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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Einleitung Fanconi-Anamie

Die Fanconi-Anamie (FA) ist eine seltene autosomal und x-chromosomal rezessive
Erkrankung, die genetisch und klinisch sehr heterogen ist. Klinisch wird sie durch eine Trias
aus kongenitalen Fehlbildungen, einem progressiven Versagen des Knochenmarks und
einer erhdhten Inzidenz an Malignomen charakterisiert. Zellular zeigen sich eine erhdhte
spontane Chromosomenbrichigkeit und eine Hypersensitivitdt gegenuber DNA-
quervernetzenden Substanzen. Molekulargenetisch sind bis zu Beginn dieser Arbeit 13
Komplementationsgruppen, die jeweils nach dem defekten Gen benannt sind (FA-A, -B, -C,
-D1, -D2, -E, -F, -G, -l, -J, -M, und -N) und aus Keimzellmutationen in den

korrespondierenden Genen hervorgehen, bekannt.

1.2. Historisches

Im Jahre 1927 beschrieb Guido Fanconi (1889-1979), ein Schweizer Kinderarzt, seine
klinischen Beobachtungen bei 3 Briidern einer Familie mit 5 Kindern . Die drei Brider
litten unter einer ,perniciosaartigen Andmie* und wiesen verschiedene Anomalien auf 48,
1931 schlug Otto Nageli den Namen ,Fanconi-Anamie” flr diese Erkrankung vor. Seitdem
wurden bis 2001 iber 1300 Félle beschrieben °. Bei zwei betroffenen Briidern stellten
Forscher der Universitdt Heidelberg im Jahre 1964 eine erhdhte spontane

Chromosomenbriichigkeit in Zellen von FA-Patienten fest ’

. Spatere Untersuchungen
ergaben, dass die FA auBerdem mit einer erhdéhten Rate an induzierten
Chromosomenaberrationen durch DNA-quervernetzende Agenzien assoziiert ist 8. Zwei
wichtige Meilensteine waren die Entdeckung des Zusammenhangs zwischen FA und dem
erhéhten Risiko flir die Entwicklung eines Myelodysplastischen Syndroms (MDS) und

anderen Tumoren °'°

, sowie die Auswertung einer groBen Sammlung von Stammb&aumen
der Familien von Patienten mit FA, die darauf hinwiesen, dass eine autosomal-rezessive
Vererbung mit einer hohen Variabilitat an klinischen Bildern vorliegt ''.

1982 wurde an der Rockefeller University das IFAR (International Fanconi Anemia
Registry) gegriindet, in dem klinische und genetische Informationen sowie biologisches
Material von FA-Patienten gesammelt werden. Dariber hinaus besitzen viele Lander

eigenstandige Elterninitiativen.
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1.3. Klinik der Fanconi-Anamie

Angeborene Anomalien, die alle Organsysteme betreffen kénnen, gehdren zu den
klinischen Manifestationen der FA und treten in zwei Drittel der Félle auf. Zu den haufigsten
Fehlbildungen gehdéren Verdnderungen des Skelettsystems, bei denen vor allem der
radiare Strang betroffen ist. So kommt es zu Hypo- oder Aplasie der Daumen mit
konsekutiver Funktionseinschrankung (siehe auch Abbildung 1). In vielen Féllen ist die
einzige angeborene Veradnderung eine Pigmentstérung der Haut im Sinne von Café-au-lait-
Flecken, einer generalisierten Hyperpigmentierung oder einzelnen hypopigmentierten
Stellen ', Die haufig zu beobachtende Wachstumsretardierung zeigt sich sowohl pra- als
auch postnatal. Die mediane GrdéBe von FA-Patienten liegt um die 5. Perzentile, was
zumindest bei einem Teil der Patienten auf einen Mangel an Wachstumshormonen

zuriickzufthren ist ',

Tabelle 1: Haufigkeit von kongenitalen Dysplasien bzw. Auffalligkeiten bei FA

FA-Patienten kénnen kongenitale Dysplasien an nahezu jedem Organsystem aufweisen. Bei einigen
Patienten liegen mehrere Auffélligkeiten gleichzeitig vor, andere sind klinisch komplett unauffallig.
Nach Tischkowitz et al. '°.

Fehlbildungen/ Auffélligkeiten Haufigkeit (%)
Skelett (radiarer Strang, Hiifte, Skoliose, Rippen) 71
Haut (Café-au-lait-Flecken, Hypo-/Hyperpigmentierung) 64
Wachstumsretardierung 63
Augen (Mikroophtalmie) 38
Niere und Harntrakt 34
Mannliches Genital 20
Mentale Retardierung 16
Gastrointestinal (Anal-/ Duodealatresie) 14
Herz 13
Akustisches System 11
Zentrales Nervensystem (z.B. Hydrozephalus) 8
Keine Fehlbildungen 30

Charakteristisch fir die FA sind auBerdem hé&matologische Manifestationen, in deren
Mittelpunkt das progrediente Knochenmarkversagen steht. Dabei kénnen alle 3 Zellreihen
in unterschiedlichem AusmafB und in unterschiedlicher Reihenfolge betroffen sein. Ein
erhdhtes mittleres korpuskulares Volumen der Erythrozyten (MCV) kann ein erster Hinweis
auf die Erkrankung FA sein. Bei 50 % der Patienten werden erste h&matologische
Auffalligkeiten im Alter von 7,6 Jahren festgestellt '®, wobei klinisch vor allem das gehaufte
Auftreten von Ha&matomen und Petechien, rezidivierenden bakteriellen Infekten, sowie

Leistungsminderung und Abgeschlagenheit im Rahmen der Anadmie im Vordergrund
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stehen. Die kumulative Inzidenz firr die Entwicklung eines Knochenmarkversagens betragt
90% im Alter von 40 Jahren ™°.

In einer Untersuchung von 75 FA-Patienten zeigte sich, dass das Risiko, eine akute
myeloische Leukédmie (AML) oder ein Myelodysplastisches Syndrom (MDS) zu entwickeln,
bei FA-Patienten im Alter von 40 Jahren bei 52% liegt '’. Hamatologische Tumore machen
insgesamt 60% aller Tumoren bei FA-Patienten aus.

Die meisten nicht-hdmatologischen Tumore sind Plattenepithelkarzinome des oberen

6,18

aerodigestiven und des anogenitalen Traktes >'°, wobei bei FA-Patienten eine 500- bis

700-fach héhere Inzidenz fur Kopf-/ Halstumore im Vergleich zur Normalbevélkerung

beobachtet wird ©'°.

Abb. 1: Daumenfehlbildung bei FA
Rechte und linke Hand eines Jungen mit FA, Komplementationsgruppe A. Hypoplasie der Daumen.
Mit freundlicher Genehmigung der Eltern.

1.4. Atiologie/ Molekularpathologie der Fanconi-Aniamie

1.4.1. DNA-Instabilitat

Schon Guido Fanconi vermutete eine genetische Ursache hinter dem Krankheitsbild, das er

bei drei Bridern einer Familie beschrieb 2.

