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.Damit das Mogliche entsteht, muss immer wieder
das Unmagliche versucht werden.”

(Hermann Hesse, 1960)
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1. Einleitung

1.1. Die Fanconi-Anamie - eine komplexe, genetisch determinierte
seltene Erkrankung

Die Fanconi-Anamie (FA) ist eine genetisch bedingte komplexe Erkrankung, die
durch diverse mdgliche angeborene Fehlbildungen, gravierende hamato-
logische Verénderungen sowie durch eine Pradisposition flr oropharyngeale,
O0sophageale bzw. anogenitale Plattenepithelkarzinome charakterisiert ist. Sie
muss rein begrifflich von dem Fanconi-Syndrom, einer Nierenfunktionsstérung,

abgegrenzt werden.

Das klinische Bild der FA wurde 1927 erstmals von einem Schweizer Kinder-
arzt, Professor Guido Fanconi, beschrieben und bereits 1931 nach ihm
benannt. Anlass zur Forschung war ein fanfjahriger Junge, der mit einer bis
dato unbekannten Anamie ins Krankenhaus eingeliefert wurde und zwei Jahre
spater verstarb (VELLEUER 2005).

Gegenwartig zeigt sich, dass es sich bei dieser um eine angeborene
aplastische Anamie handelte, die ein typisches Charakteristkum der FA
darstellt und haufig die primare Diagnose eines betroffenen Patienten ist. Bei
der auch als 'Panmyelopathie’ bezeichneten Erkrankung kommt es zu einer
verminderten bzw. komplett fehlenden Zellproduktion im Knochenmark,
infolgedessen eine Stérung aller drei Zelltypen (Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten) resultiert. Neben einer solchen Bildungsstérung der Blutzellen
kann es auch zu einer Ausreifungsstérung kommen, was dann als
myelodysplastisches Syndrom (MDS) bezeichnet wird. Ferner kann sich im
Verlauf Gber ein MDS eine akute myeloische Leukamie (AML) entwickeln, die
ab einem Anteil von 20 bis 30 Prozent Blasten im Knochenmark als solche
bezeichnet wird. Im Gegensatz zu friher, als die FA-Patienten an Blutungen
(durch Thrombozytopenie) bzw. spatestens an der AML regelhaft verstarben,
werden heute therapeutische Optionen - insbesondere die Knochenmark-

transplantation (s. unten) - angewendet. Besonders wichtig ist es dabei,
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regelméfBige Blut- bzw. Knochenmarksuntersuchungen durchzufihren
(SHIMAMURA 2005).

Neben den genannten h&matologischen Problemen von FA-Patienten sind
einige phanotypische Auffélligkeiten kennzeichnend (Tabelle 1), die allerdings
nur 70% der Patienten betreffen. Dazu gehéren u.a. Hypo- bzw. Hyper-
pigmentierungen und Café au lait-Flecken der Haut, Kleinwuchs, Fehlbildungen
der Daumen und Arme sowie von Kopf, Ohren, Augen und Nieren (ALTER
2008).

Tab. 1: Haufigkeit von Fehlbildungen bei der FA (nach TISCHKOWITZ &

DOKAL 2004)
Malformation Haufigkeit
Skelettal 71
Hautpigmentierungen 64
Kleinwuchs 63
Augen 38
Nieren- und Harnwege 34
Ménnliche Geschlechtsorgane 20
Mentale Retardierung 16
Gastrointestinal 14
Kardial 13
Gehdrorgan 11
NS 8
Keine Fehlbildungen 30

In den Abbildungen 1 und 2 sind eine typische Malformation am Ohr bzw. als
Beispiel fur eine haufige skelettale Fehlbildung eine Veranderung am ersten
Strahl der Hand dargestellt, wobei Abbildung 2b eine stummelférmige

Restanlage eines Daumens vermuten l&sst.
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Abb. 1: Fehlbildung des linken Ohres bei einem FA-Patienten (VELLEUER
2013)

Abb. 2: Fehlbildung des 1. Strahles der Hand bei einem FA-Patienten. a)
Aufsicht, b) Blick auf eine stummelartige fragliche Daumenanlage
(VELLEUER 2013)
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Die Fanconi-Anédmie muss von anderen Erkrankungen abgegrenzt werden.

Ein in vielerlei Hinsicht &hnliches Krankheitsbild weist die Diamond-Blackfan-
Anamie (DBA) auf, die genau wie die Fanconi Anamie zu den vom National
Cancer Institute der USA ausgewiesenen IBMFS (,Inherited Bone Marrow
Failure Syndromes®) gehort (VLACHOS ET AL. 2012). Die DBA zeichnet sich
ebenso durch kongenitale Fehlbildungen v.a. im Kopf- und Halsbereich,
Versagen des Knochenmarks, hamatologische Veradnderungen und einer
Pradisposition fur Krebserkrankungen aus. Ein signifikanter Unterschied zur FA
besteht darin, dass nur die Bildung der Erythrozyten gestort ist. Es wird
angenommen, dass eine fehlerhafte Ribosomen-Biogenese fur eine pro-
apoptotische Erythropoese und somit fir fehlerhafte Erythrozyten verantwortlich
ist (LIPTON & ELLIS 2009).

Ebenfalls eine angeborene autosomal-rezessiv vererbbare Erkrankung und zu
den IBMFS zugehérig ist das Shwachman-Diamond-Syndrom (SDS). Auch
diese Patienten fallen durch skelettale Fehlbildungen, v.a. Kleinwuchs auf. 88-
100% der Betroffenen leiden unter einer Neutropenie, 42-82% haben eine
Anamie und 10-65% erkranken an einer Panmyelopathie und im Folgenden an
einer aplastischen Anamie (BURROUGHS ET AL. 2009). Hier scheinen sich die
FA und das SDS sehr &hnlich zu sein. Ein signifikantes weiteres Merkmal der
SDS ist allerdings eine exokrine Pankreasinsuffizienz, die u.a. durch eine Mal-
absorption zum Ausdruck kommt. Kénnen Standarduntersuchungen, wie
Bluttests oder Knochenmarksuntersuchungen keinen Aufschluss Uber die
vorliegende Erkrankung liefern, wird spatestens eine Chromosomen-

untersuchung Aufschluss geben (vgl. 1.2).

Die FA ist genau wie die exemplarisch genannten anderen Erkrankungen eine
insgesamt seltene Erkrankung. Ihre Pravalenz wird auf ca. 1:300.000 geschatzt
(HIRSCHFELD ET AL. 2007). Aufgrund ihrer Seltenheit und den mdoglichen
Differentialdiagnosen, ist eine umfangreiche Befundaufnahme obligat; denn nur
auf diese Weise gelingt eine sichere Diagnose und es kann eine optimale

Therapie durchgefuhrt werden.
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1.2 Diagnose und Therapiemaoglichkeiten der Fanconi-Anamie

Die Diagnose einer FA ist, wie in 1.1 erlautert, diffizil. Diesbezutglich muss
bedacht werden, dass eine Reihe von FA-Patienten erst mit ungefahr 7 Jahren
und nicht etwa bereits als S&auglinge oder Kleinkinder als Betroffene erkannt
werden (GIAMPIETRO ET AL. 1993).

Dieses liegt zum einen sicher daran, dass das phanotypische Bild der FA-
Patienten nicht allgemein bekannt ist, aber ferner daran, dass lange nicht alle
klare phanotypische Veranderungen, wie sie oben beschrieben wurden,
aufweisen. Auch auf hamatologischem Sektor gibt es verschieden schwere
Verlaufsformen, sodass madglicherweise bei weitestgehend fehlendem
Phanotyp und nur gering ausgepragten hamatologischen Veranderungen lange
nicht an eine FA gedacht wird. In Einzelfallen wird selbst noch bei Erwachsenen
eine FA ers’[diagnostiziert1 (DOKAL & VULLIAMY 2010).

Ein fundierter Verdacht auf eine FA sollte sich ergeben, wenn die bereits
genannten phanotypischen und hamatologischen Auffélligkeiten vorhanden
sind. AuBerdem sollten zwingend Untersuchungen bei Patienten erfolgen,
deren Geschwister oder andere nahe Angehérige an FA erkrankt sind.
Weiterhin auffallig sind tendenziell junge Patienten mit Tumoren, sodass hier
nicht nur an ein HNPCC-Syndrom, sondern auch an andere mit Tumoren
assoziierte Erkrankungen des jungeren Alters und eben auch an FA gedacht
werden sollte, gerade auch wenn die Tumoren eine erhéhte Sensibilitat
gegenuber Chemo- oder Radiotherapie zeigen. Gleicherweise verdachtig sind
junge Patienten mit Lebertumoren, die nicht den typischen Risikofaktoren
Hepatitis oder Alkoholkonsum mit Leberzirrhose ausgesetzt sind; auftreten
kébnnen sowohl gutartige Leberzelladenome, als auch hepatozellulare
Karzinome (ALTER 2008).

Liegen derartige Konstellationen vor, so sollten schnellstméglich diagnostische

MaBnahmen ergriffen werden.

' So wurde der Deutschen Fanconi-Anamie Hilfe e.V. noch im Jahr 2011 ein kurz danach verstorbener
Patient vorgestellt, der bereits 42 Jahre alt war und bei dem es (bei leerer Familienanamnese als
Adoptivkind) erst im Rahmen der Diagnostik eines infausten Mundbodenkarzinoms im Stadium IV zur FA-
Diagnose gekommen war - auch er hatte typische, wenn auch mildere Symptome der Erkrankung bereits
als Kind aufgewiesen.
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Zu den Basisuntersuchungen bei der Pr&- und Postnataldiagnose der FA zahlt
die Chromosomenbruchuntersuchung des Blutes. Es konnte gezeigt werden,
dass die Chemikalien Diepoxybutan (DEB) und Mitomycin C (MMC) einen
clastogenen Effekt auf die empfindlichen FA-Zellen austiben (AUERBACH
2009). Da DEB eine hoch giftige Chemikalie ist, wird MMC mittlerweile als
diagnostisches Hilfsmittel praferiert. Kommt es zu einem h&matopoetischen
somatischen Mosaik, d.h. zum simultanen Vorkommen von normalen und FA-
Zellen im Blut, kann es hilfreich sein, statt einer Blutanalyse eine entsprechende
Untersuchung an Fibroblasten durchzufuhren (ALTER 2008). Wé&hrend die
Bruchrate im peripheren Blut dann als normal getestet wird, kommt es bei den
Fibroblasten zu den erwarteten MMC-induzierten Chromosomenbrichen.

Alternativ kann mithilfe der Durchflusszytometrie eine Zell-Zyklus-Analyse
erfolgen. FA-Zellen verbleiben langer in der Go/M-Phase und kénnen nach
Zugabe von Clastogenen kenntlich gemacht werden. Aufgrund der Notwen-
digkeit hochwertigen und teuren Instrumentariums wird diese Methode jedoch
eher selten angewandt (ALTER 2008).

Ist eine FA diagnostiziert, so sollte es priméar zu regelmaBigen Untersuchungen
aller bedeutsamen Bereiche kommen. Dazu zahlen Hoértests, Ent-
wicklungstests, Ultraschalluntersuchungen von Nieren und ableitenden
Harnwegen mit fortfUhrenden Kontrollen durch den Urologen, augenarztliche
Untersuchungen, eine gynékologische Uberwachung, zahnarztliche Kontrollen
und besonders wichtig die regelmaBige Blut- und Knochenmarkuntersuchung
(NEUFELD 2005).

Zusétzlich kann eine so genannte Komplementationsanalyse erfolgen. Diese
spezifiziert die Zugehdrigkeit zu einer bestimmten FA-Untergruppe und kann so
den Gendefekt identifizieren, der die chromosomale Instabilitdt hervorruft.
Bisher konnten 15 Komplemetationsgruppen definiert werden (KNIES ET AL.
2012). In acht von ihnen lassen sich gegenwértig Patienten klassifizieren (FA-A,
-B, -C, -E, -F, -G, -J und -L), wobei sich einige in der klinischen Auspragung der
FA sehr &hnlich sind (ZIERHUT 2008). Wichtig ist diese Einteilung vor allem
zuklnftig, vorausgesetzt es wird mdglich, mithilfe Gentherapie therapeutisch
einzuwirken. Leider gibt es zum aktuellen Zeitpunkt noch keine Therapie, die

alle symptomatischen Erscheinungen simultan beheben kann.
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Besonders haufig und schwerwiegend ist jedoch im Verlauf das mittelgradige
bis schwere Knochenmarksversagen, das unbedingt therapiert werden muss.
Hierfur stehen als therapeutische Optionen die Knochenmarktransplantation
oder die medikamentdse Androgentherapie zur Verfugung.

