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1. Einleitung

1.1 Fanconi Animie: klinischer Phinotyp und Symptomatik

Die Fanconi Andmie (FA) wurde 1927 erstmals von dem Schweizer Kinderarzt Guido
Fanconi an drei Briidern beschrieben (Fanconi 1927). Es handelt sich hierbei um eine
Krankheit mit rezessivem Erbgang (Fanconi 1967), deren Krankheitsbild eine grof3e
Heterogenitit aufweist (de Kerviler et al. 2000), welche eine frithzeitige Diagnostik
erschwert und oft verhindert. Das Krankheitsbild umfasst neben Stérungen der
Héamatopoiese mannigfaltige kongenitale Fehlbildungen und eine Hyperpigmentierung
der Haut. Die Hyperpigmentierung ist das hidufigste Merkmal bei Patienten mit FA und
tritt in Form von Café-au-Lait-Flecken und dunkel pigmentierter Haut an Stamm, Hals,
Leiste und Achseln auf. Zu den kongenitalen Fehlbildungen gehoren u.a.
Mikrozephalie, Minderwuchs, Radialstrahldeformitéten, fehlende oder hypoplastische
Daumen, aplastische bis hypoplastische und ektope Nieren, vesico-urethriarer Reflux,
testikuldre Hypoplasie und Atresien im Bereich des Gastrointestinaltraktes (de Kerviler
et al. 2000). Ein niedriges Geburtsgewicht (< 2500g) ist typisch (Alter 1993). AuBBerdem
fallen sowohl duBerlich sichtbare, als auch innere Fehlbildungen des Ohres auf, die mit
Taubheit einhergehen konnen (de Kerviler et al. 2000).

Die Storungen der Hamatopoiese treten aufgrund eines progredienten
Knochenmarksversagens auf, das gewohnlich mit Erreichen des frithen Schulkindalters
beginnt (Landmann et al. 2004).

Das Knochenmarksversagen beginnt typischerweise mit einer Thrombopenie,
anschlieend entwickelt sich innerhalb weniger Jahre eine schwere aplastische Andmie
mit Panzytopenie (Frohnmayer und Frohnmayer, 2005). Die Folge der Zytopenien sind
Schwiche, Miidigkeit, Kurzatmigkeit sowie wiederholte schwere Infektionen und
unkontrollierte Blutungen, die nicht selten tddlich enden (Frohnmayer und Frohnmayer
2005). Nach dem ersten Auftreten der Anéimie betriigt die mittlere Uberlebenszeit ca. 5
Jahre (de Kerviler et al 2000). Die mittlere Gesamtiiberlebenszeit wird vom IFAR
(International Fanconi Anemia Registry) mit 25 Jahren angegeben (Blanche et al. 1991).

FA-Patienten haben zudem ein erhdhtes Risiko, Malignome zu entwickeln. Am
hiufigsten ist hierbei die Akute Myeloische Leukdmie (AML) (10 % der Patienten
entwickeln diese bis zu einem Alter von 48 Jahren) mit einem Haufigkeitsgipfel um das
20. Lebensjahr (LJ). Nach dem 20. LJ nimmt die Inzidenz von bestimmten soliden
Tumoren, wie Osophageal-, Kopf-, Hals- und Vulvakarzinomen (29 % bis zu einem
Alter von 48 Jahren), zu (Rosenberg et al. 2003). Das Auftreten von sogenannten
klonalen chromosomalen Verdanderungen (Monosomie 7 oder Duplikation 3q) im
Knochenmark spricht nach Meinung der meisten Experten fiir einen Ubergang in eine
aggressivere Blutbildungsstorung (Frohnmayer und Frohnmayer 2005).

Die Hédmatopoiesestorungen und das erhohte Tumorrisiko sind die Folge einer
vermehrten genetischen Instabilitét, die in allen Zellen von FA-Patienten zu finden ist.
Die Zellen weisen eine erhohte spontane sowie induzierte Chromosomenbriichigkeit
auf, die sich durch eine vermehrte Empfindlichkeit gegeniiber exogenen und endogenen



Schadigungsfaktoren erkldren ldsst. Zu diesen Faktoren gehoren verschiedene
Chemikalien, insbesondere bifunktionelle alkylierende Substanzen (Mitomycin C,
Diepoxybutan) sowie reaktive Sauerstoffmolekiile (Kalb und H6hn 2003). Letztere
spielen offenbar bei der Fanconi Andmie eine besondere Rolle, da FA-Zellen
empfindlicher als Kontrollzellen gegeniiber Luftsauerstoff sind (Schindler und Hoehn,
1988).

1.2 Gene

Durch die endogenen oder exogenen Schidigungsfaktoren entstehen in der DNA
Quervernetzungen und Doppelstrangbriiche, die normalerweise durch ein spezielles
Reparatursystem mittels Rekombinationsreparatur behoben werden. Dieses
Reparatursystem ist derzeit noch nicht vollstindig erforscht, aber es gibt Hinweise
darauf, dass Genprodukte der FA-Gene beim Reparaturprozess eine wichtige Rolle
spielen und somit eine Mutation in diesen Genen zu einer defekten Reparatur und damit
zu einer Anhdufung von DNA-Schéden in der Zelle fiihrt (Demuth et al. 2003;
Thompson et al. 2005).

Bisher sind 14 FA-Komplementationsgruppen bekannt, denen jeweils ein bestimmter
Gendefekt zugrunde liegt. Sie sind mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet:
FA-A, FA-B, FA-C, FA-D1, FA-D2, FA-E, FA-F, FA-G, FA-I, FA-J, FA-L, FA-M,
FA-N, FA-O. Den Komplementationsgruppen konnte jeweils ein Gen zugewiesen
werden (Kalb R et al. 2007a; Vaz et al. 2010). Mit Ausnahme der
Komplementationsgruppen FA-D1 (BRCA2) und FA-N (PALB2) gibt es keinen Gen-
spezifischen Phanotyp. Vielmehr scheint die Art der jeweiligen Mutation, bzw. das
Vorhandensein von Restprotein auf die Auspragung und den Verlauf der Krankheit
Einfluss zu nehmen (Nevelin et al. 2009). Einige Beobachtungen legen allerdings nahe,
dass Patienten der Komplementationsgruppe FA-G friiher an AML erkranken und dass
Patienten der Komplementationsgruppe FA-D2 im Durchschnitt schwerer betroffen sind
(Kalb et al. 2007b). Zudem scheinen bestimmte Mutationen in der Gruppe FA-C mit
weniger somatischen Auffilligkeiten verbunden zu sein (Demuth et al. 2003). In
Deutschland ist die Komplementationsgruppe FA-A mit etwa 60 % am haufigsten
(Gross, 2003).



Abbildung 1.1: Relative Groe, Exon / Intron Struktur und Mutationsspektren der
bekannten Fanconi Andmie Gene. Durch Mutation bedingte Verdnderungen sind durch
verschiedene Symbole oberhalb des Gens markiert. Symbolschliissel: I aberrantes
SpleiBen, ¥ grof3e Insertion, ® nonsens Mutation © missens Mutation, A kleine
Deletion/Insertion oder Duplikation (Kalb et al. 2007a).

1.3 Diagnostik (Zytogenetik, Flowzytometrie,
Komplementationsanalyse)

Der traditionelle Weg der Bestdtigung der klinischen Verdachtsdiagnose besteht in dem
Nachweis einer erhohten Chromosomenbriichigkeit in Anwesenheit von Mitomycin C
(MMC) oder Diepoxybutan (DEB) mittels Chromosomenbruchanalyse. Hierzu werden
in der Regel mononukledre Zellen des peripheren Blutes nach 72-stiindiger
Kurzzeitkultur verwendet. Eine erhohte Chromosomenbriichigkeit ldsst sich auch an
fetalen Zellen (z.B. mittels Chorionzottenbiopsie oder Amniozentese gewonnen), zur
Prénataldiagnostik verwenden (Auerbach 1995).

Ein alternatives Verfahren ist die Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie an
Lymphozyten (Kubbies et al. 1985; Rabinovitch et al, 1988; Seyschab et al, 1995).
Dieses Verfahren macht sich die Tatsache zunutze, dass bei FA-Patienten Zellen am
Ubergang von der S- in die G2-Phase akkumulieren. Geschidigte bzw. nicht reparierte
Zellen, die phasenspezifisch einen verdoppelten Chromosomensatz besitzen (4cDNA-
Gehalt), hdufen sich in der frithen G2-Phase an und kdnnen aufgrund ihres 4cDNA-
Gehaltes mithilfe der Durchflusszytometrie erfasst werden. Im Gegensatz zu Gesunden
haben FA-Patienten einen erhohten G2-Phasen-Wert. Ein klinisch verwertbarer
Zusammenhang zwischen der Hohe des G2-Phasen-Wertes und dem Stadium der
Krankheit wird bisher nicht postuliert, jedoch ist diese Frage nicht abschlieBend geklart
(Schindler et al. 2003; 2007).

Bei einigen FA-Patienten wurden bimodale Verteilungen der Chromosomenbruchraten
bzw. G2-Phasen-Werte ermittelt, die zwischen den Werten von Gesunden und den
Werten von Personen mit FA liegen. Diese intermedidren Befunde reflektieren das
Auftreten einer somatischen Reversion (,,Selbstkorrektur) in einem der mutierten



Allele in einer hdmatopoietischen Vorlduferzelle. Die von dieser somatisch revertierten
Zelle derivierten Blutzellen weisen keine erh6hte Sensitivitidt gegen MMC und DEB
mehr auf und sie besitzen offensichtlich einen Selektionsvorteil gegeniiber Zellen mit
zwei defekten Allelen. Im Laufe der Zeit werden alle Zellen des peripheren Blutes
durch diese neue Zelllinie ersetzt, wodurch sich in den mononukleédren Zellen des
peripheren Blutes vollstindig normale G2-Phasen-Werte ergeben und die Blutzellen
somit nicht mehr zur FA-Diagnostik geeignet sind. Bei Verdacht auf Mosaikbildung
wird die Chromosomenbruch- bzw. Zellzyklusanalyse deshalb an Fibroblastenkulturen
durchgefiihrt. Eine Mosaikbildung in einer gemeinsamen hdamatopioetischen
Vorléduferzelle fiihrt hdufig zu einer Besserung der hdmatologischen Situation eines FA-
Patienten (Gross 2003). Bisher haben sich bei FA-Patienten mit den
Komplementationsgruppen FA-A, FA-C, FA-D1, FA-D2 und FA-L
Mosaikkonstellationen entwickelt, wobei die Komplementationsgruppen FA-A und FA-
D2 am héufigsten betroffen sind (Hoehn H et al. 2007).

Die Zuordnung eines Patienten zu einer bestimmten Komplementationsgruppe erfolgt
durch aufeinander folgendes Einbringen von retroviralen Vektoren, die jeweils eines der
FA-Gene enthalten, in eine Zelle des Patienten. Wird beispielsweise ein Vektor mit dem
nintakten“ FANCA-Gen in eine Zelle eines FA-A Patienten geschleust, so normalisieren
sich die FA-typischen Eigenschaften im Bezug auf MMC und DEB. Der Patient kann
deshalb der Komplementationsgruppe A zugeordnet werden. Wiirde in die gleiche Zelle
das FANCC-Gen eingeschleust, blieben diese FA-typischen Eigenschaften (d.h. die
erhohte Sensitivitdt gegeniiber MMC) erhalten (Schindler und Hanenberg 2005).

1.4 Therapieansitze

Die Therapieansétze bei der FA haben vor allem die Behandlung des
Knochenmarksversagens zum Ziel, da eine komplette Heilung bisher nicht moglich ist.
Bei Beginn des Knochenmarksversagens ist es wiinschenswert, weitgehend stabile
Blutwerte zu erhalten. Ab einem Hb < 8 g/dl oder Thrombozytenwerten < 30.000/ml ist
es daher sinnvoll, mit einer Androgentherapie zu beginnen. Androgene bewirken v.a.
eine Steigerung der Erythrozyten- und Thrombozyten-, selten auch der
Granulozytenzahlen. Allerdings erzielen sie nur bei ca. 50 % der FA-Patienten eine
Wirkung, zudem haben sie zahlreiche Nebenwirkungen wie Verménnlichung,
frithzeitiger Epiphysenschluss und Bildung von Leberadenomen, welche in seltenen
Féllen in bosartige Tumoren libergehen kdnnen (Shimamura 2005). Eine Steigerung der
Granulozyten erreicht man zusétzlich durch die Gabe des Wachstumsfaktors G-CSF
(Rackoff et al. 1996).

Spricht ein Patient nicht auf eine Androgentherapie an, und treten bei ihm typische
Zeichen eines Erythrozytenmangels wie Tachypnoe oder Tachykardie auf, ist es
sinnvoll, Erythrozyten-Transfusionen zu verabreichen. Thrombozyten-Transfusionen
sind indiziert, wenn die Thrombozytenzahl unter 10.000/ml féllt, wenn Blutungen
auftreten oder wenn operative Eingriffe geplant sind (Shimamura 2005).

Die einzige dauerhafte Losung zur Beseitigung der himatologischen Probleme ist die
hidmatologische Stammzelltransplantation, in der Regel eine
Knochenmarkstransplantation (HSCT). Das erhohte Tumorrisiko bleibt nach KMT



allerdings erhalten, da nur die defekten Zellen des Knochenmarks ersetzt werden. Fiir
den Zeitpunkt einer KMT gibt es keine festen Regeln. Ublicherweise transplantiert man
beim Auftreten von klonalen chromosomalen Veréinderungen sowie beim Ubergang in
regelmifige Transfusionsbediirftigkeit. Das Auftreten von chromosomalen
Verdnderungen, insbesondere Duplikationen der Chromosomen 1q und 3q, sowie die
Monosomie 7, kann als pradiktiver Risikofaktor im Bezug auf die Entwicklung eines
MDS bzw. einer AML interpretiert werden, und somit als Entscheidungshilfe fiir eine
baldige KMT herangezogen werden (Neitzel et al. 2007). Steht ein Geschwisterspender
(Spender 1. Wahl) zur Verfiigung, kann die KMT auch schon bei mittelgradigem
Knochenmarksversagen erfolgen. Steht nur ein Fremdspender (Spender 2. Wahl) zur
Verfiigung, ist man eher geneigt, noch langer zu warten.

Die zur KMT benétigten Stammzellen konnen dem Spender an unterschiedlichen
Stellen entnommen werden: Aus dem Beckenkamm, dem peripheren Blut oder aus
Nabelschnurblut. Aus Nabelschnurblut kann nur eine relativ geringe Stammzell-Menge
gewonnen werden, die in etwa fiir ein kleines Kind ausreichend ist (Ebell 2005).
Préparate aus dem peripheren Blut enthalten viele Lymphozyten, daraus ergibt sich ein
hoheres Risiko fiir eine Graft-versus-Host-Reaktion, welche durch eine Entfernung der
T-Zellen aus dem Priparat verringert werden kann (Boyer et al. 2003; Eyrich et al.
2007). Aus peripherem Blut erwachsener Spender konnen grofle Stammzell-Mengen
entnommen werden, was ein schnelleres Anwachsen des Transplantates beglinstigt
(Ebell 2005).

