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Diagnostischen Kriterien der „klassischen“ DBA (Diamond et al, 1976) alle 4 müssen 
erfüllt sein: 

•   Alter < 1 Jahr 
•   Makrozytäre Anämie ohne weitere signifikante Zytopenien 
•   Retikulozytopenie 
•   Fehlende/ reduzierte erythropoet. Vorläufer in einem normozellulärem KM 

Diagnose stützende Kriterien 
Major 

Genmutationen beschrieben in klassischen DBA Fällen (~55%) 
Positive Familienanamnese (~30-45%) 

Minor 
Erhöhte e-ADA (~80% of cases) 
Erhöhtes Hb F 
Kongenitale Anomalien beschrieben in klassischer DBA (~40%) 
Andere IBMF ausgeschlossen 

BJH, (2008): 142(6): 859-76 
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Diamond	  Blackfan	  Anämie	  (DBA):	  klinische	  Fakten 

-  Kongenitales	  Syndrom	  mit	  Knochenmarkversagen	  	  
	  	  	  Prävalenz	  ~5-‐7	  Fälle/	  Million	  Lebendgeburten	  
	  	  	  M=W,	  Ethnien-‐unabhängig	  

-  95%	  der	  Fälle	  vor	  dem	  2.	  Lebenjahr	  diagnosOziert	  
-  Labormarker:	  eADA	  und	  HbF	  (in	  ca.	  75-‐90%	  erhöht)	  
-  Gutes	  Ansprechen	  auf	  Steroidtherapie	  (iniOal	  bis	  ¾	  aller	  PaOenten)	  
-  Hypoplas:sche	  Anämie	  	  

(Ausreifungsarrest	  von	  erythropoieOschen	  Vorläuferzellen)	  	  
-  Angeborene	  Fehlbildungen	  in	  50-‐60%	  der	  PaOenten:	  	  

kraniofazial,	  kardial,	  urogenital,	  skele^al,	  SGA	  
-  Klinische	  Heterogenität,	  Inkomple^e	  Penetranz,	  silenter	  Phänotyp	  
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Translokation Chr. x / Chr. 19 -> RPS19  
RPS19 mutiert bei 25% aller DBA Patienten -> Ribosomenproblem 

PATHOPHYSIOLOGIE	  



modifiziert nach: Narla A , and Ebert B, Blood 2010 

Was	  ist	  eine	  Ribosomopathie? 

40S/ 60S Proteine,  
subunit assembly 

Diamond-Blackfan Anämie 

-  kraniofaziale 
Dysmorphien 

-  Hämatologie: normal 

-  Skelettale Dysplasie 
-  Hämatologie: 

Lymphop. /Immundef. 

-  Skelettfehlbildungen 
-  Exokrine 

Pankreasinsuffizienz  
-  Hämatologie: BMF 

(Neutropenie) 

-  Fehlbildungen (~60%): 
kraniofazial, urogenital, 
kardial, skelettal 

-  Hämatologie: BMF 
(aregenerat.  Anämie) 

PATHOPHYSIOLOGIE	  



Warum	  Anämie?	  Ausreifungsstop	  der	  Erythropoese 

Flygare, Blood 2007 

Ribosomensynthese  
- niedrig in primitiven Vorläuferzellen 
- Sehr hoch in differenzierten erythroiden  
Vorläufern, als Voraussetzung  
für die Globinsynthese 

PATHOPHYSIOLOGIE	  



PATHOPHYSIOLOGIE	  
GENETIK	  1:	  Muta:onen	  

GENETIK	  2:	  MikrodeleOonen	  
VERERBUNGSMODI	  BEI	  DBA	  

GENOTYP-‐PHÄNOTYP	  KORRELATION	  
FUNKTIONELLE/	  DIAGNOSTISCHE	  TESTS	  	  



RP	  Genkomplex:	  Evolu:onär	  sehr	  alt:	  80	  funk:onelle	  RP	  Gene,	  >	  2000	  Pseudogene	  