Seine Annahme, dass numerische
Aberrationen fir die Krankheit verantwortlich sind, bestétigte sich jedoch nicht. Vielmehr
stellte sich heraus, dass ein veranderter zellularer Phénotyp der FA zugrunde liegt .
Schroder et al. beschrieben 1964 bei kultivierten Lymphozyten eine erhdhte spontane
Chromosomenbruchigkeit. Dabei kommt es zur Ausbildung von Tetrameren, Quadrimeren
und anderen Reunionsfiguren, die bei der fehlerhaften Reparatur von Doppelstrangbriichen
entstehen ’.

Diese Eigenschaft zeigte sich in weiteren Studien als nicht reproduzierbar. Die Induktion

von Chromosomenbriichen durch Exposition mit DNA-quervernetzenden Substanzen wie
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Mitomycin C (MMC) und Diepoxybutan (DEB) erwies sich jedoch als zuverlassiger
diagnostischer Test 2°2",

Neben der erhéhten Chromosomeninstabilitit gegenliber DNA-quervernetzenden
Substanzen zeigen FA-Zellen Auffélligkeiten im Zellzyklusverhalten ?*?°. Es kommt zum
Arrest der Zellen in der G.-Phase, was als Resultat der mangelnden Reparatur von DNA-
Schaden in der S-Phase intepretiert wird *. In hdmatopoetischen Stammzellen bei FA-
Patienten ist auBerdem eine erhdhte Apoptoserate nachweisbar #°. Im Zusammenhang mit
der erhdhten Chomosomeninstabilitdt und der damit verbundenen vermehrten Proliferation

wird eine schnellere Telomerverkiirzung diskutiert 2%

1.4.2. Zellzyklus
In Abbildung 2 sind beispielhaft die 4 Phasen des Zellzyklus dargestellt. Die G;-Phase ist

durch Zellwachstum und die Synthese von Proteinen, die fir die DNA-Synthese notwendig
sind, charakterisiert. Vor Ende der Gi-Phase wird die GréBe der Zelle, die Integritat der
DNA und die Verfugbarkeit von Substraten fur die Protein- und Nukleinsduresynthese,
kontrolliert. In der S-Phase erfolgt die DNA-Replikation. Der Kontrollpunkt am Ubergang
von der G- zur M-Phase gewahrleistet vor allem die genomische Integritat. Verfugt die
Zelle zu diesem Zeitpunkt Uber DNA-Schaden, so wird der Zellzyklus in der G.-Phase
angehalten und der Schaden zunachst repariert. Ist der Schaden zu groB oder kann er aus
anderen Grlnden nicht repariert werden, leitet die Zelle den programmierten Zelltod, die
Apoptose, ein. Reguliert wird der Zellzyklus durch verschiedene Cycline, cyclinabhangige

Kinasen und diverse intrazelluldre und intranukleére Signalkaskaden 22.

G; - Kontrollpunkt

Go

G; - Kontrollpunkt

Abb. 2: Schematische Darstellung des Zellzyklus

Nach jeder Zellteilung (Mitose) geht die Zelle entweder in die Go-Phase (ruhender Zustand) oder in
die Gi-Phase uber. Die Dauer der Go-Phase kann bei verschiedenen Zellarten unterschiedlich lang
sein und wird durch An- oder Abwesenheit von Wachstumsfaktoren beeinflusst. Auch die Dauer der
einzeng\en Zellzyklusphasen variiert je nach Zellart und Umgebungsfaktoren. Modifiziert nach Loffler
etal.”.
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Betrachtet man den DNA-Gehalt der Zelle, so liegt in der Go- und Gi-Phase ein diploider
Chromosomensatz (2n 2C) vor. In der S-Phase wird die DNA verdoppelt, sodass die Zelle
in der G,-Phase einen diploiden Chromosomensatz mit verdoppeltem DNA-Gehalt (2n 4C)

enthalt.

1.4.2.1. Darstellung des Zellzyklus in der Durchflusszytometrie

Die meisten Zellen befinden sich in der Gi/Gy-Phase und nur wenige in der Go/M- und S-
Phase. Dies liegt daran, dass die G./M-Phase zeitlich gesehen kirzer als die G1/Go-Phase
ist und sich nicht alle Zellen standig teilen, sodass mehr Zellen in der G/Go-Phase
detektiert werden. Werden Zellen von FA-Patienten mit einer DNA-quervernetzenden
Substanz wie MMC inkubiert, kommt es zum Arrest der Zellen in der G,-Phase. Dieses
Ph&nomen ist in Abbildung 3B dargestellt. Vor der durchflusszytometrischen Messung
werden die Zellen mit Propidiumiodid (PI), einer Substanz, die sich zwischen die DNA-

Strénge einlagert, gefarbt.

A B

G,-Phase: 84 % | Gy-Phase: 35 %

Relative Kernanzahl
Relative Kernanzahl

Lo g o b gy e 1 oy a x| s ol v 3 3 i

G,-Phase: 12 % G,-Phase: 61%

Relativer DNA-Gehalt pro Zelle Relativer DNA-Gehalt pro Zelle

Abb. 3: Durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus

Darstellung einer durchflusszytometrische Messung des DNA-Gehaltes von menschlichen
Hautfibroblasten nach Exposition mit MMC und Propidiumiodid-Farbung (PI-Farbung), sowie
anschlieBender Bearbeitung mit dem Programm ModFit LT™. A: gesunde Zellen nach MMC-
Exposition. Es befinden sich deutlich mehr Zellen in der Go/G;- als in der Go/M-Phase. B: Zellen
eines FA-Patienten nach MMC-Exposition. Durch die Hypersensitivitdt gegeniiber MMC und dem
damit verbundenen Arrest in der Go/M-Phase befinden sich hier mehr Zellen in der G,/M- als in der
Go/Gi-Phase. Bei der grin markierte Flache in Abbildung B handelt es sich um in der
Durchflusszytometrie detektierte Zelltrimmer.
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1.4.2.2. G,/ M-Arrest

Der Gy/M-Arrest wird durch Doppelstrangbriiche der DNA induziert . Werden Zellen eines
Normalprobanden mit geringen Dosen einer DNA-quervernetzenden Substanz, wie MMC,
Cisplatin oder DEB behandelt, so kbnnen diese aufgrund ihres intakten DNA-
Reparatursystems den Schaden wahrend der G,-Phase reparieren und die Zellen treten in
die Mitose Uber ohne einen Schaden an ihre Tochtergeneration weiterzugeben. Bei
entsprechend hohen Dosen kdnnen allerdings auch normale Zellen so stark geschadigt
werden, dass sie im Go/M-Arrest verharren. FA-Zellen hingegen arretieren schon bei

24 Ursache hierfiir sind

geringen Konzentrationen dieser Agenzien in der G.-Phase
funktionell relevante Gendefekte, der am DNA-Reparaturmechanismus beteiligten Gene, in

