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Kapitel 20

Mosaik-Bildung bei Fanconi-Anamie

Prof. Dr. med. Holger Hohn
Institut fiir Humangenetik, Universitiat Wiirzburg

Als ,Mosaik“ bezeichnet man die Existenz von genetisch unter-
schiedlichen Zellen in einem Organismus. Mosaik-Patienten ha-
ben sowohl typische FA-Zellen als auch selbstkorrigierte Zellen
in ihrem Korper. Typische FA-Zellen sind genetisch ,homozygot”
bzw. ,compound heterozygot®. Das heifit, sie tragen Mutationen
auf beiden Kopien eines FA-Gens, wéhrend selbstkorrigierte Zel-
len nur ,einfach heterozygot“ sind, was bedeutet, dass nur eine
der beiden Genkopien genetisch defekt ist.

Nach anfinglichen Einzelberichten wurde das Phidnomen der
Mosaik-Bildung bei der Fanconi-Andmie 1997 von der Arbeits-
gruppe um Prof. Hans Joenje ausfiihrlich beschrieben [vgl.
Literaturhinweise Seite 198 (1)l Wenn die Selbstkorrektur in
einer Stammzelle des Knochenmarks erfolgt, so sind alle Nach-
kommen dieser Stammzelle ,,geheilt“ und erlangen offenbar einen
Wachstumsvorteil gegentiber den urspriinglichen FA-Zellen.

Diesen Wachstumsvorteil erkennt man daran, dass die urspriing-
lichen FA-Zellen im Verlaufe von mehreren Jahren im peripheren
Blut immer mehr ausverdiinnt werden, bis nur noch die korri-
gierten Zellen vorhanden sind. Dieser bei Mosaik-Patienten
beobachtete Wachstumsvorteil der selbstkorrigierten Zellen spricht
dafiir, dass auch im Reagenzglas genetisch korrigierte und in
den Korper zuriickgegebene (Stamm-) Zellen therapeutisch er-
folgreich sein kénnen.

Die bei den Mosaik-Patienten beobachtete ,natiirliche* Gen-
therapie ist ein entscheidender Hinweis dafiir, dass eine im
Reagenzglas durchgefiihrte ,kiinstliche“ Gentherapie bei FA-Pa-
tienten prinzipiell ebenfalls erfolgreich sein konnte.
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Wenn ein komplettes somatisches Mosaik vorliegt, d. h. wenn
alle Zellen des peripheren Blutes nur noch eine statt zwei defekte
Kopien eines FA-Gens aufweisen, kann die Diagnose ,,FA“ nicht
mehr durch die Chromosomen- oder Zellzyklus-Untersuchung
der peripheren Blutzellen bestéitigt werden, da sich diese selbst-
korrigierten (nunmehr einfach heterozygoten) Zellen wie vollig
normale Zellen verhalten. Sie sind also nicht mehr MMC- oder
DEB-iiberempfindlich, und sie zeigen keine Zellzyklus-Defekte.

Im Falle eines solchen kompletten Mosaiks kann die klinische
Verdachtsdiagnose FA nur mit Hilfe der Untersuchung von Haut-
fibroblasten bestéitigt werden, da in den Zellen des Hautbinde-
gewebes weiterhin beide Kopien des jeweiligen FA-Gens defekt
sind. Hautfibroblasten von Mosaik-Patienten sind daher weiterhin
MMC-empfindlich, auch wenn die Blutzellen komplett unem-
pfindlich geworden sind.

Bei der Diagnostik der FA entsteht der Verdacht auf ein Mosaik,
wenn sich im peripheren Blut eine Mischung von FA- und selbst-
korrigierten Zellen befindet. Bei der Chromosomenanalyse sieht
man in solchen Fillen eine Mischung von stark betroffenen
Zellen (mit mehr als 10 Briichen pro Metaphase) und intakten
Zellen ohne jegliche Chromosomenbriiche. Bei der Zellzyklus-
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analyse entsteht der Verdacht auf eine Mosaik-Bildung, wenn
sich das Verhéltnis der Summe der G2-Phasen zur Wachstums-
fraktion im Bereich zwischen Normalwerten und typischen
FA-Werten bewegt.

Im Beispiel der Abbildung 1 ist der Mosaik-,verddchtige“ Be-
reich zwischen 0,3 und 0,4 durch ein ,M“ gekennzeichnet. Beim
Vorliegen eines kompletten Mosaiks verhalten sich die Patienten-
Blutzellen jedoch wie die Zellen von gesunden Spendern, d. h.
die Werte fallen in den Bereich unter 0,3 und konnen daher
nicht mehr als FA-Zellen erkannt werden.

