5 cm, der Nabelarterien-pH 7,33, Apgar 9/10/10.

Bei der miitterlichen Blutgruppe A Rh pos. und der kindlichen Blutgruppe AB
Rh pos. kam es in den ersten Lebenstagen zu einer Hyperbilirubindmie mit ei-
nem Anstieg des Gesamtbilirubins auf 10,3 mg/dl am dritten Lebenstag und zu
einem Maximum von 12,0 mg/dl am siebten Lebenstag. Unter Phototherapie

fiel der Wert auf 10,0 mg/dl, danach erfolgte ein Spontanabfall.

In der zweiten Lebenswoche kam es zu einer Rotavirusinfektion mit Gewichts-
abnahme und Gewichtstagnation bei Miidigkeit und Trinkfaulheit des Kindes,

die bis zur vierten Lebenswoche anhielt. Danach gedieh der Patient gut.

Mit 14 Tagen entwickelte der Patient einen Harnwegsinfekt mit Fieber, das sich
unter i.v.-Antibiose mit Cefotaxim rasch zurtickbildete. Im Ultraschall fiel eine
deutliche dysplastische Niere rechts mit atypischem Nierengewebe und eine
unauffillige linke Niere auf. Nach einem durchgefiihrten i.v. Pyelogramm und
einem Isotopennephrogramm wurde zundchst der Verdacht auf eine stumme
Niere rechts gestellt. Im Miktionscysturethrogramm stellte sich links ein Reflux
Grad III dar, so daf? eine Reinfektionsprophylaxe mit einem Cephalosporin be-
gonnen wurde, die bis Oktober 94 durchgefiihrt wurde. Der Reflux bildete sich
im Laufe der Jahre ohne Intervention zurtick, so dafs im April "97 nur noch ein
Reflux Grad I li. nachgewiesen werden konnte. Der Verdacht der stummen Nie-
re rechts konnte in spdteren Untersuchungen im Januar allerdings nicht besta-
tigt werden, sondern es fand sich eine dystop gelagerte, strukturell unauffillige

rechte Niere im Mittelbauch.



Des weiteren fiel in den ersten Lebenswochen bereits eine Andmie auf. Bei Ge-
burt betrugen der Hb 14,4 g/dl, der Hk 0,43% und die Erythrozyten 3,8 Mio/ ul.
Mit zwei Wochen betrugen der Hb 10,7 g/dl, der Hk 0,32% und die Erythro-
zyten 3,0 Mio/ul. Mit fiinf Wochen bei der Entlassung aus der Klinik waren der
Hb auf 7,9 g/dl, der Hk auf 0,23% und die Erythrozyten auf 2,3 Mio/ul getal-
len, weshalb eine Therapie mit Ferro 66 2x3 Tropfen zur oralen Eisensupple-
mentation begonnen wurde. Im weiteren Verlauf stabilisierten sich die Blut-
werte, so daff der Hb mit vier Monaten 12 g/dl und die Erythrozyten 4,1
Mio/ ul betrugen.

Die nach der Geburt durchgefiihrten Screening-Tests auf Hypothyreose,
Galaktosdmie, Phenylketonurie und Lues waren negativ. Es wurden die Vit. K-
Gabe und die BCG-Impfung durchgefiihrt und die Karies-Rachitis-Prophylaxe

eingeleitet.

Bei den wiederholten ambulanten Vorstellungen des Patienten zur Kontrolle
der Nierenfunktion fiel im Alter von neun Monaten eine geringe Gréfse und
eine anhaltende Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit (Abb. 1, 2) und ein
Mikrogenitale auf. Im Rahmen eines stationdren Aufenthaltes zur Nierenfunk-
tionsdiagnostik mit 13 Monaten wurden ein grenzwertig erhohtes TSH und ein
erniedrigtes Wachstumshormon festgestellt. Das radiologische Knochenalter
entsprach 6 Monaten. Daraufhin wurde im Dezember 93 ein Argininbela-
stungstest und ein TRH-Test durchgefiihrt. Das TSH war jetzt unaufféllig, im
TRH-Test zeigten sich ebenfalls normale Werte, so dafs keine hypothyreote
Stoffwechsellage nachgewiesen werden konnte. Dafiir zeigten IGF-I mit 7,2
ng/ml und IGF-Bindungsprotein-III mit 767,0 ng/ml deutlich erniedrigte Werte
im Sinne eines Wachstumshormonmangels. Das Wachstumshormon war basal
ebenfalls erniedrigt und zeigte auch im Argininbelastungstest nur unzurei-
chende Werte, so dafs die Diagnose eines Minderwuchses infolge Wachstums-
hormonmangels gestellt und im Januar "94 eine Therapie mit Genotropin ein-

geleitet wurde. Die Dosis betrug zunéachst 0,58 IE tgl. sc. und wurde nach vier
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Wochen auf 0,6 IE tgl. gesteigert. Unter dieser Therapie zeigte der Patient eine
deutlich zunehmende Wachstumsgeschwindigkeit. AufSerdem bekam der Pati-
ent zusatzlich L-Thyroxin 50 ng/Tag, da sich unter der Wachstumshormonthe-
rapie eine grenzwertig hypothyreote Stoffwechsellage ausbildete. Nach vier
Wochen wurde die Dosis auf 25 pg/Tag reduziert, da es im Zusammenhang
mit der L-Thyroxin-Gabe zu diinnen, breiigen Stiihlen gekommen war. Im
Mairz “99 wurde das Genotropin bei verlangsamtem Liangenwachstum auf 1 IE
erhoht und im Juni “00 noch einmal auf 1,2 IE. Die L-Thyroxin-Dosis wurde un-

veriandert beibehalten.

Zusétzlich fiel im Februar "94 auf einer seitlichen Rontgenaufnahme des Scha-
dels eine Dichteminderung im Bereich der Sella auf, die aber zunéchst nicht

weiter abgekladrt wurde.

Im August “94 fiel ein schon seit einem Jahr langsam fortschreitender kontinu-
ierlicher Abfall der Thrombozyten auf jetzt 120.000/ul auf. Aufgrund dessen
und aufgrund der Nierenfehlbildung wurde im November 94 eine Chromo-
somenanalyse durchgefiihrt, die jedoch einen unauffilligen mannlichen Chro-
mosomensatz (46, XY) ergab. Auch ein Nachweis fiir eine Autoimmunthrom-
bozythopenie wurde nicht gefunden. Bei einem weiteren Abfall der Thrombo-
zyten auf 76.000/pl und Nachweis von blastenverddchtigen Zellen im Differen-
tialblutbild wurde im November 94 eine Knochenmarkspunktion durchge-
fiihrt. Es zeigte sich in einem stark lymphozytires Mark mit 4,2% atypischen
blastenverdédchtigen Zellen, einer deutlich verminderten und rechtsverschobe-
nen Myelopoese, einer reduzierten Erythropoese und kaum Megakaryozten das
Bild einer Panmyelopathie. Ein Anhalt fiir eine akute Leukdmie wurde nicht
gefunden, ebenso konnte die Ursache der Thrombozytopenie nicht eindeutig
geklart werden. In einer im Februar “95 durchgefiihrten Hamoglobinelektro-
phorese zeigte sich ein stark erhchtes HbF (10,9%), wéahrend das HbA2 mit
1,9% im Normbereich lag.
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Ab Dezember ‘94 wurde die Wachstumshormontherapie unterbrochen, um ei-
nen Zusammenhang zwischen der Therapie und der Thrombozytopenie auszu-
schliefsen, wobei sich jedoch im Verlauf kein Anstieg der Thrombozyten zeigte.
Gleichzeitig wurde zum ersten Mal der Verdacht auf eine Fanconi-Andmie ge-
dufsert. Im Februar "95 wurde im Institut fiir Humangenetik in Heidelberg eine
vermehrte Chromosomenbriichigkeit unter Behandlung von Lymphozyten-
kulturen mit Mitomycin C und Diepoxybutan festgestellt und somit die Dia-