Kann zum aktuellen Zeitpunkt kein passender Spender gefunden werden oder
kommt aus anderen Grinden eine Knochenmarktransplantation nicht in Frage,
so wird mit Androgenen, im Speziellen mit Oxymetholon und Danazol,
behandelt. Diese wirken vorwiegend auf die Erythrozyten und Thrombozyten,
gelegentlich auch auf die Granulozyten. Es konnte gezeigt werden, dass der
h&amatopoetische Effekt der Steroide aus einer verlangerten Lebensdauer bzw.
einer verstarkien Proliferation der Stammzellen von Erythrozyten und Granulo-
zyten resultiert (BERAN ET AL. 1982). Des Weiteren scheint Oxymetholon auf
die Glykolyse von Erythrozyten einzuwirken (MOLINARI & NERI 1978). Sinkt
das Hamoglobin unter 8g/dl oder die Thrombozyten unter 30000/pl, sollte mit
der Therapie begonnen werden.

Veranschaulichen lasst sich die Wirkung der Androgene am jetzt (2013)
14-jahrigen Patienten S. S.

Kurz vor Beginn der Therapie variierte der Hb-Wert im Bereich zwischen
5,2 und 8,3g/dl, die Erythrozyten lagen ungeféhr bei 2 Mio./ul und die
Thrombozyten zwischen 11.000 und 20.000 /pl. Die Anfangsdosis lag bei
50mg Oxymetholon einmal am Tag und 5mg Decortin jeden zweiten Tag.
Sieben Monate spater konnte die Dosis bereits auf 25mg Oxymetholon
taglich reduziert werden. Acht Monate nach Beginn der Therapie lagen
der Hb-Wert bei 15,3g/dl, die Erythrozytenzahl bei 4,3 Mio./pl und die
Thrombozyten bei 62000/ul. Uber 6 Jahre konnte so das Blutbild auf
einem stabilen Level gehalten werden, bis eine Stammzelltransplantation

unumganglich wurde.

Bedauerlicherweise mussen jedoch bei der Behandlung mit Androgenen
diverse Nebenwirkungen einkalkuliert werden. Dazu zahlen unter anderem
Vermannlichung, frihzeitiger Schluss der Epiphysen mit entsprechender
Wachstumsproblematik, Anstieg der Leberwerte, Hyperaktivitat oder die Bildung
von Leberzelladenomen. Aufgrund dessen sollte die Dosis androgener
Medikamente so gering wie mdglich gehalten werden; die Anfangsdosis fur



Seite |8

Oxymetholon liegt ublicherweise bei 2-5 mg/kg/Tag, wobei nach zwei bis vier
Monaten mit einer Dosisreduktion begonnen werden kann, sofern die Therapie
anspricht. Alle Veranderungen, die als Therapiefolge angesehen werden
kdnnen, mussen genauestens beobachtet werden (SHIMAMURA 2005).

Gegenwartig ist es jedoch ausschlieBlich mit der hé&matopoetischen
Stammzelltransplantation méglich, der Blutbildungsstérung langfristig entgegen-
zuwirken. Dabei sollte HLA-identischen Geschwisterspendern gegenuber
alternativen Spendern der Vorzug gegeben werden. So kdnnen mittlerweile
trotz der immer noch bestehenden Risiken der AbstoBungsreaktion und der
Graft versus Host Disease (GvHD) sehr gute Langzeitergebnisse erzielt werden
(HANSEN 2005).

Werden an dieser Stelle zur Veranschaulichung noch einmal die Daten
von S. S. hinzugezogen, so zeigte sich dreieinhalb Monate nach der
Transplantation eine Stabilisierung der Blutwerte mit einem Hb-Wert von
13,4 g/dl und eine Thrombozytenzahl von 239000 /pl. Aus einem
persodnlichen Gesprach mit dem Vater des Patienten ein weiteres Jahr
spater ging hervor, dass die Blutwerte auch weiterhin im stabilen Bereich
liegen (vgl. Tabelle 7 im Anhang).

Allerdings ist nach einer Knochenmarktransplantation das Risiko fur die
Entstehung von Schleimhauttumoren, insbesondere im Mundhdhlenbereich,
noch starker erhdht als bei FA bereits ohnehin.

1.3. Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle bei FA-Patienten im
Vergleich zum sporadischen Mundschleimhautkarzinom

Neben gynékologischen und ésophagealen Karzinomen sind es die Kopf-Hals-
Tumoren, denen eine bedeutsame Rolle unter den Krebserkrankungen der FA-
Patienten zukommt (ROSENBERG ET AL. 2008). Besondere Relevanz haben
dabei die Tumoren der Mundhéhle und des Pharynx, bei denen es sich in aller
Regel um Plattenepithelkarzinome (Abb. 3, Abb. 4) handelt, wé&hrend
Adenokarzinome oder andere Malignome zwar mdglich, aber sehr selten sind.
Elementare Unterschiede ergeben sich verglichen mit Tumoren dieser
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Lokalisation der Normalbevélkerung hinsichtlich Atiologie und klinischer
Charakteristika.

Abb. 3: Makroskopie eines Plattenepithelkarzinoms der Mundschleimhaut am
Lippenwinkel (BIESTERFELD 2013)

Abb. 4: Histologie eines maBig differenzierten Plattenepithelkarzinoms (G2),
HE-Farbung, 20x ObjektivvergréBerung (BIESTERFELD 2013)
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In den USA werden jahrlich circa 40.000 Mundhéhlen- und Pharynxkarzinome
neu diagnostiziert, wobei das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der
Diagnose bei 62 Jahren liegt (HOWLADER ET AL. 2011). Bereits an diesem
Punkt differieren die Risikogruppen signifikant voneinander, da bei FA-
Patienten die Tumoren ungeféhr ab dem 20. Lebensjahr auftreten kénnen
(ALTER 2005).

Laut dem National Cancer Institute der USA, das sich bei seinen Zahlen auf
Studien von Rosenberg et al. beruft, haben FA-Patienten im Alter von 40
Jahren ein 8%iges Risiko pro Jahr fur das Aufireten eines Platten-
epithelkarzinoms (ROSENBERG ET AL. 20083). Das durchschnittliche Alter bei
der Diagnose eines soliden Tumors liegt hier bei etwa 26 Jahren (ALTER
2003), also deutlich vorverlegt gegeniber den sporadischen Karzinomen, die
ihren Altersgipfel bei > 60 Jahren haben (RKI 2012). Die O/E-Ratio von 706 in
einem nordamerikanischen Vergleich von Patienten mit FA zur
Normalbevdlkerung belegt noch einmal das erheblich erhdhte Risiko von FA-
Patienten, ein Kopf-Hals-Karzinom zu entwickeln (ROSENBERG ET AL. 2003).

Bezuiglich der auBerhalb der FA iblichen Atiologie gibt es zahlreiche Studien, in
denen diverse Risikofaktoren fir das Ausbilden eines oralen Karzinoms
beschrieben werden. Besondere Bedeutung kommt dabei den chemischen
Faktoren Tabak und Alkohol zu (RAM ET AL. 2011). Kommt es zu einem
Zusammenspiel beider Faktoren, so erhdht sich das Risiko um ein Vielfaches
(JOHNSON 2001). Ursache dieses Effekts ist, dass durch den Alkoholkonsum
die Schleimhaut durchlassiger fur toxische Substanzen der Zigarette, wie z.B.
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und Nitrosamine, wird. Da in den
Industrienationen Manner einen hdéheren Konsum dieser Genussmittel haben
als Frauen, sind sie auch zwei- bis dreifach h&aufiger von Karzinomen im Mund-
und Pharynxbereich betroffen (JOHNSON 2001). Grundsétzlich steigt das
Risiko jedoch dosisabhéangig (MAIER ET AL. 1992). Ein dreifach erhdhtes
Risiko ergibt sich beispielsweise fur Manner, die mehr als 46 g Ethanol pro Tag
trinken (IDE ET AL. 2008), bei 90 g Ethanol pro Tag ergibt sich bereits ein 15-
fach erhdhtes Risiko flir orale Karzinome (CHOI & KAHYO 1991). Diese
Ethanolmenge entspricht in etwa einer Tagesdosis von 1150 ml bzw. 2250 ml
Bier mit 5%igem Alkoholgehalt.
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Bei FA-Patienten durfte aufgrund des eher jungen Alters der Alkohol- und
Tabakkonsum, gerade weil es auch um Dosis-abhédngige Langzeit-
veranderungen geht, bei der Entstehung von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich
keine signifikante Rolle spielen. Zahlen sind hier aber offenbar nicht bekannt.

GleichermaBen spielt die Mundhygiene bei der Ausbildung eines sporadischen
Mundschleimhautkarzinoms eine signifikante Rolle. Zahlreiche kariése Zahne
und damit einhergehend eine schlechte Pflege und die Bildung von Zahnstein
erhdhen das Risiko deutlich (MAIER ET AL. 1993).

Neben den bisher genannten Faktoren sind es unter anderem auch Viren, die
far die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren verantwortlich gemacht werden
(D’SOUZA ET AL. 2007). Ausléser kénnen dabei unterschiedliche Vorgange
sein. Viren mussen, um sich replizieren zu kénnen, ihre Nukleinsaure in eine
Wirtszelle einbauen. Dabei kann es zur Zerstérung der wirteigenen Gene
kommen, die normalerweise die Zellteilung kontrollieren. Zuséatzlich kénnen
Viren Uber verschiedene Mechanismen die Apoptose der Wirtszellen
beeinflussen und somit zu einem Tumorwachstum fuhren. Zu diesen
krebsauslésenden Viren gehéren unter anderem die Humanen Papillomaviren
(HPV), hullenlose Viren mit einer zirkulédren doppelstrangigen DNA, die vor
allem durch Infektionen im Anogenitalbereich und damit einhergehend durch die
Zervixkarzinome medizinisch relevant geworden sind. Nicht alle zu dieser
Gruppe gehérenden Viren sind krebsauslésend und nicht jede Infektion fuhrt
zwangslaufig zu einer malignen Entartung; jedoch liegt die Pravalenz von HPV
bei den sporadischen oralen Plattenepithelkarzinomen ungefahr bei 23,5%,
wobei vor allem HPV16 vorherrschend ist (KREIMER ET AL. 2005). Anders ist
es bei den Kopf-Hals-Tumoren der FA-Patienten. Hier scheint HPV keine
wesentliche Rolle bei der Kazinogenese zu spielen (VAN ZEEBURG ET AL.
2008).

Als Resumée lasst sich festhalten, dass viele Risikofaktoren des sporadischen
Mundschleimhautkarzinoms auf FA-Patienten nicht zutreffen. Leider ist bisher
noch nicht hinreichend geklart, warum es zu einem erhdhten Vorkommen der
oralen Karzinome bei FA-Patienten kommt. Aufféllig ist die Tatsache, dass es
nach einer Stammzelltransplantation zu einem Risiko kommt, das alters-
spezifisch noch einmal ungeféhr 44-fach héher ist im Vergleich zu FA-



Seite 112

Patienten ohne Transplantation (ROSENBERG ET AL. 2005). Eine Erklarung
dafar ware das geschwéchte Immunsystem nach einem solchen Eingriff.

Doch auch, wenn die Atiologie der Mundschleimhautkarzinome bei FA-
Patienten und der Normalbevélkerung vollkommen unterschiedlich sind, so
haben beide Gruppen durchaus auch Gemeinsamkeiten. Es konnte festgestellt
werden, dass sich beide genetisch sehr ahnlich sind. Uber die Analyse von
Allelverlusten konnte gezeigt werden, dass die gleichen krebserzeugenden
Gene und chromosomalen Lokalisationen betroffen sind, u.a. die
Chromosomen-Arme 3p, 8p, 9p, 13q, 17q und 18g (VAN ZEEBURG ET AL.
2008). Durch diese Erkenntnis kénnte die prazise Diagnose und die Bewertung
von sichtbaren oralen Lasionen erleichtert und das klinische Vorgehen deutlich
verbessert werden (ROSIN ET AL. 2000), denn immer noch ist die Prognose
nach der Diagnose eines oralen Karzinoms bei FA-Patienten signifikant
schlecht. Dies ist unter anderem in der erhéhten Sensibilitdt gegenltber Radio-
und Chemotherapien begriindet, die bereits in 1.1.2 angesprochen wurde.
Diese basiert vor allem auf der schlechten Reparaturfahigkeit von
Chromosomenschaden, so dass es zu schweren Nebenwirkungen kommen
kann, wie z.B. Mukositis, Dysphagie und Panzytopenie (BIRKELAND ET AL.
2011).