Um eine erfolgreiche KMT durchzufiihren ist es notwendig, das Knochenmark des
Patienten zu zerstdren und eine addquate Immunsuppression durchzufiihren. Um dies zu
gewdhrleisten, erhalten Patienten, die auf eine KMT vorbereitet werden, hohe Dosen
Cyclophosphamid und eine Ganzkdrperbestrahlung. Bei FA-Patienten wirkte sich diese
Vorbereitung, wegen der erhohten Sensitivitdt gegen Strahlung und alkylierende
Substanzen wie Cyclophosphamid, fatal aus. Massive Organschidden und eine hohe
Sterblichkeitsrate in der frithen Post-Transplantationsphase sowie ein stark erhdhtes
Risiko fiir die Entwicklung von Malignomen in der spiten Post-Transplantationsphase
waren die Folge (Maschan et al. 2004). Ziel vieler Studien ist es derzeit, ein optimales
Konditionierungsprogramm fiir eine KMT bei FA-Patienten zu entwickeln, welches ein
sicheres Anwachsen des Transplantates, eine niedrige Organtoxizitdt, eine niedrige
GvHR-Rate sowie ein geringes Risiko fiir eine spatere Malignomentstehung garantiert.

Ein vielversprechendes Verfahren zur Konditionierung, welches die oben genannten
Kriterien erfiillt, verwendet Fludarabin, niedrig dosiertes Busulfan und
Antithymozytenglobulin, verzichtet also vollkommen auf eine Ganzkorperbestrahlung
und auf den Einsatz von Cyclophosphamid. Zur Immunsuppression wird eine
Kombination aus Cyclosporin A, Methotrexat und Daclizumab verwendet (Maschan
2004; Eyrich et al. 2007). Allerdings ist dies nur eines von vielen Protokollen und FA-
Patienten sollten sich vor einer geplanten KMT genau {iber die neuesten Verfahren
informieren.



1.5 Fragestellung

Am Institut fiir Humangenetik der Universitdit Wiirzburg wird seit mehr als 10 Jahren
die klinische Verdachtsdiagnose ,,Fanconi Andmie* durch eine hochauflésende
Zellzyklusanalyse bestdtigt bzw. ausgeschlossen. Dieses Verfahren ist der
konventionellen Chromosomenbruch-Analyse hinsichtlich Zeitaufwand und statistischer
Aussagekraft tiberlegen. Allerdings stellt sich seit der Erkenntnis der Moglichkeit einer
somatischen Reversion im Jahre 1997 (Lo ten Foe et al, 1997) die Problematik der
Erkennung von Mosaikkonstellationen des himatopoietischen Systems (Gross et al,
2002; Hoehn et al. 2007). Weiterhin ist die Frage ungeklart, ob zwischen der Hohe der
(G2-Phasen-Akkumulation und dem Krankheitsverlauf eine Korrelation besteht. Im
Rahmen dieser retrospektiven Arbeit sollen daher die Zellzyklusdaten von FA-Patienten
zur Auswertung kommen, bei denen mehrfache Zellzyklusanalysen in variablen
zeitlichen Abstdnden durchgefiihrt wurden. Mit dieser Auswertung soll die Frage
beantwortet werden, inwieweit die erhobenen Zellzyklusdaten konstante, fiir jeden
Patienten charakteristische Parameter darstellen, oder ob diese Werte im
Krankheitsverlauf erheblichen Schwankungen unterliegen. Falls solche Schwankungen
gefunden werden, sollen deren Ursachen im Bezug auf technische Faktoren, einen
eventuellen Mosaikstatus und den allgemeinen Krankheitsverlauf untersucht und
aufgeklart werden. Auf dem Wege der Auswertung sequentieller Zellzyklusanalysen
wird eine Verbesserung der Interpretation der individuellen Zellzyklusdaten angestrebt.



2. Material und Methoden

2.1 Zellzyklusanalyse

Als Ausgangsmaterial fiir die Zellzyklusanalyse wird heparinisiertes Vollblut
verwendet. Es wird auf dem Postweg bzw. durch Kurierdienste an das humangenetische
Labor geschickt und sollte spétestens innerhalb von 24h-48h nach Blutentnahme
bearbeitet werden. Deshalb ist es sinnvoll, das Blut moglichst am Anfang der Woche zu
entnehmen, damit es nicht zu unnétigen Verzogerungen kommt. Die Isolation der
Lymphozyten aus der Blutprobe wird im Labor unter sterilen Bedingungen mit der
Ficoll-Paque-Technik durchgefiihrt. Zuerst wird das autologe Serum durch
Zentrifugation vom Plasma getrennt und durch ein entsprechendes Volumen HBSS
(Hank's Balanced Salt Solution) ersetzt. Die entstandene Suspension wird anschlieSend
mit HBSS 1:2 verdiinnt. 4-10 ml dieser verdiinnten Suspension werden jeweils mit 3 ml
Ficoll-Paque tiberschichtet, sowie zentrifugiert (2100 rpm, 30 min, 4°C). Der HBSS-
Uberstand wird verworfen, die an der Phasengrenze angereicherten Lymphozyten
werden mit der Pipette abgezogen und erneut mit HBSS suspendiert. Nach Waschung
und Zentrifugation (900 rpm, 15 min) erhélt man ein Zellpellet, welches in RPMI 1640
Kulturflaschen suspendiert wird. Diese Suspension wird auf eine Zelldichte von 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt. Die Zellzdhlung erfolgt nach Verdiinnung mit 1%iger Essigsdure
im Verhiltnis 1:2 in einer Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer.

Zur Kultivierung der Zellen werden folgende Medien verwendet:

RPMI 1640 3.65 ml
AS (autologes Serum; 1%) 0.05 ml
FCS (fetales Kélberserum; 15%) 0.75 ml
BrdU (5-Brom-2-desoxyuridin; 10™* M) 0.05 ml
DC (2'-Desoxycytidin; 10 M) 0.05 ml
oTG (a-Monothioglycerol; 2 x 10 M) 0.01 ml
PHA (Phytohdmagglutinin; 1,2 pg/ml) 0.0225 ml

Es werden 2 Ansitze fiir die Kultivierung der Zellen hergestellt, mit und ohne BrdU.
Das RPMI-Medium wird in 50 ml-Kulturflaschen vorbereitet. Phytohdmagglutinin
(PHA) ist ein Mitogen, die Zugabe von 2'-Desoxycytidin verhindert unerwiinschte
Wirkungen von BrdU, indem es mit diesem reversible Bindungen eingeht. Es werden
jeweils 0,5 ml Zellsuspension (1 x 10° Zellen/ml) in die Kulturflaschen gegeben und es
wird MMC in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben (0, 5, 10 und 50 ng/ml).
Um lichtinduzierte Chromosomenbriiche in Anwesenheit von BrdU zu vermeiden,
werden die Flaschen mit Silberfolie umwickelt und werden aufrecht fiir 72h bei 37°C
mit 5 % CO; inkubiert. Die Ernte erfolgt unter Abdunkelung. Die Zellsuspension wird
zentrifugiert (900 rpm, 15 min), der Uberstand anschlieBend verworfen und das
gewonnene Zellpellet in 1,5 ml Einfriermedium (RPMI 1640 80 %, FCS 10 %, DMSO
10 %) geldst. Bis zur Messung werden die Proben bei -20°C gelagert.

Vor der Durchfiihrung der Durchflusszytometrie werden die Proben im Wasserbad
aufgetaut und geférbt. Dazu zentrifugiert man die Proben erst und suspendiert das
erhaltene Zellpellet anschlieBend bei 4°C in Hoechst 33258-Farbepuffer (1.2 pg/ml).



Die Suspension wird dann 15 min inkubiert. Nach Zugabe von Ethidiumbromid-
Férbepuffer wird erneut 15 min inkubiert. Die Firbeschritte finden ebenfalls im
Dunkeln bzw. bei indirektem Licht statt. Der verwendete Farbepuffer setzt sich aus
folgenden Bestandteilen zusammen:

Tris-HCL (0.1 M, pH 7.4) 10 ml
NaCL (0.154 M) 10 ml
MgCL, (0.5 M) 1 ml
CaCL; (1 mM) I ml
Nonidet P40 (0.1 %) 1 ml
BSA (bovines Serumalbumin 0.2 %) 02 g
Ampuwa (demineralisiertes Wasser) ad 100 ml

Die verwendeten Farbstoffe Hoechst 33258 und Ethidiumbromid sind
Fluoreszenzfarbstoffe. Hoechst 33258 ist ein nicht-interkalierendes Fluorochrom, es
bindet bevorzugt an AT-reiche Sequenzen der DNA. Ethidiumbromid hingegen ist ein
interkalierendes Molekiil, welches sich in DNA-Doppelstringe einlagert und einen
fluoreszierenden Komplex bildet. Die Fluoreszenzintensitit ist ein Mal fiir den DNA-
Gehalt einer Zelle und ist fiir den jeweiligen Farbstoff, bei seinem charakteristischen
Frequenzbereich, proportional zum DNA-Gehalt (Hoechst 33258: 450-500 nm;
Ethidiumbromid > 600 nm). Die Gesamt-DNA-Menge einer Zelle gibt Auskunft
dartiber, in welcher Phase des Zellzyklus sich die jeweilige Zelle befindet. In der GO-
/G1-Phase hat sie einen 2cDNA-Gehalt, der in der S-/G2-Phase auf einen 4cDNA-
Gehalt verdoppelt ist. Da die Ethidiumbromid-Fluoreszenz ein MaB fiir den Gesamt-
DNA-Gehalt eciner Zelle ist, lassen sich Zellen iiber die Intensitit dieses
Fluoreszenzwertes der jeweiligen Phase des Zellzyklus zuordnen. Ist der DNA-Gehalt
verdoppelt, so verdoppelt sich auch die Fluoreszenzintensitét.

Die Anzahl der durchlaufenen Zellzyklen wird mit Hilfe des Farbstoffes Hoechst 33258
und BrdU ermittelt. BrdU wird wéhrend der semikonservativen DNA-Replikation
anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut. Die AT-abhéngige Hoechst 33258-
Fluoreszenz verringert sich somit bei jeder Zellteilung (sogenannter ,,Quench-Effekt*).
Im zweiparametrigen Zellzyklusdiagramm &ufert sich dies durch eine
Linksverschiebung jedes weiteren Zellzyklus auf der Abszisse. Trdgt man also die
BrdU/Hoechst 33258- und die Ethidiumbromid-vermittelte Fluoreszenzintensitét
zweidimensional auf, so erhilt man ein zweiparametriges Zellzyklusdiagramm, welches
sowohl die Zuordnung zu einem der aufeinander folgenden Zellzyklen, als auch die
Zuordnung zur entsprechenden Zellzyklusphase (GO; G1; S; G2) erlaubt.



A ] Abbildung 2.1 nach: Schindler und Hohn, 1999
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Die Tafeln A-D zeigen 4 Zyklen eines zweiparametrigen

" zweidimensionalen Zytogrammes von Blutlymphozyten. Auf der
; Abszisse ist die BrdU/Hoechst 33258-Fluoreszenz aufgetragen. Die
el o | Ordinate repésentiert die Ethidiumbromid-Fluoreszenz. Zur
BrdU/Hoechst33258- [Nustration wurden die einzelnen Zellzyklen (1-4) und ihre
Fluoreszenz Kompartimente eingerahmt.

Die Messung oben beschriebener Fluoreszenzeigenschaften erfolgt mit dem
Durchflusszytometer (ICP 2; Phywe bzw. LSR 1; Becton-Dickinson). Grundlage der
Messung ist, dass die Anregung von Fluorochromen in fluoreszenzmarkierten Zellen
zur Emission von energiedrmerem Licht fiihrt. Die Intensitét des emittierten Lichtes ist
dabei zur Menge des vorhandenen Farbstoffes proportional. Werden mehrere
Fluorochrome gemessen, erfolgt die Auftrennung der einzelnen Fluoreszenzen durch
Filter- und Spiegelsysteme, welche das nach Wellenlédngen aufgetrennte Licht zu
Detektoren (Photomultiplier) weiterleiten. Die Lichtimpulse werden am Photomultiplier
in elektrische Signale umgewandelt.

Die Auswertung der Programme erfolgt computergestiitzt mit den Programmen
MULTI2D/MCYCLE sowie MPLUS. Der einzelne Zellzyklus wird interaktiv manuell
eingerahmt und auf eine parallele Achse projiziert. Dabei entstehen eindimensionale
Kurven (DNA-Histogramme), welche nach G1-, G2- und G2-Phasenanteilen beurteilt
werden. So erhdlt man die Verteilung der Zellen in den einzelnen
Zellzykluskompartimenten und andere diagnostisch wichtige Parameter, wie den Anteil
proliferierender Zellen (growth fraction, GF).

Mit dem GF-Wert lésst sich als weiterer wichtiger Parameter, der > G2/GF-Wert
berechnen. Bei Gesunden ist dieser < 0.3, am Anfang einer Mosaikbildung zwischen 0.3
und 0.4 und bei Patienten mit Fanconi Andmie > 0.4. Bei vollstdndiger Ausbildung
eines Mosaiks liegt der Y G2/GF-Wert trotz Erkrankung im Bereich unter 0.3.



Proben von Patienten mit FA weisen bei der Zellzyklusanalyse charakteristische
Merkmale auf:

e Die PHA-Stimulierbarkeit ist herabgesetzt, d.h. die nicht-proliferierende
Zellfraktion ist erhoht. Als Folge dessen ist der GO/G1-Quotient erhdht.

e Die Zellen erreichen selten den 3. bzw. 4. Zellzyklus

e Die Behandlung mit chemischen oder physikalischen Noxen flihrt zum Arrest
der Zellen in der G2-Phase der Zyklen

e > G2/GF-Werte liegen bei Patienten ohne Mosaik > 0.4

Die Zellzyklusdiagramme in Abbildung 2.2 zeigen den Vergleich einer
zweiparametrigen zweidimensionalen Messung von einem Patienten mit Fanconi
Andmie (FA) und einer Negativkontrolle (CONTROL). Der charakteristische Arrest der
Zellen in den G2-Phasen der Zyklen sowie der fehlende 4. Zyklus des FA-Patienten sind
dabei deutlich sichtbar.

CONTROL “TFA
1 ez 87 .. G2 | ™ i |
1 M | F - > |
“ G1- ‘!ipc,r GO-G1 | ol ﬂ l
| G1” | o

R W O i b BN T e - e S

Abbildung 2.2 aus: Schindler und Héhn, 1999.