gnose Fanconi-Andmie gestellt.
Im einzelnen lagen folgende Befunde vor:

In der Standardlymphozytenkultur fand sich bei 100 ausgewerteten Metapha-
sen keine Aberration. Nach Behandlung mit MMC waren von 81 Metaphasen
30 mit multiplen Chromatiden- und Chromosomenaberrationen versehen
(37%). Nach Behandlung mit Diepoxybutan wiesen von 46 Metaphasen 30
(65%) Aberrationen auf. Die Betroffenheit der einzelnen aberranten Zellen be-
trug nach MMC 3,3 und nach DEB 4,5, die Indizes Bruch/Zelle bei MMC>1,54
und bei DEB>3,85.

Im Mérz 95 wurde ein cranielles MRT durchgefiihrt mit der Frage nach hypo-
physdren Auffélligkeiten. Dabei zeigte sich eine congenitale hypophysdre
Dysplasie und schwierig zu differenzierende supraselldre Strukturen, die als
eine ektope Neurohypophyse oder ein rudimentdrer Hypophysenstil gedeutet
wurden. Dieser Befund wurde als Ursache fiir den weiterhin vorhandenen
Wachstumshormonmangel mit deutlich verminderten IGF I (4,5ng/ml) und
IGF-Bindungsprotein-III  (758ng/ml) interpretiert. Darauthin wurde die
Wachstumshormontherapie am 26.04.95 mit 0,8 IE Genotropin wieder fortge-

setzt, worunter es zu einem regelrechten Langenwachstum kam.

Ende April 95 waren die Thrombozyten im Rahmen von Infekten auf 41.000/ ul
abgefallen, weshalb fiir 7 Tage 15 mg Leucoverin und Folsdure verabreicht

wurden. Auch in den ndchsten Monaten blieben die Thrombozyten auf einem
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Niveau um 50.000/pl, es bestanden keine klinischen Auffélligkeiten, der Hb

war dabei stabil. In den nidchsten Monaten waren die Blutbilder stabil.

Im Mai “95 wurde bei einer zweiten Schwangerschaft der Mutter eine Pranatal-
diagnostik durchgefiihrt, welche einen gesunden Feten zeigte, der am 16.12.95
mit einem Geburtsgewicht von 3670 g und einer Grofie von 52 cm zur Welt

kam.

Ende August “95 fiithrte das Humangenetische Institut Wiirzburg eine zytoki-
netische Untersuchung von Lymphozytenkulturen des Patienten durch, wobei
die Diagnose Fanconi-Andmie bestitigt werden konnte. Weitere Untersuchun-

gen folgten im Oktober “97 und im Oktober “98.

Ab April 96 begannen die Eltern des Patienten zusitzlich eine Homdoopathi-
sche Therapie. Von Januar bis Dezember 97 wurde aufserdem aufgrund des
vorhandenen Mikrogenitale eine Lokalbehandlung mit dehydrotestosteronhal-
tiger Salbe durchgefiihrt, was zu einem Langenwachstum des Penis fiihrte. Bei
einer erneuten Behandlung im Mai 98, diesmal mit testosteronhaltiger Salbe,
kam es allerdings zu einem Haarwachstum im Bereich des Penisschaftes, wes-
halb diese Therapie abgebrochen wurde. Aufgrund des Mikropenis und der
beidseits nicht deszendierten Hoden wurde im November “98 die Frage gestellt,
ob bei dem Patienten ein Mangel an Testosteron oder eine hypophysadre Sto-
rung der LH/FSH-Regulation bestehe. Eine aufSerdem vorliegende Phimose

wurde im Februar 99 operiert.

Am 14.10.97 wurde, nachdem das Blutbild in den letzten Monaten stabil gewe-
sen war (Thrombozyten um 110.000/ul, Hb um 12,1 g/dl), eine Knochenmark-
spunktion durchgefiihrt. Bei dieser Punktion zeigte sich ein normozelluldres
Mark mit reguldrer Myelopoese und Erythropoese und ausreichend Megaka-
ryozyten. Es fanden sich keine atypischen Zellen und keine Blastenvermehrung,
also insgesamt ein unauffilliges Knochenmark. Bei einer weiteren Untersu-
chung des Knochenmarks wurde ebenfalls ein unauffilliger ménnlicher Chro-

mosomensatz und keine klonalen Chromosomenverdnderungen nachgewiesen.
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Auch im weiteren Verlauf war das Blutbild stabil, lediglich im Rahmen von In-
fekten kam es im April "98 zu einem Abfall der Thrombozyten auf 41.000/ pl,
wobei der Hb aber weiterhin stabil blieb. Im Januar “98 untersuchte das hu-
mangenetische Institut Wiirzburg eine Fibroblastenkultur, wobei die Prolifera-
tion der Zellen in Anwesenheit von MMC und Sauerstoff untersucht wurde.
Dabei kam es zu einer markanten Reduktion des Zellwachstums bereits bei ge-
ringen MMC-Konzentrationen, was die Diagnose FA erhirtete. Unter dem Ver-
dacht einer Mosaikkonstellation wurde im Oktober “98 erneut Blut fiir eine
flowzytometrische Untersuchung abgenommen. Dabei fanden sich fast normale
Werte, so dafs von einer Mosaikkonstellation ausgegangen werden konnte. Im
Februar “00 konnte in Wiirzburg durch Untersuchung von Fibroblasten die Zu-
gehorigkeit des Patienten zur Komplementationsgruppe A festgelegt werden,
was durch frithere Untersuchungen von Lymphozyten aufgrund der Mosaik-

konstellation im Blut nicht moglich gewesen war.

Im Juni ‘01 wurde im humangenetischen Institut Wiirzburg aufSerdem eine
Mutationsanalyse durchgefiihrt, wobei die erste Mutation des Patienten ent-
deckt werden konnte. Es fand sich auf Exon 10 ein Austausch von Glutamin-

sdure durch ein Stopcodon (862G>T, E288X).