Umso wichtiger ist es, verdachtige Lasionen frihzeitig zu erkennen, sicher zu

diagnostizieren und schonende Therapiemdglichkeiten anzuwenden.



Seite 113

2. Ziel der Arbeit

Die Erforschung und Behandlung sehr seltener Krankheiten erfolgt heutzutage
h&aufig in Zentren. Das Universitatsklinikum Ddusseldorf stellt ein solches
Zentrum far die Fanconi-An&mie dar. Insbesondere in der Kinderklinik bestehen
nicht nur seit Jahren umfangreiche Bestrebungen zur Charakterisierung der
Erkrankung durch moderne zytogenetische Methoden, sondern es werden auch
groBe Anstrengungen gemacht, eine Uberregionale bzw. sogar internationale
Patientenversorgung in Kooperation mit einer der beiden deutschen FA-
Selbsthilfeorganisationen, der "Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V.", gerade
auf dem Sektor der epithelialen Tumoren zu realisieren. Auf verschiedenen
Reisen konnten seitens der beiden beteiligten Partner gréBere Zahlen von
Patienten auf das Vorliegen epithelialer L&sionen untersucht werden, sodass
am Universitatsklinikum Dusseldorf die gréBte Sammlung von oralen Zytologien
von Fanconi-Anamie-Patienten aufgebaut werden konnte. Entsprechend verfugt
der Schwerpunkt Cytopathologie des Universitatsklinikums Dusseldorf
wiederum Uber eine groBe Zahl beurteilter Proben von Patienten mit dieser

seltenen Erkrankung.

Die vorliegende Arbeit, die in Kooperation von Cytopathologie, Kinderklinik und
der Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. entstanden ist, wertet erstmals diese
Patientendatenbank aus, insbesondere im Hinblick auf die Zuordnung

zytologischer Diagnosen zu korrespondierenden klinischen Daten.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Bei den dieser Studie zugrunde liegenden Proben handelt es sich um seitens
der Deutschen Fanconi-Anéamie-Hilfe e.V. eingesandte Ausstrichpraparate des
oberen (erreichbaren) Digestivtrakts, gréBtenteils aus dem Bereich der
Mundschleimhaut entnommen. Erfasst wurden diejenigen Félle, die im Zeitraum
2006 bis 2010 von arztlichen Mitarbeitern bzw. von den Patienten selber in
verschiedenen Landern (Osterreich, Deutschland, Niederlande, Frankreich,
ltalien, USA, Brasilien, Spanien, Schweiz) abgestrichen wurden. Dabei handelt

es sich um 325 Proben von 94 unterschiedlichen Patienten.

Uber das Befunddokumentationssystem der Cytopathologie am Universitéts-
klinikum Dusseldorf (,dc-pathos®, Fa. dc-Systeme, Heiligenhaus) konnten die
betreffenden Proben nach verschiedenen Suchkriterien ausfindig gemacht
werden. Dabei kamen sowohl ,Fanconi** als allgemeiner Oberbegriff fur alle
Fanconi-Anamie-assoziierten Begriffe als auch die Namen typischer Einsender
als Schlagworte zum Einsatz. Die ausgegebenen Treffer konnten dann mit einer
Auflistung der entnommenen Proben durch die Deutschen Fanconi-Anamie-
Hilfe e.V. verglichen und verifiziert werden.

Anhand der aufgefundenen Félle wurde eine Excel-basierte Datenbank erstellt,
die alle verfugbaren klinischen Daten und die morphologisch erhobenen Daten
enthalt.

3.2. Methoden

3.2.1. Konventionelle zytologische Diagnostik

Als primare morphologische diagnostische MaBnahme kam bei den Patienten
die Exfoliativzytologie zum Einsatz. Eingefuhrt wurde diese Methode im Bereich
der oralen malignen Veranderungen bereits 1951 von Montgomery und Haam
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(MONTGOMERY & HAAM 1951) und gilt seitdem als wichtige, gering invasive
Alternative zur klassischen Biopsie. Durchgefthrt wird sie wie folgt:

Bei der Entnahme werden mit einem Wattetrager oder Burstchen unter leichtem
Druck und einer drehenden Bewegung Zellen von der verdachtigen Lé&sion
abgeschilfert. AnschlieBend werden sie sofort auf einen Glasobjekttréager durch
abrollende Bewegungen ubertragen und groBzlgig mit alkoholischem Spray
fixiert. Dabei sind Lufttrocknungsartefakte unbedingt zu vermeiden.

Flr eine genaue Zuordnung der Praparate ist nicht nur ein Vermerk des
Patientennamens auf dem Mattrand des Objekttragers vonnéten, sondern auch
eine ausfuhrliche Dokumentation auf einem Einsendeschein. Obligat sind dabei
die Patientendaten, sowie die Lokalisation der Probenentnahme. Werden
mehrere Proben enthommen, kann das Einzeichnen der Stellen in eine

'Mundlandkarte’ die Orientierung und spatere Zuordnung simplifizieren (Abb. 5).

Abb. 5: Beispiel fur eine Mundlandkarte mit Einzeichnung von zehn Entnahme-
stellen zytologischer Proben (modifiziert nach VELLEUER 2013)
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Nach Eingang im Labor werden diese noch am gleichen bzw. spatestens am
folgenden Tag mit einer eindeutigen Bezeichnung, Eingangsnummer etc.
versehen und maschinell nach Papanicolaou (,Pap-Farbung“) gemall den
SOPs (,Standard Operation Procedure”) gefarbt, die im Eingangslabor der
Cytopathologie schriftlich hinterlegt sind. Die Farbung gleicht dabei derjenigen
der gynékologischen Fruherkennungszytologie, an der sie historisch erstmals
eingesetzt wurde und seitdem auf viele Gebiete der Zytologie ubertragen

wurde. Im Einzelnen erfolgt die Pap-Farbung in folgenden Schritten:

96% Ethanol (2 Min.)

Absteigende Alkoholreihe (96%, 70%, 50% je 1 Min.)
Spulen mit Aqua dest. (1 Min.)

Hamatoxylin (2 Min.)

Spulen mit Leitungswasser (zweimal 3 Min.)

NH-OH

Aufsteigende Alkoholreihe (70% zweimal 1 Min., 80%, 96% je 1 Min.)
Orange Il 2b (2 Min.)

9. 96% Ethanol (zweimal 1 Min.)

10.Polychrom 3b (2 Min.)

11.96% Ethanol (zweimal 1 Min.)

12.99,5% Ethanol (2 Min.)

13. Xylol (zweimal 1 Min.)

© N O o~ WD~

14.Voclear (zweimal 1 Min.)

Danach werden die Praparate mit einem konventionellen Eindeckmedium, z.B.
Vitro-Clud, eingedeckt, wobei ein Eindeckautomat verwendet wird.

Zytologische Befunderhebung und Dokumentation

AnschlieBend werden die Préparate nach tblichen Kriterien der Zytodiagnostik
facharztlich untersucht (AFROGHEH ET AL. 2013) und ein schriftlicher Befund
verfasst. In diesem wird nach einem beschreibenden Teil ein Gutachten erstellt,
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das zunachst die Veradnderungen einer von funf Kategorien zuordnet
(BOCKING 1998):

- unzureichend Nicht ausreichende Zellzahl bzw. aus anderen
Granden (Artefakte etc.) nicht durchfihrbare
Diagnostik

- negativ Kein Hinweis auf Tumorzellen

- zweifelhaft Kein sicherer Ausschluss von Tumorzellen, da
mindestens abnorme Zellveranderungen vor-
liegen

- dringender Verdacht Nachweis weniger bereits atypischer Zellen,

deren Zahl noch nicht fur eine Kklinisch-
therapeutisch umsetzbare Tumordiagnose
genugt

- positiv Sicherer Nachweis von malignen Tumorzellen

Die Kategorisierung in eine der funf Gruppen wird durch eine Klartextdiagnose
erganzt, die dem Kliniker konkreten Aufschluss Uber die aufgefundenen
Zellveranderungen geben soll. Ein Negativbefund kénnte z.B. lauten: ,Kein
Nachweis von Tumorzellen (= negativ). Das Zellbild entspricht einer
hyperkeratotisch verhornenden Mundschleimhaut mit geringer entzindlicher
und hamorrhagischer Komponente. Im vorliegenden Material kein Anhalt far
Malignitat®. Als Positivbefund kdame in Betracht: ,Mit Nachweis bdsartiger

Tumorzellen (= positiv). Das Zellbild entspricht einem Plattenepithelkarzinom®.

Ein besonderes Problem stellen die Falle dar, die als ,zweifelhaft® oder
,2dringender Verdacht® eingestuft werden. Dabei handelt es sich nach der
Vorgehensweise der Cytopathologie Dusseldorf um vier Arten von

Zellveranderungen, namlich um
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- abnormes Regeneratepithel, das noch unterhalb der Dysplasien angesiedelt
ist und geringe, aber schon dem Untersucher suspekte Veranderungen des
Plattenepithels reprasentiert (,zweifelhaft®),

- leichte bzw. mittlere Dysplasien des Plattenepithels, die der Untersucher als
signifikant abnorm interpretiert (,zweifelhaft”),

- schwere Dysplasien des Plattenepithels, die bereits als atypisch einzustufen
sind, aber die Kriterien von Tumorzellen noch nicht vollstandig erfillen
(,dringender Verdacht®) sowie

- sehr wenige manifeste Tumorzellen eines Plattenepithelkarzinoms, bei
denen man sich aufgrund der zu geringen Zahl solcher Zellen noch nicht far

eine manifeste Tumordiagnose entscheiden mag (,dringender Verdacht®).

Hier bietet sich zur Objektivierung der Zellveranderungen die Anwendung
adjuvanter Methoden an, zu den prinzipiell die Immunzytochemie, die DNA-
Bildzytometrie, spezielle histochemische Reaktionen, die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung und PCR-basierte Techniken zu z&hlen sind. Insbesondere die
DNA-Bildzytometrie kommt als Anwendung bei unklaren Mundhdhlen-
veranderungen in Betracht und wird in der Cytopathologie Disseldorf in oben
genannten Fallen ca. 250-mal im Jahr angewandt; insgesamt werden jahrlich
ca. 750 solcher Untersuchungen (Stand: 2012) vorgenommen. Auch eine Reihe
der in dieser Studie dargestellten Falle wurde DNA-bildzytometrisch untersucht,

weswegen die Methode im Folgenden vorgestellt werden soll.

3.2.2. DNA-Bildzytometrie

Die DNA-Bildzytometrie beruht im Prinzip auf den Grundlagen der Photometrie
und wendet Erkenntnisse zur Abhé&ngigkeit zwischen der Konzentration einer
Farbung bzw. ihrer optischen Dichte und der Lichtschwachung an, basierend
auf den Arbeiten von Lambert im Jahre 1760 und von Beer im Jahre 1854
(MEIJER ET AL. 1997).
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Feulgen-Féarbung

Grundvoraussetzung fur die DNA-bildzytometrische Auswertung ist die
vorherige Anfarbung der Praparate nach Feulgen (FEULGEN & ROSSENBECK
1924), wobei es sich hierbei um eine stdchiometrische chemische Reaktion
handelt, die heute Ublicherweise in der Modifikation nach Graumann
(GRAUMANN 1958) ausgefuhrt wird.

Dabei kommt es im ersten Schritt durch eine saure Hydrolyse mit HCI zu einer
Spaltung der glykosidischen Bindung am C1-Atom der Purinbasen und
hierdurch zur Entstehung von freien Aldehyd-Gruppen. Im zweiten Schritt wird
dieses mit Schiff'schem Reagenz zu einem rot-violetten Farbstoff umgesetzt
(CHATELAIN ET AL. 1989). RNA wird dabei nicht angeféarbt, weil hier die
Spaltung der Glykosidbindung an der C1-Stelle nicht méglich ist, sodass eine
korrekt durchgefuhrte Feulgen-Farbung als spezifisch fur DNA gelten kann. Im
Falle der hier DNA-bildzytometrisch ausgewerteten Proben wurde die Farbung
auf der Arbeit von Chatelain et al. basierenden SOPs in einem speziell
umgerUsteten Shandon-Farbeautomaten, der Uber eine Temperatur-

kontrollierte Klvette flr die saure Hydrolyse verfugt, folgendermaBen realisiert:

1. Fixation der Objekttrager fur 50 Min. in gepuffertem Formalin (10%)
Spulen mit Aqua dest. (10 Min./ 5 Min.)

Saure Hydrolyse fur 60 Min. in 5N HCI bei 27 °C

Spulen mit Aqua dest. (dreimal 2 Min.)