2.2 Parameter der Zellzyklusanalyse und ihre Beeinflussung

Ziel dieser Arbeit ist es, die bei der Zellzyklusanalyse erhobenen Daten hinsichtlich
threr Schwankungen zu untersuchen. Nachfolgend werden deshalb die Faktoren
erldutert, welche Einfluss auf die Werte >, G2/GF und G0/G1 nehmen konnten.

2.2.1 Blutprobenalter

Die Blutprobe des Patienten sollte innerhalb von 24h-48h nach Blutentnahme bearbeitet
werden. Nach Ablauf dieser Zeitspanne kommt es zu vermehrtem Zerfall und
verminderter Stimulierbarkeit der Lymphozyten in der Probe. Die Stimulierbarkeit bzw.
das Wachstum der Lymphozyten nimmt direkten Einfluss auf die Werte Y’ G2/GF und
GO/G1. Sinkt die Stimulierbarkeit, werden die Werte grof3er.

2.2.2 Mosaikbildung

Bildet sich bei einem Patienten ein Mosaik, revertieren die Fanconi-Anidmie-Zellen
wieder zu gesunden Zellen und verlieren die typischen Eigenschaften der erkrankten
Zelle. Die Mosaikzellen akkumulieren nicht mehr in der G2-Phase und ihre
Stimulierbarkeit erh6ht sich deutlich. Die Werte ), G2/GF und G0/G1 werden als Folge
dessen kleiner.
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2.2.3 Komplementationsgruppe

Den unterschiedlichen Komplementationsgruppen liegen unterschiedliche Gendefekte
zugrunde. Es wire denkbar, dass Zellen mit unterschiedlichen Gendefekten auch
Unterschiede in der Auspragung der FA-typischen Zellmerkmale wie Arrest in der G2-
Phase und Einschrinkung der Stimulierbarkeit aufweisen, was zu einer Schwankung der
Werte > G2/GF und G0/G1 fiihren konnte.

2.2.4 Krankheitsverlauf

Die Frage, ob zwischen der Hohe der G2-Phasen-Akkumulation und dem
Krankheitsverlauf eine Korrelation besteht, ist noch nicht gekldrt. Nimmt man an, dass
eine Verschlechterung/Verbesserung im Verlauf der Erkrankung eine
Erhohung/Erniedrigung der G2-Phasen-Akkumulation bewirkt, wiirde als Folge dessen
der Wert ) G2/GF steigen/sinken. Als MaB fiir eine Verschlechterung im
Krankheitsverlauf konnten aktuelle Erythro-, Thrombo- und Lymphozytenwerte dienen.
Leider liegen diese dem Institut fiir Humangenetik nicht vor, sodass eine diesbeziigliche
Untersuchung derzeit nicht mdglich ist.

Das Auftreten von chromosomalen Aberrationen im Knochenmark eines FA-Patienten
kann ebenfalls als Krankheitsverschlechterung gewertet werden (Neitzel et al. 2007).
Ob es dadurch zu einer Verdnderung der Y G2/GF und G0/G1-Werte kommt, und wie
diese sich darstellt, wurde bisher noch nicht untersucht. Eine Erh6hung beider Werte
wire denkbar.

Ein weiteres Ereignis im Krankheitsverlauf ist das mogliche Auftreten einer
Leukémieerkrankung und es stellt sich die Frage, ob diese Einfluss auf das Werteniveau
des > G2/GF oder GO/G1-Wertes nimmt. Der Zellzyklus der leukdmisch
transformierten Zellen (leuk&dmische Blasten) scheint keine S- und G2-Phasen-
Storungen zu haben (Seyschab et al. 1995; Schindler D. et al. 2003). Ein fehlender G2-
Phasen-Arrest eines Teiles der Zellen (leukdmische Blasten) in der Probe fiihrt zu einer
Erniedrigung des Y’ G2/GF-Wertes und zur Verfilschung der Aussage der
Zellzyklusanalyse. Zellen, die durch G2-Phasen-Arrest im Zellzyklus ausscheiden,
werden zur GO — Phase gerechnet, da sie nicht mehr proliferieren. Fiir den GO/G1-Wert
bedeutet ein geringerer G2-Phasen-Arrest also ein Absinken des GO/G1-Wertes, da
weniger Zellen in die GO-Phase eintreten. Allerdings kann eine Leukdmieerkrankung
auch einen Anstieg des GO/G1-Wertes hervorrufen. Grundlage dessen ist eine
Funktionseinschrinkung von Rezeptoren leukédmischer Blasten, die bei der
Zellproliferation eine Rolle spielen. Ausdruck der dadurch verminderten
Stimulierbarkeit leukdmischer Blasten ist ein Anstieg des GO/G1-Wertes.

2.2.5 Knochenmarkstransplantation

Die KMT ersetzt die kranken Knochenmarkszellen des FA-Patienten durch gesunde
Zellen eines geeigneten Spenders. Damit normalisiert sich die Himatopoiese und die
Lymphozyten des Patienten weisen keine FA-typischen Merkmale mehr auf. Der )|
G2/GF-Wert sinkt unter 0,3 auf das Werteniveau von Gesunden. Der GO/G1-Wert ist
direkt nach einer KMT medikamentds bedingt stark erh6ht, da die immunsuppressive
Therapie nach KMT die Stimulierbarkeit der Lymphozyten herabsetzt. Eine Ausnahme
besteht, wenn nach der KMT kein vollstdndiger Spenderchimérismus existiert, was

11



bedeutet, dass neben den Knochenmarkszellen des Spenders noch Knochenmarkszellen
des FA-Patienten vorhanden sind. Das milde Konditionierungsprotokoll von FA-
Patienten vor KMT fiihrt manchmal zu diesem Uberleben von Knochenmarkszellen des
FA-Patienten. Fiir den ), G2/GF-Wert ergeben sich bei unvollstaindigem Chimérismus
hohere Werte als nach KMT erwartet, die im Bereich intermedidrer Werte zwischen 0,3
und 0,4 liegen konnen.

Die eben erlduterten beeinflussenden Faktoren sollen als Interpretationsgrundlage fiir
die Werte der einzelnen Patienten gelten.
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3. Ergebnisse

Die Population, die in dieser Arbeit untersucht wird, hat einen Umfang von 32
Patienten. Davon sind 16 weiblich und 16 méinnlich. Das durchschnittliche Alter der
Patienten zum Zeitpunkt der 1. Messung betrdgt 9,6 Jahre.

Einschlusskriterien fiir die Patienten in die Population sind mindestens 2 erfolgte
Messungen mit dem Durchflusszytometer und die definitive Bestdtigung der Diagnose
FA.

Die Einteilung der Patienten erfolgt in 3 Gruppen:

1. FA-Patienten ohne gesichertes Mosaik, ohne KMT
2. FA-Patienten mit gesicherter Mosaikkonstellation
3. FA-Patienten mit KMT

Die klinischen Daten der einzelnen Patienten sind sehr unvollstindig, sodass eine
statistische Auswertung einiger Zusammenhinge bzw. Merkmale wegen einer zu
geringen Datenmenge nicht moglich war.

In den nachfolgenden 4 Abschnitten soll mithilfe von Diagrammen die Lage der Daten
und ihre Verdnderung dargestellt werden. Weiterhin soll untersucht werden, wie
bestimmte Faktoren Einfluss auf das Werteniveau nehmen.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind die Werte in den Diagrammen nicht einzeln
beschriftet, im Werteverzeichnis sind jedoch sdmtliche Y G2/GF- und GO/G1- Werte
aufgelistet.

Je nach Datenlage werden Patienten der 3 Gruppen in einem der nachfolgenden
Abschnitte besprochen:

Beispiele fiir Standardverldufe

Beispiele fiir variable Verldufe

Beispiele fiir die Entwicklung eines somatischen Mosaiks
Anderungen des Verlaufs durch Knochenmarkstransplantation

il e
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3.1 Beispiele fiir Standardverliufe
Patient 1

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.
Klinik

Als FA-typische Merkmale fallen auf: Minderwuchs, dysplastischer Daumen rechts
(aktiv nicht beweglich), Mikrozephalie, Syndaktylie 2/3 an beiden Fiillen, typische
Facies, Pankreas anulare, membranése Duodenalstenose.

Transfusionspflichtigkeit: seit 1999 Erythrozyten, seit 1994 sporadisch
Thrombozyten

Knochenmarkstransplantation: 03/05/02

Zytogenetische Aberrationen: nein

Leukdmieerkrankung: nein

Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1988

Flowzytometrie

Patient 1 - + - QUG —a— SG2GF

100,0 0,600
90,0 -
80,0 - —4A T 0,500
70,01 1 0,400
60,0 -

50,0 -
40,0
30,0 -
20,0 L 4
10,0 |
0,0 b L o 0000

Aug 96 Aug 97 Aug 98 Aug 99 Aug 00 Aug 01 Aug 02
Zeitachse

+ 0,300
...................... e

°\°_\O\°O
MO =-NMNOM

+ 0,100

Interpretation

Leicht erhohte GO/G1-Werte von 25,8 und 44,3 sind Ausdruck einer verminderten
Lymphozytenstimulierbarkeit und typische Merkmale einer FA-Erkrankung. . G2/GF-
Werte dieses Patienten liegen bei 0,445 und 0,490 passen zu einem typischen Verlauf
eines Patienten mit FA ohne Mosaiktendenz.
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Patient 2

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Transfusionspflichtigkeit: Erythrozyten
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukédmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1980
Flowzytometrie
Patient 2 - - - Q0/Gl —A— 3 G2GF
100,0 0,700
20,0 + 0,600
80,0 -
G 700 1 0,500 (23
0  e00] 10400 2
& 500 r
| + 0,300
1 40,0 ®-------""""" <4 G
% 00 10200 F
200 0,100
10,0 1™
0,0 EE— T e T e T e — T e T O’m
Mrz 95 Mz 96 Mrz 97 Mrz 98 Mrz 99 Mrz 00
Zeitachse
Interpretation

Der Patient liegt mit ), G2/GF-Werten zwischen 0,466 und 0,610 deutlich im
Referenzbereich der an FA erkrankten Patienten. Obwohl eine minimale Erniedrigung
des Y’ G2/GF-Wertes auftritt, bewegt der Wert sich doch auf sehr hohem Niveau.
Weiterhin ist die Stimulierbarkeit der Lymphozyten herabgesetzt (hoher GO/G1-Wert)
und nimmt im Gegensatz zum ), G2/GF-Wert im Krankheitsverlauf kontinuierlich zu.
Diese Entwicklungen der Werte stehen im Widerspruch zu einer Mosaikentwicklung,
welche typischerweise durch das Sinken des ), G2/GF-Wertes und des GO/G1-Wertes
gekennzeichnet ist.

Faktoren, die einen Anhaltspunkt fiir die Schwankung der Werte geben konnten, sind in
diesem Fall nicht bekannt.
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Patient 3

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukédmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1990
Flowzytometrie
Patient 3 - - - UGl —a— > G2/IGF
100,0 0,800
%8 1 + 0,700
G 700 1 0600
0 60,0 | 1 0500 &
(’; 50,0 1 0,400 2
1 40,0 - 1 0,300 (’;
30,0 -
%20,0‘_._ WO,ZOOF
1004 T T Ttseal o .- P + 0,100
0,0 Sl il et A —L 0,000
Sep 98 Sep 9 Sep 00 Sep 01
Zeitachse
Interpretation

Auch bei diesem Patienten lassen sich im Zeitverlauf Werteschwankungen erkennen,
die ebenfalls auf hohem Niveau bleiben. Eine Erkldrung fiir die Schwankungen gibt es
durch die uns bekannten Informationen nicht. Es ist bisher keine eindeutig Tendenz zur
Mosaikentwicklung erkennbar. Bei einem weiteren Absinken des ). G2/GF-Wertes
konnte dieser eventuell den intermedidren Bereich zwischen 0,3-0,4 erreichen. In
diesem Bereich befinden sich sowohl FA-Erkrankte ohne, als auch mit beginnender
Mosaikentwicklung. Jéhrliche Verlaufskontrollen wéren bei diesem Patienten deshalb

empfehlenswert.
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Patient 4

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.

Klinik

Es besteht eine Daumenhypoplasie als typisches duBeres FA-Zeichen.

Transfusionspflichtigkeit:

sporadisch ab 1973

Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr:

1965

12/1976 Androgentherapie wird eingeleitet.
Flowzytometrie
Patient 4 - ¢ -GGl —A— 35 G2IGF
100,0 0,700
90,01 + 0,600
80,0 -
:)5 70,0 - 1050 ¥
| G
/ g’g __.--® 040 ,
G ’ | - = mom - =" - : /
4 400 ¢ - - -9 roso |
o, 30,0 + 0200 F
20,01 0,100
10,0 | 1™
0,0 ‘HH‘HH‘\HHHHH‘\HHHH‘H\HHH‘HH\HHHHH‘\‘HHHHH\‘HHHHH\HHH‘HH\ O,m
Jun 97 Jun98 Jun 99 Jun 00 Jun 01 Jun 02 Jun 03 Jun 04 Jun 05
Zeitachse

Interpretation

Beim Patienten 4 ergibt sich mit einem ), G2/GF-Wert von 0,453 ein Wert, der

eindeutig im Bereich Erkrankter liegt und die Diagnose FA sichert. Gleichzeitig spricht
der GO/G1-Wert mit 44,8 fiir eine verringerte Stimulierbarkeit der Lymphozyten, die
sich innerhalb von 6 Jahren nochmals verschlechtert. Auch der . G2/GF-Wert steigt
leicht an (0,480).