Im Februar 99 wurde im Rahmen der Phimosen-OP eine dritte Knochenmark-
spunktion durchgefiihrt, die ebenfalls ein normales Knochenmark ergab. Bei
der Chromosomenanalyse fand sich ein unauffilliger madnnlicher Chromoso-
mensatz, sowie eine leicht erhhte Chromosomenbriichigkeit, die jedoch fiir

einen FA-Patienten als vergleichsweise niedrig eingestuft wurde.

Bei dem Patienten wurden zeitgerecht alle tiblichen Impfungen und zusétzlich

eine Varizellenimpfung durchgefiihrt, die allesamt gut vertragen wurden.

14



Abb. 3 Der Patient mit 6 % Jahren (re.) und sein gesunder Bruder (3 %2].)

Da bei dem Patienten eine Stérung der Sprachentwicklung bestand, wurde von
"97-"00 eine logopadische Therapie durchfiihrt, unter der sich die Sprache deut-
lich besserte. Ab “98 besuchte der Patient den Kindergarten und seit August “00
die Schule. Vor der Schule wurde eine Ergotherapie durchgefiihrt, um die mo-

torische Entwicklung des Kindes zu unterstiitzen.
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Ergebnisse

1. Blutwerte

Im Blutbild des Patienten zeigte sich bis zum 2. Quartal "95 ein kontinuierlicher
Abfall der Thrombozyten bis auf ein Minimum von 41.000/pul im April 95 im
Zusammenhang mit mehreren Infekten. Danach erfolgte wieder ein Anstieg,
wobei sich die Thrombozyten ab dem 2. Quartal 96 um 100.000/ l stabilisier-
ten. Ein weiterer Abfall auf 41.000/ul im Januar “98 erfolgte wiederum im Rah-
men von mehreren Infekten, danach stiegen die Thrombozyten wieder auf

Werte um 100.000/ pl. (Abb. 4)

Thrombozyten
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o
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0 |
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~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ Y Y
< N < N < N < N < N < N < N < N <
Quartal
Abb. 4
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Die tibrigen Blutwerte (Leukozyten, Erythrozyten, Hb und Hamatokrit) zeigen

wobei die Leukozyten sich im Schnitt auf 7000-

7

sich im gesamten Verlauf stabil

8000/l hielten (Abb. 5).
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Abb. 5
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Abb. 6
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Die Erythrozyten blieben im Schnitt bei 3-4 Mio/ul (Abb. 6), der Hb bei 11-

(Abb. 8).

-37%

und der Himatokrit bei 32

g/dl (Abb. 7)

12

Hb
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2. Zellzyklusanalyse mittels Durchflufizytometrie

Bei dem Patienten wurden im Laufe von drei Jahren drei zellkinetische Unter-
suchungen durchgefiihrt. Dazu wurden Lymphozyten aus dem peripheren Blut
PHA-stimuliert, kultiviert, nach 72 h geerntet, angefarbt und die Zellkerne
durchflufSzytometrisch vermessen (siehe Kap. Methoden). Die so erhaltenen

Zellzyklusverteilungen wurden elektronisch analysiert.

Messung vom 31.08.95

Bei dieser Messung (Tab. 1, Abb. 9-14) fanden sich 56,1% proliferierende Zellen.
Es zeigte sich eine deutliche Erh6hung von Zellen in der G2-Phase (Abb. 9), was
typisch fiir FA-Patienten ist. Auch die Verteilung der Zellen in den tibrigen
Phasen entsprach der von FA-Patienten (Abb. 12-14). Die Ratio ZG2/GF (Sum-
me der G2-Phasen/growth fraction) ergab 0,378 (Abb. 10), ein Wert, der im Be-
reich von FA-Patienten liegt (Normbereich 0,13-0,27) (Schindler, H6hn 1999).
Das gleiche galt fiir
(G2+G2")/GF (Abb. 11).

§TT720.4
# Cells = 5616@
% Total = 109.08
Rot Angle = (]

Abb. 9 Zellzyklusverteilung, unbehandelt
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31.08.95

Compartment
%Plot-Zellen

%Real-Zellen
%0rig-Zellen

Compartment
%Plot-Zellen

%Real-Zellen
%0rig-Zellen

Zyklus 1
Zyklus 2
Zyklus 3
Zyklus 4

G2/IGF =
G2”IGF =
Summe G1=
S+S° =

%Increased Cells
%Growth-Fraction

GO0/G1
66,8
28,2
43,9

G1”
53,1
13,5
5,3

Zellzahl =
Zellzahl =
Zellzahl =
Zellzahl =

0,258
0,019
14,7%
16,6%

S
11,2
4,7
74

S
36,0
9,2
3,6

18349
13435
11045
595

155,6
56,1
G2'IGF
G27IGF =
Summe S =
S+S'+S7 =

G2
22,0
9,3
14,5

G2~
10,9
2,8
11

%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:

0,101
0,000
20,2%
20,2%

Gl s
38,0 38,5
11,8 11,9
9,1 9,3
Gl s
100,0 0,0
1,4 0,0
0,3 0,0
42,3 %0rig-Zellen:
30,9 %0rig-Zellen:
25,4 %0rig-Zellen:
14 %0rig-Zellen:
S/G1-Ratio =
G2/G1-Ratio =
(S+G2)/G1-Ratio =
Summe G2 =
Summe G2/GF =

G2
23,5
7,3
57

G2
0,0
0,0
0,0

65,8
24,1
9,9
0,3

1,38
1,45
2,82
21,2%
0,378

Tab. 1 Anteile der Zellphasen
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G0-G1 COMPARTMENT (%)
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Messung vom 16.10.97
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Abb. 15 Zellzyklusverteilung, unbehandelt
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W Callsg = TEM2
% Tatal = 18,08

Ratb Brgle = B

apmme s P—

Bei der zweiten Messung

wurde  auflerdem  eine
Zellzyklusanalyse nach Be-
handlung mit 10 bzw. 50
ng/ml Mitomycin C durch-

gefiihrt (Abb. 15-24).

%0O0rig-Zellen 8,1

Zyklus 1 Zellzahl =
Zyklus 2 Zellzahl =
Zyklus 3 Zellzahl =
Zyklus 4 Zellzahl =

%lncreased Cells =
%Growth-Fraction =

G2/IGF = 0,143
G2”/GF = 0,029
Summe G1= 17,5%
S+S° = 12,6%

16.10.97 stt0
Compartment  G0/G1
%Plot-Zellen 80,6
%Real-Zellen 30,5
%0rig-Zellen 53,3
Compartment G1”
%Plot-Zellen 55,8
%Real-Zellen 18,4

S
9,3
3,5
6,2

s
34,8
11,5
50

24441
12828
21323
6065

175,0
46,7
G2'/GF
G2IGF =
Summe S =
S+S+S7 =

G2
10,1
3,8
6,7

G2~
9,4
3,1
1,4

%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:

0,074
0,000
17,7%
17,7%

Gl s G2
42,6 37,4 20,0
8,5 7.4 4,0
7.4 6,5 3,5
Gl S G2
98,0 2,0 0,0
9,2 0,2 0,0
2,0 0,0 0,0
37,8 %0rig-Zellen: 66,2
19,8 %0rig-Zellen: 17,4
33,0 %0rig-Zellen: 14,4

S/G1-Ratio = 1,01
G2/G1-Ratio = 0,66
(S+G2)/G1-Ratio = 1,67
Summe G2 = 11,5%
Summe G2/GF = 0,247

9,4 %0rig-Zellen: 2,0

Tab. 2 Anteile der Zellphasen, unbehandelt
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CELLS IN COMPARTMENT (%)

Abb. 16 Zellanteile G2, G2~

75
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-0.3
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Bei der Zellzyklusanalyse ohne
MMC fanden sich 46,7% stimu-

lierbare Zellen. Diesmal zeigte

RATIO

sich eine vollig normale Summe
von Zellen in den G2-Phasen
(Abb. 15,16), vor allem im ersten
Zellzyklus, wobei 2G2/GF
=0,247 betrug. (Tab. 2, Abb. 21).