40S 

60S 

47 Ribosomale Proteine 
RPL = large 

33 Ribosomale Proteine 
RPS = small 

RPL19 
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RPL35a 
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DBA-‐assoziierte	  RP-‐Gene:	  Chronologie 
GENETIK	  VON	  DBA	  –	  1.	  MUTATIONEN	  



DBA-‐GPOH	  Studie:	  RP-‐Genmuta:onen 
-  Register	  geführt	  seit	  Jahr	  2000	  in	  Freiburg	  (Dt.	  Österreich,	  Schweiz)	  	  

2013:	  	  244	  Pa:enten	  registriert	  (USA	  >	  800,	  Paris	  ~250)	  
-  186	  PaOenten	  sequenziert	  für	  12	  bekannte	  RP-‐Gene	  
-  96	  Pa:enten	  (52%):	  Muta:onen	  in	  9	  RP	  Genen	  gefunden	  
-  90	  Pa:enten	  (48%):	  Keine	  Muta:onen	  in	  12	  RP	  Genen	  
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Mu:ert	  
52%	  

Wildtyp	  
48%	  

Gen	   Freq.	   Neu	  /	  Bekannt	  
RPS7	   0.5%	   0	  /	  1	  	  
RPS10	   0.5%	   0	  /	  1	  
RPS24	   1.1%	   2	  /	  0	  	  
RPS17	   1.1%	   2	  /	  0	  
RPL35a	  3.1%	   5	  /	  1	  
RPL11	   4.7%	   6	  /	  3	  
RPS26	   6.3%	   6	  /	  6	  
RPL5	   7.9%	   11	  /	  4	  
RPS19	   24.1%	   3	  /	  44	  
Keine	  MutaOonen	  in	  	  
RPL9,	  RPL19,	  RPL26,	  GATA1,	  KLF1	  

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  1.	  MUTATIONEN	  



Gene Transition Transversion Deletion Insertion 

RPS19 25 3 11 7 

RPL5 4 4 4 2 

RPS26 7 2 2 1 

RPL11 0 2 3 3 

RPL35a 1 3 2 0 

RPS17 0 0 1 1 

RPS24 0 1 0 1 

RPS10 1 0 0 0 

RPS7 0 1 0 0 

TOTAL 38 16 23 15 

Wie erwartet, die meisten Veränderungen sind:  
Transitionen und Indels (Deletionen häufiger) 

Arten	  von	  RP-‐Genmuta:onen 
1. Transitionen vs. Transversionen 

2010 by Steven M. Carr  

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  1.	  MUTATIONEN	  



5´  AUG 3´  STOP 

5´  AUG 3´  STOP 

5´  AUG 3´  STOP 

Mögliche Degradation durch  
Nonsense mediated decay 

Mgl. 
Degradation 

durch  
Non-stop decay 

RNA degradation in DBA:  
Andrew Chatr, Human Mutation 2004 

Wildtyp, keine Degradation 

Frameshie-‐Muta:onen	  in	  DBA 
GENETIK	  VON	  DBA	  –	  1.	  MUTATIONEN	  



Wildtyp 
Tyr210Cys 
Ala218 Ser 

Met51del Gln202X Tyr219ThrfsX20 

Lys117GlyfsX5 Asn157LysfsX6 Asp59TyrfsX53 

Tyr44X Tyr49X Asp72ValfsX2 

in silico 3 D modeling 

Auswirkung	  der	  Muta:onen	  auf	  Protein-‐Struktur 
GENETIK	  VON	  DBA	  –	  1.	  MUTATIONEN	  
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Mechanismen	  der	  Haploinsuffizienz 

WT 

Mikro 
deletion 

Haploinsuffizienz 
nicht ausreichend Protein 

DBA (RP Gene) 

„Dominant“ 

Del 

Haploinsuffizienz	  ist	  der	  
Hauptmechanismus	  	  der	  
Pathogenese	  von	  autosomal	  
dominanten	  Erkrankungen	  

Mut 

FRAGESTELLUNG:	  
Kommen	  DeleOonen	  gesamter	  
Gene	  (nicht	  sichtbar	  mit	  

Sequenzierung)	  auch	  bei	  DBA	  vor? 