FA-Zellen.
1.5. Genetik

1.5.1. FA-Gene und Proteine

Bis zu Beginn dieser Arbeit waren 13 FA-Gene bekannt, die Uber das gesamte menschliche
Genom verteilt sind und erheblich in GréBe und Struktur variieren. Bis auf FANCB, das auf
dem X-Chromosom liegt, sind alle FA-Gene auf autosomalen Chromosomen zu finden 81
Einige FA-Gene sind hoch konserviert und haben Orthologe in niedrigeren Organismen,
wie Caenorhabditis elegans, Drosophila und Saccharomyces 32 andere haben ihren
Ursprung in jiingerer Zeit. Die folgende Tabelle soll vorab einen Uberblick lber die FA-

Gene und die Position der zugehorigen Proteine im FA/BRCA-Pathway geben:

Tabelle 2: FA-Gene. Platzierung und Funktion im FA/BRCA-Pathway
Ubersicht (ber die bis Ende 2010 bekannten FA-Gene und ihre Platzierung und Funktion in
FA/BRCA-Pathway. Modifiziert nach Taniguchi et al. 8

Frequenz

Defektes Gen Lokalisation in FA (%) FA/BRCA-Pathway Ref.
FA-A  FANCA 16024.3 66 FA-Kernkomplex 33,34
FA-B FANCB Xp22.31 <1 FA-Kernkomplex 3536
FA-C FANCC 9g22.3 15 FA-Kernkomplex 8739
FA-D1  FANCD1/BRCA2 13q12-13 4 RAD51-Rekrutierung 8940
FA-D2 FANCD2 3p25.3 3 monoubiquitiniertes Protein 4
FA-E FANCE 6p21-22 1 FA-Kernkomplex 4244
FA-F FANCF 11p15 2 FA-Kernkomplex 4546
FA-G  FANCG/XRCC9 9p13 9 FA-Kernkomplex 47:48
FA-l FANCI/KIAA1794  15025-26 <1 monoubiquitiniertes Protein 49,50
FA-J FANCJ/BRIP1 17022-q24 1,6 5-3’ DNA-Helikase/ ATPase 5152
FA-L FANCL/PHF9/POG  2p16.1 <1 FA-Kernkomplex, Ubiquitin-Ligase %
FA-M FANCM/hef 14921.3 1 Patient FA-Kernkomplex, ATPase 5
FA-N FANCN/PALB2 16p12 selten Regulierung der BRCA2-Lokalisation ~ °*°°
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1.5.2. Der FA/BRCA-Pathway

Da alle Zellen von FA-Patienten, unabh&ngig von ihrer Komplementationsgruppe, die
gleichen zellularen Auffalligkeiten aufweisen, geht man davon aus, dass alle FA-Proteine in
einem gemeinsamen DNA-Reparaturweg, dem FA-Pathway, untereinander und mit
anderen Proteinen interagieren. Aufgrund der Interaktion mit den Brustkrebsgenen BRCA1
und BRCAZ2 wird der FA-Pathway auch als FA/BRCA-Pathway oder FA/BRCA-Network
bezeichnet °"*®. FA-Proteine, die dem Kernkomplex angehdren, werden auch als upstream-
Proteine, FA-Proteine, deren Funktion nach der FANCD2-/FANCI-Monoubiquitinierung liegt,

werden als downstream-Proteine, bezeichnet.

FANCD2/I-Monoubiquitinierung

e ~_—
- Sa

D2

Ao+l L 24 )

Abb. 4: Interaktion der bisher bekannten FA-Proteine

FA/BRCA-Pathway mit den bis zu Beginn dieser Arbeit bekannten FA-Proteinen. Die Proteine des
FA/BRCA-Pathway lassen sich unter Berlcksichtigung des aktuellen Forschungsstandes grob in 3
Gruppen unterteilen: 1. Der FA-Kernkomplex, in blau dargestellt, 2. Die FANCD2/FANCI-
Monoubiquitinierung, in grin dargestellt und 3. der eigentliche Reparaturfokus an der beschéadigten
DNA, in lila dargestellt. Viele weitere Proteine, wie zum Beispiel die hier grau dargestellten,
interagieren mit den FA-Proteinen und qualifizieren sich damit als mdgliche FA-Kandidatengene,
sind bisher aber nicht als FA-Gene definiert. Modifiziert nach Kee und D'Andrea .
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Die upstream FA-Proteine FANCA, -B, -C, -E, -F, -G, -L und -M bilden den FA-Kernkomplex
€ der fiir die Monoubiquitinierung der Proteine FANCD2 und FANCI erforderlich ist. Zum
FA-Kernkomplex gehdren auBerdem vier weitere Peptide, die FANCM-assoziierten Histone
Fold Proteins | und Il (MHF | und II) und die Proteine FAAP24, FAAP100, zu denen aber
noch kein Mensch mit biallelischen Mutationen identifiziert wurde ®'%. FAAP ist die
Abkurzung fur FA-assoziierte Polypeptide, die Zahl steht fir das Molekulargewicht.
Innerhalb des FA-Kernkomplexes bilden die einzelnen Proteine wiederum Untergruppen.
Eine Funktion des FA-Kernkomplexes besteht in der Interaktion mit anderen Proteinen, die
einen modulierenden Einfluss auf die DNA-Reparatur haben. So ist der FA-Kernkomplex
unter anderem ein Substrat von ATR (Ataxia teleangiectasia and RAD3 related Protein),

einem Enzym, das zur Familie der Phosphatidylinositol-3-Kinasen gehért 4.

Die wesentlichen Aufgaben des FA/BRCA-Pathway werden Uber FANCM koordiniert. Dazu
gehoéren vor allem die initiale Erkennung von Interstrand Crosslinks (ICL) der DNA, die
Stabilisierung stillstehender Replikationsgabeln und die Vermittlung von Signalen an
andere DNA-Reparatur-Signalkaskaden (z.B. ATR/CHK1). Urspriinglich wurde FANCM als
Untereinheit des FA-Kernkomplex identifiziert 54 doch die Funktion unterscheidet sich von
denen der anderen FA-Kernkomplex-Proteine. FANCM bildet einen heterodimeren
Komplex mit FAAP24, das eine hohe Affinitdt zum C-Terminus von FANCM hat, und
beinhaltet eine Endonuklease- ®', sowie eine Helicase-/ATPase-Aktivitat. Damit ist FANCM
neben ERCC4 (XPF) das einzige bekannte Protein im menschlichen Genom, das Uber eine
Helicase-/ATPase-Aktivitit und eine Endonuklease-Aktivitat verfigt °°. Das FANCM-Protein
ist komplexer als bisher angenommen. 2010 wurden zwei weitere an FANCM gebundene
Proteine entdeckt: MHF1 und MHF2 . Die Hauptaufgabe dieses Komplexes scheint die
Stabilisierung von FANCM an ICL zu sein ®. Uber die Proteine FANCM, MHF und FAAP24
werden DNA-ICLs direkt erkannt. In vitro-Experimente haben gezeigt, dass der
FANCM/FAAP24-Komplex direkt an geschadigte DNA bindet, die angehaltenen
Replikationsgabeln &hneln. Im Gegensatz zu den anderen Kernproteinen ist der Komplex
FANCM/FAAP24 immer an die DNA assoziiert ®. Ein weiterer Unterschied ist, dass
FANCM-defiziente Zellen eine erhdhte Frequenz an Schwester-Chromatid-Austausch

(SCE) aufweisen .

