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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Anemia Fanconiego (FA) jest rzadka chorobg genetyczng wywotang mutacjami w genach, kté-
rych produkty biatkowe zaangazowane sg w wazne procesy zachodzace w komdree, takie jak:
replikacja, kontrola cyklu komérkowego oraz naprawa uszkodzeri DNA. Charakteryzuje sie:
wadami wrodzonymi, niewydolno$cig szpiku oraz zwiekszong predyspozycja do nowotworéw.
Objawy fenotypowe, obecne u okoto 75% chorych, najczesciej obejmuja nieprawidtowosci: ni-
skorostosé, matogtowie, wady kciuka i promieniowej strony koiczyn gérnych, zaburzenia pig-
mentacji skéry, wady uktadu pokarmowego i moczowo-plciowego. Postepujaca niewydolnosé
szpiku pojawia sie w pierwszej dekadzie zycia, czesto poczatkowo z leukopenia lub matoptyt-
kowoscig. Najczestszymi nowotworami wystepujacymi u chorych z FA sa: zespoty mielodyspla-
styczne (MDS) i ostra biataczka szpikowa oraz guzy lite glowy i szyi, skéry, przewodu pokarmo-
wego i uktadu moczowo-plciowego.

Dotychczas zidentyfikowano 22 geny anemii Fanconiego (FANC). Ich loci znajdujg sie na chro-
mosomach autosomalnych, poza FANCB umiejscowionym na chromosomie X. Produkty bial-
kowe tych genéw biorg udzial w $ciezce zwanej szlakiem anemii Fanconiego, ktéra reguluje
dziatanie systeméw naprawy uszkodzeti DNA.

Diagnostyke anemii Fanconiego rozpoczyna sie od badania réznicujacego zespoly niesta-
bilnodci chromosomowej - testu z mitomycyng C (MMC) lub z diepoksybutanem (DEB),
w ktérych u chorych z anemia Fanconiego obserwuje sie liczne ztamania i pekniecia chromoso-
méw oraz charakterystyczne figury promieniste.

W celu wykrycia mutacji lezacej u podltoza anemii Fanconiego stosuje sie metody molekularne.
Badaniem z wyboru jest analiza DNA metoda sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS).

niestabilnos¢ chromosomowa, niewydolnosc szpiku, zwiazki sieciujace DNA, mitomycyna C, geny FANC

Summary:

Fanconi anemia (FA) is a rare genetic disease caused by mutations in genes whose protein prod-
ucts are involved in important cell processes such as replication, cell cycle control and repair of
DNA damage. FA is characterized by congenital malformations, bone marrow failure and high
risk of cancer. Phenotypic symptoms, present in about 75% of patients, most often include such
abnormalities as short stature, microcephaly, thumb and radial side of the limb defects, abnor-
mal skin pigmentation, gastrointestinal and genitourinary defects. Progressive bone marrow
failure occurs in the first decade of life, often initially with leukopenia or thrombocytopenia.
The most common cancers occurring in patients with FA are myelodysplastic syndromes and
acute myeloid leukemia, as well as solid tumors of the head and neck, skin, gastrointestinal
system and genitourinary system.

So far, 22 genes of Fanconi anemia (FANC) have been identified, which are located on the auto-
somal chromosomes, except for FANCB, which is located on the X chromosome. Protein prod-
ucts of FANC genes are the elements of Fanconi anemia pathway, which regulates DNA damage
repair systems.

Genetic diagnostics of Fanconi anemia should start by testing crosslinking agents: mitomycin
C (MMQ) or diepoxybutane (DEB) assuring differential diagnosis of chromosome instability syn-
dromes. In patients with Fanconi anemia, an increased number of chromosomal gaps and breaks
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as well as specific radial structures are observed. In order to detect a mutation underlying
Fanconi anemia, molecular techniques should be used, preferentially next generation sequen-

cing (NGS).
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WSTEP

Anemia Fanconiego (FA) (OMIM 227560) jest rzadka choroba
genetyczng, zaliczana do zespotéw niestabilnosci chro-
mosomowych oraz wrodzonych zespotéw niewydolnosci
szpiku, wywotang przez mutacje w jednym z 22 zidentyfi-
kowanych dotychczas genéw FANC: FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD1 (BRCA2), FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG (XRCC9),
FANNCI (KIAA1794), FANC] (BRIP1), FANCL (PHF9), FANCM
(KIAA1596), FANCN (PALB2), FANCO (RAD51C), FANCP (SLX4),
FANCQ (ERCC4), FANCR (RAD51), FANCS (BRCA1), FANCT
(UBE2T), FANCU (XRXX2), FANCV (MAD2L2/REV7) i FANCW
(RFWD3). Wszystkie geny FA zlokalizowane sg na autoso-
mach, z wyjatkiem FANCB, ktéry miesci sie na chromoso-
mie X (tabela 1) [15, 19, 80, 82, 86].

W 1927 r. ukazat sie pierwszy opis pacjentéw z anemig Fan-
coniego. Szwajcarski pediatra Guido Fanconi opisat rodzine,
w ktdrej trzech braci z wadami wrodzonymi (niskorosto$é,
hipogonadyzm i hiperpigmentacja skéry) zmarto na skutek
anemii ztosliwej. W 1964 r. wykazano, ze tego typu zaburze-
nia wynikaja z niestabilno$ci chromosomowej i wigza sie
z niewydolnos$cig szpiku kostnego i predyspozycjg do
nowotwordw [25].