Trotz leichter Schwankungen der beiden Werte im Verlauf, bleiben sie eindeutig im
Bereich Erkrankter Patienten und veranschaulichen den Werteverlauf eines typischen

FA-Patienten ohne KMT oder Mosaikentwicklung.
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Patient 5

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.
Klinik

Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1985

Flowzytometrie

- & -GGl —a— 3 G2/GF

, 0,600
%’O P 4\

80,0 + 0,500
70,0 1 1 O4m
50,0 + 0,300
& 020
+ 0,100

MO =-NOM

- -
-= - "
- -
-

HH“HHHHH‘“HHHH“H“HHHHHHHH‘\HHHH“‘\ O,CID
Aug 93 Aug A Aug 95 Aug 96 Aug 97 Aug 98 Aug

Interpretation

Wie bei Patient 4 veranschaulicht die Lage der Werte den Verlauf eines Patienten mit
FA ohne Mosaiktendenz oder KMT. Auffillig ist die deutliche Zunahme der G0/G1-
Fraktion im zeitlichen Verlauf. Dies spricht fiir die allmdhliche Entwicklung der
aplastischen Phase der FA.
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3.2 Beispiele fiir variable Verliufe
Patient 6

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.
Klinik

Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: 02/2003
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1990

Flowzytometrie

Patient 6 - ¢ -Gl —a— > G2GF

100,0 0,600
90,0
80,0 - -+ 0,500
70,0 -
60,0 -
50,0 - -+ 0,300

40,0"' ------ ’_-""x
30,0 - * - 0,200

20,0 - .
el ®— 010

0,0 b - 0,000
Okt 99 Okt 00 Okt 01 Okt 02 Okt 03

MO =NMNOM

Interpretation

Sowohl der > G2/GF-Wert, als auch der GO/G1-Wert zeigen bei diesem Patienten einen
variablen Verlauf. Anfangs liegt der Y G2/GF-Wert mit 0,553 in einem Bereich, der
keinen Anhalt fiir die Bildung eines Mosaiks gibt. Zu Messzeitpunkt 3 und 4 sinkt der
Wert deutlich, sodass an ein in Entwicklung befindliches Mosaik gedacht werden
konnte. Aufgrund der weiterhin bestehenden ausgepriagten Sensitivitit der Zellen gegen
Mitomycin C kann ein Mosaikstatus nicht bewiesen werden. Ein erneuter Anstieg des

> G2/GF-Wertes spricht ebenso gegen den Mosaikverdacht. Falls sich in den Jahren 99
bis 01 ein Mosaik entwickelt hat, war dieser Vorgang instabil und ist wieder riicklaufig.
Der GO/G1-Wert ist trotz leichter Schwankungen im Gesamtverlauf deutlich gesunken.
Dies weist auf eine verbesserte Mitogen-Antwort der Lymphozyten hin und unterstiitzt
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den Verdacht einer Mosaikentwicklung. Eine flowzytometrische Messung nach KMT
war aufgrund fehlenden Zellwachstums infolge Immunsuppression nicht gelungen.
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Patient 7

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik

Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1993

Flowzytometrie

Patient 7 -+ - QUCT —a— SC&XCF

100,0 0,600

90,0 -
80,0 - + 0,500

A—
70,0 - + 0,400
60,0 -
50,0 - + 0,300
40,0 -

30,0 *

20,0 - .. ;
: - + 0,100
10,0 .

0,0 H‘HHHH\H‘HHHH\H‘HHHH\H‘HHHH\H‘HHHH\‘HHHHH\‘HHHHH\‘HHHHH\‘HHHHH\ O,M
Jun98 Jun99 Jun00 JunO1 Jun02 Jun03 Jun04 Jun05 Jun06 Jun 07

Zeitverlauf

_-®. 1 0,200

MmO =-NOM

-
S - o
-
-

Interpretation

Der ), G2/GF-Wert sinkt innerhalb von 7,5 Jahren von einem Bereich eindeutig
Erkrankter in den intermedidren Bereich zwischen 0,3 und 0,4 ab. In diesem konnen
sich sowohl die Werte Erkrankter als auch die Werte von Patienten mit beginnendem
Mosaik befinden. Tendenziell sinken die Y’ G2/GF-Werte von Messung zu Messung ein
wenig. Die anfangs mit einem Wert von 35,0 verringerte Stimulierbarkeit normalisiert
sich im Verlauf fiir kurze Zeit (16,0), steigt dann jedoch wieder an. Die Werte der
letzten Messung im Nov. 06 haben sich im Gegensatz zur vorherigen Messung im Nov.
05 verbessert. Es besteht jedoch weiterhin eine leicht verringerte Stimulierbarkeit der
Zellen. Obwohl der )’ G2/GF-Wert tendenziell sinkt, kann eine Mosaikbildung weder
bestétigt noch ausgeschlossen werden. Empfehlenswert sind jahrliche
Verlaufskontrollen bei weiterem Absinken des Y, G2/GF-Wertes.
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Patient 8

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik

Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1997

Flowzytometrie

Patient 8 - ¢ - GO/Gl —a—> G2/GF

100,0 0,600
90,0 -
80,0
70,0 -
60,0

-+ 0,500

>
10400 g

2
/

ul G
30,0 - 0,200 E

% 20,01 + 0,100

-+ 0,300

0,0 It 0,000
Jul 97 Jul 98 Jul 99 Jul 00 Jul 01 Jul 02

Interpretation

GO0/G1-Werte zwischen 37,0 und 47,0 stehen fiir schlechte Stimulierbarkeit der
Lymphozyten des Patienten und mit der Diagnose FA im Einklang. Intermediére )’
G2/GF-Werte (0,370 und 0,310), die dann in den Bereich Erkrankter ohne Anhaltspunkt
fiir Mosaikbildung steigen, schlieBen eine derzeitig bestehende Mosaikbildung aus.
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Patient 9

Komplementationsgruppe

Unbekannt

Klinik

06/1997 Es besteht eine Daumenhypoplasie bds. sowie eine
zunehmende Panmyelopathie

Transfusionspflichtigkeit:
Knochenmarkstransplantation:

Zvytogenetische Aberrationen:
Leukédmieerkrankung:
Blutprobenbesonderheiten:

Geburtsjahr:

Flowzytometrie

seit 1998; zusitzlich Androgentherapie
nein

nein

seit 06/1999 AML

nein

1990

Patient 9

100,0

- o= = QU/GI —A—ZCQ/Gﬁ

0,600

90,0 1A
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0
40,0 -
% 30,0 -
20,0 - = °
10,0
0,0

- 0,500

- 0,400

~NOM

e ' 0,300
{0200 G
F

-+ 0,100

0,000

Jul 97

Jul 98 Jul 99
Zeitachse

Interpretation

Bei diesem Patienten steigt der GO/G1-Wert von 15,5 (normale Stimulierbarkeit der
Lymphozyten) auf 37,4 (verringerte Stimulierbarkeit) und dann nochmals auf 81,5
(stark verringerte Stimulierbarkeit) an. Der ), G2/GF-Wert sinkt von 0,540 auf 0,327 in
den intermedidren Bereich ab. Eine Erklarung fiir die Schwankung der Werte konnte die
seit Juni 99 bekannte Leukdmieerkrankung des Patienten sein (Seyschab et al., 1995).
Die Stimulierbarkeit von Lymphozyten kann wéihrend der Erkrankung durch
Rezeptorverdnderungen auf den leukdmischen Zellen (Blasten) beeintrachtigt sein.
Durch den fehlenden G2-Phasen-Arrest von leukdmischen Blasten kann der Y G2/GF-

Wert absinken.
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Patient 10

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik

Die Patientin weist keine FA-typischen &duferlichen Merkmale auf.

Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1981

06/1994 Es treten gehduft Schleimhautblutungen und Himatome auf,
aullerdem fillt eine Panzytopenie auf. Die Verdachtsdiagnose FA
wird 1994 in Heidelberg bestitigt.

Flowzytometrie
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Interpretation

G0/G1-Werte zwischen 21,6 und 31,3 stehen fiir reduzierte Stimulierbarkeit der
Lymphozyten des Patienten und mit der Diagnose FA im Einklang. Ein intermediérer
G2/GF-Wert (0,325), der dann allerdings in den Bereich definitiv Erkrankter steigt,
spricht gegen eine Mosaikbildung.
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Patient 11

Komplementationsgruppe

Unbekannt

Klinik

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukédmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1990

Unter Oxymetholontherapie stabilisieren sich die Blutwerte des Patienten.

Flowzytometrie
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Interpretation

Es zeigt sich ein deutlicher Abfall des >, G2/GF-Wertes von 0,536 auf 0,349, bei
méBiger Verschlechterung der Stimulierbarkeit (Anstieg des GO/G1 — Wertes auf 36,3).
Der im Verlauf von 7 Jahren deutlich gesunkene )’ G2/GF-Wert konnte auf eine
Mosaikentwicklung hinweisen. Weitere Verlaufskontrollen im Bezug auf eine
Mosaikentwicklung sind anzuraten.
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Patient 12

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.
Klinik

Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1997

Flowzytometrie
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Interpretation

Die Stimulierbarkeit der Lymphozyten des Patienten ist mit GO/G1-Werten zwischen
15,1 und 18,2 normal, verglichen mit der Altersgruppe Gesunder und kénnte Ausdruck
einer Mosaikbildung sein. Die initial niedrigen )’ G2/GF-Werte konnten einzeln
betrachtet ebenfalls fiir ein in Entwicklung befindliches Mosaik sprechen. Im Vergleich
mit anderen Patienten sind die Werte zwar niedriger, bleiben aber auf diesem niedrigen
Niveau stabil. Bei der Entwicklung eines vollstindigen Mosaiks wiirde man ein
kontinuierliches Sinken des ), G2/GF-Wertes erwarten. Moglicherweise ist eine
Mosaikentwicklung im Gange. Enge Verlaufskontrollen in jahrlichen Abstédnden sind
empfehlenswert.
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3.3 Beispiele fiir die Entwicklung eines somatischen Mosaiks

Patient 13

Komplementationsgruppe

Unbekannt

Klinik

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zvytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1994
Flowzytometrie
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Interpretation

Der GO/G1-Wert des Patienten sinkt innerhalb von 7 Jahren von 49,8 auf 15,3 und
befindet sich zum letzten Messzeitpunkt somit im Bereich normal stimulierbarer
Lymphozyten. Der ) G2/GF-Wert im Mirz 98 lisst an eine Mosaikentwicklung
denken, die, wenn vorhanden, allerdings instabil ist, da die ). G2/GF-Werte wieder in
den intermediédren Bereich steigen (0,319, 0,341, 0,335). AnschlieBende Kontrollen im
August 06 und April 07 bestétigen jedoch die anhand einer Fibroblastenkultur
gefundene Mosaiksituation des Patienten. Die bereits erwidhnte normale
Stimulierbarkeit der Lymphozyten steht ebenfalls im Einklang mit der Entwicklung

eines Mosaiks.
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Patient 14

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Beim Patienten ist eine Mosaikkonstellation gesichert.

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1973

Flowzytometrie
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Interpretation

Bei diesem Patienten zeigt sich ein kontinuierliches Absinken des ), G2/GF-Wertes als
typisches Beispiel fiir eine Mosaikentwicklung, die stabil ist, im Gegensatz zur
Mosaiksituation von Patient 1. Eine Erkldrung fiir die im Dez 04 beobachtete sehr hohe
GO0/G1-Fraktion (63,2) findet sich nicht.
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Patient 15

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik

Beim Patienten ist ein vollstindiges Mosaik durch Fibroblasten-Untersuchung gesichert.

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: Probe 2 war 3 Tage unterwegs
Geburtsjahr: 1989
Flowzytometrie
Patient 15 - - - GGl —p—> G2/IGF
100,0 0,600
0,500
>
10400 g
0,300 7
+ 0,200 G
F
+ 0,100
0,0 \HHHHH‘\‘HHHHH\H‘H‘HH‘\HHHHH‘\HHH‘HHHHH"H‘\‘HHHHH\HHHH‘H\HHH‘HHHHHHH‘\HHHH‘H\ O,W

Ma Ma Ma Mai Mai Mai Mai Mai Mai Mai Mai Mai
B HA 95 97 98 9 00 01 02 03

Zeitachse

Interpretation

Auch hier zeigt sich klar der mosaiktypische Abfall des >, G2/GF-Wertes in den
Bereich Gesunder. Das Ansteigen des G0/G1-Wertes wihrend der Mosaikentwicklung
ist eher gegensitzlich zu den Erwartungen fiir diesen Wert. Moglicherweise hat die

lange Transportdauer der Blutprobe zu einem vermehrten Zerfall von Lymphozyten in
der Probe gefiihrt, der Ursache des hohen GO/G1-Wertes zum Zeitpunkt Mai 02 ist.
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Patient 16

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik

06/2005 Die Verdachtsdiagnose FA wird mit Hilfe von Hautfibroblasten
bestitigt. Es hat sich ein vollstindiges Mosaik entwickelt.

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1998

Flowzytometrie
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Interpretation

Das im Juni 2006 anhand von Fibroblastenkulturen gesicherte Mosaik bestand schon
zum Zeitpunkt der 1. Messung mit einem )’ G2/GF-Wert von 0,204, welcher innerhalb
von 4 Jahren noch tiefer in den Bereich von Gesunden gesunken ist. Gleichzeitig
erniedrigte GO/G1- und ) G2/GF-Werte, wie man sie bei der Entwicklung eines
kompletten Mosaikstatus erwartet, sind bei diesem Patienten gut zu erkennen. Die
Lymphozyten sind mithilfe der Flowzytometrie nicht mehr von Lymphozyten Gesunder
zu unterscheiden.
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Patient 17

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Beim Patienten ist eine Mosaikkonstellation gesichert.

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1951

Flowzytometrie
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Interpretation

Da die Patientin trotz guter Stimulierbarkeit der Lymphozyten und nur leichter
Erhohung des Y G2/GF-Wertes FA-typische Symptome wie Thrombozyto-, und
Erythrozytopenie aufwies, wurde eine Fibroblastenkultur im Hinblick auf eine FA-
Erkrankung mit bereits bestehender Mosaikbildung untersucht. Dabei wurde die
Diagnose FA bestitigt. Die Lage der Werte spiegelt den Verlust der FA-typischen
Zelleigenschaften bei der Entwicklung eines Mosaiks wieder. Bemerkenswert ist
insbesondere der sehr niedrige GO/G1-Wert, welcher die exzellente Mitogenantwort der
revertierten Lymphozyten illustriert.
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Patient 18

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Beim Patienten ist ein vollstdndiges Mosaik gesichert.

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1979

Flowzytometrie
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Interpretation

Der niedrige Y, G2/GF-Wert von 0,209 bei der ersten Messung spricht fiir eine
Mosaikbildung, welche anhand von Fibroblastenkulturen gesichert wurde. Ein weiteres
Absinken des Wertes iiber 0,176 nach 0,163 zeigt, dass das Mosaik zum ersten
Messzeitpunkt noch nicht vollstindig ausgebildet war. Auch das Absinken des GO/G1-
Wertes auf ein Werteniveau, das normale Stimulierbarkeit anzeigt, spricht fiir eine
erfolgreiche und persistente Mosaikentwicklung.
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Patient 19

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Beim Patienten ist ein vollstdndiges Mosaik gesichert.

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: nein
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1974

Flowzytometrie
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Interpretation

Beim Patienten ist ein Mosaik anhand von Fibroblastenkulturen gesichert. >, G2/GF-
Werte knapp an der Grenze zwischen dem intermedidren Bereich und dem Bereich
Gesunder bzw. vollstandiger Mosaike lassen weitere Verlaufskontrollen sinnvoll
erscheinen. Dabei wird sich zeigen, ob das Mosaik auf diesem Niveau stabil, riicklaufig
oder noch in Entwicklung ist. GO/G1-Werte zwischen 16,2 und 29,1 stehen im Einklang
mit der Entwicklung eines Mosaiks.
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3.4 Anderungen des Verlaufs durch KMT
Patient 20

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik

Im Alter von 4,5 Jahren fillt bei dem Patienten erstmals eine Thrombopenie auf.
AuBerlich sind einige Café-au-Lait-Flecken erkennbar.