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  2.	  MIKRODELETIONEN	  



MuOert	  
52%	  
n=96	  

11	  /	  36	  Pa:enten:	  
monoallelische	  Mikrodele:onen,	  

RP-‐Gene	  betroffen	  

SNP	  Array	  Affymetrix	  6.0	  
~	  2	  Millionen	  Marker	  

36	  Pa:enten	  untersucht	  
Bias:	  mehr	  PaOenten	  mit	  Fehlbildungen	  

Ganzgenom-‐Analyse:	  große	  Mikrodele:onen 

Wildtyp	  
48%	  
n=90	  

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  2.	  MIKRODELETIONEN	  



Bestä:gung	  der	  Gendele:onen	  mikels	  HR-‐CGH 

-  MikrodeleOonen	  nicht	  zufällig	  -‐>	  lokalisiert	  zwischen	  Regionen	  mit	  
low	  copy	  repeats	  (LCR)/	  segmentalen	  DuplikaOonen	  (instabile	  
Genombereiche,	  begünsOgen	  Bildung	  von	  Doppelstrangbrüchen	  
durch	  NHAR)	  

-  In	  3	  PaOenten	  mit	  RPS17-‐MikrodeleOon	  (Chr.	  15):	  

LCR	  (~660kb)	  

LCR	  (~400kb)	  

Mikrodele:on	  

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  2.	  MIKRODELETIONEN	  



Systema:sche	  Suche	  nach	  Gendele:onen 
RPL35A	  
3q29	  

RPS19	  
19q13.2	  

RPS17	  
15q25.2	  

RPL5	  
1p22.1	  

RPL11	  
1p36.11	  

RPS26	  
12q13.2	  RPL15	  

3p24.1	  

5	  Gene	  detek:ert	  durch	  SNP-‐Array	  
2	  Gene	  gefunden	  durch	  Andere	  

Chromosomen	  1	  –	  22,	  X	  

Targeted Gencopy qPCR: 

Etabliert	  für	   

RPS17	  

RPL5	   RPL35A	   DBA	  072	  p.202546SE	  DBA	  280	  DBA	  282	  

DBA	  024	   DBA	  068	   DBA	  265	  DBA	  011	  

ü	   ü	   ü	   ü	  
ü	   ü	   ü	   ü	  

Validierung der SNP-Genomarrays mittels qPCR: 

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  2.	  MIKRODELETIONEN	  

Tamas Farkas  



Systema:sche	  Suche	  nach	  Gendele:onen 
Untersuchung von 80 Patienten ohne Mutation / Deletion  

RPL11	  DeleOon	  –	  Pat	  198	  
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Blau:	  Mi^elwert	  gesunde	  Referenz	  (n=	  5	  -‐	  10)	  	  	  	  	  	  Rot:	  PaOenten	  

Deletionen gesamter Gene (n=6) 

RPL35A	  Ex1-‐Ex3	  Dele:on-‐	  Pat	  HA186184	  

~50%	   ~100%	  Signal:	  

Intragenische Deletionen (n=3) 

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  2.	  MIKRODELETIONEN	  



Zusammenfassung:	  	  
Muta:onen	  und	  Mikrodele:onen 

GENETIK	  VON	  DBA	  –	  2.	  MIKRODELETIONEN	  

52% 

11% 



I 

II 

III 

Anemia 
Splenomegaly 

ADA+HbF elevated, no malformations 

X-Chromosomale RP-Gene: 
RPSx4 
RPL39 
RPL10 
RPL36a 

NEGATIV 

What next? 