Wiele rzadkich chordb genetycznych cztowieka, dziedzi-
czonych w sposdéb autosomalny recesywny, charakteryzuje
zwiekszona wrazliwo$¢ na czynniki mutagenne, np.: promie-
niowanie ultrafioletowe (UV), promieniowanie jonizujgce
(IR) czy zwiazki sieciujace DNA (DNA cross-linking agents),
takie jak mitomycyna C (MMC). Do choréb tych, oprécz ane-
mii Fanconiego, zalicza sie m.in. xeroderma pigmentosum,
zespdt Blooma, zespdt Wernera i zespdt Nijmegen. Wspdlna
ich cechg jest niestabilno$¢ chromosomowa, ktéra powoduje
nagromadzenie zmian genetycznych, transformacji komé-
rek i rozwoju nowotwordw [17, 20, 41, 53, 60, 73, 80, 84].

Czestotliwo$¢ wystepowania FA w ogdlnej popu-
lacji wynosi okoto 1 na 160 000-360 000 zywych
urodzeri, jednak moze by¢ wyzsza w niektérych gru-
pach etnicznych. Nosicielstwo stwierdza sie $rednio

u 1 na 300 oséb, przy czym u mieszkaticéw potudnio-
wej Afryki czesto$¢ wynosi 1 na 80, a u mieszkaticéw
Stanéw Zjednoczonych 1 na 181 oséb. Najcze$ciej wyste-
pujacymi podtypami sg: FANCA (60-70%), FANCC (14%)
i FANCG (10%) [67].

Na poziomie komérkowym u pacjentéw z FA obserwuje
sie zwiekszong wrazliwo$¢ na $rodki sieciujace DNA, np.
mitomycyne C (MMC) lub diepoksybutan (DEB), objawia-
jaca sie tamliwoscia chromosoméw oraz obecnoscia cha-
rakterystycznych struktur powstalych w wyniku taczenia
sie niehomologicznych chromosoméw, tzw. figur radial-
nych (promienistych). Niestabilno$¢ chromosomowa
wywotana jest defektem bialek FA, ktére uczestniczg
w procesach naprawy DNA, takich jak: naprawa
przez wyciecie nukleotydu (NER - nucleotide excision
repair), synteza DNA z ominieciem miejsca uszkodzenia
(TLS - translesion synthesis), naprawa btednie sparowanych
zasad (MMR - mismatch repair) oraz rekombinacja homo-
logiczna (HR - homologous recombination) [20, 37, 38, 65].

SZLAK ANEMII FANCONIEGO

Uszkodzenia DNA wywotane zwigzkami sieciujacymi sg naj-
bardziej niebezpieczne dla komdérki, poniewaz powodujg
zatrzymanie widetek replikacyjnych oraz zaburzajg inte-
gralno$¢ DNA. Szlak anemii Fanconiego zaczyna dziataé
w odpowiedzi na uszkodzenia genomu i jest $cisle zwigzany
z procesami naprawy DNA [11, 21, 79]. Gtéwng jego funkcja
jest usuwanie z DNA miedzyniciowych wigzat krzyzowych
(ICLs - DNA interstrand crosslinks), wprowadzanych przez
czynniki sieciujace [67].

Sposréd zidentyfikowanych dotychczas 22 biatek FA, dzie-
wieé (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL,
FANCM i FANCT) tworzy tzw. kompleks jadrowy, niezbedny
do monoubikwitynacji podstawowego biatka niedokrwisto-
$ci Fanconiego, FANCD2, tworzgcego heterodimer z FANCI
(kompleks ID2) podczas fazy S cyklu komérkowego, a takze
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA indukowane zwigzkami
sieciujgcymi, promieniowaniem UV czy jonizujacym [10].
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Tabela 1. Lokalizagja i tryb dziedziczenia genéw FANC[15, 57, 80]

Nazwa genu Czestotliwos¢ chorych  Locus Tryb dziedziczenia ~ Funkcja biatka

FANCA 60-70% 16924 AR biatko kompleksu jadrowego, partner FANCG

FANCB ~2% Xp22.31 XLR biatko kompleksu jadrowego, partner FANCL

FANCC ~14% 9922.3 AR biatko kompleksu jadrowego, partner FANCE

FANCDT (BRCA2) ~3% 13q12.3 AR udziat w HR, wiazanie i transport RAD51
centralne biatko szlaku FA, podlegajace

FANCD2 ~3% 3p25.3 AR monoubikwitynadji z udziatem biatek kompleksu
jadrowego, niezbedne w procesie HR

FANCE ~3% 6p21.3 AR biatko kompleksu jadrowego

A 2 o e ity rymiEICh, B

FANCG (XRCC9) ~10% 913 AR biatko kompleksu jadrowego, partner FANCA
partner FANCD2 w kompleksie ID2 ulegajacym