FANCD2/FANCI-Monoubiquitinierung
Ein zentraler Schritt des FA/BRCA-Pathway ist die Monoubiquitinierung von FANCD2 und
FANCI """ Die Ubiquitinierungsreaktionen werden durch einen Kaskade von Enzymen

katalysiert, einem Ubiquitin(Ub)-aktivierendem Enzym (E1), einem Ub-konjugierenden
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Enzym (E2) und einer Ub-Ligase (E3). Die Monoubiquitinierung findet wahrend der S-
Phase des Zellzyklus an Lysin K561 des FANCD2-Proteins und an Lysin K523 des FANCI-
Proteins statt. Zunéchst war unklar, welches Protein fur die Monoubiquitinierung von
FANCD2 und FANCI verantwortlich ist. Inzwischen fanden verschiedene Arbeitsgruppen
unabhangig voneinander heraus, dass die Vereinigung aller Bestandteile des FA-

t 35,38,61,62,72, eine

Kernkomplex fur die Monoubiquitinierung von FANCD2 unabdingbar is
besondere Rolle jedoch FANCL zukommt, das eine Ringfingertyp-Ubiquitin-Ligase mit E3-
Ligase-Aktivitat besitzt 2. Neben FANCL, so fanden Longerich et al. 2009 heraus, spielt
das Enzym UBE.T eine Rolle bei der Monoubiquitinierung von FANCI und FANCD2 >,

Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass FANCD2 und FANCI in Abhé&ngigkeit
voneinander reguliert werden und zusammen im ID2-Komplex arbeiten "***7'. Beide
werden von ein und demselben Enzym, USP1-Protease "¢, deubiquitiniert und kénnen
sowohl von ATR als auch ATM (Ataxia teleangiectasia mutated) phosphoryliert werden 7",
Werden Zellen DNA-schadigenden Substanzen ausgesetzt, so wird sowohl das FANCD2-
Protein als auch das FANCI-Protein in den Kern transportiert um dort an der Bildung
nuklearer Foci, im Sinne von DNA-Reparaturstellen, mitzuwirken 7%
von FANCD2/FANCI an Stellen geschadigter DNA ist nicht nur vom FA-Kernkomplex,
sondern auch von BRCA1, ATR und yH2AX "® abhangig. Shigechi et al. Berichteten
kirzlich, dass das ATR bindende Protein ATRIP fir die DNA-Schaden induzierte

Phosphorylierung von FANCI und die Monoubiquitinierung von FANCD2 uber die

. Die Rekrutierung

Untereinheit RPA verantwortlich ist °. Fiir die Aktivierung der CHK1 ist nicht nur die RPA-

Untereinheit, sondern eine weitere Untereinheit (TopBP1) notwendig "°.

Zum Reparaturfokus gehéren bisher die FA-Proteine FANCD1 (BRCAZ2), -J (BRIP1) und -N
(PALB2). Bei Patienten mit Defekt in einem dieser Gene finden sich normale Mengen von
monoubiquitiniertem FANCD2, da der FA-Kernkomplex intakt ist.

8083 6in weiteres Protein

Kirzlich wurde von 4 verschiedenen Forschungsgruppen
gefunden, das mit FA-Proteinen interagiert: FAN1. Es wurde postuliert, dass FAN1 eine
Nukleaseaktivitdt besitzt, die fir eine zelluldre Resistenz gegeniber DNA-
quervernetzendene Agenzien sorgt, auBerdem an beschéadigte DNA-Strange rekrutiert wird
und ein Interaktionspartner von monoubiquitiniertem FANCD2 ist. FAN1-defiziente Zellen
zeigen eine verminderte Effektivitdt der Homologen Rekombination (HR) im Rahmen der

DNA-Reparatur %.
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@

Abb. 5: Aktivierung von FA-Proteinen durch Phosphorylierung

Der FA/BRCA-Pathway wird unter anderem Uber die Kinasen ATR/CHK1 und ATM/CHK2 aktiviert.
Durch ICL entstehen Fehler in der Replikation, die wiederum von der Kinase ATR erkannt werden.
Uber die Phosphorylierung verschiedener Proteine, wie CHK1 und FANCI, wird zum einen der S-
Phase -Checkpoint des Zellzyklus aktiviert und zum anderen Uber die Monoubiquitinierung von
FANCI und D2 der Komplex aus den FA-Proteinen an das Chromatin gebunden. Die eigentliche
DNA-Reparatur lauft dann Uber verschiedene andere Proteine (u.a. den hier lila dargestellten FA-
Proteinen). Modifiziert nach °*%*.

1.5.3. Fanconi-Anamie und DNA-Reparataur

Schaden, die nur einen Strang betreffen, werden relativ unproblematisch Uber Basen-
(BER) oder Nukleotidexzisionsreparatur (NER) behoben. Dabei wird die beschadigte Base
erkannt und durch eine Endonuklease entfernt. Die Entfernung von Desoxyribose und
Phosphat erfolgt dann durch eine Phosphodiesterase. Mit Hilfe von DNA-Polymerasen und
DNA-Ligasen wird die Liicke aufgefiillt und der Strang wieder geschlossen ®°. Betrifft der
Schaden beide Strdnge der DNA, so hat die Zelle zwei verschiedene Moglichkeiten, die
Integritdt der DNA wieder herzustellen, die nicht-homologe End-zu-end-Verknlpfung
(NHEJ, non homologous end-joining) oder die homologe Rekombination (HR). Um fur die
Reparatur mehr Zeit zu gewinnen, kann die Zelle in den Zellzyklusarrest gehen, oder aber,

wenn die DNA-Schaden zu schwerwiegend sind, die Apoptose einleiten % . Noch ist

10
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unklar, welche Faktoren entscheiden, ob die Schaden Uber nicht-homologe End-zu-end-
Verknipfung oder Uber die homologe Rekombination behoben  werden.
Doppelstrangbriiche (DSB) treten als Ergebnis endo- oder exogener DNA-Schadigungen

auf und sind Teil des Prozesses der meiotischen Rekombination 8.

1.5.3.1. Homologe Rekombination

Die Reparatur von Doppelstrangbrichen Uber die HR kann nur in der S- und Gj-Phase
stattfinden. Diese Art der Reparatur ist wesentlich genauer als die End-zu-End-Verknupfung
des NHEJ, jedoch erfordert sie das Vorhandensein homologer DNA-Sequenzen in
unmittelbarer Nahe des zu reparierenden Strangs, zum Beispiel durch ein
Schwesterchromatid. AuBerdem spielt die HR eine Rolle bei der Reparatur von kollabierten
Replikationsgabeln und dem Schwester-Chromatid-Austausch (SCE) °’.