•  Whole	  Exome	  Sequenzierung:	  schwierig	  bei	  autosomal	  dominanten	  
Erbgängen	  mit	  inkomple^er	  Penetranz	  

•  WES	  -‐	  Bisher	  wenig	  Erfolg:	  	  Einzelfälle	  mit	  wenigen	  seltenen	  muOerten	  
RP-‐Genen	  (Exome	  Seq,	  ASH	  2012,	  2	  Gruppen:	  MutaOonen	  in	  3	  RP	  
Genen)	  -‐	  unklar	  ob	  private	  Polymorphismen	  

•  Andere	  geneOsche	  Mechanismen?	  z.b.	  lncRNA...	  	  
•  AlternaOve	  NGS	  Methoden	  gefordert:	  Transkriptom/	  WGS	  
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Muta:onen	  und	  familäre	  Vererbung 
68	  Familientrios	  untersucht,	  unabhängig	  vom	  Elternphänotyp:	  
1.	  MUTATIONEN	  vererbt:	   	   	  34%	  von	  der	  Muker	  

	   	   	   	   	  11%	  vom	  Vater	  
	   	   	   	   	  55%	  de	  novo	  
	   	   	   	   	  	  

FAMILIEN-‐ANALYSEN	  

2.	  DELETIONEN	  vererbt:	  	  
	  1/10:	  Vater	  und	  Sohn	  mit	  MikrodeleOon	  haben	  beide	  DBA-‐Phänotyp	  
	  9/10	  Familien:	  DE	  NOVO	  	  

0%#

5%#

10%#

15%#

20%#

25%#

30%#

RPS19# RPL5# RPS26# RPL11#RPL35A#RPS24# RPS10#

de#novo#muta9on#
maternal#inheritance#
paternal#inheritance#

keine	  Gen-‐KorrelaOon:	  

Jessica Mötter 



RPL5, Ex6:  
  c.625C>T (p.R209C), novel 

Microcephalic syndrome, short 
neck, thumb dysplasia  
growth retardation 

RPL5, Ex1: 
  c.3+3G>C (splice site), previously reported 

Spontaneous remission 
Isolated VSD  

RPS10, Ex2:  
  c.71A>G(p.K24R), reported as mutation of 
unknown significance (Patient is WT for other RP genes) 

Transfusion dependent 
no malformations 

RPS24, Ex 3:  
  c.210_211insAACT (p.G71NfsX8), novel 

Urogenital malformations,   
HSM, growth retardation 

HbF 
ADA 

HbF, ADA normal 
no malformations 

HbF, ADA normal 
no malformations 

HbF, ADA normal 
no malformations 

HbF, ADA normal 
no malformations 

HbF normal 
ADA 

HbF 
ADA 

HbF 
ADA 

Silenter	  Phänotyp	  /	  inkompleke	  Penetranz	  
FAMILIEN-‐ANALYSEN	  



Gene:sche	  An:zipa:on? 

Pat. in Remission  
und silente Träger 

Körperliche 
Fehlbildungen 

Patienten 1/25 (4%) 17/21 (81%) 

Eltern 21/25 (84%) 5/21 (24%) 

(P-Wert) (<.001) (<.001) 

Auswertung	  klinischer	  Daten	  von	  IndexpaOenten	  	  
und	  deren	  Eltern,	  die	  ebenfalls	  MutaOonsträger	  sind:	  	  

Sta:s:sche	  An:zipa:on	  (klinische	  Bias)	  

FAMILIEN-‐ANALYSEN	  
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Muta:onen	  und	  klinischer	  Phänotyp 
GENOTYP-‐PHÄNOTYP	  

Fehlbildungen:	  	  
• 	  Gaumenspalte	  nur	  bei	  PaOenten	  mit	  RPL5	  /RPL11	  
MutaOonen	  (p=	  0.007),	  wie	  bei	  Gazda	  2008	  
• 	  Wachstumsretardierung	  bei	  60%	  RPL5-‐	  	  
vs.	  8%	  	  RPS19-‐	  PaOenten	  (p=	  0.008)	  

Hämatologie:	  	  
Bisher	  keine	  KorrelaOon	  (Thr,	  ANC),	  
Therapieansprechen	  mit	  MutaOonsgruppe	  