FANCI (KIAA1794) ~1% 15¢25-26 AR procesowi monoubikwitynacji w odpowiedzi na
uszkodzenie DNA

s

AL P4 0% 2161 u ey kot 02

FANCM (Hef) ~0.2% 149213 AR translokaza

FANCN (PALB2) ~0.7% 16p12.1 AR partner BRCA2 bioracy udziat w tworzeniu RAD51

FANCO (RAD51C) ~0.2% 17¢25.1 AR udziatw HR

FANCP (SLX4) ~02% 16p133 AR ‘;,Jv(;(ij;(::?:tlﬁsendonukleazy, regulacja procesu

FANCQ (ERCC4) ~0.2% 16p13.12 AR endonukleaza naprawcza XPF, tnaca DNA

FANCR (RADS1) ~0.1% 15q15.1 AD udziatw HR

FANCS (BRCAT) ~0.1% 17q21.31 AR udziatw HR

FANCT (UBE2T) ~0.1% 1g32.1 AR ;')‘:L';‘;:J"q'me;‘i‘xﬁ%‘;weg" enzym £2

FANCU (XRXX2) ~0.1% 7936 AR udziatw HR

FANCV (MAD2L2/REV7) ~0.1% 1p36 AR polimeraza translacyjna

FANCW (REWD3) ~0.1% 160231 AR ligaza E3 ubikwityny, regulujaca obrdt RPA

iRAD51 podczas HR i naprawy IC

AD — dziedziczenie autosomalne dominujace, AR — dziedziczenie autosomalne recesywne, LR — dziedziczenie recesywne sprzezone z chromosomem X, HR — homologiczna rekombinacja,
SBs — podwojne pekniecia DNA, ID2 — heterodimer FANCD2/FANCI, ICLs — migdzyniciowe wiazania krzyzowe, XPF — synonim FANCQ, RPA — biatko replikacyjne.

Do prawidlowego przebiegu procesu monoubikwityna-
cji, aktywujacego heterodimer ID2, niezbedna jest takze
obecno$¢ enzymu E2, sprzegajacego ubikwityne (UBE2T),
ktdry bierze udziat w usuwaniu ICLs i jest réwniez zwiazany
z ochrong komdrek przed aberracjami chromosomowymi
indukowanymi zwigzkami sieciujgcymi DNA [16, 30, 35, 55]
(ryc. 1).

Aktywny, monoubikwitynowany heterodimer FANCD2
/FANCI wigze sie z chromatyna i tworzy tzw. foci, kompleksy
biatek naprawczych, ktére po wyznakowaniu przeciwciatami
sg widoczne w mikroskopie fluorescencyjnym jako $wie-
cace punkty [68]. Utworzenie heterodimeru ID2 jest nie-
zbedne do przebiegu kolejnych etapéw szlaku FA, takich
jak ciecie nukleolityczne czy synteza uszkodzonej nici.

591



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2020; 74: 589-600

Tabela 2. Rodzajii czestotliwos¢ wystepowania wad wrodzonych réznych uktadéw w anemii Fanconiego (wedtug czestotliwosc wystepowania)

Czestotliwos¢ wystepowania

Narzad/uktad/cecha Nieprawidtowosci u chorych z FA [%]
niskorostos¢, niedobér hormonu wzrostu, IUGR

Wazrost . ] 60
(wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu ptodu)

Skora hiperpigmentacja, plamy café-au-lait 55

, ) brak lub hipoplazja kciuka i kosci promieniowej,

Koriczyny gorme dodatkowy kciuk, braki kosci Srddrecza s

Inne wady ukfadu kostnego matogtowie, skolioza 43

Gonady meskie nledorozw01 narzqdow Pmowxch zewnetrznych, wnetrostwo, 3
spodziectwo, mikropenis, obnizona ptodnos¢

Narzad wzroku matoocze, hipoteloryzm, fatd nakatny, za¢ma, astygmatyzm 23

Ukiad moczowy ektop?yve, podkowiaste, hypoplastyczne lub dysplastyczne nerki, )1
podwdjne moczowody

Uktad krazenia wrodzone wady serca N

Uktad pokarmowy niedroznos¢ jelit, przetoka tchawiczo-przetykowa n

Narzad stuchu nieprawidtowy ksztatt matzowiny usznej, gluchota 9

Gonady zeriskie zaburzenia miesigczkowania, obnizona pfodnos¢ 3

Dwa biatka FA, FANCP (SLX4) i FANCQ (ERCC4/XPF), tworzg
kompleks, w ktérym endonukleaza XPF (FANCQ) wykonuje
naciecia w celu ,,odczepienia” ICLs. Usuniecie ICLs pozwala
polimerazie translacyjnej FANCV (REV7) na naprawe jed-
nej nici, ktérg mozna nastepnie wykorzystaé do naprawy
drugiej nici z uzyciem rekombinacji homologiczne;j.
Na koricu szlaku FA wigczaja sie biatka homologicznej rekom-
binacji, takie jak: FANCD1(BRCA2), FANCR(RAD51), FANCS
(BRCA1), FANCJ (BRIP1), FANCN(PALB2), FANCO (RAD51C)
i FANCU (XRCC2), koticzac naprawe. Ten ostatni etap jest
regulowany przez ligaze ubikwityny E3, czyli FANCW
(RFWD3) [80].