8 gibt es im Rahmen der HR drei

Wie Svendsen und Harper 2010 zusammenfassten
mogliche Reparaturwege. Der erste Weg kann eingeschlagen werden, wenn beide Enden
der gebrochenen DNA-Strdnge vorhanden sind. Treten DSB in hoch-repetitiven Regionen
auf, wird der Schaden im Sinne eines Single Strand Annealing (SSA) repariert. Ist nur ein

Ende des DSB vorhanden findet die Break Induced Replication (BIR) statt.

In Abbildung 6 wird der Weg der HR, veranschaulicht, der auf das Vorhandensein von
beiden Enden der gebrochenen DNA-Strdnge angewiesen ist. Dieser lasst sich
grundsatzlich in drei Abschnitte gliedern. Im ersten Schritt wird der DSB erkannt und die
DNA-Enden werden prozessiert. Dabei entstehen einzelstrangige 3’-Uberhdnge. Im
nachsten Schritt kommt es zur homologen Paarung und zur Neusynthese der DNA an den
freien Enden anhand der homologen Matrize. Im letzten Schritt werden die bei der Ligation

entstandenen Verbindungen (Holliday Junctions, HJ) wieder gelést.

11
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Auflésung und
Strangannéherung

DNA Synthese +
Ligation

noncrossover

Abb. 6: Doppelstrangbruchreparatur durch Homologe Rekombination
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Dargestellt sind die Reparaturmdglichkeiten von Doppelstrangbriichen, sofern beide DNA-Strange
vorhanden sind. Sind die entstandenen DNA-Enden prozessiert und der komplementére Strang
invadiert, kann der klassische Weg der Doppelstrangbruchreparatur (Double Strand Break Repair,
DSBR) Uber die Bildung und Auflésung von HJ eingeleitet werden. Je nach dem welche DNA-
Strange geschnitten werden, entstehen dabei crossover oder noncrossover Produkte. Eine weitere
Maoglichkeit ist die direkte Auflésung der entstandenen Verbindungen - ohne Bildung und Auflésung
von HJ - mit der Ausbildung von ausschlieBlich noncrossover Produkten (Synthesis Dependent
Strand Annealing, SDSA). Modifiziert nach % und *°.

12
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In der Frihphase der HR werden die Enden des Doppelstrangbruches von einem Komplex
aus RAD50, MRE11 und NBS1 und dem Protein CtIP erkannt °*. Dabei werden MRE11
und NBS1 von der Kinase ATM phosphoryliert, was wahrscheinlich eine Anderung der
Nukleaseaktivitdt von MRE11 bewirkt *, sodass (iberhdngende 3-Enden entstehen. Die 5'-
Enden werden von der Helikase BLM und den Nukleasen DNA2 und EXO1 reseziert %%4%,
Daran bindet im n&chsten Schritt das Einzelstrangbindeprotein RPA mit hoher Affinitat und
I6st Sekundérstrukturen auf.

RAD51 bindet an die entstandenen 3’-DNA-Einzelstréngen, verdrangt RPA und
polymerisiert zu helikalen Nukleoproteinfilamenten, die mit vorhandenen, homologen DNA-
Abschnitten interagieren %, Es kommt zur Invasion des homologen Stranges. Dieser
Vorgang ist von verschiedenen anderen Proteinen abhangig: RAD52 scheint dabei an die
komplementéare Einzelstrang-DNA zu binden und somit die Bindung von RAD51 zu
erleichtern %, Unterstitzt wird RAD51 auBerdem durch seine Paraloge RAD51B, RAD51C,
RAD51D, XRCC2 und XRCC3, sowie deren Interaktion mit BRCA1, FANCD1 und FANCJ

%_ An der Identifikation der homologen Matrize scheint RAD54 beteiligt zu sein '%'%".

Holliday Junctions

Durch Prozessierung der Enden des anderen DNA-Strangs durch RAD52 kommt es zur
Bildung von Holliday Junctions. Sie erhielten ihren Namen durch den Erstbeschreiber Robin
Holliday, der im Jahre 1964 die meiotische Genkonversion in Pilzen erklarte '%2. HJ sind 4-
strédngige Strukturen, die zwei homologe DNA-Duplikate enthalten. Diese miissen zu
linearen Duplexen gelést werden, um die Meiose bzw. die Reparatur von DSB
abzuschlieBen. Der Mechanismus der Auflésung dieser HJ ist noch nicht abschlieBend

103

geklart

Fur die Reparatur von DSB und insbesondere die Auflésung der HJ sind strukturspezifische
Endonukleasen erforderlich, die sich biochemisch in 3 Klassen, benannt nach der
jeweiligen funktionellen Doméane (ERCC4, UvrC und XPG), einteilen lassen. Die ersten
Kandidaten fiir die Prozessierung und Auflésung von HJ waren MUS81 und EME1 "941%,
Beide enthalten eine ERCC4-Domane, die sich jedoch in Einzelheiten unterscheidet '°'%,
und ein HhH-Muster (C-terminal helix-hairpin-helix Muster), das an der DNA-Bindung
beteiligt ist '°®. Es stellte sich jedoch heraus, dass MUS81 und EME1 nicht die typischen

Resolvase-Aktivitaten besitzen '%°

und ihre eigentliche Funktion wahrscheinlich das
Schneiden von Vorlauferstrukturen der HJ, den sogenannten D-loop-Strukturen, und
anderen Zwischenprodukten ist '°. 2008 identifizierte die Gruppe um Stephen Ip GEN1 als

klassische Resolvase mit XPG-Doméne, die symmetrisch statische HJ am 3-Ende

13
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schneidet und wieder religiert ''°. Kiirzlich wurde das Enzym des SLX4-Proteinkomplex
beschrieben '""''? das sowohl Replikationsgabeln, 3’- und 5-Enden, sowie statische und

mobile HJ schneiden kann 124,

1.5.3.2. Entstehung von Interstrand Crosslinks

ICLs gehéren zu den schwersten DNA-Schaden, die in DNA-Reparatur-defizienten
Organismen schon in geringer Anzahl zum Zelltod fihren kénnen, da wichtige Prozesse

115116 gybstanzen, die eine

wie die DNA-Replikation und Translation gestért werden
Quervernetzung der DNA und damit die Bildung von ICL bewirken sind unter anderem
Mitomycin C, Diepoxybutan und Cisplatin ''”. Aber auch in der taglichen Umgebung ist der
Mensch Substanzen ausgesetzt, die ICLs verursachen konnen, wie zum Beispiel
Furocumarine in Pflanzen und Kosmetika '"®. AuBerdem fiihrt UVA-Exposition bei
Patienten, die mit 6-Thioguanin (6-TG) behandelt werden, vermehrt zu ICLs, die zwischen
eng benachbarten 6-TG-Basen oder normalen Basenabschnitten auf den
gegenlberliegenden Strangen entstehen. Fur die Reperatur der ICLs wird ein

funktionierender FA/BRCA-Pathway benétigt '*°.