Darstellung der DNA mit Hilfe des Schiff'schen Reagenz (60 Min.)
Spulen in Sulfitwasser (dreimal 5 Min.)

Spulen mit Aqua dest. (zweimal 1 Min.)

Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100% Ethanol fur jeweils 3
Min.)

9. Einstellen der Objekttrager in Xylol (5 Min.)

© N O 0 k& O DN
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AnschlieBend erfolgte das Eindecken der Praparate mit einem konventionellen
Eindeckmedium, z.B. Vitro-Clud. Zum Schutz vor dem Ausbleichen werden die

Praparate abgedunkelt aufbewahrt.

DNA-bildzytometrische Messung

Um reproduzierbare und Kklinisch umsetzbare Ergebnisse in der DNA-
Bildzytometrie zu erhalten, missen die verschiedenen methodischen Schritte
wie Praparation, Farbung, Messung und Auswertung fur alle verwendeten
Tumoren uniform und reproduzierbar sein (GIROUD ET AL. 1998).
Insbesondere mussen maégliche Fehlerquellen, die die Genauigkeit der DNA-
Messung in Zellkernen beeinflussen, erkannt und gegebenenfalls korrigiert
werden (Densiometrische Linearitat, Streulicht, Beugung, Segmentierungs-
probleme). Als aktuelle und umfassende Darstellung entsprechender
methodischer Aspekte und auch der Bildanalyse sei auf GIRMES (2009)

verwiesen.

Durchgefuhrt wurden die DNA-bildzytometrischen Messungen teilweise mit
einem AutoCyte-System der Firma Roche (Grenzach-Wyhlen) und teilweise mit
einer MotiCyte DNA-Workstation der Firma Motic (Xianmen, China bzw.
Wetzlar), deren Leistungsféhigkeit Instituts-intern als gleichwertig angesehen
wird. Sie bestehen aus einem Durchlichtmikroskop, einer hochauflésenden
Schwarz-/WeiB3-Kamera und einem mit einer speziellen Bildverarbeitungs-
software bestlckien PC, auf dessen Monitor das Kamerabild, dem eine 40x-
ObjektivvergréBerung im Mikroskop zugrunde liegt, Ubertragen wird (s. Abb.6).
An beiden Systemen werden die Konsensus-Anforderungen der European
Society of Analytical and Cellular Pathology (ESACP) an DNA-
bildzytometrische Messeinrichtungen (HAROSKE ET AL. 1998) eingehalten.
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Abb. 6: DNA-bildzytometrische Messeinrichtung (BIESTERFELD 2013)

Als Referenzwert fur einen normalen diploiden Chromosomensatz wird die
mittlere 1OD von ca. 30 regelrechten Zellen (,Referenz- oder Eichzellen®)
verwendet, wofur unauffallige Epithelien, Lymphozyten oder Fibroblasten in
Betracht kommen, und als 2c gesetzt (,diploider Standard“) werden. Als
Messzellzahl wird, soweit diese Zahl an Zellen auf dem Préaparat Uberhaupt
vorhanden ist, die Erfassung von 300 auffalligen Epithelien (,Analysezellen)
angestrebt, wobei eine Selektion innerhalb dieser Zellpopulation (z.B. nur
besonders groBe oder dunkle Kerne) unbedingt vermieden werden muss. Durch
den Vergleich mit dem diploiden Standard kann dann jeder Analysezelle ein

konkreter Wert in ¢ zugeordnet werden (s. Abb. 7).
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Abb. 7: Interaktiver Monitor bei der DNA-Zytometrie (BIESTERFELD 2013)

Um zu einem mdglichst verlasslichen Resultat zu gelangen, ist es dabei
wlnschenswert, die Referenzzellen nicht nur aus dem gleichen Praparat zu
wahlen, sondern aus der unmittelbaren Umgebung der Analysezellen, da durch
Lagerung, Praparation und Fixation der Zellen erheblicher Einfluss auf deren
Farbung und somit auf das Messergebnis genommen wird. Um die Qualitat der
Eichung zu Uberprifen, wird der Variationskoeffizienten der 10D’s bestimmt,

welcher gemaB unseren SOPs unter 5% liegen sollte.

Auswertung DNA-bildzytometrischer Messungen

Von den vielen von der European Society of Analytical and Cellular Pathology
(ESACP) akzeptierten DNA-bildzytometrischen Variablen (HAROSKE ET AL.
1998 bzw. im Detail auch GIRMES 2009) wird in der diagnostischen
Mundhéhlenzytologie zur Bestimmung der Dignitat der L&sion die Lage der
DNA-Stammlinie herangezogen, ggfls. auch der Nachweis von Einzelzellen

oberhalb eines Grenzwertes von 9c.

Der Begriff der DNA-Stammlinie beschreibt die Lage der Go¢/Gi-Phase einer
Zellpopulation und kann liegen:

- bei 2c +/- 10%, entsprechend einer als diploid zu interpretierenden
Stammlinie (Abb.8, oben)
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- bei 4c, 8c, 16¢ +/- 10%, entsprechend einer euploiden Polyploidisierung
(BIESTERFELD et al. 1994)

- auBerhalb der vorgenannten Bereiche als Ausdruck von DNA-
Aneuploidie (Abb. 8, unten), zu interpretieren als Aquivalent fiir maligne
Transformation der Zellpopulation und entsprechend prospektiver oder

manifester Malignitat der zugrunde liegenden Lasion

Das Auftreten von Einzelzellen mit einem DNA-Gehalt von > 9c wird ebenfalls
als Nachweis von DNA-Aneuploidie verstanden. In Einzelféllen ist auch
aufgrund arztlicher Erfahrung legitim, statt einer Entscheidung fir oder gegen
das Vorliegen von Aneuploidie einen Verdacht auf Aneuploidie zu auB3ern.

Abb. 8: Aneuploide DNA-Verteilung in einem Karzinom mit einer DNA-
Stammlinie bei ca. 2,5c (unten) im Vergleich zu einer diploiden DNA
Verteilung in normalen Zellen (oben) (BIESTERFELD 2013)

3.2.3. Aufarbeitung von Patientenakten

Alle im Archiv des Universitatsklinikum Dusseldorf verfiugbaren Akten von
Patienten, die an Fanconi-Andmie erkrankt sind, wurden hinsichtlich allge-
meiner Daten (Alter, Geschlecht, Wohnort), Verlauf der pathologischen Befunde
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mit jeweiliger Lokalisation der Entnahmestelle und gravierender Klinischer
Eingriffe (z.B. Knochenmarkstransplantation) durchgearbeitet.

Unterstltzend wirkten dabei der Geschéftsfihrer der Deutschen Fanconi-
Anamie-Hilfe e.V., Herr Ralf Dietrich (Unna), und seine ehrenamtliche
Mitarbeiterin Frau Dr. med. Eunike Velleuer (Klinik far Kinder-Onkologie,
Kinder-Hamatologie und Klinische Immunologie,  Universitatsklinikum
Disseldorf) mit, die aus engem persénlichen Kontakt mit den Patienten heraus

Lucken in den Aufzeichnungen fullen konnten.

3.2.4. Statistik

Die statistischen Untersuchungen wurden mit dem am Schwerpunkt
Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat etablierten biometrischen

Programmpaket BMDP (Unterprogramme 1D, 2D, 3T, 4F) vorgenommen.

An biometrischen Grunddaten standen insbesondere die GrundgréBen der
deskriptiven Statistik, also Mittelwert, Minimal- und Maximalwert, Standard-
abweichung und Variationskoeffizient sowie der Median zur Verfugung.
Korrelationen zwischen zwei kategorisierten Parametern wurden in Mehr-
Felder-Tafeln analysiert und mit dem Chi?-Test auf statistische Signifikanz
getestet, solche zwischen kategorisierten und stetigen Parametern mit dem t-
Test bzw. dem Mann-Whitney U-Test. Statistische Signifikanz wurde jeweils fur
ein a-Niveau (p-Wert) von = 0,05 angenommen, entsprechend einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von = 5%, die Nullhypothese falschlich zu verwerfen.
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4. Ergebnisse

4.1. Allgemeine Patientendaten

Zur Auswertung standen 325 Proben von 94 verschiedenen Patienten, davon
38 mannliche und 56 weibliche, mit einem mittleren Alter von 20,8 +/- 10,1 [SD]
Jahren. Getrennt nach Geschlechtern waren die mé&nnlichen Patienten beim
ersten Abstrich mit 18,6 +/- 8,9 [SD] Jahren im Durchschnitt jinger als die weib-
lichen mit 22,4 +/- 10,4 [SD] Jahren. Dieser Unterschied im Durchschnittsalter
von fast vier Jahren erwies sich im t-Test als grenzwertig statistisch signifikant
(p = 0.046) und im U-Test als gerade noch nicht signifikant (p = 0.059).

48 (51,1%) von den Patienten, die in funf Gruppen a 10 Jahren Alter aufgeteilt

wurden, waren zwischen 10 und 19 Jahre alt.

Der betrachtete Entnahmezeitraum dieser Studie umfasste die Jahre 2006 bis
2010, wobei die Herkunftslander (vgl. auch 3.1) sehr unterschiedlich waren und
sich Uber zwei Kontinente erstreckten (Osterreich, Deutschland, Niederlande,
Frankreich, ltalien, USA, Brasilien, Spanien, Schweiz, GroBbritannien). Abb. 9
zeigt die entsprechenden Zahlen.
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Abb. 9: Herkunftsldnder der untersuchten Patienten mit Fanconi-Andmie
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4.2. Ergebnisse der konventionellen und adjuvanten Zytodiagnostik

Die Betrachtung der Daten erfolgte teilweise patientenbezogen, teilweise

probenbezogen.

Konventionelle Zytologie

Viele Aspekte der konventionellen Zytologie wurden patientenbezogenen
ausgewertet, wobei jeweils pro Patient die Diagnose von héchster Relevanz,
also in der Reihenfolge positiv - dringender Verdacht - zweifelhaft - negativ,

zugrunde gelegt wurde. Sie sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tab. 2: Patientenbezogene Aufstellung von Kenndaten der konventionellen

Zytologie; KMT = Knochenmarktransplantation

. . Alle - Dringender . .

Zytologische Diagnose Diaanosen | Rositiv Verdacht zweifelhaft [ negativ
Anzahl Patienten 94 9 8 21 56
(orientiert an "schlimmster
Diagnose")
Geschlecht
mannlich 38 4 2 9 23
weiblich 56 5 6 12 33




Fortsetzung Tab. 2: Patientenbezogene Aufstellung von
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Kenndaten

konventionellen Zytologie; KMT = Knochenmarktransplantation

Patienten mit KMT 51 8 5 10 28
in % 54,3 88,9 62,5 47 .6 50,0
Alter bei Probenentnahme

Median (Monate) 220,5 336 236 235 208
Mittelwert (Monate) 251,5 296,3 296,1 259.6 234,9
Standardabw. 121,1 107,9 212,9 121,5 105,0
< 120 Monate 7 0 2 1 4
120-240 Monate 48 4 2 11 31
241-360 Monate 22 3 2 4 13
361-480 Monate 13 2 0 4 7
>480 Monate 4 0 2 1 1

der

Von den insgesamt 94 untersuchten Patienten ergab sich bei neun von ihnen

als héchste Diagnose ,positiv, bei acht ergab sich ein ,dringender Verdacht®,

21 erhielten die Diagnose ,zweifelhaft* und 56 waren ,negativ.

Mit einem Anteil von 59,6% kamen deutlich mehr weibliche Patienten vor als

mannliche. Gleichzeitig ist das Verhaltnis der Diagnosen jedoch noch recht

ahnlich, wenn man eine grobe Einteilung in ,nicht negativ‘ und ,negativ“ wahit.