CECHY KLINICZNE FA

Pacjenci z FA prezentuja szerokie spektrum fenotypéw;
od petnej do minimalnej ekspresji fenotypowej (tabela 2).
Do objawéw fenotypowych anemii Fanconiego naleza:
niski wzrost, dysmorfia twarzy, wady w budowie kciuka
i strony promieniowej koriczyn gérnych, zaburzenia pig-
mentacji skéry, opdznienie rozwoju psychoruchowego
i intelektualnego. Jednak u niektérych chorych poszcze-
gblne wady czy cechy dysmorficzne moga by¢ nieobecne,
a rozwdj intelektualny moze przebiegaé prawidtowo.
Nie wiadomo, co jest przyczyng tak duzej zmienno$ci
ekspresji. Moze nig by¢ typ i lokalizacja mutacji w obre-
bie ktérego$ z gendw FANC, epigenetyczne hamowanie
/pobudzanie ekspresji gendw, oddziatywanie wariantéw
polimorficznych innych gendw, i in. [23, 27, 40, 54, 72, 88].

Pierwszym objawem hematologicznym u chorych na FA
jest matoptytkowo$¢ lub leukopenia ujawniajace sie mie-
dzy 8. a 10. rokiem zycia. Niewydolno$¢ szpiku kostnego

ostatecznie pojawia sie u okoto 90% oséb dotknietych ta
choroba, niezaleznie od postepu choroby i wieku rozpozna-
nia. U 75% chorych na FA aplazja szpiku jest stwierdzana
w pierwszej dekadzie zycia [32, 68, 87].

Do tej pory nie opisano pacjentéw z mutacja w genach
FANCO/RADS5IC i FANCS/BRCA1 skojarzong z niewydolno-
$cig szpiku, dlatego te podtypy choroby zaliczane sg do
zespotéw podobnych do niedokrwisto$ci Fanconiego
(Fanconi anemia-like) [11].

PacjencizFA wykazuja zwiekszona podatno$é na nowotwory.
Chorzy z bialleliczng mutacjag w genach FANCD1(BRCA2)
lub FANCN(PALB2) maja wysokie ryzyko (okoto 500-krotnie
wyzsze niz w ogdlnej populacji) zachorowania na ostrg bia-
taczke szpikowa (AML) i nowotwory germinalne (medul-
loblastoma, neuroblastoma i guz Wilmsa), zazwyczaj
w pierwszych latach zycia [33, 71, 81, 83].

U pacjentéw z pozostatymi podtypami choroby wystepuja:
AML, nowotwory ptaskonabtonkowe, szczegdlnie glowy
i szyi, przelyku i narzadéw rozrodczych oraz nowotwory
watroby. Przy czym, w poréwnaniu ze zdrowa populacja,
ryzyko zachorowania na wszystkie guzy lite jest 50-krot-
nie wyzsze, a na ww. nowotwory 100-1000-krotnie wyzsze
[2,3,22,39,52,68].

W diagnostyce cytogenetycznej nowotwordw ztosliwych poja-
wienie sie niektérych aberracji klonalnych moze by¢ zwigzane
z szybszym postepem choroby lub ciezszym jej przebiegiem.
Do najczesciej wystepujacych klonalnych aberracji chromo-
somowych w komérkach szpiku u chorych z AML lub MDS
(zespdt mielodysplastyczny) na podtozu FA naleza: duplikacje
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Ryc. 1. Szlak anemii Fanconiego (Ub — ubikwitynacja). Opis w tekscie

i triplikacje dugiego ramienia chromosomu 1, naddatki frag-
mentéw dhugiego ramienia chromosomu 3, delecje diugiego
ramienia chromosomu 7, delecje dhugiego ramienia chromo-
somu 5, delecje dtugiego ramienia chromosomu 11, rearanzacje
krétkiego ramienia chromosomu 6 oraz trisomie chromoso-
moéw 8 i 21. Znaczenie kliniczne tych aberracji w komdrkach
somatycznych nie zostato jeszcze dokladnie wyjasnione, z
wyjatkiem amplifikacji w regionie 326-q29, obejmujacym
onkogeny: SOX2, ECT2, PRKCI i PIK3CA, ktdra jest zwiazana ze
zwiekszonym ryzykiem progresji MDS do AML oraz wystapie-
niem raka ptaskonabtonkowego gtowy i szyi, a w konsekwen-
Gji ztym rokowaniem dla pacjenta z FA [8, 18, 29, 34, 47, 48].
Monoalleliczne mutacje w FANCD1/BRCA2, FANCJ/BRIP1,
FANCN/PALB2, FANCO/RAD51, FANCP/SLX4 i FANCQ/XPF
sg u nosicieli FA powiazane ze zwigkszonym ryzykiem
raka piersi i jajnika, o wielkosci zaleznej od typu mutacji
[9, 56, 74].

DIAGNOSTYKA FA

Diagnostyka anemii Fanconiego powinna by¢ wykony-
wana w wyspecjalizowanych osrodkach i laboratoriach.
Miedzynarodowa Fundacja na rzecz anemii Fanconiego

(International FA Research Fund) wprowadzita wytyczne
dotyczace wskazan do przeprowadzania badati genetycz-
nych w kierunku FA obejmujace [87]:

Kryteria gléwne:

(I) Rodzeristwo z FA;

(I1) Anemia aplastyczna;

(1) Charakterystyczne wady wrodzone, szczegdlnie wady
kciuka lub promieniowej strony koriczyn, wady nerek,
matoocze, matoglowie, plamy café-au-lait, cechy zespotu
VACTERL-H, takie jak przetoka tchawiczo-przetykowa, nie-
drozno$¢ odbytu i inne;