G2+G2’,3G2, (G2+G2')/GF,

L2
|
Lt

Unter Behandlung mit 10ng
MMC erreichten noch 14,1%
der Zellen den dritten Zyklus
(Tab. 3). Auch die Erh6hung

0 . F:
E o | §~.;- ‘:f"t -I . % von G2-Phasen-Anteilen war
¥ £ * | == nur durchschnittlich (Abb.
| } 4 | g . _
ﬂ! ﬁ o ‘H;_f : | -._?._ 17, 18), wobei >G2/GF=0,388
w | =] betrug (Abb. 21).
|
f‘ﬁ_ ﬁ | srre
LI L oBfells = qlTM
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i % é - Eat degle = B
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Abb. 17 Zellzyklusverteilung, 10 ng MMC
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16.10.97 stt10

Compartment  GO/G1 S G2 Gl s’ G2
%Plot-Zellen 72,2 10,9 16,9 44,9 33,0 22,1
%Real-Zellen 41,3 6,2 9,7 9,2 6,8 4.5
%0rig-Zellen 56,6 8,6 13,3 6,3 4.7 3,1
Compartment G1” s~ G2~ Gl s G2
%Plot-Zellen 60,1 33,6 6,3 100,0 0,0 0,0
%Real-Zellen 12,7 7,1 1,3 1,1 0,0 0,0
%0Orig-Zellen 4.4 2,4 0,5 0,2 0,0 0,0
ZyKlus 1 Zellzahl = 18305 %Real-Zellen: 57,2 %0rig-Zellen: 78,5
Zyklus 2 Zellzahl = 6577 %Real-Zellen: 20,6 %0O0rig-Zellen: 14,1
Zyklus 3 Zellzahl = 6773 %Real-Zellen: 21,2 %0O0rig-Zellen: 7,3
Zyklus 4 Zellzahl = 348 %Real-Zellen: 1,1 %0O0rig-Zellen:= 0,2
%Ilncreased Cells = 137,2

%Growth-Fraction = 43,4 S/G1-Ratio = 1,44
G2/GF = 0,306 G2'/GF = 0,072 G2/G1-Ratio = 1,55
G2”/GF = 0,011 G2”/IGF = 0,000 (S+G2)/G1-Ratio = 2,99
Summe G1= 10,9% Summe S = 15,6% Summe G2 = 16,8%
S+S° = 13,2% S+S°+S” = 15,6% Summe G2/GF 0,388
Tab. 3 Anteile der Zellphasen, 10 ng MMC
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Abb. 18 Zellanteile G2, G2°, G2+G2",2G2, (G2+G2')/GF,

>G2/GF 10 ng MMC
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Abb. 19 Zellzyklusverteilung, 50 ng MMC
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§ Cells = 39820
% Total = 160,08
Rot fngle = @

Unter Behandlung mit 50 ng
MMC erreichten 11,6% der
Zellen den dritten Zyklus
(Tab. 4). Auch hier war die
Erhohung von Zellen in der
G2-Phase nur durchschnitt-
lich (Abb. 19, 20). Diesmal
galt *G2/GF=0,453 (Tab.
Abb. 21).

4,

16.10.97 stt50

Compartment
%Plot-Zellen

%Real-Zellen
%0rig-Zellen

Compartment
%Plot-Zellen
%Real-Zellen
%0rig-Zellen

Zyklus 1
Zyklus 2
Zyklus 3
Zyklus 4

%lIncreased Cells =
%Growth-Fraction =
G2/IGF = 0,419
G2”/GF = 0,000
Summe G1= 4,9%
S+S° =

GO0/G1
65,3
49,7
57,0

G1”
78,0
3,0
0,9

Zellzahl =
Zellzahl =
Zellzahl =
Zellzahl =

18,4%

S
14,1
10,7
12,3

s
21,6
0,8
0,2

21511
5699
1074
0

114,8
43,0
G2'/IGF =
G27IGF =
Summe S =
S+S'+S7 =

G2
20,6
15,7
18,0

G2”
0.4
0,0
0,0

%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:

0,034
0,000
18,6%
18,6%

Gl S
34,6 52,6
7,0 10,6
4,0 6,1
G1” s
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
76,1 %0rig-Zellen=
20,1 %0rig-Zellen:
3,8 %0rig-Zellen=
0,0 %0rig-Zellen:
S/G1-Ratio =
G2/G1-Ratio =
(S+G2)/G1-Ratio =
Summe G2 =
Summe G2/GF =

G2
12,8
2,6
15

G2
0,0
0,0
0,0

87,3
11,6
1,1
0,0

3,84
4,01
7,85
19,5%
0,453

Tab. 4 Anteile der Zellphasen, 50 ng MMC
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Messung vom 16.10.98
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Abb. 25 Zellzyklusverteilung, unbehandelt

Bei der dritten Messung
wurden Zellzyklusanalysen
ohne, mit 5, 10 und 50 ng/ml
MMC durchgefiithrt (Abb 25-

32).

Diesmal fanden sich unbe-
handelt 53,6% proliferierende
Zellen, und 18,8% der Zellen
erreichten den dritten Zyklus
(Tab. 5). Die G2-Phasen-
Anteile waren nur geringfii-
gig erhoht (Abb. 25, 26).
2G2/GF=0,324,

16.10.98 stt0

Compartment
%Plot-Zellen

%Real-Zellen
%0O0rig-Zellen

Compartment
%Plot-Zellen

%Real-Zellen
%0Orig-Zellen

Zyklus 1
ZyKlus 2
Zyklus 3
Zyklus 4

G2/IGF =
G27IGF =
Summe G1=
S+S7 =

GO0/G1
71,8
27,0
46,4

Gl”

39,1
14,3
6,1

Zellzahl =
Zellzahl =
Zellzahl =
Zellzahl =

%lncreased Cells =
%Growth-Fraction =

0,180
0,032
13,5%
14,9%

S
13,3
50
8,6

s
49,9
18,2

7,8

22312
13005
21720
2352

172,0
53,6
G2'/GF
G2"”7IGF =
Summe S =
S+S°+S7 =

G2
14,9
5,6
9,6

G2~
11,0
4,0
1,7

%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:
%Real-Zellen:

0,112
0,0
22,8%
22,7%

Gl s’ G2’
34,7 33,3 32,0
7,6 7,3 7,0
6,5 6,3 6,0
G1™ s G2
94,3 5,7 0,0
3,7 0,2 0,0
0,8 0,0 0,0
37,6 %0O0rig-Zellen: 64,6
21,9 %0O0rig-Zellen: 18,8
36,6 %0rig-Zellen: 15,7
4,0 %0rig-Zellen: 0,9
S/G1-Ratio = 1,69
G2/G1-Ratio = 1,29
(S+G2)/G1-Ratio = 2,98
Summe G2 = 17,4%
Summe G2/GF = 0,324

Tab. 5 Anteile der Zellphasen, unbehandelt
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Abb. 27 Zellzyklusphasen, 5 ng MMC
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Unter 5 ng MMC erreichten
17,5% der proliferierenden
Zellen den dritten Zyklus
(Tab. 6). Der Anteil von Zel-
len in der G2-Phase war
ebenfalls nur leicht erhoht
(Abb. 27, 28). Aufserdem war
2G2/GF=0,395 (Tab. 6).



16.10.98 stt05

Compartment  GO/G1 S G2 Gl S G2
%Plot-Zellen 67,2 13,0 19,8 26,5 43,5 30,0
%Real-Zellen 31,3 6,0 9,2 6,1 10,0 6,9
%0rig-Zellen 47,8 9,2 14,1 4,6 7,6 52
Compartment G1” S’ G2~ Gl S G2
%Plot-Zellen 41,9 46,2 11,9 100,0 0,0 0,0
%Real-Zellen 12,2 13,4 3,5 1,6 0,0 0,0
%0rig-Zellen 4,6 51 1,3 0,3 0,0 0,0
ZyKlus 1 Zellzahl = 24147 %Real-Zellen: 46,5 %0O0rig-Zellen: 71,1
Zyklus 2 Zellzahl = 11878 %Real-Zellen: 22,9 %0rig-Zellen= 17,5
ZyKlus 3 Zellzahl = 15057 %Real-Zellen: 29,0 %0O0rig-Zellen: 11,1
Zyklus 4 Zellzahl = 832 %Real-Zellen: 1,6 %0rig-Zellen= 0,3
%Increased Cells = 152,9
%Growth-Fraction = 52,2 S/G1-Ratio = 2,29
G2/GF = 0,270 G2'/GF = 0,101 G2/G1-Ratio = 2,15
G2”/IGF = 0,025 G2"’/GF = 0,000 (S+G2)/G1-Ratio = 4,45
Summe G1= 9,6% Summe S= 22,0% Summe G2 = 20,6%
S+5° = 16,9% S+S'+S7 = 22,0% Summe G2/GF = 0,395
Tab. 6 Anteile der Zellphasen, 5 ng MMC
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Abb. 28 Zellanteile G2, G2°, G2+G2",>G2, (G2+G2")/GF,

>G2/GF, 5 ng MMC
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Abb. 29 Zellzyklusverteilung, 10 ng MMC
16.10.98 stt10
Compartment  GO/G1 S G2 Gl S’ G2
%Plot-Zellen 65,6 14,4 20,0 24,4 41,6 34.0
%Real-Zellen 34,1 7,5 10,4 5,9 10,0 8,2
%O0rig-Zellen 48,8 10,7 14,9 4,2 7,2 59
Compartment Gl S G2” Gl S G2
%Plot-Zellen 50,7 41,3 8,0 100,0 0,0 0,0
%Real-Zellen 11,8 9,6 1,9 0,7 0,0 0,0
%0Orig-Zellen 4,2 3,4 0,7 0,1 0,0 0,0
Zyklus 1 Zellzahl = 28597 %Real-Zellen: 52,0 %0rig-Zellen:= 74,3
Zyklus 2 Zellzahl = 13262 %Real-Zellen: 24,1 %0rig-Zellen:= 17,2
Zyklus 3 Zellzahl = 12783 %Real-Zellen: 23,2 %0rig-Zellen:= 8,3
ZyKlus 4 Zellzahl = 397 %Real-Zellen: 0,7 %0rig-Zellen:= 0,1
%lIncreased Cells = 143,1
%Growth-Fraction = 51,2 S/G1-Ratio = 2,49
G2/GF = 0,290 G2'/GF = 0,114 G2/G1-Ratio = 2,50
G2”/IGF = 0,013 G2'”/GF = 0,000 (S+G2)/G1-Ratio = 5,00
Summe G1l= 8,5% Summe S= 21,3% Summe G2 = 21,4%
S+S° = 17,9% S+S'+S”7 = 21,3% Summe G2/GF 0,417

Tab. 7 Anteile der Zellphasen, 10 ng MMC
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Abb. 30 Zellanteile G2, G2*, G2+G2",5G2, (G2+G2")/GF,
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Auch unter der Behandlung

128

mit 50 ng MMC zeigte sich nur
. eine durschnittliche Erh6hung
der G2-Phasen (Abb. 31, 32). Es
erreichten 12,3% der Zellen
den dritten Zyklus (Tab. 8).

>G2/ GF=0,49.

96

STT58

# Cells = 44320
7 Total = 108.08
Rot fAingle = @
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Abb. 31 Zellzyklusverteilung, 50 ng MMC
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16.10.98 stt50

Compartment  GO/G1 S G2 G1’ s’ G2’
%Plot-Zellen 58,0 17,3 24,7 19,3 53,4 27,3
%Real-Zellen 43,2 12,9 18,4 4,1 11,4 5,8
%0Orig-Zellen 50,1 15,0 21,4 2,4 6,6 34
Compartment G1” s G2” G1™” s G2
%Plot-Zellen 76,7 22,6 0,7 0,0 0,0 0,0
%Real-Zellen 3,2 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0
%0rig-Zellen 0,9 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
Zyklus 1 Zellzahl = 31746 %Real-Zellen: 74,5 %0rig-Zellen: 86,5
ZykKlus 2 Zellzahl = 9064 %Real-Zellen: 213 %0rig-Zellen: 12,3
Zyklus 3 Zellzahl = 1775 %Real-Zellen: 4.2 %0rig-Zellen: 1,2
ZyKlus 4 Zellzahl = 0 %Real-Zellen: 0,0 %0rig-Zellen: 0,0
%Increased Cells = 116,0
%Growth-Fraction = 499 S/G1-Ratio = 6,59
G2/GF = 0,428 G2'/GF = 0,068 G2/G1-Ratio = 7,47
G2”/GF = 0,000 G2"/IGF = 0,000 (S+G2)/G1-Ratio = 14,07
Summe G1= 3,3% Summe S= 21,8% Summe G2 = 24,7%
S+S° = 21,5% S+S'+S7 = 21,8% Summe G2/GF = 0,496
Tab. 8 Anteile der Zellphasen, 50 ng MMC
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Abb. 32 Zellanteile G2, G2°, G2+G2",2G2, (G2+G2)/GF,

2G2/GF, 50 ng MMC
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3. Chromosomenbriichigkeit
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Abb. 33 Briichigkeit der Chromosomen unter MMC

Zusatzlich zu der Zellzyklus-
Diagnostik wurde im Oktober
‘98 die Haufigkeit von Chro-
mosomenbriichen nach Be-
handlung der Lymphozyten
mit 0, 50 und 100 ng/ml MMC
gemessen. Dabei waren ohne
MMC kaum Briiche vorhanden.
Nach Behandlung mit 50 ng
MMC und ebenfalls nach Be-
handlung mit 100 ng MMC
tanden sich sowohl Zellen mit
>= 10 Briichen als auch Zellen,
die nur wenige, bzw. gar keine

Bruchereignisse aufwiesen.