Hier soll der Schwerpunkt auf die in dieser Arbeit verwendete DNA-quervernetzende
Substanz MMC gelegt werden:

Mitomycin C ist ein natirlich vorkommendes Antibiotikum, das seine Anwendung als
Zytostatikum vor allem in der palliativen Therapie von weit fortgeschrittenen
Tumorerkrankungen findet. MMC bildet Addukte an N-2 und N-7 am Guanin der DNA. Die
Deformation der DNA durch MMC ist jedoch relativ gering '*°. AuBerdem kénnen im

Rahmen des Metabolismus von MMC DNA-Schaden durch freie Radikale entstehen 2122,

1.5.3.3. ICL-Reparatur

Durch die ICLs kommt es zur Blockade der weiteren DNA-Synthese an den
Replikationsgabeln, was wiederum Checkpointproteine wie ATR und ATM, sowie die
Monoubiquitinierung von FANCD2/FANCI aktiviert *°.

Zunéachst wird der ICL von FANCM identifiziert und die gestoppte Replikationsgabel Uber
die Proteine des FA-Kernkomplex stabilisiert . FANCM aktiviert die Kinase ATR, die
wiederum weitere Proteine des FA/BRCA-Pathway phosphoryliert (siehe Abb. 5). ATR
defiziente Zellen reagieren ebenfalls hypersensitiv auf DNA-quervernetzende Agenzien .
Neuere Studien haben ergeben, dass ATR von einem weiteren FA-Protein, FANCJ,

d 124

reguliert wir und sind ein weiterer Beweis dafur, dass der FA/BRCA-Pathway eng mit

anderen Signalkaskaden im Rahmen der DNA-Reparatur verbunden ist.

14
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Wurde der DNA-Schaden uber die oben beschriebenen Mechanismen erkannt und das
Signal weitergeleitet, wird zunachst die DNA-Quervernetzung, der ICL, herausgeschnitten.
Daran beteiligt sind die Endonukleasen MUS81-EME1 und XFP-ERCC1 2%
AnschlieBend muss die entstandene Licke im DNA-Einzelstrang mit Hilfe einer Polymerase
{iberbriickt werden. Diese wird vermutlich von FANCD2 rekrutiert *"'?®. An dieser Stelle der

ICL-Reparatur entsteht ein Doppelstrangbruch, der mittels HR repariert wird °°'%°.

Stopp der Replikationsgabel durch
5 Kollision mit dem ICL

a B "7"‘\
\;BRAM Bindung des BRAFT-Superkomplex,
= 2 Stabilisierung der Replikationsgabel

Aktivierung von ATR, Phosphorylierung

%ﬁ/\ des FA-core und FA-ID-Komplex
- - é -Lore
& gl
—_— l, Monoubiquitinierung des FA-ID-Komplex,
/—i FA-ID-Komplex bindet an DNA-Schaden
FA-ID

Herausschneiden des ICL durch
Endonukleasen XPF-ERCC1 und
/— x MUS81-EME1

Rekrutierung einer TLS-Polymerase

\_‘F_/ (REV1) durch FA-ID-Komplex
K Nukleotid-Exzisions-Reparatur des
Einzelstrangschadens

Der dabei entstandene DSB wird iber
die HR repariert

Abb. 7: Vereinfachte Darstellung der ICL-Reparatur

An die durch den ICL gestoppte Replikationsgabel bindet zur Stabilisierung der BRAFT-
Superkomplex, bestehend aus den Proteinen des FA-Kernkomplex und den Proteinen des Bloom-
Syndrom-Komplex. Eine besondere Rolle spielt hier, wie schon oben erwahnt, FANCM. Uber ATR
werden die Proteine FANCA, FANCE, FANCG und FANCM des FA-Kernkomplex phosphoryliert und
die Monoubiquitinierung von FANCD2 und FANCI eingeleitet, sodass der FA-ID-Komplex an den
entstandenen Schaden bindet. Der ICL wird mit Hilfe von Endonukleasen entfernt.
Einzelstrangschaden kénnen Uber die NER, DSB Uber die HR oder NHEJ repariert werden.
Modifiziert nach "*° und *.
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1.5.3.4. Fanconi-Anamie und Bloom-Syndrom

Das Phanomen des erhdhten Schwester-Chromatid-Austauschs (SCE) lasst sich auBer in
FANCM-defizienten Zellen auch bei einer anderen seltenen genetischen Erkrankung, dem
Bloom-Syndrom, das durch eine biallelische bzw. heterozygote Mutation in der RecQ family
helicase BLM verursacht wird, feststellen. Phanotypisch findet man beim Bloom Syndrom,
wie bei der FA, eine Wachstumsretardierung, reduzierte Fertilitdt, genomische Instabilitat
und eine erhdhte Inzidenz fiir hamatologische Malignome '®'. Meetei et al. zeigten 2003,
dass die Parallelen der Klinik der beiden Erkrankungen mit den molekularen Aspekten in
Zusammenhang gebracht werden kénnen. Erst kiurzlich haben Untersuchungen ergeben,
dass FANCM als ein Adapter zwischen den Proteinen des FA-Kernkomplex und dem BLM-
Komplex fungiert 2 Der BLM-Komplex besteht aus den Proteinen RMI1, RMI2, BLM und

123,132

der Topoisomerase lllo und scheint ebenfalls an der Stabilisierung der durch ICL

gestoppten Replikationsgabeln beteiligt zu sein.

1.5.4. Kandidatengene

Bisher ist der zugrundeliegende Defekt nicht bei allen FA-Patienten bekannt, sodass die
Entdeckung weiterer FA-Gene auch in Zukunft Gegenstand der Forschung ist. Besonders
interessant sind dabei die Gene und deren zugehérige Proteine, die mit bekannten FA-
Proteinen wahrend der Reparatur von DNA-Schaden interagieren. Die ,verdachtigen“ Gene
bleiben so lange Kandidaten, bis ein FA-Patient mit entsprechender, zum zellularen und
klinischen Phénotyp fuhrenden Mutation identifiziert wurde. Ein Beispiel dafur sind die
FANCA assoziierten Gene FAAP43, FAAP95 und FAAP250, die nun als FANCL *®, FANCB
% und FANCM ** bezeichnet werden.

RAD51 ist ein Homolog des bakteriellen RecA-Proteins '*® und in Eukaryoten das zentrale
Protein der HR %¢'3*. Es katalysiert den Strangaustausch zwischen dem gebrochenen DNA-
Strang und dem unbeschadigten homologen Strang. In meschlichen Zellen sind die
Paralogen RAD51A, RAD51B ', RAD51C **'¥" ) RAD51D '*®, XRCC2 und XRCC3 '* als
FA-Kandidatengene bekannt. Sie wurden in dieser Arbeit in Zellen von 14 FA-Patienten mit

bisher unbekanntem Gendefekt getestet.