An die Moglichkeit einer Mosaik-Bildung sollte man denken,
wenn folgende Befunde vorliegen:

1. spontane Verbesserung der Blutwerte eines Fanconi-Anémie-
Patienten;

2. ein Mischbefund von normalen und FA-typischen Zellen
bei der Testung des peripheren Blutes auf Chromo-
somenbriichigkeit oder Zellzyklusarrest;

3. Vorhandensein von MMC-resistenten Zellen im peri-
pheren Blut bei weiterhin MMC-empfindlichen Haut-
fibroblasten;

4. MMC- oder DEB-Resistenz einer B-Zell-derivierten,
lymphoblastoiden Zelllinie eines FA-Patienten.

Der Verdacht einer Mosaik-Bildung entsteht also bei einer gra-
duellen Verbesserung der Blut-, Chromosomen- und Zellzyklus-
werte.

Allerdings muss ein milder Krankheitsverlauf nicht immer auf
eine Mosaik-Bildung hinweisen. Wir kennen inzwischen genii-
gend Beispiele von erwachsenen FA-Patienten mit relativ mildem
Krankheitsverlauf, die in ihren Blutzellen kein Mosaik, sondern
nur typische FA-Zellen aufweisen. Man geht davon aus, dass
diese FA-Patienten Mutationen tragen, die nicht zu einem volli-
gen Funktionsverlust des betroffenen FA-Gens fithren und daher
weniger schwere Auswirkungen haben (sogenannte ,milde“ Mu-
tationen).
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Um die Mechanismen der Mosaik-Bildung besser zu verstehen,
wurden die Blut- und Hautzellen von 5 Mosaik-Patienten durch
die Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Detlev Schindler (Uni Wiirz-
burg) und PD Dr. Helmut Hanenberg (Uni Diisseldorf) untersucht
(2). Als Ursache der spontanen Verbesserung der Blut- und
Zellzykluswerte konnte die molekulare Selbstkorrektur einer der
beiden defekten Genkopien nachgewiesen werden.

Durch diese Selbstkorrektur wird eine der beiden Genkopien des
mutierten FA-Gens wieder in ihrer normalen ,Wild-Typ“ Form
hergestellt. Alle Tochterzellen der selbstkorrigierten Zelle erhal-
ten eine defekte, aber auch eine intakte Kopie des jeweiligen
FA-Gens, was fiir eine normale Zellfunktion ausreicht. Die ein-
fach heterozygoten Eltern von FA-Patienten sind ja deshalb
gesund, weil sie iiber zumindest eine intakte Kopie (= Allel) des
jeweiligen FA-Gens verfiigen.

Bei autosomal-rezessiv vererbten Krankheiten, wie der Fanconi-
Anidmie, kommt es bekanntlich nur zum Ausbruch der Krankheit,
wenn beide Kopien eines FA-Gens mutiert und damit defekt sind.

Wenn die krankheitsverursachende Mutation auf beiden Kopien
eines FA-Gens identisch ist und sich an der jeweils gleichen Stelle
im Gen befindet, spricht man von klassischer ,Homozygotie®.
Wenn sich die krankheitsverursachende Mutation auf den bei-
den Kopien eines FA-Gens an verschiedenen Stellen befindet,
spricht man von ,compound Heterozygotie“ (vgl. Abb. 2).

In ihrer Auswirkung entspricht die ,compound Heterozygotie“
der klassischen ,Homozygotie“, weil beide Kopien des jeweiligen
Gens defekt sind. Bei einer ,compound Heterozygotie“ ist die Art
der beiden Mutationen oft unterschiedlich. Zum Beispiel findet
sich eine Punktmutation (Anderung eines Basenpaares) auf der
einen Kopie und eine Deletion (Verlust von Basenpaaren) auf
der anderen Kopie des defekten FA-Gens.

Im Falle der 5 Wiirzburger FA-Mosaik-Patienten wurde zunéchst
die jeweilige Komplementationsgruppe mit Hilfe der von Dr.
Hanenberg entwickelten viralen Vektoren bestimmt. Dies musste
in Hautzellen erfolgen, da das Blut der Patienten bereits eine
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Mischung von defekten und korrigierten Zellen enthielt. Ein
Patient wurde so der Komplementationsgruppe FA-C zugeord-
net, die anderen vier der Komplementationsgruppe FA-A.

Danach wurde die Art der Mutationen in den jeweiligen Genen
(FANCC und FANCA) bestimmt und zwischen Blut- und Haut-
zellen verglichen. Dabei zeigte es sich, dass in den Hautzellen
jeweils 2 Kopien, im iiberwiegenden Teil der Blutzellen jedoch
nur noch eine Kopie des jeweiligen FA-Gens defekt war. Alle
Patienten waren in ihren Hautzellen ,compound heterozygot®,
wihrend zumindest ein Teil der Blutzellen einfache Heterozy-
gotie aufwies. Die zweite, urspriinglich ebenfalls defekte
Genkopie hatte sich in einer Vorldufer-Blutzelle offenbar selbst
korrigiert.