(Abb. 33)
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4. Fibroblastenkultur

Im Januar 98 wurde ein Haut-Stanzbiopsat des Patienten untersucht, um die
Diagnose Fanconi-Andmie zu verifizieren, nachdem die Zellzyklusanalyse im
Oktober "97 Hinweise auf eine Mosaikkonstellation gegeben hatte. Unter Zuga-
be von 0,5 und 1 ng/ml MMC zeigte sich im Vergleich zu der unbehandelten
Probe eine markante Reduktion des Zellwachstums (Abb. 34), sowohl unter 5%

als auch unter 20% Sauerstoff.
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Abb. 34 Wachstum der Fibroblasten unter MMC
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5. Bestimmung der Komplementationsgruppe

Im Februar ‘00 konnte aus Fibroblastenkulturen die Komplementationsgruppe

des Patienten bestimmt werden (Tab. 9, Abb. 35).

Bei Fusion der Fibroblasten mit LFAPEG zeigte sich eine Abnahme der MMC-
Sensitivitdt. Der Anteil der Zellen in der G2-Phase war im Gegensatz zu den
tibrigen Proben vermindert. In der graphischen Darstellung zeigt sich dies mit
einem verminderten G2-Gipfel, der deutlich niedriger ist als der vorangehende
G1-Gipfel. Nach Fusion mit LFCPEG und LFGPEG war, ebenso wie bei Fusion
mit MEG5AB und ohne Virus, der G2-Gipfel deutlich erhoht (Abb. 35).

STT 17.02.2000
NAME NEG POS NEG zu POS
MEG5AB

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
MMC+ 29,5 8,4 62,1 29,0 7,3 63,7 58 39
LFAPEG

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
MMC+ 29,1 23,8 471 47,6 114 41,0 32 57
LFCPEG

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
MMC+ 24,7 16,5 58,8 28,6 6,0 65,5 54 41
LFGPEG

G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M
MMC+ 31,2 5,8 63,0 28,2 12,5 59,3 40 53
Tab. 9
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Abb. 35 Anteil der G2-Phasen nach Fusion mit unter-
schiedlichen Vektoren.
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6. Mutationsanalyse

Im Juni “01 wurde eine Mutationsanalyse durchgefiihrt, wobei die erste Mutati-
on des Patienten bestimmt werden konnte (Abb. 36, 37). Die Anzahl der Exons
der bisher bestimmten FA-Gene liegen zwischen 1 (FANCF) und 44 (FANCD2).
Das FANCA besteht aus 43 Exons. (Joenje, Patel 2001)

5 |l LI GYLI LG [} FAEEL TREAE ATTGTAG AN CTTGAT EEATET o [TSEGCEET TCAAGT S

' MM« 'VMM%

] kL &L R {

~ i -l

........ EETCEAC PEACAMG ATEC GTEAGE
bl ] it ]

Abb. 36 Mutationsanalyse des Exon 10

Bei einer Untersuchung des FANCA-Gens fand sich in Exon 10 die Mutation
862G>T, E288X, die einen Aminosdureaustausch zur Folge hatte. Die Base
Glutamin wurde durch Tyrosin ersetzt, was zur Bildung des Basentripletts TAG

(Stopcodon) anstelle von GAG (Glutaminsdure) fiihrte (Abb. 37).
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GCTGGAGTACAGG AGIGAGITCCTCCACTCAC AAG |
200 210 A 220 238

!

Abb. 37 Ersatz von Glutamin durch Tyrosin in Exon 10
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Diskussion

Bei der Fanconi-Andmie handelt es sich um eine Krankheit mit starker klini-
scher Heterogenitdt (Auerbach 1995). Daher ist es schwierig, von einem typi-
schen Verlauf der Krankheit zu sprechen. Mifsbildungen kommen in grofder
Vielfalt und unterschiedlicher Auspragung vor. Die hdufigsten sind Caté au lait
Flecken, Minderwuchs, Skelettmifibildungen vornehmlich der Hand und des
Radius, hypo- bis aplastische und ektope Nieren, Hypogonadismus, Mikroce-
phalie und Fehlen der Art. Radialis (de Kerviler et al. 1999). Liegen keine typi-
schen Fehlbildungen vor, wird die Diagnose oft erst mit dem Beginn der Apla-
stischen Andmie mit Thrombozytopenie und Panzytopenie gestellt, die im
Schnitt mit 7 Jahren auftritt, wobei die Spannweite sehr grof? ist (German 1973,
Auerbach 1995). Im Verlauf entwickelt eine grofie Anzahl der Patienten ein

myelodysplastisches Syndrom oder akute myeloische Leukdmie (Auerbach

1995).

Bei dem hier beschriebenen Patienten wurde im Alter von 2 2 Jahren im Marz
95 die Diagnose Fanconi-Andmie gestellt. Dies geschah durch Nachweis einer
vermehrten Chromosomenbriichigkeit nach Behandlung mit DEB und MMC im
humangenetischen Institut in Heidelberg. Zu diesem Zeitpunkt wies der Patient
einen kontinuierlichen Thrombozytenabfall (bis 76.000/ ul), einen Minderwuchs

durch Wachstumshormonmangel und eine Dystopie der rechten Niere auf.

Eine Knochenmarkspunktion im November ‘94 hatte ein stark lymphozytdres
Mark mit einer deutlich verminderten und rechtsverschobenen Myelopoese,
einer verminderten Erythropoese und kaum Megakaryozyten ergeben. Die
Diagnose FA konnte bei einer Zellzyklusanalyse von Lymphozyten am human-
genetischen Insitut Wiirzburg fiinf Monate spater bestdtigt werden. Bei den
dortigen Untersuchungen fand sich eine Akkumulation von unbehandelten
Zellen in der G2-Phase (2G2/GF=0,378), was ein typischer Befund bei FA ist
(Schindler et al. 1987). Nachdem die Thrombozyten bis Mitte “95 bis auf ein Mi-
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nimum von 41.000/ul zundchst kontinuierlich abgefallen waren, stabilisierten
sie sich dann auf Werten um 100.000/pl, abgesehen von einem Abfall im Rah-
men von einigen Infekten auf 41.000/ul im Januar/Februar “98. Dabei ist be-
merkenswert, dafs nur die Thrombozyten einen Abfall aufwiesen, die restlichen
Blutwerte befanden sich durchweg im Normbereich. So war der Hb im Bereich
> 10 g/dl, die Leukozyten in der Regel > 6000/ul und die Erythrozythen > 3,5
Mio/ ul.