Es ergab sich so ein Verhélinis bei den Mannern von 15:23 (,negativ‘: 60,5%)

und bei den Frauen von 23:33 (,negativ‘: 58,9%). Die Differenz von ca. zwei

Prozentpunkten im Hinblick auf den Anteil der ,negativen“ Ergebnisse war

statistisch nicht signifikant (Pearson-Chi?-Test: p > 0.05).
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Aufgeschlisselt wurde ebenfalls, wie viele Patienten bei Probenentnahme
bereits eine Knochenmarkstransplantation erhalten hatten. Bei 54,3% der
untersuchten Patienten war dies der Fall. Dabei zeigt sich eine Steigerung der
Haufigkeit von 47,6% bei den ,zweifelhaften® Fallen und 62,5% bei den Fallen
mit ,dringendem Verdacht‘ bis hin zu 88,9% bei den ,positiven® Fallen.
Statistisch signifikant waren die Veranderungen im Pearson-Chi2-Test fur den
Vergleich der 56 negativen Félle mit allen anderen nicht (p > 0.05), wohl aber
eben noch fir den Vergleich zwischen den 85 negativen, zweifelhaften bzw.
dringend verdachten Féllen mit den neun positiven Fallen (Chi2: 4,1; p =
0.0422).

In gleicher Richtung steigt auch das Alter der Patienten an. Anhand des
Mittelwertes zeigt sich ein zunehmendes Alter, beginnend mit den Patienten mit
den ,negativen“ Abstrichergebnissen (gerundet 235 Monate) Uber die
,Zweifelhaften® (gerundet etwa 25 Monate alter) und denen mit ,dringendem
Verdacht® bzw. jenen mit ,positivem” Ergebnis (gerundet jeweils weitere ca. 36
Monate &lter). Bezogen auf den AusreiBer-festeren Median ergibt sich ein
ahnliches Ergebnis; dort liegen zwischen den ,negativen® Fallen (208 Monate)
Uber die ,zweifelhaften” Falle und die Falle mit ,dringendem Verdacht® (27 bzw.
28 Monate alter) bzw. den ,positiven® Fallen (weitere 100 Monate alter)
ebenfalls klar erkennbare Abstande. Welcher der beiden Auswertungen auch
der Vorzug gegeben wird, am Ende steht jeweils die Idee eines gerichteten
zeitlichen Ablaufes der Karzinogenese. Statistisch signifikant waren die
Ergebnisse aber (noch) nicht, méglicherweise bedingt durch die recht geringe
Fallzahl und die sich in den Standardabweichungen niederschlagende breite
Streuung. Selbst fur den Vergleich zwischen ,positiven” und ,negativen® Fallen
wurde sowohl im t-Test, als auch im Mann-Whitney U-Test nur das noch nicht
signifikante Testniveau von p ~ 0,10 erreicht, sodass die dargestellten

Unterschiede nur als Trend interpretierbar sind.

Probenbezogen sollen die Lokalisationen der Entnahmen in Beziehung zum
Ergebnis der Diagnostik dargestellt werden (Tab. 3). Insgesamt konnten 320
Proben ausgewertet werden, von denen 236 negativ (= 73,75%) und 84 ,nicht
negativ’ (= 26,25%) waren. Nur finf Proben, davon vier am Mundwinkel, wo
sich als einzige Entnahmeregion verhornendes Plattenepithel findet, waren
unzureichend (= 1,5%, bezogen auf urspringlich 325 Proben).
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Tab. 3: Probenbezogene Aufstellung der Lokalisationen der Entnahmen und

der Ergebnisse der konventionellen Zytologie

Zytologische Diagnose Dia%sen positiv DVr_igr%%c}:?r zweifelhaft [ negativ
Anzahl Proben 320 13 18 53 236
Entnahmeregionen
der Proben
Gingiva OK 46 7 9 9 21
Gingiva UK 25 1 6 18
Planum bukkale re. 42 2 8 32
Planum bukkale Ii. 28 1 1 26
Oberlippe 3 1 1 1
Unterlippe 22 1 7 14
Zunge 84 8 76
Sublingual 12 1 2 9
Gaumen 10 1 3 6
Mundwinkel re & i 24 1 8 15
Sonstige 24 2 1 3 18

Insgesamt féllt die hohe Zahl von Proben mit ,dringendem Verdacht® bzw.

,positiver® Diagnose an der Oberkiefergingiva (16/46 = 34,8%) auf, zum einen

im Kontrast zur Unterkiefergingiva (1/25 = 4,0%), aber auch zu allen anderen

Regionen mit mehr als 20 Probenentnahmen. Lediglich bei Entnahmen am
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Gaumen wurde eine noch héhere Quote solcher Diagnosen beobachtet,
allerdings bei eingeschrankt reprasentativer Fallzahl (4/10 = 40,0%).

Werden mit den zweifelhaften Diagnosen alle ,nicht negativen“ Proben als
Berechnungsgrundlage genommen, so erreicht nur bei der Oberkiefergingiva
die Quote solcher Befunde bei mehr als der Halfte der Proben (25/46 = 54,3%),
wahrend die Ubrigen Lokalisationen zusammen genommen weniger als halb so
hoch liegen (59/274 = 21,5%). Dieser Unterschied ist bei Aufstellung einer Vier-
Felder-Tafel im Chi2-Test statistisch hochsignifikant (Chi2: 21.9; p < 0,0001). Im
Vergleich zwischen Oberkiefergingiva und Unterkiefergingiva, bei der ebenfalls
nur relativ wenige Félle nicht-negativ waren (7/25 = 28%), ergab sich ein
ebenfalls noch statistisch signifikanter Unterschied (Chi2: 4.5; p = 0.0331).

Adjuvante DNA-bildzytometrische Diagnostik

In 57 Faéllen wurde anschlieBend eine DNA-Bildzytometrie durchgefinhrt,

hauptsachlich im Falle eines ,nicht negativen Ergebnisses (Tab 4).

Allerdings wurden auch in wenigen Féllen DNA-bildzytometrische
Untersuchungen an negativen Proben vorgenommen und somit, ahnlich wie
auch bei Messung positiver Proben, von den Gepflogenheiten der
Cytopathologie Dusseldorf abgewichen.

Grinde fur diese Vorgehensweise lagen im Falle der ,negativen® Proben am
klinischen Erscheinungsbild der Lasionen. Bei zwei von ihnen lieB sich anhand
der Einsendescheine eruieren, dass es sich um ein Ulkus handelte, d.h. jeweils
um eine hochverdéachtige L&sion, die vorzugsweise mit grdoBter Sicherheit
abgeklart werden sollte. Im Falle von einer der tubrigen zwei Proben kam es laut
Aufzeichnungen zu einer telefonischen Rlcksprache mit dem behandelnden
Kliniker, der die Lasion anders einschatzte als es die konventionelle zyto-
logische Diagnose ergab. Bei der vierten ,negativen“ Probe wurde kurze Zeit
nach unserer konventionellen Zytologie aufgrund des fragwurdigen klinischen
Erscheinungsbildes alio loco eine Biopsie durchgefihrt - mit einem ,positiven®
Ergebnis. Daraufhin wurde diese Probe noch einmal konventionell zytologisch
Uberpruft, herabgestuft und anschlieBend retrospektiv DNA-zytometrisch unter-
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sucht, sodass bei dieser Probe abschlieBend DNA-Aneuploidie festgestellt
wurde und die Biopsie bestatigte.

Da den FA-Patienten unter allen Umstédnden unnétige Biopsien erspart werden
sollten, wird - nach Absprache zwischen der Leitung der Cytopathologie
Disseldorf und der Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. - zusétzlich zu einem
Jpositiven“ konventionellen zytologischen Ergebnis die DNA-Zytometrie zur

Absicherung der Diagnose hinzugezogen.

Tab. 4: Durchfuhrung DNA-bildzytometrischer Messungen nach Diagnose-

gruppen
. . Alle B Dringender ) )
Zytologische Diagnose i positiv zweifelhaft negativ
Diagnosen Verdacht
Anzahl Proben 320 13 18 53 236
Anzahl der durchgefiihrten
_ _ 57 10 16 27 4
DNA-Bildzytometrien
DNA-Bildzytometrie von
vornherein nicht méglich
_ 31 3 2 26 0
aufgrund zu weniger
auffalliger Zellen
DNA-Bildzytometrie nicht
232 0 0 0 232
durchgefihrt

Dass in 31 der in Tabelle 4 erfassten Falle, an denen eine DNA-Bildzytometrie

vorgesehen gewesen ware, keine Messung erfolgen konnte, lag an der zu
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geringen Zahl auffalliger Epithelzellen. Wie dartber hinaus aus der Tabelle
ersichtlich ist, gilt dieses Problem selbst flr ,positive“ Proben, von denen drei
nicht far eine DNA-Bildzytometrie geeignet waren. Beispielsweise waren bei
einer der besagten Proben gerade einmal 27 atypische Zellen vorhanden. Eine
dermaBen geringe Zahl auffalliger Zellen kann far eine definitive konventionelle
zytologische Diagnose durchaus ausreichen, fur eine DNA-bildzytometrische
Messung ist aber eine Stichprobe von 250 - 300 auffélligen Zellen vonnéten, um
zu einer statistisch robusten Werteverteilung fir eine spatere Stammlinien-
analyse zu gelangen.

In Tabelle 5 ist die Verteilung der DNA-bildzytometrischen Messergebnisse
wiedergegeben.

Tab. 5: Ergebnisse DNA-bildzytometrischer Messungen

Zytologische Diagnose Alle positiv | Dringender | zweifelhaft | negativ
Diagnosen Verdacht
Ergebnisse der DNA- 57 10 16 27 4

Bildzytometrie

Aneuploidie 22 9 6 6 1
Verdacht auf Aneuploidie 6 1 1 4

negativ 24 7 14 3
Kein auswertbares 5 2 3

Ergebnis

Bezogen auf die zehn untersuchten positiven Félle ergab sich, hinsichtlich
Aneuploidie oder den Verdacht auf Aneuploidie, eine Bestatigung der
zytologischen Diagnose in 100% der Falle. In allen diesen Fallen wurde im
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Nachtragsbericht die Empfehlung zu einer operativen bzw. bioptischen Kléarung
gegeben.

Indes konnte bei den 16 Patienten mit ,dringendem Verdacht®, deren Proben
auswertbar waren, nur in 50% Aneuploidie nahegelegt bzw. nachgewiesen
werden. Zehn von 27 Proben mit zweifelhaften Veranderungen (37,0%)
wiesen Aneuploidie oder einen Verdacht auf Aneuploidie auf. Gleiches gilt far
diejenige der vier untersuchten negativen Proben (25%), die bereits oben
erlautert wurde. Fanden sich keine Hinweise auf DNA-Aneuploidie, so wurden
die zytologischen Befunde im Nachbericht herabgestuft; beispielsweise wurden
in acht Veranderungen, die als zweifelhaft oder dringend verdéchtig klassifiziert
waren, die Zellen im Nachhinein als unklares Regeneratepithel interpretiert.

4.3. Klinisches Follow-up

Da viele Probengewinnungen aus nicht jederzeit wiederholbaren Fernreisen
stammten, die auch in entlegene und dinn besiedelte Gebiete beispielsweise
der USA oder Brasiliens gefuhrt hatten, sind tUber das klinische Follow-Up
vereinzelter Patienten nur luckenhafte Informationen gegeben. Die im
Folgenden dargestellten Daten von 67 der 94 Patienten (= 71,3%) mulssen
daher teilweise unvollstandig bleiben und gehen im Wesentlichen auf Angaben
der Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. zurtck.

Trotz dieser genannten Schwierigkeiten war es mdglich, ein Follow-Up von
insgesamt 52 aktuell noch lebenden Patienten zu erstellen. Ausgehend von der
ersten Probenentnahme umfasst das Follow-Up im Mittel einen Zeitraum von
44,5 Monaten bei einer Standardabweichung von 20,1 Monaten. Die Dauer
variiert dabei in einem Rahmen von 12 bis 79 Monaten, wobei die groBte
Anzahl der Patienten auf ein Zeitintervall von 21-30 Monaten entfallt. Erfreulich
ist, dass sechs Patienten sogar Uber einen Zeitraum von mehr als 70 Monaten
beobachtet werden konnten. Relativ ausgeglichen ist die Patientenanzahl mit
funf bis acht Patienten pro Gruppe im Intervall von 31 bis 70 Monaten.
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Abb. 10: Follow-Up-Zeitraum in Monaten mit entsprechender Patientenanzahl

Sicher festgehalten werden kann auch, dass im Zeitraum bis Juli 2013
insgesamt 15 der 94 Patienten verstorben sind. Von diesen waren elf weiblich
und vier mannlich.