Transfusionspflichtigkeit: Thrombozyten; sporadisch ab 1988 bis 1991
Knochenmarkstransplantation: 27/08/91
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukidmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: Probe 3 war vor der Aufbereitung 5 Tage lang
unterwegs, Probe 4 3 Tage lang und Probe 5 6
Tage lang.
Geburtsjahr: Unbekannt
Flowzytometrie
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Interpretation

Anhand der Lage der GO/G1-, und )’ G2/GF-Werte kann man den Einfluss einer KMT
auf das Zellzyklusverhalten der peripheren kernhaltigen Blutzellen gut nachvollziehen.
Die beiden Wertepaare vom Juni 88 und August 91 liegen zeitlich gesehen vor KMT
und spiegeln mit erhohten Y. G2/GF-Werten (0,442 und 0,347) und leicht verringerter
Lymphozytenstimulierbarkeit (21,8 und 31,2) Merkmale der FA-Erkrankung wieder. 4
Monate nach KMT liegt der >, G2/GF-Wert mit 0,165 im Bereich Gesunder Patienten
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und bleibt bei 2 weiteren Messzeitpunkten auf diesem niedrigen Niveau stabil (0,146
und 0,141). Der GO/G1-Wert zu Messzeitpunkt 3, direkt nach KMT, ist mit 72,5 stark
erhoht im Vergleich zu den Werten vor KMT. AnschlieBend sinkt der GO/G1-Wert auf
32,4 und einige Monate spiter auf 19,8, einem Wert, der fiir normale Stimulierbarkeit
der Lymphozyten steht. Erklarbar sind die starken Schwankungen des GO/G1-Wertes im
Verlauf durch die begleitende immunsuppressive Therapie bei KMT. Sie schréinkt die
Lymphozytenstimulierbarkeit unmittelbar nach der Transplantation massiv ein und fiihrt
so zu hohen GO/G1-Werten. Mit der Dosisreduktion der immunsuppressiven Therapie
sinken die G0/G1-Werte wieder auf das normale Niveau.

Zusitzlich sind die Blutproben des Patienten iiberdurchschnittlich lange unterwegs
gewesen. Eine dadurch mogliche Erhohung der GO/G1- und }, G2/GF-Werte ist jedoch
nicht zu erkennen.
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Patient 21

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-G.
Klinik
Postnatal werden beim Patienten eine Facialisparese rechts, Strabismus konvergens,

Mikroophtalmie, Pigmentanomalien, Hypoplasie der Daumen, Klinodaktylie beidseits,
Nierenagenesie links, Doppelniere rechts und ein Pankreas anulare diagnostiziert.

Transfusionspflichtigkeit: seit 11/1997 bei Panzytopenie; Therapiebeginn mit
Androgenen

Knochenmarkstransplantation: 04/12/00

Zytogenetische Aberrationen: festgestellt 09/1999

Leukémieerkrankung: 09/1999 4% Blasten im Blutbild

Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1994

09/1999 Neben zytogenetischen Aberrationen wird ein myelodysplastisches
Syndrom diagnostiziert.

Flowzytometrie
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Interpretation

Y. G2/GF-Werte des Patienten vor KMT liegen im Bereich Erkrankter ohne Verdacht
auf eine Mosaikkonstellation und schwanken im Verlauf nur minimal. Der GO/G1-Wert
vor KMT, Ausdruck der Stimulierbarkeit der Lymphozyten, ist zundchst stark verringert
(60,9), dann leicht verringert (28,2) und anschlieBend wieder stark verringert (55,9).
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Eine Erklarung dieser Schwankung konnte der Nachweis von 4% Blasten im Blutbild
zum 2. Messzeitpunkt (28,2) sein. Das Vorhandensein von Blasten in der Blutprobe
kann eine Erhohung oder Erniedrigung des GO/G1-Wertes hervorrufen. Der )’ G2/GF-
Wert nach KMT, welche eine vollstindige funktionelle Reversion des Knochenmarks
bewirkt, liegt mit 0,124 wie erwartet im Bereich Gesunder. Der stark erhohte GO/G1-
Wert erklért sich durch den Einsatz immunsuppressiver Medikamente wihrend bzw.
nach KMT.
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Patient 22

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: 10/03/00
Zytogenetische Aberrationen: 09/1999 MDS mit Monosomie 7
Leukédmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: Probe 1 ist bei Aufbereitung bereits 5 Tage alt
Geburtsjahr: 1993
03/2000 Allogen-verwandte KMT, Spenderin Schwester.
Konditionierung: Fludarabin, ATG
Flowzytometrie
Patient 22 - & - QO/Gl —h— > G2/IGF
100,0 0,800
90,0 1+ 0,700
G 38’8 ‘ 4 0600 2
0 ’ I G
, 600 : 0500
G 50,0 + 0,400 /
40,0 0
1 ’ O - 0,300 G
30,0
o/o 20,0 " I 0,200 F
10,0 -+ 0,100
0 I S S S Y ‘ “““““ -L 0,000
Feb 97 Feb 00 Feb 01
Interpretation

> G2/GF-Werte vor KMT liegen im Vergleich zu anderen Patienten mit 0,691 und
0,703 besonders hoch und bestétigen die Diagnose FA. Eine Korrelation zwischen der
Hohe des G2-Phasen-Arrestes und dem Schweregrad des Krankheitsverlaufs konnte
bisher noch nicht festgestellt werden. Der GO/G1-Wert fallt zum 3. Messzeitpunkt mit
5,0 aus der Reihe. Eine Erklarung dafiir findet sich anhand der vorhandenen Information
jedoch nicht. Nach KMT zeigt sich der typische Abfall des Y}’ G2/GF-Wertes in den
Bereich Gesunder sowie der medikamentds bedingte Anstieg des GO/G1-Wertes.
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Patient 23

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-C.

Klinik
Transfusionspflichtigkeit: Thrombozyten; seit 10/1998
Knochenmarkstransplantation: 05/01/02
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukédmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: griinliches Serum bei der 4. Flowzytometrie am
16/01/02
Geburtsjahr: 1988
Flowzytometrie
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Interpretation

Die ersten 3 Messungen lassen einen relativ gleichmiBigen Verlauf des ), G2/GF-
Wertes mit nur geringen Schwankungen erkennen. Im Gegensatz dazu schwankt der
GO0/G1-Wert erheblich. Nach KMT ist die Stimulierbarkeit (hoher GO/G1-Wert) in
starkem MafRe erniedrigt, der )| G2/GF-Wert sinkt in den Bereich Gesunder. Dort
befindet er sich allerdings an der Grenze zum intermedidren Bereich, in welchem Werte
kranker Patienten liegen. Ublicherweise sind ¥ G2/GF-Werte transplantierter Patienten
niedriger als 0,275. Eine mogliche Erklarung fiir die Erh6hung konnte durch den
Zustand der Probe erkldrbar sein (griinliches Serum), welcher zusitzlich zur
Immunsuppression, die Stimulierbarkeit der Lymphozyten herabsetzt.
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Patient 24
Klinik

Beim Patienten fallen Himatome, eine relative Mikrozephalie mit Mikrophtalmus und
ein perimembrandser Ventrikelseptumdefekt auf.

Transfusionspflichtigkeit: seit der Geburt (1-2 TK/Woche)
Knochenmarkstransplantation: 04/2000 1. KMT (ABO-, HLA-idente
Schwester

05/2000 Transplantatversagen
06/2000 2. KMT

Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1999
Flowzytometrie
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Interpretation

Mit 0,307 und 0,343 ergeben sich initial )| G2/GF-Werte im unteren Grenzbereich
anderer Personen mit FA. Eine Untersuchung im Hinblick auf eine beginnende
Mosaikbildung erfolgte nicht. Nach KMT zeigt sich als typisches Merkmal ein geringes,
medikamentds bedingtes Lymphozytenwachstum (G0/G1-Wert von 80,0) und der
G2/GF-Wert liegt nun im Bereich Gesunder. Bei einer weiteren Kontrolle im Juni 06
erkennt man eine immer noch reduzierte Mitogenantwort bei einem G0/G1-Wert von
55,6. Insgesamt sicht man den typischen Verlauf der Flowzytometriewerte eines
knochenmarkstransplantierten Patienten.
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Patient 25

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.

Klinik

Transfusionspflichtigkeit: seit 07/1998 Polytransfusionen mit Thrombozyten
und Erythrozyten

Knochenmarkstransplantation: 16/03/99

Zytogenetische Aberrationen: 03/1999 25 von 30 Knochenmarkszellen haben
Monosomie 7 + zusétzliche Aberrationen

Leukdmieerkrankung: nein

Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr:

1987

07-09/1998  Therapieversuch mit Ciclosporin A, Erythropoetin, G-CSF
und Steroiden
09/1998- Therapie mit Androgenen, Erythropoetin und G-CSF
02/1999
03/99 Allogene periphere Blutstammzelltransplantation, CD 34"
angereichert vom HLA- und ABO-differenten Vater. Konditionierung mit
Fludarabin und ATG. Anfangs gute himatopoetische Regeneration mit
spaterem Abfall der Zellen.
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Interpretation

Medikamentds bedingte Erhohung des GO/G1-Wertes (68, 7 und 71,9) und Absinken
des > G2/GF-Wertes in den Bereich Gesunder als typische Merkmale nach KMT sind
auch bei diesem Patienten erkennbar. Es fillt jedoch auf, dass der GO/G1-Wert auch
noch einige Monate nach KMT stark erhoht ist (71,9) und nicht absinkt. Ein hoher )’
G2/GF-Wert von 0,548 und GO/G1-Wert von 34,6 vor KMT sprechen fiir die Diagnose
FA.
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Patient 26

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.
Klinik

Der Patient hat Pigmentanomalien, typische Facies, Mikrophtalmie, relative
Mikrozephalie, Daumenhypoplasie links und eine Beckenniere rechts.

Transfusionspflichtigkeit: seit 02/1999
Knochenmarkstransplantation: 09/06/99
Zvytogenetische Aberrationen: 72 % der Knochenmarkszellen weisen Monosomie
7 auf
Leukidmieerkrankung: prialeukdmisch
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1987
05/1995- Androgentherapie
04/1999
06/99 PBSCT (HLA A-, B-, DRB1-identer, unverwandter
Spender). Gute hamatopoietische Regeneration nach
KMT.
Flowzytometrie
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Interpretation

Auffallig bei diesem Patienten ist die ungewdhnliche Lage des ). G2/GF-Wertes nach
KMT. Typisch wire ein Abfall des )’ G2/GF-Wertes in den unteren Bereich Gesunder
Patienten. In diesem Fall liegt er jedoch mit 0,243 im oberen Bereich Gesunder und

steigt im weiteren Verlauf mit 0,332 in den Bereich intermedidrer Werte. Der zellulédre
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FA-Phénotyp ist nach KMT noch zu erkennen. Anscheinend hat sich nach KMT kein
vollstdndiger Chimédrismus ausgebildet, was darauf zuriickzufiihren ist, dass beim
milden FA-Konditionierungsprotokoll manchmal Knochenmarkszellen des FA-
Patienten iiberleben. Diese FA-Zellen weisen im Gegensatz zu Gesunden einen
erhohten G2-Phasen-Arrest bei der Zellzyklusanalyse auf und sind die Ursache dafiir,
dass der ). G2/GF-Wert nicht wie erwartet unter 0,3 absinkt, sondern weiterhin erh6ht
ist. Die geringe Stimulierbarkeit mit GO/G1-Werten von 32,4 und 93,3 ist
medikamentds bedingt und nach KMT zu erwarten.
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Patient 27

Komplementationsgruppe

Unbekannt

Klinik

Transfusionspflichtigkeit: seit 08/1999 fiir Erythrozyten und Thrombozyten
Knochenmarkstransplantation: 28/02/00

Zytogenetische Aberrationen: nein

Leukédmieerkrankung: nein

Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1992

02/2000 KMT (HLA-haploidente (5/6 idente), AB0O-idente Schwester).
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Interpretation

Medikamentos bedingte Erhohung des GO/G1-Wertes (80,1) und Absinken des )’
G2/GF-Wertes in den Bereich Gesunder (0,117) als typische Merkmale nach KMT sind
auch bei diesem Patienten erkennbar. Die Y, G2/GF- und G0/G1-Werte vor KMT sind
typisch fiir einen Standardverlauf der Werte eines FA-Patienten, da sie trotz kleiner
Schwankungen im Bereich Erkrankter ohne Mosaiktendenz bleiben. Dies gilt ebenso fiir
die GO/G1-Werte, wobei die Post-KMT-Erhohung ungewdhnlich lange persistiert.
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Patient 28

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik

Der Patient hat eine FA-typische Facies und Pigmentanomalien.

Transfusionspflichtigkeit: 01/1991-09/1995
Knochenmarkstransplantation: 29/10/99
Zytogenetische Aberrationen: 11/1996 del(7)(q32-q36)

6/1999 weitere Zunahme
Leukdmieerkrankung: seit 09/1999 AML
Blutprobenbesonderheiten: Probe 3 ist bei Aufbereitung bereits 4 Tage alt
Geburtsjahr: 1985

10/1999  Eine unverwandte, periphere Blutstammzelltransplantation wird
durchgefiihrt. AnschlieBend gute hdmatopoietische Regeneration.

Flowzytometrie
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Interpretation

Ein Standardverlauf eines knochenmarkstransplantierten FA-Patienten mit
medikamentds bedingtem Anstieg des GO/G1-Wertes nach KMT, anschlieSend
beginnender Normalisierung und dem Abfall des )’ G2/GF— Wertes in den Bereich
Gesunder ist hier erkennbar. Eine Beeinflussung der 3. Messung durch das erhdhte Alter
der Blutprobe ist nicht zu erkennen, der GO/G1-Wert konnte dadurch etwas zu hoch
gemessen sein.
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Patient 29

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe FA-A.

Klinik

Transfusionspflichtigkeit: seit 06/1999 Thrombozyten und Erythrozyten;
zusitzlich Androgentherapie

Knochenmarkstransplantation: 06/12/01

Zytogenetische Aberrationen: 11/1996 Deletion im langen Arm Chromosom 7
02/2001 wieder verschwunden
10/2001 Partielle Monosomien 22q11.2-22qter

Leukémieerkrankung: nein

Blutprobenbesonderheiten: nein

Geburtsjahr: 1987

12/2001 Periphere Blutstammzelltransplantation von unverwandtem
Spender. AnschlieBend gute himatopoietische Regeneration.