Eine weitere Knochenmarkspunktion im Oktober “97 ergab ein normozelluléres
Mark. Eine weitere, zur gleichen Zeit durchgefiihrte Zellzyklusanalyse zeigte
jetzt einen normalen Anteil von unbehandelten Zellen in den G2-Phasen
(2G2/GF=0,247) und nur eine durchschnittliche Erh6hung nach Behandlung
mit MMC, was als Hinweis auf eine mogliche Mosaikkonstellation verstanden

wurde.

Um auszuschliefsen, dafé diese Normalisierung der Blutwerte auf eine friithere
Fehldiagnose zurtickzufiihren und der Patient eventuell gar kein FA-Patient sei,
wurde im Januar 1998 eine Haut-Fibroblastenkultur untersucht. Bei Mosaikpa-
tienten betrifft die Verdnderung die Stammzellen im Blut, der Defekt bleibt in
anderen Zellen, wie z.B. den Fibroblasten, erhalten. So zeigte sich auch bei die-
sem Patienten eine fiir FA typische Reduktion des Zellwachstums der Fibrobla-
sten unter Anwesenheit von MMC, sowohl unter 5% als auch unter 20% Sauer-
stoff. Damit konnte der Patient eindeutig als FA-Patient zugeordnet werden.
Eine weitere Zellzyklusanalyse im Oktober 98 bestdtigte das Ergebnis von vor
einem Jahr. Diesmal war der Anteil von Zellen in der G2-Phase allerdings leicht
erhoht (2G2/GF=0,324). Eine mogliche Erklarung fiir die Normalisierung die-
ser und der Blutwerte ist das Vorliegen einer Mosaikkonstellation bei dem Pati-
enten und somit das gleichzeitige Vorhandensein einer gesunden und einer

kranken Zellpopulation.

Zusatzlich wurden bei einer erneuten Analyse der Chromosomenbriichigkeit

von Lymphozyten unter Behandlung von MMC im Oktober "98 unter 100 ng
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MMC Zellen mit >= 10 Briichen gefunden, was typisch fiir FA ist, gleichzeitig
waren aber auch Zellen mit deutlich weniger bzw. gar keinen Briichen vorhan-
den. Dies weist auf das Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Lympho-
zytenpopulationen hin, von denen sich die eine wie FA-Zellen, die andere wie
gesunde Zellen verhilt. Das Auftreten einer gesunden Lymphozytenpopulation

konnte gut durch Entstehung eines Mosaiks erkladrt werden.

Fiir das Entstehen eines Mosaiks werden unterschiedliche Mechanismen disku-

tiert:

Eine Moglichkeit wére intragenes Crossover bei compound heterozygoten Pati-
enten, d.h. Patienten die gemischterbig ftir den Defekt sind, was bei der tiber-
wiegenden Zahl der FA-Patienten der Komplementationsgruppe A der Fall ist
(Digweed 1999). Bei diesen Patienten befinden sich die Mutationen auf unter-
schiedlichen Stellen der beiden Allele. So kann es in Stammzellen des hamato-
poetischen Systems entweder zu einem Austausch der Mutationen kommen
und so ein gesundes Allel und ein Allel, das beide Mutationen trédgt, entstehen,
was in einem Fall beschrieben wurde (Lo Ten Foe et al. 1997). Andererseits
kann es durch Genkonversion zum Verlust einer pathogenen Mutation kom-
men, so dafs ebenfalls ein gesundes Allel entsteht. Die so entstandene funktio-
nell heterozygote und damit intakte Stamzelle kann die defekten Blutzellen
nach und nach ersetzen und so zu einer Normalisierung bzw. Besserung der
Blutwerte fithren. In den anderen Zellen, wie z.B. den Fibroblasten, bleibt der
Defekt weiterhin erhalten, weshalb durch Untersuchungen dieser Zellen eine

Diagnose weiterhin moglich ist. (Lo Ten Foe et al. 1997)

Neben der Mosaikbildung bei compound heterozygoten Patienten kann es aber
auch bei homozygoten Patienten zur Mosaikbildung kommen. In diesem Fall
wird die ererbte Mutation ,vor Ort”, d.h. direkt im Genom korrigiert, indem
fehlende Basenpaare ersetzt bzw. tiberfliissige Basenpaare entfernt werden.
Auch bei diesen Patienten zeigen sich anschliefsend normale Blutzellen, so daf3

die Lymphozyten nicht mehr empfindlich gegen MMC sind, wahrend die tibri-
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gen Zellen, wie die Haut-Fibroblasten, ebenfalls weiterhin die fiir FA typischen
Veranderungen zeigen. Drei Félle mit unterschiedlichen Mutationen und kom-
pensatorischen Basenverdnderungen sind beschrieben worden. (Waisfisz et al.

1999)

In einem weiteren publizierten Fall, bei dem ebenfalls ein Mosaik vorlag, kam
es zu einer spontanen somatischen Reversion in einer pluripotenten hdmato-
poetischen Stammzelle, die verantwortlich gemacht wurde fiir das Auftreten

einer gesunden Lymphozytenpopulation (Gregory et al. 2001).

Bei Vorliegen von zwei Lymphozytenpopulationen durch Mosaikbildung wur-
de ein signifikant erhohtes Risiko fiir das Versagen von Knochenmarkstrans-
plantationen beschrieben, verursacht durch die gesunde Lymphozytenpopula-
tion. Aufgrund dessen ist in diesen Féllen eine deutlich stdrkere Immun-
suppression nach Knochenmarkstransplantation nétig (Mac Millan et al. 2000).
Andererseits wird das Auftreten eines Mosaiks als ,nattirliche Gentherapie”
angesehen, die als Modell fiir den Erfolg von gezielter Gentherapie betrachtet
werden kann, da ein Selektionsvorteil fiir das in vivo Wachstum der verdander-

ten Zellen deutlich wird (Gregory et al. 2001).

Ist die Komplementationsgruppe des Patienten bekannt und gehort er einer
Gruppe an, deren Gen identifiziert worden ist, besteht die Moglichkeit, durch
molekulargenetische Analyse den Mechanismus der Mosaikbildung zu identifi-

zieren (Lo Ten Foe et al. 1997).