(IV) Spontaniczne ztamania chromosoméw;

(V) Pierwotny MDS (w mtodym wieku);

(VI) Pierwotna AML (w mtodym wieku);

(VII) Nietypowa odpowiedZ na chemio- i radioterapie;
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Ryc. 2. Schemat analizy komplementacyjnej komdrek chorych na anemie
Fanconiego, nadwrazliwych na mitomycyne C (MMC). W wyniku pofaczenia komdrek
chorych pochodzacych z dwéch réznych grup komplementacyjnych (FA-1 i FA-2)
powstaje hybryda wykazujaca prawidtowy fenotyp. W wyniku fuzji komérek chorych
nalezacych do tej samej grupy komplementacyjnej (FA-2 i FA-3) powstaje hybryda,
ktdra zachowuje nadwrazliwos¢ na MMC [38]

Ryc. 3. Aberracje chromosomowe wyindukowane przez MMCw hodowli limfocytow
pacjenta z FA. Duze strzatki — figury tetraradialne, mate strzatki — pekniecia
i ztamania chromosoméw

(VIII) Nowotwory typowe dla FA w nietypowym wieku;

(IX) Historia rodziny obcigzona wystepowaniem FA lub
nowotwordw (np. rak piersi).

Kryteria pomocnicze:
(I) Cytopenia;

(I1) Makrocytoza niezalezna od niedoboru witaminy B12
i kwasu foliowego;

(II1) Nowotwory watroby;

(IV) Przedwczesne wygasanie czynnosci jajnikéw <30. r.z.;
(V) Zmniejszona rezerwa jajnikowa;

(V1) Guzy mézgu <5. 1.z,

(VID) Guz Wilmsa <4.r.z.;

(VIIT) Niewyja$niona obecno$¢ hemoglobiny ptodowej HbF;
(IX) Nieptodno$é meska lub zeriska;

(X) Gruczolaki watroby i watrobiaki.

Weczesne wykrycie FA pozwala na odréznienie jej od innych
chordb uktadu krwiotwérezego, takich jak: ciezka anemia
aplastyczna innego typu, zespoly mielodysplastyczne czy
ostra biataczka szpikowa, a takze na zastosowanie sperso-
nalizowanej terapii oraz objecie chorych i ich rodzin opieka
specjalistéw m.in. z zakresu: pediatrii, hematologii, onkolo-
gii i genetyki [1].

Potrzeba poznania petnego spektrum cech klinicznych,
komérkowych i molekularnych pacjentéw z FA, stanowita
podstawe do utworzenia w 1982 r. rejestru IFAR (Interna-
tional Fanconi Anemia Registry), ktéry do dzisiaj funkcjo-
nuje jako centralne repozytorium informagji klinicznych
i genetycznych, a takze jako bank materiatu genetycznego
0séb z FA [6].

ANALIZA KOMPLEMENTACYJNA

Bardzo rzadkie wystepowanie anemii Fanconiego pota-
czone z duzym zrdéznicowaniem fenotypowym pacjentéw,
utrudniato zbadanie jej podtoza genetycznego. Pierwszym
podejéciem do klasyfikacji pacjentéw z anemia Fanconiego
byta analiza komplementacyjna.

Metoda polega na fuzji komdrek pacjenta z referencyjna
linig komérkowa (wyprowadzong w laboratorium od
pacjenta z okre$lonym juz genotypem) i obserwacji, czy
powstate w ten sposdb hybrydy odzyskuja na drodze kom-
plementacji oporno$¢ na MMC. W przypadku fuzji dwéch
komérek, w ktérych uszkodzony jest ten sam gen, hybryda
nadal wykazuje wrazliwo$¢ na MMC, wskazujac, ze obie
tworzace ja komérki naleza do tej samej grupy komplemen-
tacyjnej (ryc. 2) [14, 77].

ANALIZA CYTOGENETYCZNA — TEST tAMLIWOSCI
CHROMOSOMOW

Test tamliwo$ci chromosoméw polega na analizie czestotli-
wosci i wystepowania spontanicznych oraz indukowanych
ztaman chromosoméw w hodowli z MMC lub DEB. Test
jest uwazany za ,,ztoty standard” w diagnostyce FA, opiera
sie na zjawisku nadwrazliwoéci komérek FA na zwigzki
sieciujace DNA, pod wptywem kt6rych dochodzi do powsta-
nia licznych peknieé chromosoméw (gap), ztaman chro-
matyd (chtb), ztamari chromosoméw (chrb), fragmentéw
acentrycznych (ace) oraz typowych dla FA figur tri-, tetra-
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Ryc. 4. Algorytm diagnostyki genetycznej FA (na podstawie dostepnej literatury i badan wiasnych); FA — anemia Fanconiego, AR — dziedziczenie autosomalne recesywne, AD —
dziedziczenie autosomalne dominujace, aCGH — array Comparative Genome Hybridization, MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

i multiradialnych, spowodowanych niehomologicznym
taczeniem sie chromosoméw (ryc. 3) [32, 59, 62].