Eines der bekanntesten Tumorsuppressorgene ist BRCA1, dessen heterozygote
Keimbahnmutationen zur Pradisposition fir Mamma- und/ oder Ovarialkarzinome fiihren.
BRCAT1 ist essentiell fur die Erhaltung der genomischen Integritat '**'*'. Bisher wurde kein
Patient mit einer biallelischen Mutationen in BRCA1 identifiziert, sodass es kein klassisches
FA-Gen ist, jedoch eine Rolle im FA/BRCA-Pathway im Rahmen der Interaktion mit FANCJ
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spielt. Viele der Mutationen in BRCAT1 liegen im Bereich der zwei C-terminalen (BRCT)
Repeats von BRCAT1, die obligat fiir die Tumorsuppressoraktivitat von BRCAT sind '*. Die
Proteine CCDC98 (ABRAXAS) und RAP80 interagieren mit BRCA1, sodass sie fir die
Suche nach Mutationen in Zellen von FA-Patienten mit Defekt im Bereich der downstream-
Proteine als Kandidatengene besonders interessant sind und im Rahmen der vorliegenden

Arbeit an 14 FA-Patienten mit unbekannten Gendefekt getestet wurden.

1.6. Epidemiologie

Die Fanconi-Anamie kommt in allen ethnischen Gruppen vor, ist aber insgesamt eine sehr
seltene  Erkrankung. Die Pravalenz wird auf 1-5/1.000.000 geschatzt, die

Heterozygotenfrequenz auf etwa eins zu 300 '0'*3™4

. In einigen ethnischen Gruppen
wurden jedoch Mutationen mit einer erhéhten Heterozygotenfrequenz beschrieben, wie
zum Beispiel bei Ashkenazi-Juden im FANCC-Gen '*>' bei Afrikanern im FANCG-Gen
171498 hei Japanern im FANCG-Gen '*° und einer spanischen Bevélkerungsgruppe im
FANCA-Gen . Nach dem International Fanconi Anemia Registry gehéren die meisten
Patienten der Komplemetationsgruppe FA-A an (66%), gefolgt von den Gruppen FA-C

(15%) und FA-G (9%) '*'°".

1.7. Fanconi-Anamie-Diagnostik

Fur die Diagnose FA sind postnatal vor allem die charakteristischen Fehlbildungen
wegweisend. Im weiteren Verlauf geben Panzytopenie und andere h&matologische
Auffélligkeiten in der Zusammenschau mit klinischen Symptomen Anlass zur weiteren
Diagnostik. Zellen von FA-Patienten sind hypersensitiv gegentiber DNA-quervernetzenden
Substanzen °. Diese Eigenschaft lasst sich im Rahmen der Diagnostik ausnutzen, wobei

hauptséchlich die beiden Substanzen MMC und DEB eingesetzt werden 8.

1.7.1. Retrovirale Komplementationsanalyse

Retroviren zeichnen sich dadurch aus, dass sie ihr Genom in das einer Zielzelle integrieren
kénnen. Sie besitzen meist ein einzelstrdngiges RNA-Genom und sind von einer
Proteinhille, dem Kapsid, umgeben. Der Name "Retro" ist eine Kurzform fir Reverse
Transkriptase Onkoviren und soll das onkogene Potential dieser Viren verdeutlichen, das
sich durch die Reversetranskriptase-Aktivitat ergibt '°2. Die in dieser Arbeit verwendeten

Viren gehoéren zur Familie der Orthoretroviridae.
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Ein Beispiel fir humanpathogene Retroviren ist das Human Immunodeficiency Virus (HIV)
1 und 2 ™, das der Gattung Lentiviren zugeordnet wird.

Um das virale Genom in die Zielzelle zu integrieren, mussen zunachst Oberflachenproteine
des Retrovirus mit Rezeptoren der Zielzelle interagieren. Das Enzym Reverse
Transkriptase (RT) ermdglicht es, aus den RNA-Strangen komplementéare DNA-Strange zu
synthetisieren, die dann mittels der Integrase (IN) stabil in die DNA der Zielzelle eingebaut
werden "°1%°,

Retrovirale Vektoren kénnen also dazu genutzt werden, bestimmtes Genmaterial, im Sinne
einer intakten (wildtypischen) Kopie des defekten Gens, in eine Zielzelle zu integrieren.
Diese Féahigkeit Iasst sich diagnostisch und therapeutisch nutzen. Dazu missen zunachst
retrovirale Vektoren produziert werden, die das gewtinschte Gen enthalten. Die Herstellung

von retroviralen Vektoren wird im Kapitel ,Methoden“ ndher beschrieben.

Bis zu Beginn dieser Dissertation wurden 13 Komplementationsgruppen definiert: FA-A, -B,
-C, -D1, D2, -E, -F, -G, I, -J, -L, -M, und -N. Bei jeder dieser Gruppen ist genau das Gen
defekt, nach dem die entsprechende Komplementationsgruppe benannt ist, also FANCA, -
B, C, -D1, D2, -E, -F, -G, I, -J, -L, -M, und -N.

Es gibt zwei Methoden, um die Komplementationsgruppe eines Patienten zu ermitteln: Die
erste ist die Fusion und anschlieBende Selektion somatischer Zellen ****. Das Prinzip der
Komplementationsgruppenbestimmung durch Zellfusion beruht auf der Tatsache, dass bei
der Fusion zweier Zellen unterschiedlicher Komplementationsgruppen der Defekt beider
Zellen aufgehoben wird, da jeder Fusionspartner den Defekt des anderen komplementiert,
d.h. eine Kopie des intakten (wildtypischen) Gens mit in die ,neue Zelle® bringt und damit zu
einer ,normalen® Zelle fuhrt, die keine Empfindlichkeit gegeniber DNA-quervernetzenden
Substanzen mehr aufweist. Werden hingegen zwei Zellen der gleichen
Komplementationsgruppe fusioniert, bleibt der Defekt auch in der neuen Zelle bestehen, da

beide Zellen nur defekte Kopien des gleichen Gens besitzen.

Eine neuere und wesentlich einfachere Methode der Komplementationsanalyse ist die
Verwendung retroviraler Vektoren, um jeweils spezifisch ein FA-Gen in die Zelle eines FA-
Patienten mit noch nicht zugeordneter Komplementationsgruppe bzw. bekanntem
Gendefekt zu bringen "°*'*". Es wird also im Gegensatz zur Zellfusion immer nur ein Gen in
die zu testende Zelle gebracht. Dabei wird der positive Fall gesucht, in dem dieses
retroviral eingebrachte FA-Gen Komplementation vermittelt, d.h. die Hypersensitivitat

gegen (iber DNA-quervernetzenden Substanzen korrigiert '*”. Nur eines der eingebrachten
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FA-Gene kann den Defekt der Zellen phénotypisch korrigieren, namlich die intakte

(wildtypische) Kopie des Gens, welches beim Patienten Defekt ist.

Bei Patienten, die FA-assoziierte Anomalien, eine Aplastische Anamie unklarer Genese
oder ein MDS mit komplex abnormen zytogenetischen Markern aufweisen, sollte unbedingt
die Sensitivitdt von Zellen gegenliiber DNA-quervernetzenden Substanzen aus dem
peripheren Blut oder aus anderen Organen, wie zum Beispiele der Haut, getestet werden
%8 Pranatal kdnnen auch Amnionzellen, Chorionzotten und fetales Blut zur FA-Diagnostik

genutzt werden 2159160,

1.7.2. Western-Blot

Mit Hilfe des Western-Blots lasst sich feststellen, ob der Defekt bei Patienten mit bisher
unbekannter ~Komplementationsgruppe up- oder downstream der FANCD2-
Monoubiquitinierung liegt. Dabei wird untersucht, ob das FANCD2-Protein monoubiquitiniert
werden kann, also in der langen Form (FANCD2-L) vorliegt, oder nicht. Ist das FANCD2-
Protein nicht nachweisbar, gehdrt der Patient zur Komplementationsgruppe FA-D2 mit
Defekt im FANCD2-Gen. Kann FANCD2 nicht monoubiquitiniert werden, so liegt der Defekt
im FANCD2-Gen selbst oder im FA-Kernkomplex.