Sechs der Patienten sind aufgrund eines Kopf-/Hals-Tumors oder an den
direkten Folgen (wie z. B. Metastasen oder Blutungen nach einer OP)
verstorben. Sie hatten zum Zeitpunkt des Todes ein durchschnittliches Alter von
41 Jahren.

Bei sechs der Ubrigen neun verstorbenen FA-Patienten stand die Todesursache
in direktem Zusammenhang zu einer Knochenmarkstransplantation (KMT).
Zwei waren direkt ohne Erfolg, in zwei Fallen folgte eine tédliche Infektion kurze
Zeit nach der KMT, einmal fihrte die GvHD zum Tod und in einem Fall eine
Sepsis. Die beiden anderen Ursachen waren ein Mammakarzinom bzw. eine
Knochenmarkaplasie nach chromosomalen Aberrationen. Zu einem Todesfall
lagen keine Angaben zur Todesursache vor. Insgesamt lag das durch-
schnittliche Alter in dieser Gruppe bei 31,3 Jahren.
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Tab. 6: Ergebnisse der Auswertung der bis Juli 2013 aufgetretenen Todesfélle

Todesursachen m w Durchschn.
Alter
Kopf-/Hals-Tumor bzw. 2 4 41

dessen Folgen
andere Ursachen (s. Text) 2 6 31,3

unbekannt 1 40

Insgesamt wurde bei acht der 94 Patienten eine Operation bei gesichertem
Kopf-/Hals-Tumor durchgeflhrt, vier davon sind mittlerweile verstorben. In funf
Féllen wurde vorher eine DNA-zytometrische Messung in unserer Datenbank
als Aneuploidie bzw. Verdacht auf Aneuploidie ausgewertet.

Eine groBe Anzahl an Patienten wird regelmaBig von Mitarbeitern der
Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. inspiziert und auf mdgliche Lasionen hin
Gberpraft. Erfreulich ist, dass bei 40 Patienten mindestens zwei Jahre nach der
letzten Abstrichentnahme keine auffélligen L&sionen in der Mundhdhle zu
finden waren. Ein erneuter Abstrich war nicht notwendig.

Wichtig war ferner das konkrete Follow-Up zur Entnahmeregion der Zytologie-
Entnahmen zu erarbeiten. Trotz der Schwierigkeiten in der Datensammlung
konnte bei elf Patienten und zwélf Entnahmestellen ein Follow-Up direkt aus der
Datenbank gewonnen werden, das auf einer zytologischen Kontrollunter-
suchung der exakt gleichen Entnahmeregion basierte.

Sieben der Probenpaare waren in beiden Befundungen, zwischen denen 27 -
65 Monate lagen, als ,negativ* bewertet worden. Dabei ging es meistens um die
Langzeitkontrolle einer seit langerem bestehenden Leukoplakie bzw. einer
weiBlichen Auflagerung / Verénderung.

In drei Fallen war die erste Probe ,negativ" befundet worden; die Kontrollproben

wurden in zwei Féllen als ,zweifelhaft" und in einem als ,dringender Verdacht"
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beurteilt, wobei zwischen den Proben 29 - 60 Monate lagen. Bei den ersteren
beiden Patienten wurde eine Leukoplakie kontrolliert, bei letzerem war bei der
Erstentnahme ebenfalls eine Leukoplakie klinisch angegeben, wohingegen die
Zweitentnahme nach 29 Monaten mit der klinischen Angabe ,Z.n. Karzinom,
chronisches Ulkus, Erythroplakie" erfolgte. Diese Probe erwies sich als DNA-
aneuploid. Von den beiden als ,zweifelhaft" eingestuften Proben war eine nicht
DNA-aneuploid, die andere wegen zu weniger auffalliger Zellen DNA-
zytometrisch nicht auswertbar. Uber weitere therapeutische MaBnahmen ist
jeweils leider nichts bekannt.

Eine Probe aus einer Erythroleukoplakie war bei der Erstuntersuchung als
,Zweifelhaft" diagnostiziert worden; bei der Kontrolle nach neun Monaten, die
jetzt bereits mit der klinischen Angabe ,Z.n. Karzinom, Rétung" erfolgte, wurde
ein ,dringender Verdacht" auf Tumorzellen (im Sinne eines wahrscheinlichen
Tumorrezidivs) erhoben und DNA-Aneuploidie nachgewiesen. Die erste Probe
hatte sich aus technischen Grinden nicht messen lassen.

Eine weitere Probe der é&lteren Untersuchungen ergab einen ,dringenden
Verdacht" an der Gingiva an Regio 12. Eine DNA-zytometrische Untersuchung
gab damals Entwarnung durch ein nicht DNA-aneuploides Verteilungsmuster.
Aufgrund einer ulzerierenden Veranderung an der gleichen Lokalisation wurde
25 Monate spater erneut ein Abstrich entnommen, der als ,zweifelhaft"
eingestuft wurde. Allerdings ergab auch hier die DNA-zytometrische
Untersuchung ein nicht aneuploides DNA-Verteilungsmuster.

Einer der Patienten, zu denen mehr Angaben vorliegen, ist Herr J. O., dessen
allerdings komplikationsreiche Krankheitsgeschichte als Beispiel fir den Verlauf
einer Fanconi-Anamie stehen kann.



Seite 137

4.4. Betrachtung eines besonderen Falls: Herr J.O.

Herr J. O., * 1980, ist ein inzwischen 33-jahriger Patient, der an multiplen und
rezidivierenden Lé&sionen der Mundhoéhle und der Lippen leidet. Er steht
exemplarisch fur Langzeit-beobachtete Fanconi-Anamie-Patienten und war
Gesprachspartner auf einem Treffen der Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V.
in Nottuln im Frihsommer 2012.

Herr O. erfuhr im Alter von vier Jahren, dass er an Fanconi-And&mie erkrankt ist.
Auch wenn er schon mit den phanotypischen Merkmalen des Kleinwuchses und
einer Fehlbildung am linken Daumen geboren wurde, konnte die Diagnose erst
nach dem Auftreten einer Darmblutung gestellt werden. Vier Jahre spéter, also
schon mit acht Jahren, erhielt er eine Knochenmarkstransplantation, in deren
Folge es durch starke AbstoBungsreaktionen u.a. zu extrem trockener Haut mit
Altersflecken, fehlendem Nachwachsen von Haaren, Ausgang von FuB- und
Fingern&geln und fehlender Produktion von Tranenflissigkeit kam, was schlie3-
lich drei Jahre spater, also im Alter von 11 Jahren, zur Erblindung fuhrte.

Die erste Veranderung der Mundschleimhaut wurde ca. 1991/1992, also mit ca.
15 Jahren, sichtbar und als Leukoplakie diagnostiziert. Zu diesem Zeitpunkt war
das Wissen bezuglich der oralen Karzinome bei FA-Patienten noch nicht so
weit fortgeschritten, dass umgehend weiterfihrende diagnostische MaBnahmen
ergriffen worden wéren.

Erst im Jahr 2001, nachdem eine Verhartung an der Unterlippe festgestellt
werden konnte, wurde eine Biopsie entnommen, die wohl bereits aufféllige
Veranderungen enthielt; ein Befundausdruck lag leider nicht vor. Uber
dreieinhalb Jahre wurde die Veranderung weiter beobachtet. Es kam zu
erschwerter Nahrungsaufnahme und vermehrten Blutungen, sodass im
Folgenden eine weitere Biopsie entnommen wurde.

Diese fUhrte im Jahr 2005 dazu, dass das erste Mal ein Karzinom an der
Unterlippe diagnostiziert wurde (Abb. 11).
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Abb. 11: Beispiel einer bei Herrn O. aufgetretenen flachigen, teils erodierten
und Kklinisch unklaren Lasion an der Unterlippenschleimhaut
(VELLEUER 2013). Zytologisch Nachweis maligner Tumorzellen
(,positiv‘). Histologisch Plattenepithelkarzinom.

Im Verlauf kam es zu sechs chirurgischen Eingriffen und Bestrahlung, da immer
wieder prékanzerése Veradnderungen bzw. ein manifestes Plattenepithel-

karzinom mit Lymphknotenmetastasen festgestellt werden konnte.

Seitdem koénnen bei Herrn O. immer wieder wandernde Erythroplakien,
Leukoplakien und offene Lé&sionen im Mund- / Lippenbereich beobachtet
werden (Abb. 12).

Abb. 12: Beispiel einer bei Herrn O. aufgetretenen teils retikularen Erythro-
leukoplakie am Planum buccale rechts (VELLEUER 2013).
Zytologisch kein Nachweis von Tumorzellen (,negativ’). Keine histo-

logische Probenentnahme.
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Aufgrund des starken Gewebeverlustes im Zuge von Biopsien und
chirurgischen Eingriffen wurden seit 2008 bevorzugt non-invasive Techniken bei
verdachtigen Lé&sionen angewandt. Therapeutisch zahlen dazu vor allem die
photodynamische Therapie fur Veranderungen, die bis zu drei mm tief sind, und
der COo-Laser. Beide haben den Vorteil, dass sie kaum Narben hinterlassen
und fast ausschlieBlich das betroffene Gewebe behandeln.

Weiterhin wurde 2012 ein lip-shaving in Rostock durchgefuhrt. Im Zuge dieser
Operation wurde das Vermillion-Epithel exzidiert und mit einem Mukosa-Lappen
abgedeckt.

Diagnostisch wurden zwischen 2008 und 2010 55 Burstenbiopsien entnommen,
von denen 22 wiederum prakanzerése bzw. suspekte Veranderungen zeigten
(s. Abb.13), sodass erganzende DNA-bildzytometrische Untersuchungen
vorgenommen wurden. Betroffen sind bei Herrn O. weiterhin vor allem die
Mundwinkel und die Unterlippe, die zusammen alleine 34 der 55 Proben
betreffen. Die restlichen 21 Proben entfallen auf verschiedene Regionen, wie
z.B. Wangeninnenseiten, Zunge, Oberlippe oder Gingiva.
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Abb. 13: Zytologische Ergebnisse der 55 Bustenbiopsien von Herrn O.



Seite 140

Acht der 22 zytometrischen Untersuchungen ergaben als Ergebnis eine DNA-
Aneuploidie. Im Falle der 14 restlichen Proben konnte die DNA-Zytometrie
aufgrund zu wenig abnormer Zellen leider kein Ergebnis liefern.

Die acht positiven Ergebnisse ergaben sich bei den beiden dringenden
Verdachtsféllen und bei sechs zweifelhaften Blrstenbiopsien. Hier zeigt sich
deutlich die Bedeutung der DNA-Bildzytometrie als ergdnzende Diagnostik bei
einem unsicheren Ergebnis der Burstenbiopsie. Auf diese Weise konnte selbst
bei zweifelhaften Féllen eine sichere Diagnose getroffen und entsprechende
TherapiemaBnahmen eingeleitet werden. Gleichzeitig zeigt sich durch die
Bestatigung der dringenden Verdachtsfélle, dass die Zytologie in Verbindung
mit der DNA-Bildzytometrie auch bei diesem einzelnen Fallbeispiel eine
schmerzfreie und komplikationsarme Methode darstellt, mit der eine definitive
Diagnosesicherung erzielt werden kann. Seither konnten bei Herrn O. einige
positive Befunde erkannt und mithilfe der photodynamischen Therapie eliminiert
werden.

Herr O. befindet sich weiterhin in regelmé&Biger klinischer Kontrolle, sodass
idealerweise auch in Zukunft neu aufschieBende Lé&sionen oder sich
verandernde vorhandene Auffélligkeiten der Schleimhaut vergleichsweise frih
in ihrer tumorbiologischen Wertigkeit geklart werden kénnen.
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5. Diskussion

5.1. Die Fanconi-Anamie als ernstzunehmende hamatologische und
tumorbildene Erkrankung

Obwohl die Wissenschaft seit der Erstbeschreibung der Fanconi-Anamie 1927
erhebliche Fortschritte im Bereich der Erkennung und Therapie insbesondere
des hamatologischen Grundleidens verzeichnen konnte, ist immer noch an

multiplen Stellen Bedarf zur Verbesserung gegeben.