Flowzytometrie
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Interpretation

Medikamentds bedingte Erhohung des GO/G1-Wertes (91,9) und Absinken des )’
G2/GF-Wertes (0,153) in den Bereich Gesunder als typische Merkmale nach KMT sind
auch bei diesem Patienten erkennbar.
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Patient 30

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: 04/2001 1. KMT (HLA-idente Schwester)
06/2001 2. KMT (HLA-idente Schwester)
09/2001 3. KMT (PBSCT, HLA-11/12-identer,
unverwandter Spender)
Zvytogenetische Aberrationen: nein
Leukédmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: 1992
Flowzytometrie
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Interpretation

Mit einem ). G2/GF-Wert von 0,580 findet sich ein Wert, der die Diagnose FA
bestdtigt. In einem zeitlichen Abstand von etwa 1 Jahr sinkt dieser Wert auf 0,380 und
eine partielle Mosaikbildung wére denkbar, obwohl ein gleichzeitig stark erhohter
GO0/G1-Wert von 77,8 eher nicht fiir eine Mosaikbildung spricht. Eine weitere
Beobachtung dieses Verdachtes ist allerdings nicht moglich da nach einigen Monaten
eine KMT durchgefiihrt wurde, die eine Erh6hung des GO/G1-Wertes (98,0) und ein
Absinken des Y’ G2/GF-Wertes (0,113) in den Bereich Gesunder als typische Merkmale
nach KMT erkennen lésst.
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Patient 31

Komplementationsgruppe

Unbekannt
Klinik
Transfusionspflichtigkeit: unbekannt
Knochenmarkstransplantation: 20/07/01
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukédmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: Probe 1 war EDTA- anstatt Heparin-Rohrchen
Geburtsjahr: 1997
07/2001 Allogen-verwandte KMT. Stabiles Engraftment fiir alle 3 Blutlinien.
Flowzytometrie
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Interpretation

Bei diesem Patienten wurde anstatt der iiblichen, mit Heparin versetzten Blutprobe ein
EDTA-RG&hrchen zur Blutentnahme verwendet. Dies konnte eine Ursache fiir die
Verminderung der Lymphozytenstimulierbarkeit sein (28,2). Weiterhin erkennt man den
typischen medikamentds bedingten Anstieg des GO/G1-Wertes (58,2) und das Absinken
des Y. G2/GF-Wertes (0,173) in den Bereich Gesunder nach KMT.
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Patient 32

Komplementationsgruppe

Der Patient gehort zur Komplementationsgruppe D2.
Klinik

Transfusionspflichtigkeit: nein
Knochenmarkstransplantation: 02/04/06
Zytogenetische Aberrationen: nein
Leukdmieerkrankung: nein
Blutprobenbesonderheiten: nein
Geburtsjahr: Unbekannt

Flowzytometrie
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Interpretation

Die Lymphozytenstimulierbarkeit ist mit einem G0/G1-Wert von 5,6 zum 1.
Messzeitpunkt im normalen Bereich. Gleichzeitig ergibt sich ein Y, G2/GF-Wert von
0,276, der im oberen Bereich Gesunder liegt. Eine ausgepragte Sensitivitdt der Zellen
auf Mitomycin C bestdtigt jedoch die Diagnose FA. Normale Stimulierbarkeit und
erniedrigte )’ G2/GF-Werte sind Kennzeichen von Patienten mit partieller
Mosaikbildung und sprechen fiir eine angehende Mosaikbildung bei diesem Patienten.
Zum 2. Messzeitpunkt liegen die Werte des Patienten mit einem G0/G1-Wert von 25,8
und einem ) G2/GF-Wert von 0,414 allerdings nicht mehr im Bereich von
Mosaikpatienten. Ein Mosaik zum ersten Messzeitpunkt war entweder nicht vorhanden
oder ein eventuell in Entwicklung befindlich gewesenes Mosaik war riicklaufig. Andere
Faktoren, welche die niedrigen Werte des 1. Messzeitpunktes erklaren konnten, sind in
diesem Fall nicht vorhanden. Zum 3. Messzeitpunkt erkennt man den typischen
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medikamentds bedingten Anstieg des GO/G1-Wertes (65,5) und das Absinken des )|
G2/GF-Wertes (0,184) in den Bereich Gesunder nach KMT.
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3.5 Zusammenfassende Darstellung der Datenlage aller Patienten

> G2/GF-Werte aller Patienten *2G2GF
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Diagramm 3.1

In Diagramm 3.1 sind die Werte aller Patienten, aufgegliedert in Gruppe 1 (>.G2/GF,
entspricht Patienten ohne Mosaik bzw. KMT), Gruppe 2 (3 G2/GF M, entspricht
Patienten mit gesichertem Mosaik) und Gruppe 3 (3. G2/GF K, entspricht Patienten bei
welchen eine KMT durchgefiihrt wurde), zu sehen. Die X-Achse bildet den zeitlichen
Abstand der Messungen ab, wobei zum Zeitpunkt 0 die Erstdiagnose erfolgte. Dabei
lasst sich erkennen, dass die ) G2/GF-Werte von Patienten mit Mosaik durchschnittlich
niedriger als > G2/GF-Werte von Patienten ohne Mosaik/KMT sind. Die ) G2/GF-
Werte von Patienten vor KMT liegen im Bereich an FA erkrankter (> 0,4) und nach
Transplantation auch im Bereich Gesunder unter 0,3.
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GO0/G1-\\Werte aller Patienten
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Diagramm 3.2

Die GO/G1-Werte von Patienten der Gruppe 1 (GO/G1, entspricht Patienten ohne KMT
bzw. Mosaik) und Patienten der Gruppe 2 (G0/G1 M, entspricht Patienten mit
gesichertem Mosaik) liegen in liberlappenden Bereichen, ein signifikanter Unterschied
ist nicht zu erkennen. Dagegen lésst sich ein Unterschied im Werteniveau des GO/G1-
Wertes zwischen den Gruppen 1/3 und 2/3 erkennen, der die medikamentds bedingte
sehr starke Erhohung des GO/G1-Wert (niedrige Stimulierbarkeit der Lymphozyten)
nach KMT bei Gruppe 3 wiederspiegelt. Bei den Gruppen 1 und 2 liegen die GO/G1-

Werte eher im mittleren Bereich liegt.
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3.6 Statistische Auswertung

Fiir die folgenden statistischen Tests wurde, soweit nicht anders erwihnt, ein a-Fehler
von 0,05 festgelegt. Um eine Nullhypothese abzulehnen, muss das Testergebnis (p-
Wert) kleiner als der a-Fehler sein.

3.6.1 Korreliert das Alter der Blutprobe mit einer Verinderung des Y G2/GF-
Wertes bzw. des G0/G1-Wertes?

Verwendete Werte:

Das Alter der Probe wird in Stunden angegeben und beschreibt die Zeitspanne zwischen
Blutabnahme des Patienten und Beginn der Verarbeitung der Blutprobe im
humangenetischen Labor in Wiirzburg. Bei der anschlieend durchgefiihrten Analyse
des Blutes im Durchflusszytometer erhdlt man den jeweils zugehorigen GO/G1-, bzw. ).
G2/GF-Wert.

Da nicht bei jedem Patienten das Alter der Blutprobe der 1. Messung bekannt ist, wird
jeweils das erste vorhandene Wertepaar G0/G1-Alter der Blutprobe bzw. > G2/GF-
Alter der Blutprobe verwendet. Insgesamt ergeben sich fiir die beiden Parameter )’
G2/GF und G0/G1 29 Wertepaare, die statistisch untersucht werden konnen. Bei 3
Patienten war das Alter der Blutprobe bei keiner Messung in der Akte vermerkt.

Statistischer Test:
Die Giiltigkeit der Nullhypothesen soll mittels eines nichtparametrischen Verfahrens,
des bivariaten Korrelationskoeffizienten nach Spearman, untersucht werden.

Nullhypothese 1: Es gibt keinen Zusammenhang zwischen dem Alter der
Blutprobe und dem Y G2/GF-Wert.

Nullhypothese 2: Es gibt keinen Zusammenhang zwischen dem Alter der
Blutprobe und dem G0/G1-Wert.

Testergebnis:

Nullhypothese 1:

Bei der Berechnung der Korrelation zwischen dem Alter der Blutprobe und dem )’
G2/GF-Wert ergibt sich ein p-Wert von 0,290, der deutlich groB3er als der a-Fehler
(0,05) ist. Die Nullhypothese wird deshalb nicht abgelehnt und eine Korrelation
zwischen dem Alter der Blutprobe und dem ), G2/GF-Wert kann nicht nachgewiesen
werden.

Nullhypothese 2:

Mit einem p-Wert von 0,339 erfolgt auch bei der Priifung der Korrelation zwischen dem
Alter der Blutprobe und dem GO/G1-Wert keine Ablehnung der Nullhypothese. Es lésst
sich keine Korrelation nachweisen.

54



3.6.2 Verinderung des Y G2/GF-Wertes und des G0/G1-Wertes nach
KMT

Verwendete Werte:

Es wird jeweils der letzte Wert vor und der 1. Wert nach KMT verglichen. Damit
ergeben sich sowohl fiir den )’ G2/GF-Wert, als auch fiir den GO/G1 — Wert 10
Wertepaare. 5 der 15 knochenmarkstransplantierten Patienten haben keinen Wert vor
bzw. nach KMT und werden deshalb bei diesem Test nicht beriicksichtigt.

Statistischer Test:
Die Priifung der Nullhypothesen erfolgt mit dem Wilcoxon-Test fiir verbundene
Stichproben.

Nullhypothese 1: Es gibt keinen Unterschied zwischen den ), G2/GF-
Werte vor bzw. nach KMT.

Nullhypothese 2: Es gibt keinen Unterschied zwischen den G0/G1-
Werten vor bzw. nach KMT.

Testergebnis:

Nullhypothese 1:

Bei einem p-Wert von 0,008, der deutlich kleiner als der a-Fehler ist, wird die
Nullhypothese abgelehnt. Dies bedeutet, dass ein Unterschied der ), G2/GF-Werte vor
bzw. nach KMT besteht.

Nullhypothese 2:

Das Testergebnis von 0,011 und die damit verbundene Ablehnung der Nullhypothese
beweist einen signifikanten Unterschied der GO/G1-Werte vor bzw. nach KMT.

3.6.3 Statistischer Gruppenvergleich

Verwendete Daten:

Um die 3 verschiedenen Gruppen (Transplantierte, Mosaikpatienten, Patienten ohne
Mosaik/KMT) zu vergleichen, wurde fiir den )’ G2/GF-Wert und den GO/G1-Wert als
charakteristische Grof3e fiir jeden Patienten jeweils der Mittelwert der einzelnen, liber
die Zeit hinweg aufgenommenen Messungen dieser Werte berechnet.

Statistischer Test:

Als Priifverfahren fiir die Nullhypothesen wird der Kruskal-Wallis-Test verwendet.
Dieses nichtparametrische Verfahren ist auch bei nicht-normalverteilten Daten fiir einen
Vergleich von Gruppen anwendbar und wird deshalb an dieser Stelle verwendet. Der
Kruskal-Wallis-Test unterzieht Rangwerte einer Varianzanalyse und ermittelt dabei p.
Ist p kleiner als der a-Fehler bedeutet dies, dass die Nullhypothese abgelehnt werden
muss. Bei Ablehnung der Nullhypothese konnen die Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test klassifiziert werden.
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Nullhypothese 1: Die Mittelwerte des ). G2/GF-Wertes in den 3
Gruppen unterscheiden sich nicht voneinander.

Nullhypothese 2: Die Mittelwerte des GO/G1-Wertes in den 3
Gruppen unterscheiden sich nicht voneinander.

Testergebnis:

Nullhypothese 1 wird mit einem p-Wert von 0,003 und Nullhypothese 2 bei einem p-
Wert von 0,005 abgelehnt. Daraus lésst sich folgern, dass sowohl beim ), G2/GF-Wert
als auch G0/G1 — Wert Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen miissen.

Um diese Unterschiede zu klassifizieren, vergleicht man nun jeweils 2 der Gruppen
mithilfe des Mann-Withney-U-Testes miteinander. Der Test wird dabei dreimal
durchgefiihrt, sodass am Ende jede der 3 Gruppen einmal mit jeder anderen verglichen
wurde. Um bei dreimaliger Durchfiihrung des Testes eine hohe
Fehlerwahrscheinlichkeit zu vermeiden, wird mittels Bonferroni-Korrektur ein neues o-
Fehlerniveau von 0,016 ermittelt. Ein p-Wert, der kleiner ist als 0,016, fiihrt dabei zur
Ablehnung der Nullhypothese.

Ermittelte p-Werte im Gruppenvergleich:

> G2/GF G0/G1
Gruppe 1/2 0,001 0,380
Gruppe 1/3 0,046 0,013
Gruppe 2/3 0,032 0,005

Fiir den ), G2/GF-Wert ergibt sich im Gruppenvergleich zwischen Gruppe 1 und 2 ein
p-Wert kleiner als der a-Fehler und damit ein signifikanter Unterschied des Wertes
zwischen diesen Gruppen. Im Gegensatz dazu scheint es mit p-Werten von 0,046 und
0,032 keinen signifikanten Unterschied des ), G2/GF-Wertes zwischen den Gruppen 1/3
und 2/3 zu geben.