2,2Mb del15q25.2 (RPS17): 
DBA 024 DBA 068 DBA 265 DBA 011 

	  	  	  	  	  DBA-‐Mikrodele:onssyndrom?	  	  
(Wat	  et	  al,	  J	  Med	  Genet	  2010:	  Recurrent	  microdeleOons	  of	  15q25.2	  are	  associated	  with	  increased	  risk	  of	  congenital	  diaphragmaOc	  hernia,	  cogniOve	  deficits…	  
	  

l  5	  DBA	  paOents	  (+1	  qPCR)	  with	  recurrent	  2,8Mb	  del	  on	  Chr.	  15q25.2,	  	  
between	  2	  LCR	  regions	  (breakpoints)	  

l  16	  Genes	  contained	  (including	  both	  copies	  of	  RPS17)	  
l  Several	  genes	  implicated	  in	  the	  development	  of	  a	  phenotype	  with	  

nonhematologic	  symptoms	  (soe	  :ssue	  defects/	  Hernia),	  and	  cogni:ve	  deficits	  
l  RPS17	  deleOons	  recently	  reported	  in	  DBA	  pts.	  by	  Farrar	  et	  al	  

Mikrodele:on:	  15q25.2	  nicht	  selten	  (6/20,	  30%) 
GENOTYP-‐PHÄNOTYP	  



Mikrodele:onen	  und	  klinischer	  Phänotyp 

Pt / sex Region RP Gene Anomalies 
126 / f Chr1p36.11 RPL11 Head (Pierre-Robin), heart, skelettal 

072 / f Chr3q29 RPL35a CNS, GIT, skelettal 

P20 / f Chr3q29 RPL35a Heart, severe neutropenia, 10% blasts 

280 / f Chr1p22.1 RPL5 CNS, Heart, SGA 

224 / f Chr1p22.1 RPL5 Head (Pierre-Robin), cognitive deficits, SGA 

282 / m Chr1p22.1 RPL5 Head (ears), SGA 

068 / m Chr15q25.2 RPS17 Cognitive deficits, cryptorchidism, heart 

265 / m Chr15q25.2 RPS17 Seizures 

011 / m Chr15q25.2 RPS17 Bilateral inguinal hernia 

024  / f Chr15q25.2 RPS17 Head, polysplenia, skelettal 

94% aller Mikrodeletionspatienten haben Fehlbildungen oder kognitive 
Einschränkungen 
(vs. ~60% der Mutationspatienten) 
Effekt	  der	  Haploinsuffizienz	  der	  benachbarten	  Gene:	  (ConOguous	  Gene	  Syndrome)?	  
 

GENOTYP-‐PHÄNOTYP	  



Pa:enten	  ohne	  bekannte	  Genveränderung	  (~37%) 

- Spontanremission höher in Patienten ohne bekannte 
Genveränderung: (32.1% vs. 15.2%, p<0.05) 
- Andere Gene (non-RP Gene) involviert? 

GENOTYP-‐PHÄNOTYP	  
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Erniedrigte	  RP	  RNA-‐Expression	  als	  Ausdruck	  	  
der	  Haploinsuffizienz 

-  BestäOgung	  der	  Haploinsuffizienz	  auf	  RNA-‐Level	  (RPL5,	  RPL35a)	  
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FUNKTIONELLE	  AUSWIRKUNG	  



Bestä:gung	  des	  intraribosomalen	  Defekts 
-  Polysomenprofiling:	  funkOonelle	  Validierung	  auf	  Ebene	  der	  Ribosomen	  
-  EBV-‐immortalisierte	  PaOentenzelllinien	  von	  DBA	  PaOenten	  
-  Sucrose-‐Gradient	  	  nach	  UltrazentrifugaOon	  
-  Polysomenprofiling	  als	  BestäOgung	  der	  Haploinsuffizienz	  

FUNKTIONELLE	  AUSWIRKUNG	  

 A.       Gesund  B.    RPL35a Del   C.   RPL5 Mutation 

 D.    RPS17 Del  E.   unbekannt (S?)  F.    unbekannt     

S
L

Ziel:	  Etablierung	  als	  diagnos:scher	  Test	  (Entscheidungshilfe	  für	  Muta:onsanalysen,	  	  
Suppor:ver	  Test	  wie	  eADA?)	  