Materiatem do badar jest krew obwodowa pobrana na
heparyne litowa od pacjenta i od osoby kontrolnej. Infor-
macjg niezbedna do rozpoczecia analizy jest czas, jaki
uplynat od ostatniego przetoczenia krwi, badania radiolo-
gicznego lub radioterapii u pacjenta. Wymienione dziatania
terapeutyczne i diagnostyczne moga mieé¢ wplyw na sto-
pieti tamliwosci chromosoméw i powodowaé niemiarodaj-
no$¢ wyniku [59].

W celu analizy famliwo$ci chromosoméw przeprowadzane
sg hodowle limfocytéw krwi obwodowej bez MMC/DEB

(kontrola) oraz przy wzrastajacym stezeniu MMC (50 nM,
150 nM i 300 nM) lub przy statym stezeniu DEB, 0,1 ug/ml.
Opracowanie hodowli i przygotowanie preparatéw cytoge-
netycznych przeprowadzane jest wedtug standardowych
procedur. Analiza polega na ocenie ogdlnej liczby metafaz
ze Ztamaniami chromosoméw oraz liczby ztamari na meta-
faze u pacjenta i u osoby kontrolnej. U kazdego badanego,
dla kazdego rodzaju hodowli analizowanych jest 50-100
plytek metafazalnych [5, 59].

U chorych z FA stwierdza sie wystepowanie aberracji
chromosomowych w 30-100% analizowanych komdrek,
otrzymanych po hodowli ze $rodkiem sieciujacym DNA,
np. MMC lub DEB [59, 70].
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Test tamliwosci chromosomdéw nie jest w 100% swoisty
i inne zespoly niestabilnosci chromosomowych, np. zespé6t
Nijmegen, ataksja-teleangiektazja, zespoty Seckela, Blooma,
Cornelii de Lange, ligazy 4 (LIG4), Robertsa oraz zespdt war-
szawski (Warsaw Breakage syndrome) mogg réwniez obja-
wiac sie zwiekszong tamliwo$cig chromosoméw [59, 64].

ANALIZA MOLEKULARNA

Miedzynarodowe rekomendacje dotyczace diagnostyki
anemii Fanconiego zalecaja rozpoczecie analizy molekular-
nej od poszukiwania znanych mutacji lub tez duzych delecji
w genie FANCA, ze wzgledu na ich najczestsze wystepowa-
nie wéréd chorych na FA [32].

Do potwierdzenia rozpoznania FA konieczne jest wykonanie
badat molekularnych za pomoca techniki NGS (next-gene-
ration sequencing), charakteryzujacej sie duzg swoistoscig
i przepustowoscia, pozwalajacg w krétkim czasie doktadnie
przeanalizowad regiony obejmujace geny zwiazane z ane-
mia Fanconiego i wykrywajaca wszystkie znane i nieznane
mutacje punktowe w regionach objetych panelem NGS
dla FA. Je$li zastosowanie paneli nie pozwoli na postawie-
nie rozpoznania, nalezatoby zastosowaé badanie calej cze-
$ci kodujgcej genomu (WES = Whole Exome Sequencing).
Dodatkowymi technikami, jesli za pomoca NGS nie wykryje
sie mutacji w ukltadzie homozygotycznym lub heterozy-
goty ztozonej, sg badania cytogenetyczno-molekularne,
wykrywajace duze delecje obejmujgce geny FANC, np. tech-
nika MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifica-
tion) lub aCGH (array Comparative Genome Hybridyzation)
(ryc. 4) [26, 32,51, 76].

Obecnos¢ ,efektu zalozyciela”, zwigzanego z migra-
cja czedci populacji macierzystej Homo sapiens na nowe,
niezamieszkane dotad tereny i zatozenie tam odrebnej
populacji, ktéra czesto stawata sie populacja izolowana,
przyczynita sie do ograniczenia liczby swoistych dla tych
populacji mutacji i w zwigzku z tym - do mozliwosci zasto-
sowania celowanej diagnostyki genetycznej. Dotyczy to
np. populacji Zydéw aszkenazyjskich, u ktérych wyste-
puja okreslone mutacje zalozycielskie (founder mutations)
w genach FANCC [c.456+4A>T (IVS4)] i FANCDI (c.6174delT),
czy Japonczykdw, z mutacjami zatozycielskimi w genach
FANCA (c.2546delC lub ¢.3720_3724del), FANCC (c.456+4A>T)
i FANCG (c.307+1G>C lub ¢.1066C>T). Do tej pory nie opu-
blikowano danych na temat czestotliwo$ci wystepowania
poszczegblnych mutacji w genach FANC w populacji pol-
skiej [6, 12, 13, 61, 85). Nie wiadomo wiec czy w naszej popu-
lagji istnieja mutacje zatozycielskie w odniesieniu do FA.

ANALIZA MONOUBIKWITYNACJI FANCD2 METODA WESTERN
BLOT

Uzupelniajacym badaniem molekularnym w dia-
gnostyce FA jest test monoubikwitynacji podstawo-
wego biatka FANCD2, opierajacy sie na rozréznieniu
jego krétkiej i diugiej formy (ubikwitynowanej). Bada-
nie jest przeprowadzane w celu potwierdzenia roz-
poznania anemii Fanconiego. Opiera sie na technice

Western-blot z wykorzystaniem przeciwciat swoistych dla
biatka FANCD2.

Duza zaletg metody jest niski koszt i krétki czas analizy,
jednak metoda nie pozwala na ustalenie przynaleznosci
pacjenta do grupy komplementacyjnej, nie ma réwniez
zastosowania w diagnostyce mozaikowosci somatycznej
wystepujacej w FA [58, 69].