Bisher wurden die Gene der Gruppen FA-A, FA-C, FA-D2, FA-E, FA-F und FA-
G identifiziert, die teilweise auf unterschiedlichen Chromosomen liegen (Dig-
weed 1999, Joenje, Patel 2001). Innerhalb der einzelnen Gruppen existieren
ebenfalls viele unterschiedliche Mutationen. Bei den unterschiedlichen Grup-
pen wurden unterschiedliche Verldufe und Ausprdagungen beobachtet, wobei es
auch Unterschiede innerhalb einzelner Gruppen abhédngig von der aufgetrete-
nen Mutation gab, weshalb der Mutation auf die Auspragung der Krankheit ein

grofserer Einfluf3 zugeschrieben wurde als der Komplementationsgruppe (Jo-
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enje, Patel 2001). Es wurde versucht, eine Korrelation zwischen Geno- und Pha-
notyp festzustellen. Dabei wurde in der Gruppe FA-G und bei Null-Mutationen
der Gruppe FA-A ein schwererer hdmatologischer Verlauf beschrieben, wih-

rend in der Gruppe FA-C ein leichterer Verlauf vorherrschte. (Faivre et al. 2000)

Innerhalb der Gruppe FA-A wurden zahlreiche Mutationen beschrieben, die
mit unterschiedlicher Haufigkeit in bestimmten ethnischen Gruppen auftreten

(Tamary et al. 2000).

Bei dem hier beschriebenen Patienten konnte im Februar 2000 die Komple-
mentationsgruppe durch Analyse von Fibroblastenkulturen bestimmt werden,
wobei der Patient der Gruppe A zugeordnet wurde. Die erste Mutation wurde
im Juni ‘01 bestimmt. Im Exon 10 fand sich die Mutation 862G>T, E288X, was
zur Bildung eines Stoppcodons anstelle von Glutaminsdure fiithrt. Damit ist zu
erwarten, dafs die Funktion zumindest dieses Allels stark eingeschrankt ist. Der
genaue Mechanismus der Mosaikbildung bei dem hier beschriebenen Patienten
lasst sich allerdings erst dann kldren, wenn auch die Mutation auf dem zweiten

Allel gefunden worden ist.

Im Zusammenhang mit FA wird hdufig ein Minderwuchs erwdhnt (Auerbach
1995, Alter 1993). Dabei wurden jetzt zehn Fille von FA mit schwerem Min-
derwuchs in Zusammenhang mit Wachstumshormonmangel und PSIS (pituita-
ry stalk interruption syndrome) beschrieben, die erfolgreich auf eine Wachs-
tumshormontherapie ansprachen (Dupuis-Girod et al. 2001). Auch in dem dar-
gestellten Fall kam es zu einem schweren Minderwuchs, der auf einen Wachs-
tumshormonmangel in Verbindung mit einer dysplastischen Hypophyse zu-
riickgefiihrt werden konnte. Es zeigte sich ebenfalls ein gutes Ansprechen auf
eine Therapie mit Wachstumshormon. Dies konnte ebenfalls auf die Assoziati-

on von FA mit PSIS schliefsen lassen.

Gleiches wurde in einer weiteren Studie festgestellt, bei der ein hdufiges Auf-
treten von Endokrinopathien, hauptsdachlich Wachstumshormonmangel, Hy-

pothyreose und Storungen des Glucosestoffwechsels bei FA beschrieben wur-
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den, wobei auch wieder hier ein Zusammenhang zwischen Komplementations-

gruppe und endokriner Stérung auffiel (Wajnrajch et al. 2001).

Epikrise

Am Beispiel eines jungen Patienten mit FA wurde gezeigt, daf? klinisches Bild,
Krankheitsverlauf und Prognose der Krankheit ganz entscheidend von der Art
des betroffenen Gens und der spezifischen Konstellation der zu Grunde liegen-
den Mutation abhdngen. Defekte in den FA Genen bedingen genetische Instabi-
litat, welche insbesondere das erhohte Neoplasie-Risiko der Patienten bestim-
men. Umgekehrt kann sich die genetische Instabilitdt jedoch auch, wie im vor-
liegenden Falle, zum Wohle des Patienten auswirken, indem in Stammzellen
des Knochenmarks durch Vorgédnge wie intragenes Crossover, Genkonversion
und kompensatorische Mutation eine ,Selbstkorrektur” des Gendetektes statt-
findet. Den daraus entstehenden heterozygoten und damit funktionell intakten
Zellen kommt offensichtlich ein Selektionsvorteil zu gute, so dafs im besten
Falle das gesamte Knochenmark durch die selbstkorrigierte Population ersetzt
wird. Dieses ,, Experiment der Natur” fithrt zu einer ganz entscheidenden Ver-
besserung der Prognose des Krankheitsverlaufs. Dartiberhinaus stimmt es ins-
besondere hinsichtlich der Moglichkeit einer Gentherapie hoffnungsvoll, da
genetisch korrigierte Zellen bereits in vivo einen eindeutigen Wachstumsvorteil

gezeigt haben.
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Zusammenfassung

Die Fanconi-Andmie ist eine autosomal-rezessiv vererbte Krankheit, die mit
progredientem Knochenmarksversagen, Fehlbildungen und Tumoren einher-
geht. Diagnostiziert wird diese Krankheit durch eine vermehrte Chromoso-
menbriichigkeit nach Behandlung mit Diepoxybutan oder Mitomycin C oder
durch einen erhohten Anteil von Zellen in der G2-Phase in der Durchflufizyto-
metrie. Bei einigen Patienten wurden Verldufe mit stabilen Blutbildern be-
schrieben. Als Erkldarung wurde das Vorhandensein einer Mosaikkonstellation

bei diesen Patienten diskutiert.

Hier wird ein FA-Patient der Komplementationsgruppe A beschrieben, bei dem
es im Alter von 2 Jahren zu einer Thrombozytopenie kam und ein dysplasti-
sches Knochenmark vorlag. Zusédtzlich liegt bei dem Patienten noch ein
Wachstumshormonmangel bei dysplastischer Hypophyse vor. Im Alter von 3 %2
Jahren kam es zu einer deutlichen Stabilisierung des Blutbildes; auch fand sich

bei wiederholten Knochenmarkspunktionen ein normozelluldres Mark.

Nachdem zuvor die Diagnose FA mittels Chromosomenbruchanalyse und
Durchflufizytometrie gestellt und spater durch Untersuchung von Fibroblasten
bestédtigt worden war, stellte sich jetzt die Frage eines Mosaiks. Weitere Zellzy-
klusanalysen ergaben anndhernd normale Befunde. Bei einer weiteren, im Alter
von 6 Jahren durchgefiihrten Chromosomenbruchanalyse zeigte sich eine bi-
modale Verteilung der MMC-Sensitivitdt. Auf Grund dieser Bimodalitét, also
der Koexistenz von defekten und intakten Zellen, kann von der Existenz einer
Mosaikkonstellation ausgegangen werden, die fiir das Auftreten intakter Zellen
verantwortlich ist und dadurch zu einer Stabilisierung des Blutbildes geftihrt
hat. Die erste Mutation des Patienten wurde auf Exon 10 gefunden, wo anstelle
von Glutaminsdure ein Stopcodon gebildet wird. Ob die Mosaikkonstellation
im vorliegenden Fall durch intragenes Crossover oder Genkonversion entstan-
den ist, kann erst nach der Identifizierung der Mutation auf dem zweiten Allel

des Patienten abgekldrt werden.
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