5 Abb. 3.1: In der Abbildung wird der Y’ G2/GF — Wert im
Gruppenvergleich per Boxplot abgebildet. Dabei sind die

5 obere und untere Grenze der Box das 25-, bzw. 75 %
Quantil, die Linie innerhalb der Box stellt den Median dar.
4 Ober-, und unterhalb der Whisker liegen jeweils weitere
25% der Werte. Der signifikante Unterschied des
Werteniveaus zwischen Gruppe 1 und 2 ist gut zu erkennen,
es besteht nur ein minimaler Uberlappungsbereich der
Whisker. Dagegen gibt es groBe Uberlappungsbereiche bei
2 Gruppe 1/3 und 2/3.

w

Mittelwert Summe G2/GF Wert

Gruppenzugehdrigkeit
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Fiir den GO/G1-Wert ergeben sich im Gruppenvergleich zwischen den Gruppen 1/3
bzw. 2/3 p-Werte kleiner als der neue a-Fehler und damit ein signifikanter Unterschied
des GO/G1-Wertes zwischen den Gruppen. Zwischen Gruppe 1/2 ldsst sich bei einem p-
Wert von 0,380 kein signifikanter Unterschied des GO/G1-Wertes feststellen.
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Abb. 3.2: In der Abbildung wird der GO/G1-Wert im
Gruppenvergleich per Boxplot abgebildet. Dabei sind die obere
und untere Grenze der Box das 25-, bzw. 75 % Quantil, die
Linie innerhalb der Box stellt den Median dar. Ober-, und
unterhalb der Whisker liegen jeweils weitere 25% der Werte.
Der signifikante Unterschied des Werteniveaus zwischen
Gruppe 1/3 und 2/3 ist gut zu erkennen, es sind nur kleine
Uberlappungsbereiche zu erkennen. Dagegen iiberschneiden
sich die Werte von Gruppe 2 komplett mit den Werten von
Gruppe 3.
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4. Diskussion

Die traditionelle Art der Diagnosestellung bei der FA beruht auf der
Chromosomenbruchanalyse (Auerbach 1995). Dahingegen wurde am Institut fiir
Humangenetik der Universitdt Wiirzburg das alternative, schnellere und
kostengiinstigere Verfahren der Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie an
Lymphozyten etabliert (Seyschab et al, 1995). Dieses Verfahren macht sich die
Tatsache zunutze, dass DNA-Schiden in mit Mitomycin C behandelten Lymphozyten
von FA-Patienten nicht- oder fehlrepariert werden und sich somit in der Zelle anhdufen
(Demuth et al. 2003; Thompson et al. 2005). Diese Zellen akkumulieren wihrend der
Zellzyklusanalyse am Ubergang von der S- in die G2-Phase und besitzen einen 4cDNA-
Gehalt (Schindler et al, 2003; 2007). Allerdings findet sich ein 4cDNA-Gehalt sowohl
bei Zellen am S/G2-, als auch bei Zellen am G2/M-Phasen-Checkpoint des Zellzyklus.
Die Zugehdrigkeit zur jeweiligen Phase kann folglich nicht durch den DNA-Gehalt
festgestellt werden. Um zwischen einer Arretierung der Zellen am S/G2- bzw. G2/M-
Ubergang zu differenzieren, erfolgt deshalb die gleichzeitige Messung des DNA-
Gehaltes und der Expression von Phosphohiston H3 (H3P), ein Protein, welches nur in
der M-Phase exprimiert wird. Bei den Untersuchungen zeigt sich, dass nur ein geringer
Teil der arretierten Zellen mit 4cDNA-Gehalt HP3 exprimiert und der M-Phase
zugehorig ist. Als Zeitpunkt der Arretierung von Zellen mit DNA-Schaden wéhrend des
Zellzyklus konnte durch dieses Experiment demzufolge der S/G2-Phasen-Checkpoint
identifiziert werden (Schindler et al, 2007).

Hinsichtlich statistischer Aussagekraft und Zeitaufwand ist die Zellzyklusanalyse der
Chromosomenbruchanalyse iiberlegen. Die >, G2/GF- und GO/G1-Werte bei FA-
Patienten mit vollstindig ausgebildetem Mosaik verhalten sich bei der
Zellzyklusanalyse jedoch wie die Werte eines Patienten, der nicht an FA erkrankt ist
und eine sichere Unterscheidung Erkrankter und Gesunder ist in diesem Fall
problematisch (Gross et al, 2002; Hoehn et al. 2007). Im Zweifelsfall muss der Verdacht
einer Mosaikbildung durch die Untersuchung von Hautfibroblasten des Patienten
gesichert bzw. ausgeschlossen werden (Hoehn et al. 2007). Bei einer
Mosaikkonstellation, die sich im Entstehen befindet, existiert aufgrund der
Langlebigkeit der Lymphozyten neben der neuen, revertierten Zelllinie gleichzeitig die
alte Zelllinie mit FA-typischen Merkmalen fort. Diese Mischung aus Lymphozyten mit
und ohne FA-typische Eigenschaften duflert sich bei der Zellzyklusanalyse in
intermediéren ), G2/GF-Werten, welche eine Diagnosestellung ebenfalls erschweren.

Durch die Auswertung sequentieller Zellzyklusanalysen bei einem Patienten und die
Identifikation mdglicher Ursachen fiir Werteschwankungen im Verlauf der Messungen
soll eine Verbesserung der Interpretation der Zellzyklusdaten angestrebt werden.

4.1 Bedeutung der eigenen Ergebnisse

Die durchflusszytometrische Bestétigung der klinischen Verdachtsdiagnose FA basiert
im Wesentlichen auf 2 Parametern, dem )’ G2/GF- und dem G0/G1-Wert. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde festgestellt, dass diese beiden Werte keine konstanten, fiir jeden
Patienten charakteristischen Parameter darstellen, sondern im Krankheitsverlauf
teilweise erheblich schwanken. Mogliche Ursachen dieser Schwankungen sind bereits
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im Methodikteil aufgefiihrt und werden an dieser Stelle beispielhaft an einzelnen
Patienten erldutert und kritisch hinterfragt. Um die Giiltigkeit der Riickschliisse auf die
moglichen Ursachen von Schwankungen zu priifen, wurden statistische Tests eingesetzt,
die im Folgenden erldutert werden sollen.

Die Korrelation zwischen dem Alter der Blutprobe und einer Erh6hung des G0/G1-
Wertes bzw. des Y’ G2/GF-Wertes konnte statistisch nicht belegt werden. Bei der
Berechnung wurden 29 Wertepaare verwendet, davon wiesen allerdings nur 2 Paare ein
erhohtes Alter der Blutprobe auf. Bei einer Wiederholung des Testes mit einer grofleren
Stichprobe, bei der eine groflere Anzahl an Wertepaaren zu alter Blutproben
reprisentativ vertreten ist, wird eine Korrelation zwischen dem Alter der Blutprobe und
einer Erhohung des GO/G1-Wertes und des )’ G2/GF-Wertes erwartet.

Die im Ergebnisteil beschriebene Anderung der flowzytometrischen Werte nach KMT
wird durch den Wilcoxontest fiir verbundene Stichproben bestdtigt und ein signifikanter
Unterschied der Wertepaare vor bzw. nach KMT belegt. Durch KMT, die eine
funktionelle Reversion des Knochenmarks darstellt, sinkt der ' G2/GF-Wert in den
Bereich Gesunder unter 0,3. Der nach der KMT stark erhohte GO/G1-Wert reflektiert
die durch Immunsuppression verringerte Stimulierbarkeit der Lymphozyten. Dieses
zumeist transitorische Phdnomen, wird an dieser Stelle durch statistische Testung
nochmals bestétigt.

Die Vermutung, dass der >, G2/GF-Wert und der GO/G1-Wert zwischen den 3 eingangs
definierten Patientengruppen im Mittel unterschiedlich ist, wird durch den Kruskal-
Wallis-Test wie folgt demonstriert. Fiir den >, G2/GF-Wert ergibt sich im
Gruppenvergleich ein deutlicher Unterschied des Mittelwertes zwischen Patienten ohne
Mosaik/KMT (1) und Patienten mit entwickeltem Mosaik (2). Die Erkenntnis, dass
Mosaikpatienten im Verlauf niedrigere )’ G2/GF-Werte haben als Patienten ohne
Mosaik/KMT, wird dadurch gestiitzt. Patienten der Gruppen 1 und 3 haben vor KMT
gleichermalflen erhohte Y| G2/GF-Werte. Nach KMT, welche eine Gesundung des
Knochenmarks herbeifiihrt, haben Patienten der Gruppe 3, im Gegensatz zur Gruppe 1,
erniedrigte )’ G2/GF-Werte und man wiirde vermuten dass der Kruskal-Wallis-Test
einen signifikanten Unterschied zwischen Gruppe 1 und 3 bestitigt. Da bei diesem Test
jedoch Mittelwerte verglichen werden und bei Patienten der Gruppe 3 nach KMT meist
nur ein Y, G2/GF-Wert ermittelt wurde, allerdings mehrere erhohte >, G2/GF-Werte vor
KMT in die Berechnung des Mittelwertes eingehen, kann kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Wiirden in die Berechnung der Mittelwerte von Patienten der
Gruppe 3 mehrere ), G2/GF-Werte nach KMT einflie8en, konnte sich bei einem
Gruppenvergleich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 1/3 zeigen.
Zwischen Gruppe 2 und 3, das heit zwischen Transplantierten und Mosaikpatienten
wird durch den Test ebenfalls kein Unterschied der Lage der Mittelwerte festgestellt. Da
beide Gruppen durch ein Absinken des )’ G2/GF-Wertes im Verlauf charakterisiert
sind, war dies auch nicht zu erwarten.

Fiir den GO/G1-Wert erwartet man einen Unterschied zwischen den Gruppen 1/3 und
2/3, weil nach KMT die Stimulierbarkeit der Lymphozyten, medikamentds bedingt sehr
gering (stark erhohter GO/G1-Wert) und die Stimulierbarkeit bei Gruppe 1 und 2 in den
interpretierten Patientenverldufen eher im mittleren Bereich liegt. Diese Mutmalung
wird durch den Kruskal-Wallis-Test bewiesen. Lediglich zwischen Gruppe 1 und 2
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(Mosaikpatienten und Patienten ohne Mosaik/KMT) wurde kein signifikanter
Unterschied der Lage der mittleren GO/G1-Werte ermittelt.

Neben der statistischen Auswertung der Daten erfolgte auch eine exemplarische
Interpretation des Werteverlaufs der Patienten. Durch diese Untersuchungen der
individuellen Flowzytometriewerte der Patienten im zeitlichen Verlauf konnten 4
Gruppen mit unterschiedlichen Charakteristika definiert werden.

Beispiele fiir Standardverliufe

Charakteristika dieser Gruppe sind >, G2/GF-Werte, die sich im oberen Bereich von
Patienten mit FA befinden (> 0,4). Die Werte unterliegen leichten Schwankungen, die
sich jedoch auf hohem Werteniveau abspielen. Die GO/G1-Werte dieser Gruppe sind
meist, typisch fiir Patienten mit FA, leicht erhoht, konnen jedoch auch niedrig im
Bereich normaler Stimulierbarkeit liegen.

Beispiele fiir variable Verliufe

Dieser Gruppe konnen keine eindeutigen Charakteristika zugeordnet werden, da der
Verlauf der Werte sehr inhomogen ist. In einigen Féllen ist nicht klar, ob sich ein
Mosaik in Entwicklung befindet. Die ndtige Untersuchung von Fibroblastenkulturen
wurde in diesen Fillen jedoch nicht durchgefiihrt. Anhand einzelner Patienten lésst sich
erkennen, dass durch duflere Faktoren bedingte Werteschwankungen den Verlauf der
Werte eines Patienten mit sich in Entwicklung befindlichem Mosaik imitieren konnen.

Beispiele fiir die Entwicklung eines somatischen Mosaiks

Bei Patienten mit Mosaikbildung gibt es 2 unterschiedliche Verldufe der Werte. Im
ersten Fall beginnt die Entwicklung des Mosaiks schon vor dem 1. Messzeitpunkt und
die flowzytometrische Messung zeigt von Anfang an verminderte oder normalisierte )|
G2/GF-Werte. Im anderen Fall beginnt die Entwicklung des Mosaiks erst nach dem 1.
Messzeitpunkt und es lésst sich ein deutlicher Abfall des ), G2/GF-Wertes im Verlauf
erkennen. Ein solcher Abfall kann jedoch auch durch dullere Beeinflussung des Wertes
bedingt sein und ist damit nicht beweisend fiir die Tendenz zur Mosaikentwicklung.
Der GO/G1-Wert sinkt hdufig, aber nicht zwingend bei Entwicklung eines Mosaiks und
ist ebenfalls duleren Einfliissen ausgesetzt, die Ursache fiir Schwankungen sein kdnnen.

Anderungen des Verlaufs durch KMT

Charakteristika einer Flowzytometriekurve knochenmarkstransplantierter Patienten sind
ein sprunghafter Abfall des )’ G2/GF-Wertes in den Bereich Gesunder unter 0,3 und ein
stark erhohter GO/G1-Peak direkt nach KMT, verbunden mit einem anschlieBenden
Absinken des G0/G1-Wertes im Zuge der Dosisreduktion der immunsuppressiven
Therapie. Ausnahmen zeigen sich bei Patienten mit unvollstindigem Chiméarismus nach
KMT. Ihre ) G2/GF-Werte konnen hoher als 0,3 liegen und sind Ausdruck einer
gemischten Population an Knochenmarkszellen, bestehend aus Zellen des Spenders und
FA-Zellen des Empféangers.
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Unterschiede und Gemeinsamkeiten der 4 Gruppen

Obwohl charakteristische Merkmale fiir jede der 4 Gruppen bestehen, kann anhand des
Werteverlaufs oder -niveaus keine eindeutige Zuordnung zu einer Gruppe erfolgen, da
sich einige Merkmale tiberlappend in unterschiedlichen Gruppen wiederfinden.

So gibt es dhnliche Verldufe bei Patienten mit Mosaikbildung und Patienten ohne
Mosaikbildung. Beispielsweise gleichen sich die Werte von Patient 12 und Patient 19
stark, beide zeigen vom 1. Messzeitpunkt an intermedidre ), G2/GF-Werte, welche
wihrend weiterer Messungen relativ konstant bleiben. Wahrend sich bei Patient 19
nachweislich ein Mosaik gebildet hat, ist dieses bei Patient 12 nicht der Fall. Zudem
gibt es in der Gruppe der variablen Verldufe mehrere Patienten (8 und 10), welche
anfangs intermediére ), G2/GF-Werte zeigen, die fiir eine Tendenz zur Mosaikbildung
sprechen konnten, anschlieBend jedoch wieder Werte im Bereich Erkrankter ohne
Mosaiktendenz (> 0,4) aufweisen. Daraus lisst sich folgern, dass aufgrund eines
einzelnen intermedidren Wertes noch keine eindeutige Aussage im Bezug auf eine
Mosaikentwicklung getroffen werden kann. Diese Tatsache unterstreicht die
Wichtigkeit der Untersuchung von Fibroblastenkulturen zum Ausschluss bzw. zur
Bestitigung einer Mosaikkonstellation, um einen intermedidren Wert eindeutig
einzuordnen. Ist im Falle eines Patienten mit intermediiren ) G2/GF-Werten die Frage
nach einer bestehenden Mosaikentwicklung nicht sehr dringlich, kann anstatt der
Analyse von Fibroblastenkulturen auch eine jahrliche Verlaufskontrolle ausreichend
sein.

Die in der Fragestellung angesprochene Problematik des Erkennens eines Mosaiks
bleibt also weiterhin bestehen. Ebenso bleibt die Frage nach der Korrelation zwischen
der Hohe der G2-Phasen-Akkumulation und dem Krankheitsverlauf ungeklért. Eine
derartige Untersuchung erfordert Daten, die den Krankheitsverlauf widerspiegeln. Dafiir
geeignet sind aktuelle Thrombo-, Erythro- und Leukozytenwerte, die dem Institut fiir
Humangenetik jedoch nicht vorliegen.

Zusitzliche Faktoren

Die bereits im Teil Material und Methoden vorgestellten Parameter, die Schwankungen
des Y G2/GF-Wertes und des GO/G1-Wertes bewirken konnen sind die Ursache dafiir,
dass die erhobenen Zellzyklusdaten fiir den einzelnen Patienten nicht konstant sind. An
dieser Stelle werden exemplarisch einige Beispiele fiir den Einfluss verschiedener
Faktoren auf das Werteniveau gegeben.