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

W analizie cyklu komérkowego limfocytéw za pomoca
cytometrii przeptywowej u chorych z FA obserwuje sie
zwiekszona liczbe komérek zatrzymanych w fazie G2/M
po hodowli ze zwigzkiem sieciujagcym DNA, np. MMC lub
DEB. Test cyklu komérkowego pozwala na diagnostyke réz-
nicowg chorych z FA i z innymi zespotami niestabilno$ci
chromosomowej, np. z zespotem Nijmegen lub Robertsa,
u ktérych nie wykrywa sie podwyzszonej frakcji komé-
rek fazy G2. Analiza cyklu komérkowego nie znalazta sze-
rokiego zastosowania w diagnostyce zespotéw tamliwosci
chromosoméw, poniewaz moze dawac falszywie ujemne
wyniki u pacjentéw z FA, u ktérych rozwinety sie MDS lub
AML oraz nie wykrywa postaci mozaikowej FA [50].

SOMATYCZNA MOZAIKOWOSC W ANEMII FANCONIEGO

Mianem somatycznej mozaikowo$ci okresla sie wystepo-
wanie dwéch lub wiecej odrebnych genetycznie popula-
¢ji komérek somatycznych w danym organizmie. U okoto
10-30% chorych z FA obserwuje sie mozaikowo$¢ soma-
tyczna, ktéra charakteryzuje sie pojawieniem komé-
rek, ktére stracily wrazliwo$é na zwiazki sieciujagce DNA
w wyniku odwrécenia oddziedziczonej mutacji lub poja-
wienia sie mutacji de novo majacej wplyw na zmniejszenie
lub wyeliminowanie wrodzonego patogennego wariantu
mutacji [4].

W diagnostyce somatycznej mozaikowo$ci mozna zasto-
sowal test tamliwosci chromosoméw limfocytéw krwi
obwodowej, w ktérym obserwowany odsetek prawidto-
wych komdrek u niektérych pacjentéw moze wynosié
nawet 100%. Obserwuje sie takze chorych z niskim procen-
tem prawidtowych komérek, u ktérych w wyniku leczenia
poprawiajg sie parametry krwi, a w kolejnym badaniu cyto-
genetycznym wykrywa sie u nich wieksza liczbe prawidto-
wych komdrek [32].

Jesli liczba komérek, ktére utracily wrazliwo$é na MMC, jest
tak wysoka, ze wynik testu z MMC z krwi obwodowej jest
fatszywie ujemny, wskazane jest badanie komdrek innego
listka zarodkowego, np. fibroblastéw skéry, w ktérych nie
ma mozaikowosci obecnej w uktadzie krwiotwdrczym
(4,31, 43].

Poziom mozaikowo$ci badany we krwi obwodowej nie
odzwierciedla poziomu mozaikowo$ci w szpiku kostnym
pacjenta. Oznacza to, ze chory, ktéry ma wysoki procent
prawidlowych komérek we krwi, moze mie¢ bardzo niski
procent lub w ogdle nie mie¢ prawidtowych komédrek
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w szpiku kostnym [32]. Mozaikowo$é obserwowana
zaréwno we krwi obwodowej chorych na FA, jak i w szpiku
kostnym, nie chroni ich przed rozwojem nieprawidtowych
klonéw komdérkowych, ktére zachowaly mutacje w genach
FANC, a takze przed rozwojem nowotworéw uktadu krwio-
twérczego i guzdéw litych [32].

Pozostaje jednak niewyjasnione, czy chory z FA, z ujem-
nym wynikiem testu tamliwo$ci chromosoméw komdrek
krwi obwodowej, bedzie miat ten sam przebieg kliniczny
choroby, co pacjent z wynikiem dodatnim.

DIAGNOSTYKA PRENATALNA

Badania prenatalne w kierunku anemii Fanconiego mozna
wykona¢ na réznym etapie cigzy. Obejmuja badania ultra-
sonograficzne nastawione na wykrywanie wad typowych
dla FA, test tamliwosci chromosoméw oraz analize moleku-
larng. Testy prenatalne mozna réwniez zastosowaé w celu
ustalenia zgodno$ci w uktadzie HLA (uktad zgodnosci tkan-
kowej) i uzyskania informacji czy dziecko bedzie odpowied-
nim dawca krwi pepowinowej dla rodzetistwa z FA.

Materiat do badati diagnostycznych moze by¢ uzyskany
metoda biopsji kosméwki lub amniopunkgji przeprowadza-
nych wedtug standardowych procedur. Celem obu proce-
dur jest uzyskanie komérek ptodu w liczbie wystarczajacej
do przeprowadzenia testéw genetycznych, obejmujacych
m.in. test tamliwo$ci chromosoméw, gdy podejrzenie FA
u plodu jest pierwszym takim podejrzeniem w rodzinie lub
gdy nie zostala jeszcze przeprowadzona analiza mutacji.
Gdy ptéd ma cechy FA, a mutacja wystepujaca w rodzinie
jest juz zdiagnozowana, nalezy przeprowadzi¢ ukierunko-
wang analize molekularng [7, 32].