Nach einer Studie von Kutler et al., die 2003 verdffentlicht wurde und auf den
Daten von 754 Fanconi-Andmie-Patienten basiert, die im Internationalen
Fanconi-An&mie-Register verzeichnet sind, liegt die mediane Uberlebenszeit
noch immer bei nur 24 Jahren (KUTLER ET AL. 2003). Tendenziell &hnliche
Ergebnisse lieferte auch die Auswertung unseres Patientenkollektivs. 15 der 94
Patienten sind bis dato verstorben, das durchschnittliche Alter lag bei 35,7
Jahren.

Beziglich therapeutischer MaBnahmen ist in den letzten Jahren vor allem die
héamatopoietische Stammzelltransplantation optimiert worden. Mittlerweile
betragt die Uberlebensrate bei HLA-identischen Geschwisterspendern ungefahr
80% (MACMILLAN ET AL. 2011, FROHNMAYER & FROHNMAYER 2005). Wie
die ausgewerteten Daten dieser Arbeiten jedoch zeigen, erhéht sich das Risiko,
nach einer Knochenmarktransplantation an einem Mundhdhlenkarzinom oder
einem anderen Karzinom des nicht-verhornenden Plattenepithels zu erkranken.
Grund dafur ist unter anderem die gestiegene Lebenserwartung der Patienten.
Wie Dave und Lynn Frohnmayer in ,Behandlung und Therapie der Fanconi-
Anamie“ erldutern, leben Patienten, die von ihrem Knochenmarksversagen
geheilt werden, langer, woraufhin jedoch das Risiko, an Krebs zu erkranken,
steigt (FROHNMAYER & FROHNMAYER 2005). Diese Tendenz ist auch in den
obigen Auswertungen deutlich ersichtlich. Patienten mit einem  positiven®
Abstrichergebnis waren im Schnitt &lter und zeigten einen deutlich héheren
Anteil an Knochenmarktransplantationen.

Neben diesem Aspekt sind die Einnahme von Immunsuppressiva, die adjuvante
Radio- und Chemotherapie oder die chronische Graft-versus-host-disease
(GvHD) (MASSEROT ET AL. 2008) von maBgebender Relevanz. Es stellt sich
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also die Frage, ob es andere Therapiemdglichkeiten gibt, die auch dieses
Risiko reduzieren kdnnten. Hinzu kommt, dass es oft schwierig ist, einen HLA-
identischen Spender zu finden, unter Berucksichtigung der Tatsache, dass auch
unter Geschwistern formalgenetisch nur jedes vierte als Spender in Frage

kommt.

Aufgrund dieser Problematik wird seit einigen Jahren im Bereich der
Genforschung nach einer mdglichen Lésung gesucht. Stark vereinfacht
ausgedruckt, werden bei dieser Gentherapie Zellen aus dem Knochenmark
entnommen, im Labor korrigiert und kultiviert und nach einigen Tagen Uber eine
Infusion dem Patienten zurtckgegeben. Grundvoraussetzung ist die Zuordnung
zu einer der Komplementationsgruppen, um das defekte Gen herausfinden und
behandeln zu kénnen. Die fur die Gentherapie bendtigten CD34-positiven
Stammzellen befinden sich im Knochenmark bzw. nach der Gabe von
speziellen Wachstumsfaktoren oder nach Chemotherapie ebenso im peripheren
Blut. Doch bereits hier zeigt sich eines der signifikantesten Probleme. Es
erweist sich als groBe Schwierigkeit, eine ausreichende Anzahl von
héamatopoietischen Stammzellen aus dem bereits oft aplastischen
Knochenmark des Patienten zu gewinnen (TOLAR ET AL. 2012).

Trotz der zahlreichen offenen Fragen und den Schwierigkeiten, die sich bei der
klinischen Anwendung der Gentherapie ergeben, konnten in den letzten Jahren
schon einige Erfolge an Tierversuchen und sogar an FA-Patienten verzeichnet
werden (TOLAR ET AL. 2011). Leider beschranken sich diese positiven
Ergebnisse hauptsachlich auf kleine Teilschritte der Therapie, wie z.B. die
Gewinnung der Stammzellen oder der Vektorsuche. Hinzu kommen fehlende

Langzeitergebnisse Uber die Wirkdauer der Gentherapie.

Auch wenn die Therapie in einigen Jahren zu einer dauerhaften Stabilisierung
der Hamatopoiese fuhrt, so ist damit immer noch nicht das Risiko der
Entstehung von soliden Tumoren komplett gebannt (HOFLING 2007). Von
diesen namlich werden FA-Patienten nicht selten befallen, und dieses in
Altersklassen, in denen bei der Normalbevdlkerung solide Tumoren noch sehr
selten sind. Die bereits oben erwahnte Studie von Kutler et al. (2003)
dokumentierte bei 79 der 754 Patienten (= 10,5%) solide nicht-hdmatologische
Tumoren. Darunter befinden sich mit 39 Fallen fast genau 50% Plattenepithel-
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karzinome, von denen 20, also wiederum die Halfte, auf Kopf- und Halsregion
bzw. Osophagus entfielen; ferner fanden sich 14 Félle an Vulva und Cervix
uteri, drei an der Haut und zwei im Analbereich. Weiterhin konnte sie belegen,
dass ab dem 20. Lebensjahr die soliden Tumoren proportional zum Alter
ansteigen. Diese Daten zeigen, wie wichtig das Screenen dieser jungen
Patienten auf solide Tumoren ist, gerade auch im Kopf-Hals-Bereich.

Zum Diagnosezeitpunkt eines ,positiven® Abstrichergebnisses lag das
durchschnittliche Patientenalter in der vorliegenden Auswertung bei etwa 24,7
Jahren. Nahezu kongruent dazu sind die Ergebnisse einer Studie von Masserot
et al. aus dem Jahr 2008. Gegenstand dieser Publikation war eine
Falluntersuchung von 13 FA-Patienten, die an einem Kopf-Hals-Karzinom
erkrankten und in einem bestimmten Zeitraum eine Knochenmarks-
transplantation erhalten haben. Hier lag das durchschnittliche Alter zum
Diagnosezeitpunkt bei 20,6 Jahren.

Kontrar zu dieser Studie sind die betroffenen Lokalisationen. In sieben von 13
,positiven* Fallen war bei unserem Patientenkollektiv die Oberkiefer-Gingiva
betroffen. Masserot et al. (2008) fanden hier eine signifikante H&ufung im
Bereich der Zunge mit acht von 13 Patienten. Auch in unseren Untersuchungen
kam es zu einer groBen Anzahl von auffalligen Lasionen im Zungenbereich. 84
Mal wurde dieser Bereich von uns aufgrund verdachtiger Lé&sionen
abgestrichen; bis auf acht ,zweifelhafte® Ausnahmen waren jedoch alle
Ergebnisse der konventionellen Zytologie ,negativ’. Die folgende DNA-
Zytometrie hat nur in einem der acht ,zweifelhaften” Falle einen ,Verdacht auf
Aneuploidie” feststellen kdnnen. Alle anderen Ergebnisse dieser Lokalisation

waren ,negativ‘ oder nicht auswertbar.

In einer weiteren, durch die GréBe des Patientenkollektivs vergleichbaren
Studie von Birkeland et al. aus dem Jahr 2011 war die Zunge in zwei von zwolf
Féllen betroffen. Insgesamt teilen sich die Lokalisationen bei diesem
Patientenkollektiv jedoch zwischen verschiedenen Regionen auf, sodass keine
deutliche Tendenz zu erkennen ist.
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5.2.  Primare und sekundare Tumorpravention: Klinische Aspekte

Eine primare Tumorpravention, d.h. eine Verhinderung der Tumorentstehung,
erweist sich bei FA-Patienten aus erlduterten Grinden als ausgesprochen
schwierig. Die klassischen Risikofaktoren wie Tabak- und Alkoholkonsum oder
HPV-Infektion treffen auf diese Patientengruppe nur bedingt zu und auch das
erhdhte Risiko nach Transplantation kann leider nicht verhindert werden. Das
bedeutet, dass vor allem an der sekundaren Tumorpravention, der Tumor-

friherkennung, angesetzt werden muss.

Wie den Interviews mit betroffenen Eltern zu enthehmen ist, erweist es sich
noch immer als schwierig, einen Arzt zu finden, der zum einen zugig die richtige
Diagnose stellen kann, zum anderen aber auch eine ad&quate Langzeit-
betreuung unter Berlcksichtigung der mannigfaltigen Erscheinungsformen
dieser Erkrankung gewahrleisten kann. Die Familien missen lange Fahrtzeiten
in Kauf nehmen, um kompetente &rztliche Hilfe in Anspruch nehmen zu kénnen.
Ein Ansatz, dieses Problem zu lésen, wéaren Uberregionale diagnostische
Zentren, die das gesamte Spektrum der FA abdecken. Dazu gehdéren vor allem
ein Hals-Nasen-Ohren Arzt (inkl. Osophagoskopie), ein Gynakologe, ein
Zahnarzt oder Oralchirurg und ein Hamatologe. Diese Liste kénnte noch
beliebig erweitert werden, doch geht es vor allem darum, eine Grundversorgung
zu schaffen und so die Eltern und Betroffenen so weit wie méglich zu entlasten.
An der Uniklinik Dasseldorf wird seit einigen Jahren mithilfe der Deutschen
Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. daran gearbeitet, eine méglichst umfassende
Versorgung zu gewahrleisten. Weitere Arbeitsgruppen gibt es in Wirzburg und

Berlin.

Unter Berlcksichtigung der oralen Tumorpravention wéare es hier besonders
wichtig, auch lokal eine gréBere Anzahl an Zahnarzten und Oralchirurgen
verstérkt in diesem Bereich zu schulen. So kénnte einerseits die frihe
Erkennung einer bedrohlichen Lé&sion, sowie auch andererseits eine

engmaschigere Nachsorge gewéhrleistet werden.
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5.3.  Primare und sekundare Tumorpravention: Zytologische Aspekte

Wie die obigen Auswertungen zeigen, stellt die DNA-Bildzytometrie in den
Féllen, in denen sich gentgend aufféllig Zellen in den zytologischen Abstrichen
nachweisen lieBen, eine gute und aussagekraftige Methode dar. Als
ausreichende Zahl von auffélligen Zellen werden dabei Ublicherweise 300
angesehen, wobei aber am Schwerpunkt Cytopathologie in besonderen Fallen
(beispielsweise wenn eine Wiederholung der Probe nicht méglich ist und eine
therapeutische Entscheidung getroffen werden muss) bei eindeutig klarem
Ergebnis auch weniger Zellen akzeptiert werden.

Ein Ansatz in der Verbesserung der DNA-Bildzytometrie liegt in ihrer
Automatisierung, die inzwischen durchaus technisch realisiert werden konnte.
Die in der Cytopathologie Dusseldorf zur Verfugung stehende Motic DNA
Workstation ist inzwischen als Vollautomat erhaltlich und steht neuerdings als
Dauerleihgabe der Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. dem Institut zur
Verfugung (s. Abb. 14).