Als Mechanismus dieser Selbstkorrektur konnte bei dem FA-C-
Patienten ein sogenanntes ,intragenes Crossover® plausibel
gemacht werden, wie es bereits 1997 von der Amsterdamer
Gruppe nachgewiesen wurde (1). Bei diesem Vorgang kommt es
durch einen Austausch innerhalb des FANCC-Gens zu einer
Genkopie, welche zwei Mutationen trigt und einer Genkopie
ohne jede Mutation (dargestellt in Abbildung 3B). Die resultie-
renden Zellen sind daher wiederum einfach heterozygot und
normal funktionsfihig.
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Abbildung 3
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Bei dem Wiirzburger FA-C-Patienten hatte sich die Selbst-
korrektur offensichtlich nur auf eine Vorldauferzelle der
lymphatischen Zellreihe beschriankt, denn es kam nicht zu einer
Verbesserung der tbrigen Blutwerte.

Bei den vier Mosaik-Patienten der Komplementationsgruppe FA-
A muss die Selbstkorrektur jedoch in einer gemeinsamen
Vorlauferzelle (,Stammzelle®) aller Blutreihen stattgefunden ha-
ben, denn nicht nur die Lymphozyten, sondern auch die
Erythrozyten, die Granulozyten und die Thrombozyten zeigten
im Verlauf von 3 bis 6 Jahren einen deutlichen Anstieg (vgl.
Abb. 4).

Die Selbstkorrektur (,natiirliche Gentherapie“) einer blutbilden-
den Stammzelle wurde zum ersten Mal von der Arbeitsgruppe
um Prof. Dr. Arleen Auerbach in New York beschrieben (3). Die
Tochterzellen von solchen selbstkorrigierten Blutstammzellen er-
langen offensichtlich einen Wachstumsvorteil gegeniiber den
nichtkorrigierten Zellen, denn sonst wére die Zunahme der kor-
rigierten Zellen im peripheren Blut, und damit die deutliche
Verbesserung der Blutwerte, nicht zu erklaren.
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Abbildung 4
Zeitlicher Verlauf der Verbesserung
der Blutwerte bei einem Mosaik-Patienten
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Dass es im Verlauf der Mosaik-Bildung zu einer deutlichen
Verbesserung der Blutwerte kommt, wird von einer franzosi-
schen Studie der Gruppe von Prof. Dr. Eliane Gluckman
eindriicklich bestétigt. In dieser Studie wurden die Blutwerte
von 8 Mosaik-Patienten mit denen von 45 Nicht-Mosaik-Patien-
ten verglichen (4). Wie die Abbildung 5 zeigt, hatte die Gruppe
der Mosaik-Patienten signifikant bessere Blutwerte als die Grup-
pe der Nicht-Mosaik-Patienten.

Bei der Untersuchung des Mechanismus der molekularen Selbst-
korrektur der Wiirzburger FA-A-Mosaik-Patienten ergab sich
ein liberraschendes Ergebnis: Bei allen vier Patienten hatte sich
auf einer Kopie des FANCA-Gens die ganz normale ,Wild-Typ“-
Basenpaarfolge wiederhergestellt (vgl. Abb. 6).

Korrektur der urspriinglichen Abbildung 6
Mutation durch Genkonversion oder
Riickmutation bei 4 FANCA-Patienten

Patient || Fx- (| Krankheits- Reversion =
on || verursachende intakte DNA-
Mutation Sequenz

1 |[/10 |[A[GGAGTAGTCCT ||[A[GGAGCAGTCCT

CC] CC]
2 |10 || TA[GGAGGAGTC ||CA[GGAGGAGTCC
CTCC] TCC]
3 |[11 [[ccecaGAa CCCTGA
4 |29 [[CAGCAGG CGGCAGG

Dafiir gibt es zwei Erkldrungsmoglichkeiten: Zum einen kann
eine sogenannte ,Genkonversion® erfolgt sein, bei der die intakte,
homologe Genkopie als Matrize fiir die Korrektur dient, oder es
handelt sich schlicht und einfach um eine Riickmutation, d. h. der
mutierte DNA-Baustein wurde durch eine weitere Mutation wieder
in seinen urspriinglichen Zustand zuriickversetzt (vgl. Abb. 3A).
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Wie héufig ist Mosaizismus bei Fanconi-Andmie?