PORADNICTWO GENETYCZNE W FA

Porada genetyczna powinna by¢ udzielana w chwili rozpozna-
nia choroby oraz na poszczegdlnych etapach zycia pacjenta.

Wizyta w poradni genetycznej powinna obejmowac:
« wywiad rodzinny,

+ wywiad prenatalny,

+ badanie fizykalne dziecka, postawienie wstepnej dia-
gnozy klinicznej,

« omdwienie dostepnych testéw genetycznych,

« zlecenie testu genetycznego, a nastepnie oméwienie
jego wynikéw,

« udzielenie porady obejmujacej rokowanie co do roz-
woju dziecka, informacje o niezbednych konsultacjach
medycznych i ewentualnej rehabilitacji,

+ wyja$nienie sposobu dziedziczenia choroby,

* przedstawienie pacjentowi i jego rodzinie mozliwosci
posiadania zdrowego potomstwa,

+ udzielenie informacji o fundacjach i grupach wsparcia
dla chorych z FA i ich rodzin [32].

Ponadto genetyk kliniczny powinien przeprowadzié¢ szcze-
gbétowy wywiad rodzinny w kierunku wystepowania nowo-
twordw, ze szczegélnym uwzglednieniem biataczki i raka
ptaskonabtonkowego glowy i szyi, jak réwniez raka szyjki
macicy, sromu oraz odbytu i innych nowotwordw prze-
wodu pokarmowego, a takze raka: piersi, jajnika i prostaty
[39, 45, 46, 63].

Nosiciele mutacji w genach FANCC, FANCD1, FANC] i FANCN
powinni zosta¢ poinformowani o zwiekszonym ryzyku
zachorowania na raka piersi i jajnika i uzyskaé zalecenia
profilaktyczne i diagnostyczne w tym kierunku [63, 74, 78].

LECZENIE

Rekomendacje dotyczace diagnostyki oraz leczenia
pacjentdéw z anemig Fanconiego zostaly opracowane na
miedzynarodowej konferencji zorganizowanej przez Fun-
dacje na rzecz Anemii Fanconiego (FARF) w dniach 5-6
kwietnia 2013 r. w Herndon, USA [32].

Jednym ze sposobéw leczenia, najczesciej okresowym, jest
zastosowanie androgenéw. Androgeny poprawiaja liczbe
krwinek czerwonych i ptytek krwi u okoto 50% pacjentéw
z FA. Terapia androgenowa jest stosowana, gdy stezenie
hemoglobiny spada, poniewaz 4,9 mmol/1 lub liczba pty-
tek spada ponizej 30 G/1[28].

Granulocytarny czynnik wzrostu (G-CSF) zwieksza liczbe
neutrofiléw u niektérych chorych. Bardzo wazne jest
odpowiednie ustalenie jego dawki oraz biopsja szpiku
kostnego przed rozpoczeciem leczenia i w trakcie, ze
wzgledu na ryzyko stymulowania przez G-CSF rozrostu
klonu biataczkowego [75].

Allogeniczna transplantacja hematopoetycznych komé-
rek macierzystych (HSCT) jest u chorych z FA jedyna
terapia pozwalajacg na wyleczenie niedokrwisto$ci apla-
stycznej, zespotu mielodysplastycznego i ostrej biataczki
szpikowej. HSCT najlepiej wykonal u pacjenta jeszcze
przed wystapieniem MDS/AML oraz przed konieczno-
$cig wielokrotnych transfuzji. Ze wzgledu na niestabil-
no$¢ materiatu genetycznego chorzy z FA sa znacznie
bardziej wrazliwi na chemioterapie i radioterapie niz inni
pacjenci hematologiczni i wymagaja specjalnych proto-
kotéw transplantacyjnych, dlatego powinni by¢ leczeni
w osrodkach o najwiekszym doswiadczeniu w HSCT w FA
[42, 44, 49, 75].

Bardzo obiecujgce sg préby zastosowania terapii genowej
w FA. Badania polegajace na pobraniu stymulowanych G-CSF
i plerixaforem hematopoetycznych komdrek macierzy-
stych (HSC) CD34+ od chorych z FA typu A, a nastepnie
transdukji prawidtowym genem FANCA wprowadzanym za
pomoca wektora lentiwirusowego, wykazaty korekcje feno-
typu tych komérek. Moze to byé w przysztosci skuteczna
i bezpieczna alternatywa standardowego leczenia w FA [66].
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W diagnostyce i leczeniu pacjentéw z FA, u ktérych
wystepuja guzy lite, najwazniejsze jest wczesne rozpo-
znanie oraz chirurgiczne usuniecie guza. Leczenie tych
chorych jest duzym wyzwaniem, ze wzgledu na zwiek-
szong toksyczno$é chemioterapii i promieniowania
w FA. Istnieja doniesienia o ciezkiej i $miertelnej tok-
sycznosci oraz o niepowodzeniach w leczeniu cytosta-
tycznym u chorych z FA.

PODSUMOWANIE

Anemia Fanconiego byta poczatkowo opisywana
jako choroba objawiajaca sie pancytopenia i wyste-
powaniem wad wrodzonych. Wykrycie mozaiki
somatycznej u niektérych chorych pozwolito na
rozszerzenie zakresu fenotypdéw FA o przypadki
bez objawéw hematologicznych. Dopiero doktad-
niejsze poznanie mechanizméw komdérkowych
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