Abb. 14: DNA-Zytometrie-Vollautomat

Die Automatisierungsbestrebungen der DNA-Zytometrie verfolgen als Ziele zum
einen die Erhdhung der Messzellzahlen zur Verbesserung der statistischen
Sicherheit der Messergebnisse, zum anderen eine Beschleunigung der
Messung und schlieBlich als wichtigsten Aspekt die Freistellung des Unter-
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suchers wahrend des eigentlichen Messvorganges durch die Beschrankung
seiner Arbeit auf die Durchsicht der Bildgalerie mit Kontrolle und gegebenentfalls
Korrektur der gemessenen Zellpopulationen und die Durchfihrung der
Messauswertung und -interpretation. Das Erreichen dieser Ziele setzt (neben
einigen technischen Aspekten) inhaltlich voraus, dass es gelingt, eine korrekte
automatische Zuordnung von Feulgen-gefarbten Zellkernen rein aufgrund ihrer
Morphologie zu verschiedenen Zellklassen zu realisieren und dartber hinaus
auch Artefakie, also beispielsweise Uberlappend liegende Zellcluster oder
lytische Zellreste, abzugrenzen. Diese Zuordnung gelingt durch die
Verwendung von Organsystem- bzw. auch préparationsabhéngigen
Zellklassifikatoren (,Classifiern*), die in einer Kooperation zwischen dem
Lehrstuhl fur Bildverarbeitung der RWTH Aachen, dem Institut far Pathologie in
Daren und dem Schwerpunkt fur Cytopathologie in Dusseldorf entwickelt
wurden. Fur die Entwicklung eines einzelnen Classifiers, welche bisher fur
Mundhéhle / Gebarmutterhals, Ergusszytologie und Prostata vorliegen, ist die
Zuordnung von mehreren Zehntausend Feulgen-gefarbten Objekte als
Lymphozyten, Granulozyten, Fibroblasten, atypische Zellen oder Artefakte
durch einen Zytopathologen notwendig, die dann jeweils als Testset fur die
aufwendige bildanalytische Arbeit verwendet werden. Ziel ist, mdglichst
fehlerfrei auf der Basis der Erkennung von morphometrischen Variablen, bei
denen die Kernflache, der Kernumfang, BiegungsgréBen und das Ausmaf der
Gezacktheit der Kernkontur, ferner die Féarbeintensitat und ihre Homogenitat
sowie weitere Texturparameter beritcksichtigt werden, diese Zuordnung
automatisch nachzuahmen. Dieses gelingt inzwischen fur Prostata und
Mundhéhle far > 90% der Objekte bei einer Zuordnung morphologisch als
Tumorzellen eingestufter Zellen in andere Kategorien von 5% - 7%
(FRIEDRICH ET AL. 2012, BOCKING ET AL. 2013). Ein wesentliches Problem,
das noch nicht recht gelést ist, besteht in der Fehlerkennung von defokussierten
Elementen, wenn es sich bei den untersuchten Préparaten nicht um wirkliche
Monolayer, also Praparate, bei denen die Zellen streng in einer Ebene liegen,
handelt, sondern auch mehrdimensionale Zellanordnungen vorkommen. Hier
ware ggfls. eine Modifikation durch eine Umstellung der Zellpraparation von der
klassischen Ausstrichtechnik auf eine Duannschichttechnik denkbar. Hierbei
wirden die Kliniker nicht die Abstriche selber herstellen, sondern die
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Abstrichbursten in alkoholischer Lésung fixiert an die befundene Pathologie
versenden, in welcher dann durch eine maschinelle Sedimentationstechnik ein
Monolayer realisiert werden kdnnte.

Dennoch werden Félle verbleiben, in denen sich trotz aller Bemihungen keine
far DNA-Bildzytometrie ausreichende Zahl auffélliger Zellen darstellen |&sst.
Hier mlssten dann alternative Untersuchungsmethoden tberlegt werden, wobei
insbesondere an die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zu denken wére.
Bei dieser Untersuchung werden durch ein Hybridisierungsverfahren mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte DNA-Sonden an die zuvor durch Hitze-
denaturierung einzelstrangig gemachte DNA der Zellkerne gebunden. Bei der
sich anschlieBenden Fluoreszenzmikroskopie werden nach einer Gegenfarbung
des Zellkerns mit dem DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI die gefundenen Signale
auf die Zahl von Kopien der von den DNA-Sonden reprasentierten
Genomabschnitte bezogen und auf diese Weise entschieden, ob einer
Einzelzelle ein aneuploider Charakter zugewiesen werden kann oder nicht. Der
Vorteil dieser Methode liegt darin, dass Interpretationen hier bereits nach
Untersuchungen von nur sehr wenigen, d.h. manchmal (abh&ngig von der
konkreten DNA-Sonde) nur 5 - 25 Zellen, treffen kann. Als  klassische”
diagnostische FISH-Anwendung ist der zur Abklarung zweifelhafter
Veranderungen in Urinen oder Harntraktspulflissigkeiten eingefthrte
,UroVysion-Test* aus vier Sonden (CEP 3, CEP 7, 9p21, CEP17) anzusehen,
der aber auch fur Gallenwegs- und Bauchspeicheldrisenlasionen geeignet ist.
Fur plattenepitheliale Lasionen sind derzeit leider noch keine etablierten FISH-
Tests existent, was sich insbesondere in den Bereichen der oralen Zytologie
und der gynakologischen Zytologie negativ auswirkt. Hintergrund ist hier, dass
die Zielsequenzen der FISH-Untersuchung bekannt sein mussen, dass es also
Genomabschnitte mit mdglichst haufig vorkommenden, spezifischen
Abnormitaten fur die zu untersuchende Tumorentitat geben muss (SUNIL ET
AL. 2013). Dies ist vor allem bei einer immer noch in der Forschung
befindlichen Erkrankung wie der Fanconi-Anamie eine nicht zu unterschatzende
Problematik.

Ebenfalls eine Ergadnzung zur Zytodiagnostik bietet seit einiger Zeit die
Immunzytochemie mit p16 plus dem Proliferationsmarker Ki-67 als simultane
Doppelfarbung (CINtec®PLUS). Momentan ausschlieBlich im Bereich des
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Zervixscreenings angewandt, bietet diese Methode eine Alternative zur
klassischen Pap-Zytologie oder zum HPV-Test. Basis dieses Tests ist die
Tatsache, dass in einer normalen Zelle keine gleichzeitige Farbung von p16
und Ki-67 auftritt. Kommt es jedoch zu einer Regulationsstérung der
Zellzykluskontrolle mit gesteigerter Proliferation, wird Ki-67 exprimiert - Uber ein
rotes Signal im Zellkern zu erkennen. Weiterhin kommt es zu einer
Uberexpression von p16, was sich in einer Braunfarbung des Zytoplasmas
niederschlagt (SCHMIDT ET AL. 2011). Wéare es in Zukunft mdglich diese
Methode auch im oralen Bereich anzuwenden wurden die diagnostischen
Verfahren durch einen Test mit ausgezeichneter Sensitivitdt und Spezifitat
erganzt werden.

Zusétzlich zu den verbesserten diagnostischen Methoden wére es vorteilhaft,
die Frage klaren zu kénnen, warum sich Karzinome bei FA-Patienten
weitgehend auf das nicht verhornende Plattenepithel beschrénken, oder anders
herum gefragt, weswegen (bei Chromosomenfragilitat in allen Kérperzellen) das
verhornende Plattenepithel der Haut und die drisenbildenden Gewebe
vergleichsweise wenige Tumoren bilden. Kénnte die Wissenschaft dieser
Fragestellung auf den Grund gehen, wéare es gegebenenfalls madglich,
Schutzmechanismen fir das nicht verhornende Plattenepithel, also auch fir die
Mundhéhle zu entwickeln und der Tumorentstehung so auf einem weiteren Weg
praventiv entgegenzuwirken.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, eine der gréBten Sammlungen an
oralen Zytologien von Fanconi-Anamie Patienten hinsichtlich verschiedener
Gesichtspunkten auszuwerten. Es wurden 325 Abstriche von 94 Patienten,
darunter 38 mannliche und 56 weibliche, ausgewertet und klinischen Aspekten
zugeordnet.

Die Proben wurden hinsichtlich Alter, Geschlecht und KMT ausgewertet. Hier
wurde deutlich, dass mit steigendem Alter und Anteil einer KMT das Risiko, an
einem Mundschleimhautkarzinom, zu erkranken ansteigt. Weiterhin wurden die
zytologischen Diagnosen den Proben zugeordnet und die Entnahmestellen
zusammengetragen. Dabei zeigt sich ein vermehrtes Vorkommen auffélliger
Lasionen an der Oberkiefergingiva und im Planum bukkale. Diagnostisch von
Bedeutung ist die Tatsache, dass einige Proben aufgrund zu weniger Zellen
DNA-zytometrisch nicht ausgewertet werden konnten. Dieses zeigt deutlich,
dass an dieser Stelle noch Optimierungsbedarf in der methodischen Durch-
fihrung der DNA-Zytometrie (z.B. durch die Verwendung der Dunnschichtzyto-
logie) bzw. in der Weiterentwicklung anderer diagnostischer Methoden besteht.

Mithilfe der Deutschen Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. konnte des Weiteren ein
ausfuhrliches Follow-Up der Patienten erstellt und bis Juli 2013 ausgewertet
werden. Von 52 Patienten konnte dabei, trotz zahlreicher erschwerender
Aspekte, ein Follow-Up Uber einen mittleren Zeitraum von 44,52 Monaten
erstellt werden. 15 der insgesamt 94 Patienten sind bis zum Ende der Studie
bereits verstorben.

Zusammenfassend untermauert die vorliegende Arbeit, dass es sich bei der
Fanconi-Anamie um eine hamatologische Erkrankung mit ernstzunehmenden
Risiken zur Entwicklung von Karzinomen des nicht verhornenden Platten-
epithels handelt, die in zahlreichen Fallen zu einem frihen Tod fuhren;
gleichzeitig konnte jedoch gezeigt werden, dass sich die diagnostischen
Methoden zur friheren Tumorerkennung und dadurch entsprechend auch die
therapeutischen Madglichkeiten deutlich verbessert haben und sich ergo die
Lebenserwartung der Patienten bei enger Kklinischer Fuhrung deutlich
verbessern lassen sollte.
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V. Abkiirzungsverzeichnis

AML Akute myeloische Leukamie

Aqua dest Aqua destillata

CD Cluster of Differentiation

DAPI 4'6-Diamidin-2-phenylindol

DBA Diamond-Blackfan-Anamie

DEB Diepoxybutan

NA Desoxyribonucleic acid

ESACP European Society of Analytic and Cellular Pathology
FA Fanconi-Anamie

FisH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
GvHD Graft versus Host Disease

Hb Hamoglobin

HCI Chlorwasserstoff

HE Hamatoxylin-Eosin

HLA Human Leukocyte Antigen

HNPCC Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer
HPV Humanes Papillomavirus

IBMFS Inherited Bone Marrow Failure Syndrom
IOD Integrierte optische Dichte

KMT Knochenmarktransplantation

MDS Myelodysplastisches Syndrom

MMC Mitomycin C

O/E observed-to-expected

OK Oberkiefer

Pap Papanicolaou

PCR Polymerase chain reaction

RNA Ribonucleic acid

SDS Shwachman-Diamond-Syndrom

SOP Standard Operation Procedure

UK Unterkiefer

Z.n. Zustand nach
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Anhang

Tabelle 7: Datensammlung zum Krankheitsverlauf des Patienten S.S.

Hb-Wert Erthrozyten Thrombozyten
Datum (g/dl) (Mio./ul) (/)
18.06.2004 6,6 2 8000
23.06.2004 6,1 1,88 16000
29.06.2004 8,3 2,5 9000
14.07.2004 6 1,9 20000
20.07.2004 5,2 1,57 11000
Beginn der Oxymetholontherapie (50mg/d + 5mg Decortin jeden 2.Tag)
14.09.2004 6,8 1,9 39000
21.09.2004 7,2 2,1 48000
14.10.2004 8,6 2,4 46000
11.01.2005 14 4 36000
08.03.2005 15,3 4,3 57000
Reduktion d. Oxymetholon auf 25 mg/d
05.04.2005 15,3 4,3 62000
24.05.2005 15 4,2 41000
04.10.2005 15,8 4,3 63000
14.12.2005 15,1 4,2 47000
Reduktion d. Decortin auf 5 mg jeden 3.Tag
07.03.2006 15,1 4,1 56000
10.05.2006 14 3,8 59000
23.08.2006 15,1 4,1 45000
Reduktion d. Oxymetholon auf 12,5 mg/d
17.11.2006 14,1 3,9 40000
15.05.2007 14,9 4 60000
18.12.2007 13,9 3,8 46000
27.05.2008 14,4 3,9 42000
17.12.2008 14,5 3,9 40000
02.02.2009 15,6 4,2 56000
15.06.2009 15,5 3,8 46000
17.12.2009 14,8 3,9 49000
28.06.2010 12,2 3,3 32000
22.12.2010 15 4,3 22000
Erhohung d. Oxymetholon auf 50 mg/d
10.01.2011 13,2 3,8 10000
02.02.2011 12,8 3,66 13000
Beginn zahlreicher Thrombozytentransfusionen
10.02.2011 11,9 3,4 23000
04.03.2011 10,5 2,9 19000
07.04.2011 8,5 2,2 12000

Beginn zusatzlicher Erythrozytentransfusionen



28.04.2011
25.05.2011
09.06.2011
06.07.2011

10,7
7,3
7,9

10,4

3
19
2,1
3,1
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12000
26000
13000
21000

24.07.2011
08.08.2011
02.09.2011
04.10.2011
08.11.2011

9,7
9,2
9,2
11,2
13,4

keine Angabe
keine Angabe
keine Angabe
keine Angabe
keine Angabe

56000
88000
96000
122000
239000
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