Hierzu gibt es mehrere Anhaltspunkte. Zum einen wird die
Héufigkeit von MMC-resistenten (und damit revertierten) lym-
phoblastoiden (B-Zell-)Linien von den meisten Labors zwischen
15 und 30% angegeben. Zum anderen fanden sich in der bereits
zitierten franzosischen Studie (4) unter 53 FA-Betroffenen 8
Mosaik-Patienten (15%). Die Wiirzburger Zellzyklusdaten (vgl.
Abb. 1) weisen ebenfalls darauf hin, dass zumindest jeder fiinfte
FA-Patient im Laufe seines Lebens ein Mosaik entwickelt. Da
FA-A die haufigste Untergruppe ist, gehéren auch die meisten
der bisher beschriebenen Mosaik-Patienten der Gruppe FA-A an.
Dartiber hinaus sind jedoch eine Reihe von Mosaik-Patienten
der Gruppen FA-C und FA-D2 bekannt.

Wann kann man mit einer molekularen Selbstkorrektur einer
der beiden Gen-Kopien eines FA-Gens und damit der
Entstehung eines Mosaik-Zustands rechnen?

Ein Faktor, der die Selbstkorrektur begiinstigt, ist das Vorliegen
einer ,compound Heterozygotie“. Denn wenn die jeweiligen Mu-
tationen auf den beiden Kopien eines FA-Gens nicht identisch,
sondern verschieden angeordnet sind, konnen Mechanismen wie
intragenes Crossover oder Genkonversion ihre heilende Wirkung
entfalten (vgl. Abb. 3). Compound Heterozygotie findet man vor
allem bei Patienten, die zu den Fanconi-Andmie-Komple-
mentationsgruppen A, C, D1 und D2 gehoren.

Die Amsterdamer Gruppe von Prof. Joenje hat jedoch bereits
1999 gezeigt, dass es auch bei klassisch homozygoten Patienten
zumindest zu einer teilweisen Selbstkorrektur kommen kann,
und zwar durch den Mechanismus einer ,kompensatorischen®
Zweit-Mutation, welche die Wirkung der wurspriinglichen,
krankheitsverursachenden Mutation auf einer der beiden Gen-
kopien zumindest teilweise aufhebt (5).

Insgesamt kann man sagen, dass die genetische Instabilitéat von
FA-Zellen, die leider ein Risikofaktor fiir das Versagen des Kno-
chenmarks sowie fiir die Entstehung von Leukémien und Tumoren
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ist, auf der anderen Seite auch die molekulare Selbstkorrektur
und damit die Mosaik-Entstehung begiinstigen kann. Falls die
molekulare Selbstkorrektur eine Stammzelle des Knochenmarks
betrifft, kommt es im Verlauf von mehreren Jahren zu einer
deutlichen Verbesserung der Blutwerte als Ausdruck eines
Wachstumsvorteils der genetisch korrigierten Blutzellen (1, 2, 4).
Es erscheint jedoch sehr schwierig, die Chancen der Mosaik-Bil-
dung z. B. durch Medikamenteneinsatz gezielt zu erhohen ohne
dabei gleichzeitig das Leukdmie- und Krebsrisiko zu erhohen.

Es ist noch unbekannt, ob die Nachkommenschaft einer einzi-
gen, selbstkorrigierten Knochenmarkstammzelle ausreicht, um
fiir lebenslangen Nachschub an intakten Blutzellen zu sorgen.
Theoretisch ist dies zwar zu erwarten, aber eine definitive Be-
antwortung dieser Frage wird erst nach einer Langzeitbeob-
achtung von einer grofleren Zahl von Mosaik-Patienten moglich
sein. Der Wiirzburger Arbeitsgruppe sind inzwischen 2 Mosaik-
Patienten bekannt, bei denen sich die jahrelange Verbesserung
der Blutwerte wieder abgeschwicht hat. Entgegen der theoreti-
schen Erwartungen konnte es also sein, dass eine einzige
selbstkorrigierte Blutstammzelle nicht ausreicht, um den Korper
lebenslang mit Blutzellen zu versorgen.

Ein weiterer problematischer Aspekt der Mosaik-Bildung betrifft
die Knochenmarktransplantation. Da sich im Blut von Mosaik-
Patienten sowohl korrigierte als auch urspriingliche FA-Zellen
befinden, reicht eine niedrig dosierte Cyclophosphamid-Gabe zwar
aus, um die FA-Zellen auszuschalten, wihrend die selbstkorri-
gierten Zellen gegeniiber der Konditionierung sehr viel weniger
empfindlich sind und daher {iberleben. Dies kann nach der
Transplantation zu Komplikationen fiithren. Vor jeder geplanten
Transplantation sollte daher ein moglicher Mosaik-Status des
Patienten tberpriift werden.
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