Eine Leukdmieerkrankung kann eine Erniedrigung des > G2/GF-Wertes und ein
Absinken oder Ansteigen des GO/G1-Wertes hervorrufen. Bei Patient 9 sinkt der )’
G2/GF-Wert nach Leukdmieerkrankung von 0,540 auf 0,327, der GO/G1-Wert steigt
von 37,4 auf 81,5. Patient 21 bricht zum Zeitpunkt einer Leukdmieerkrankung mit dem
G0/G1-Wert ein (60,9 auf 28,2), sein Y. G2/GF-Wert verandert sich dabei kaum. Patient
9 und 21 sind Beispiele fiir eine mogliche Werteschwankung im Zusammenhang mit
einer Leukdmieerkrankung. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass die
Interpretation der Werteschwankungen nur MutmaBungen und keine wissenschaftlich
belegten Tatsachen sind.
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Obwohl bei der statistischen Untersuchung der Daten keine Korrelation zwischen dem
Alter der Blutprobe und der Hohe der ) G2/GF-und GO/G1-Werte bestand, wurden bei
Patient 15 und 23 Anhaltspunkte fiir eine mogliche Beeinflussung der Werte durch das
Alter der Probe gefunden. Bei Patient 15 hat moglicherweise die lange Transportdauer
der Blutprobe zu einem vermehrten Zerfall von Lymphozyten in der Probe gefiihrt, der
Ursache des hohen GO/G1-Wertes bzw. der niedrigen Lymphozytenstimulierbarkeit im
Vergleich mit den vorherigen Werten ist. Eine mogliche Erklarung fiir die drastische
Erhohung des GO/G1-Wertes bei Patient 23 zum 3. Messzeitpunkt (98,9) konnte durch
den Zustand der Probe erklérbar sein (griinliches Serum), welcher zusétzlich zur
Immunsuppression, die Stimulierbarkeit der Lymphozyten herabsetzt.

Patient 26 stellt eine Ausnahme in der sonst sehr homogenen Gruppe der
knochenmarkstransplantierten Patienten dar. Der >, G2/GF-Wert dieses Patienten steigt
nach KMT, gegensitzlich zu den Erwartungen wieder auf einen Wert von 0,332 an. Der
FA-typische Phénotyp ist hier noch zu erkennen. Ursdchlich kommt ein unvollstindiger
Chimaérismus nach KMT in Frage, bei dem neben den Knochenmarkszellen des
Spenders noch Knochenmarkszellen des FA-Patienten vorhanden sind.

4.2 Diskussion der Fehlermoglichkeiten

Die Interpretation der Daten im Ergebnisteil beruht nur teilweise auf wissenschaftlich
belegten Tatsachen und teilweise auf Erfahrungswerten. Diese Erfahrungswerte bei der
Interpretation der Werte eines Patienten im Verlauf orientieren sich an hiufig
beobachteten Zusammenhéingen zwischen dem Werteniveau und seiner Tendenz und
davor bzw. danach eingetretenen Ereignissen sowie an plausibel erscheinenden Thesen.
Dass das Alter der Blutprobe Einfluss auf den GO/G1-Wert und damit die
Stimulierbarkeit der mononukledren Blutzellen nimmt erscheint als These sinnvoll,
konnte aufgrund der vorliegenden Daten jedoch nicht bewiesen werden. Entsprechende
Riickschliisse im Bezug auf dadurch bedingte Schwankungen konnten daher
unzutreffend sein. Weiterhin ist nicht mit Sicherheit auszuschlie3en, ob nicht weitere
Faktoren existieren, die Schwankungen der Werte verursachen und in dieser Arbeit
nicht beriicksichtigt oder falsch interpretiert wurden. Wegen der begrenzten Fallzahl
sowie dem iiberwiegenden Fehlen klinischer Informationen bleiben Qualitdt und
Aussagekraft der Dateninterpretation eingeschrénkt. Erforderlich sind weitere
statistische Untersuchungen, welche einen Zusammenhang zwischen den
Werteschwankungen und dem Krankheitsverlauf, dem Blutprobenalter und der
Komplementationsgruppe anhand einer umfangreicheren und klinisch besser
charakterisierten Patientenkohorte tiberpriifen.

4.3 Zukiinftige Verbesserung

Eine dariiber hinaus gehende Verbesserung der Dateninterpretation erfordert vor allem
eine liickenlose Dokumentation von Untersuchungsergebnissen. Fehlende Daten
verursachen bei einer ohnehin geringen Patientenzahl Liicken, die statistische
Untersuchungen aufgrund zu geringer Datenmenge unmoglich machen oder zu nicht-
signifikanten Ergebnissen fiihren und das Hauptproblem dieser Arbeit darstellten. Um
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zukiinftig weitere statistische Tests durchfiihren zu konnen, die eine Verbesserung der
Interpretation anstreben, sollten aktiv Daten zu den einzelnen Patienten gesammelt
werden. Dies kann beispielsweise durch einen Fragebogen geschehen, den der
behandelnde Arzt nach der Erstdiagnose der FA erhilt und ausfiillt.

Ein derartiger Fragebogen konnte folgendermalen aussehen:
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Sehr geehrter Stationsarzt,

bei ihrem Patienten soll eine Zellzyklusanalyse zum Ausschluss bzw. einer Bestitigung
der klinischen Verdachtsdiagnose ,,Fanconi Andmie* durchgefiihrt werden. Im Interesse
einer moglichst umfassenden und fehlerfreien Interpretation der Untersuchungsbefunde
mochten wir Sie bitten, folgenden Fragebogen zum Krankheitsverlauf Ihres Patienten
auszufiillen. Die Daten werden fiir statistische Erhebungen des Institutes fiir

Humangenetik in Wiirzburg benétigt wodurch eine Optimierung der
Ergebnisinterpretation der Zellzyklusanalyse angestrebt wird.

Bitte fiillen Sie die folgenden Tabellen so genau wie moglich aus:

Blutentnahme fiir Zellzyklusanalyse:

Name

Geburtsdatum

Datum/Uhrzeit d.
Blutentnahme

Verwendetes
Blutentnahmemedium

Aktuelle Blutwerte:

Datum der
Blutprobe

Thrombozyten
/mm’

Leukozyten /mm’

Erythrozyten
Mill./mm’

Ist der Patient transfusionsbediirftig?
Art der Transfusion?

Seit wann?

Ist eine Knochenmarkstransplantation erfolgt?
Wann?

Ist der Patient an Leukamie erkrankt?
Seit wann?
Art der Leukdmie?

Vorhandensein chromosomaler Aberrationen?
Seit wann?

Aktuelle medikamentdse Therapie des Patienten?

Oja Onein

O Erythrozyten
O Thrombozyten
Oja Onein
Oja Onein
Oja Onein
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4.4 Diskussion im Zusammenhang

Trotz Schwierigkeiten aufgrund einer unzureichenden Datenmenge konnten einige,
bereits bekannte bzw. beobachtete Entwicklungen wie das Absinken des > G2/GF- und
Ansteigen des GO/G1-Wertes nach KMT und die vermutete teils unterschiedliche Lage
der Mittelwerte des >, G2/GF- und G0/G1-Wertes zwischen den Gruppen bestitigt und
statistisch gesichert werden. Zusétzlich wurden die Parameter definiert, die Ursache von
Werteschwankungen sind bzw. sein konnten und somit das Fundament fiir zukiinftige
Untersuchungen gelegt. Das Potenzial der Fragestellung konnte nach Erhebung der
notigen Daten durch den entworfenen Fragebogen noch weiter ausgeschopft werden und
die Interpretation von individuellen Zellzyklusdaten weiter verbessert werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Parameter >, G2/GF und G0/G1 der
hochauflosenden, zweiparametrigen Zellzyklusanalyse von Lymphozyten des
peripheren Blutes bei Patienten mit der Diagnose Fanconi Anédmie (FA) untersucht. Die
retrospektive Untersuchung konzentrierte sich auf Patienten, bei denen mehrere
Zellzyklusanalysen durchgefiihrt wurden, da die Frage geklart werden sollte, inwieweit
die erhobenen Zellzyklusdaten konstante, fiir jeden Patienten konsistente Parameter
darstellen, oder ob sie im zeitlichen Verlauf starken Schwankungen unterworfen sind.
Eventuell gefundene Schwankungen sollten im Bezug auf die zugrunde liegenden
Ursachen gepriift werden. Hierzu wurden die Langzeitdaten von 32 Patienten
ausgewertet, die in 3 Gruppen aufgeteilt wurden:

FA-Patienten ohne gesichertes Mosaik, ohne KMT
FA-Patienten mit gesicherter Mosaikkonstellation
FA-Patienten mit KMT

Bei der Auswertung der Daten stellte sich heraus, dass die )’ G2/GF- und G0/G1-Werte
keine im zeitlichen Verlauf konstanten Parameter fiir den einzelnen Patienten darstellen.
Daraufhin wurden das Alter der Blutprobe, die Mdglichkeit der Mosaikbildung, die Art
der Komplementationsgruppe, eine mogliche Leukdmieerkrankung, sowie das Auftreten
von chromosomalen Aberrationen im Knochenmark und Knochenmarkstransplantation
als den Y. G2/GF- und GO/G1-Wert beeinflussende Parameter in Betracht gezogen. Bei
der statistischen Auswertung der Daten konnten einige bereits bekannte bzw.
beobachtete Schwankungen, wie das Absinken des ), G2/GF- und das Ansteigen des
GO0/G1-Wertes nach KMT oder die vermutete, teils unterschiedliche Lage der
Mittelwerte des Y. G2/GF- und GO/G1-Wertes zwischen den 3 Gruppen statistisch
analysiert werden. Als Ergebnis dieser Analyse zeigte sich, dass der ), G2/GF-Wert im
Gruppenvergleich in der Mosaikpatientengruppe (2) und der KMT-Patientengruppe (3)
im Mittel signifikant niedriger als in der Patientengruppe ohne Mosaik/KMT (1) liegt.
Zwischen Gruppe 2 und 3 gibt es hingegen keinen signifikanten Unterschied des
mittleren ), G2/GF-Wertes. Der mittlere GO/G1-Wert ist laut Statistik in der
Patientengruppe ohne Mosaik/KMT (1) und der Patientengruppe mit Mosaik (2)
niedriger als in der Gruppe der KMT-Patienten (3).

Als Schlussfolgerung kann festgestellt werden, dass die Langzeitanalyse des
Zellzyklusverhaltens peripherer Blutlymphozyten die klinische Situation der
betroffenen Patienten weitgehend reflektiert. Allerdings ergeben sich im zeitlichen
Verlauf auch eine Reihe von Abweichungen, welche mit der verfiigbaren Patientenzahl
sowie der unzureichendem klinischen Datenlage nicht mit Sicherheit interpretiert
werden konnen.
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7. Werteverzeichnis

Y. G2/GF G0/G1 Zeitpunkt
Patient 1 0,445 25,8 06/08/96
0,490 44,3 18/04/02
Patient 2 0,610 33,1 07/03/95
0,513 37,5 19/12/97
0,466 48,5 07/05/97
0,544 69,1 07/06/99
Patient 3 0,473 18,0 24/09/98
0,682 4,3 24/11/99
0,414 7,9 31/10/00
Patient 4 0,453 44,8 18/06/98
0,572 40,9 09/11/00
0,480 57,5 23/07/04
Patient 5 0,530 12,5 17/08/97
0,568 19,7 19/02/97
0,499 31,4 23/06/99
Patient 6 0,553 41,9 19/10/99
0,379 35,5 28/02/01
0,367 44,1 07/12/01
0,524 28,8 28/05/02
0,398 19,8 16/01/03
Patient 7 0,450 35,0 08/06/99
0,435 16,0 02/12/03
0,409 26,2 09/06/04
0,381 35,5 03/11/05
0,331 23,1 03/11/06
Patient 8 0,370 47,0 01/07/97
0,310 37,0 01/10/97
0,442 44,7 19/04/02
Patient 9 0,540 15,5 30/07/99
0,540 57,4 30/10/98
0,327 81,5 01/07/99
Patient 10 0,325 29,3 10/08/94
0,461 21,6 06/09/94
0,410 31,3 07/07/99
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Patient 11

Patient 12

Patient 13

Patient 14

Patient 15

Patient 16

Patient 17

Patient 18

Patient 19

Patient 20

Patient 21

Y G2/GF

0,536
0,349

0,291
0,347
0,328

0,223
0,341
0,319
0,335
0211
0,207

0,418
0,319
0,263

0,400
0211

0,204
0,101

0,293
0,284

0,209
0,176
0,163

0,369
0,332
0,282

0,442
0,347
0,165
0,146
0,141

0,530
0,517
0,527
0,124

G0/G1

27,0
36,3

18,2
15,1
17,7

49,8
15,8
24,7
14,7
8,7

15,3

51,6
37,4
63,2

6,3
64,3

16,1
11,6

18,6
6,6

27,5
23,9
16,1

18,2
25,4
29,1

21,8
31,2
72,5
32,4
19,8

60,9
28,2
55,9
85,8

Zeitpunkt

25/08/99
26/10/05

16/03/04
11/08/05
17/10/06

02/03/98
26/05/04
13/07/04
26/07/05
25/08/06
04/04/07

02/12/96
20/11/01
02/11/04

03/05/92
09/01/02

11/09/01
27/04/05

19/02/97
12/02/00

30/03/00
16/08/00
15/11/06

12/02/00
22/07/04
28/10/06

01/06/88
20/08/91
21/01/92
27/02/92
24/08/92

23/06/99
23/09/99
09/11/00
20/06/01
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Patient 22

Patient 23

Patient 24

Patient 25

Patient 26

Patient 27

Patient 28

Patient 29

Patient 30

Patient 31

Patient 32

Y G2/GF

0,481
0,691
0,703
0,190

0,580
0,598
0,490
0,275

0,307
0,343
0,125
0,142

0,548
0,206
0,108

0,468
0,243
0,332

0,481
0,546
0,117

0,518
0,157
0,149

0,536
0,458
0,153

0,580
0,380
0,113

0,485
0,173

0,276
0,415
0,184

G0/G1

39,8
31,9
5,0

84,6

36,5
2,6

65,9
98,9

33,1
10,9
80,0
55,6

34,6
68,7
71,9

39,1
32,4
93,3

64,5
28,9
80,1

21,1
85,9
57,6

19,3
22,5
91,9

10,9
77.8
98,0

28,2
58,2

5,6
26,8
66,5

Zeitpunkt

19/02/97
27/10/99
09/02/00
12/05/00

28/01/97
04/02/00
16/08/01
16/01/02

04/11/99
25/11/99
05/09/00
13/06/01

02/03/99
14/04/99
18/08/99

19/05/99
24/06/99
18/08/99

11/08/99
13/01/00
05/04/01

13/11/96
05/01/00
13/02/01

13/11/96
23/10/01
13/02/02

15/12/99
23/03/01
28/07/01

03/03/01
25/04/02

02/12/04

11/04/06
15/11/06
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