2013 Empfehlung  
Genetische Diagnostik bei DBA 

•  ~50-55% have heterozygous mutations (~ 50-60% de novo), silent carriers 
•  ~10-15% heterozygous whole gene deletions (almost all de novo) 

SEQUENTIAL MUTATION AND DELETION SCREENING: 

EBMT Bone Marrow Failure Expert Workshop  
Vienna, 27. Sept 2012. Part I. Diagnostic workup 

Marcin Wlodarski / Brenda Gibson et al 

*RPS24: 3(1.6)% 
MIM: 602412 

Sequence: 5 Exons 

RPL19: <1(0)% 
MIM:180466 

Sequence: 6 Exons 

*RPL26: <1(0)% 
MIM:603704 

Sequence: 4 Exons 

RPL9: <1(0)% 
MIM:603686 

Sequence: 7 Exons 

II. 

IV. 

*RPS17: <1(1.1)% 
MIM: 180472 

Sequence: 5 Exons 

*RPS10: 3(0.5)% 
MIM: 603632 

Sequence: 6 Exons 

*RPS7: <1(0.5)% 
MIM: 603658 

Sequence: 7 Exons 

In parentheses: results from the German cohort (n=186) 

1. previously reported mutation: stop 
2. novel mutation: proceed with step II 
3. wildtype: proceed with step II 

RPL15: <1(0)% 
MIM: 604174 

Sequence: 4 Exons 

*RPS19: 25(24)% 
MIM: 603474 

Sequence: 6 Exons 

*RPL5: 9(7.9)% 
MIM: 603634 
Seq: 8 Exons 

*RPL11: 6.5(4.7)% 
MIM: 604175 
Seq: 6 Exons 

*RPS26: 6.5(6.4)% 
MIM: 603701 

Sequence: 4 Exons 
I. 

GATA1 <1(0)%:  
MIM:305371 

Sequence: Exon 2-5 
Boys (x-linked) 

Total ~46-50% 
*RPL35a: 2(3.1)% 

MIM: 180468 
Sequence: 5 Exons 

AS ABOVE, but further to step III 

Total ~4-6% 

Whole gene deletions 15(~11)% reported in:  
RPS17, RPL5, RPS19, RPL11, RPL35a, RPS26, RPL15, RPL31  
Whole genome: CGH or SNP Array. Targeted: MLPA or qPCR 

AS ABOVE, but further to step IV 

Total ~10-15% 
III. 

AS ABOVE, but further to step IV 

Total <1% 

Novel  reported at ASH 2012: RPS27, RPS29 and RPL27 <1% 

Setup EBV-line for polysome profiling 



Zusammenfassung 

Muta:onen:	   	  -‐	  96	  (52%)	  PaOenten,	  in	  9	  RP-‐Genen,	  45%	  vererbt	  
	   	  -‐	  keine	  MutaOonen	  in	  GATA1	  	  

	  

Dele:onen: 	  -‐	  20	  (10%)	  PaOenten,	  in	  5	  RP-‐Genen,	  10%	  vererbt	  
	   	  -‐	  Fehlbildungen	  häufiger	  

	  

Unbekannt:	   	  -‐	  72	  (38%)	  PaOenten	  ohne	  bekannte	  Ursache,	  	  
	   	  mehr	  spontane	  Remissionen	  

	  
	  

ENDE	  

Weitere	  Ziele	  (im	  Rahmen	  von	  ERA-‐NET	  Projekt	  EURO-‐DBA)	  
1.	  Polysomenprofiling	  aller	  NegaOvpaOenten:	  	  	  
Suche	  nach	  neuen	  unbekannten	  ribosomalen	  Defekten	  	  
(ribosomal	  vs.	  extraribosomal),	  Etablierung	  als	  diagnosOscher	  Test	  
	  
2.	  Whole	  Transcriptome	  /	  Genome	  Sequenzierung	  der	  Familien	  ohne	  
bekannten	  Gendefekt	  
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