Fir den Verlauf und die Prognose der Fanconi-Anamie ist nicht nur die Zuordnung zu einer
Komplementationsgruppe von Bedeutung sondern auch die Art der zugrunde liegenden
Mutation des jeweiligen Patienten sowie das Entstehen oder Ausbleiben eines somatischen

Mosaiks in hamatopoetischen Zellen 1%,

1.8. Mosaikbildung

Ein Mosaik wird durch das Vorliegen von zwei genetisch unterschiedlichen Populationen in
einem Organismus definiert **. Bei FA-Patienten wurde dieses Phdnomen zum ersten mal
von der Arbeitsgruppe um H. Joenje und Q. Waisfisz beschrieben '®. Urséachlich fiir die
Ausbildung eines Mosaikstatus kdnnen neue DNA-Mutationen oder spontane Reversionen

der angeborenen Mutation in somatischen Zellen sein %%

, was zu einem Selektionsvorteil,
wie dem Verlust der Sensitivitdt gegentiber DNA-quervernetzenden Substanzen, fihrt. Aus
homozygoten bzw. compound heterozygoten Zellen entstehen wieder klassisch
heterozygote Zellen, die eine funktionsfahige Kopie des FA-Gens haben. Die ,selbst-
korrigierten® Zellen verhalten sich funktionell (z.B. MMC- Sensitivitat, Zellzyklus-Verhalten,
Chromosomenbriichigkeit) wie die Zellen gesunder Individuen *°. Der Verdacht auf einen

Mosaikstatus, d.h. die gleichzeitige Existenz von FA-Zellen als auch phéanotyisch normalen
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Zellen im Koérper des Betroffenen, besteht bei der Zellzyklusanalyse, wenn sich die Héhe
des Gy-Arrest zwischen Normalwerten und fir FA-typischen Werten befindet. Klinisch kann
eine graduelle Verbesserung der Blutwerte oder ein milder Krankheitsverlauf auf einen
Mosaikstatus hinweisen. Ein milder Krankheitsverlauf muss aber vom Vorliegen einer
hypomorphen  Mutation mit Restfunktion des Proteins, z.B. durch einen
Aminosaureaustausch, abgegrenzt werden. Besteht eine komplette Mosaikbildung (100%
phanotypisch normale Zellen) im peripheren Blut eines Patienten, so kann, da die
Mosaikbildung bisher nur in der H&matopoese beschrieben ist, die Diagnostik
gegebenenfalls mit Fibroblasten, die weiterhin eine Hypersensitivitit gegentber DNA-

quervernetzenden Substanzen aufweisen, zum Erfolg fuhren.

1.9. Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Sowohl Genotyp als auch Phanotyp sind bei FA-Patienten sehr heterogen. Selbst innerhalb
von Familien mit identischer Mutation zeigt sich eine groBe Variabilitdt in Anzahl und
Schwere der Veranderungen '%*'®  Die Zuordnung von Patienten einer
Komplementationsgruppe zu einem bestimmten Phénotyp ist daher oft nicht méglich. Es
gibt jedoch einige Komplementationsgruppen, die sich in bestimmten Bereichen ihrer
klinischen Auspragung von anderen unterscheiden. In einer vergleichenden Studie von
Faivre et. al. (2000) wurde beobachtet, dass Patienten der Komplementationsgruppe FA-G
einen schwereren hamatologischen Verlauf als Patienten der Gruppen FA-A und FA-C
zeigten, wobei dies im IFAR nicht bestéatigt werden konnte. Den schwersten Verlauf weisen
Patienten der Gruppen FA-D1 und FA-N auf, bei denen Malignome besonders frih
auftreten '°¢"%® Man nimmt an, dass ein Teil der phanotypischen Vielfalt auf der Interaktion
sogenannter modifier genes basiert '®. Darliber hinaus kénnen epigenetische Effekte, wie
DNA-Methylierung und genomisches Imprinting, die Regulation und Expression von Genen
verdndern und dadurch das phé&notypische Erscheinungsbild der jeweiligen Mutation
verandern. Dies wurde jedoch bisher im Zusammenhang mit FA nicht gezeigt. SchlieBlich
sind auch genetische Pradisposition und stochastische Phanomene dabei zu

beriicksichtigen '®'.

1.10. Therapie der Fanconi-Anamie

Eine kausale Therapie der Fanconi-Andmie ist nicht mdglich, da der Erkankung eine
Mutation auf Keimbahnebene zugrunde liegt. Im Rahmen der supportiven Therapie ist
aufgrund der Granulozytopenie haufig eine gezielte antiobiotische und antimykotische
Prophylaxe erforderlich. Thrombozyten- und Erythrozytenkonzentrate missen in

Abhangigkeit der Laborparameter und des klinischen Allgemeinzustands des Patienten
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verabreicht werden, stellen letztendlich aber nur eine Uberbriickung zur einzigen kurativen
Therapie fur den Ausfall der Hamatopoese, der allogenen Knochenmark- oder Peripheren
Blutstammzelltransplantation, dar. Solange kein HLA-identischer Spender gefunden ist,
kdnnen nach Abwagung der Nebenwirkungen Therapieversuche mit Androgenen oder
Wachstumsfaktoren zum Erhalt einer ausreichenden Hamatopoese eingeleitet werden '"°.

Chirurgische MaBnahmen sind ein weiterer wesentlicher Bestandteil der Therapie.
Insbesondere Prakanzerosen im Oropharynx und Genitalbereich kénnen z.B. durch nicht-
invasive Bdlrstenabstriche leicht diagnostiziert werden und so, friih erkannt, ohne
ausgedehnte Operationen im Gesunden reseziert werden. AuBerdem kommt die

chirurgische Therapie im Rahmen der kongenitalen Fehlbildungen zum Einsatz.
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1.11. Aufgabenstellung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden Uber einem Zeitraum von zwei Jahren
Zellen von 14 FA-Patienten untersucht, die keine Mutation in einem der bis dahin
bekannten 13 FA-Gene (FANCA, -B, -C, -D1, -D2, -E, -F, -G, -1, -J, -M, und -N) aufwiesen.
Alle Patientenzellen zeigten eine Doppelbande im FAND2- Westernblot, also eine normale
Ubiquitinierung von FANCD2, sodass bereits bekannt war, dass der Defekt downstream der
D2-Monoubiquitinierung liegen muss.

Ziel der Arbeit war es, Kandidatengene fir FA anhand der noch nicht zugeordneten
Patienten zu testen. Dafir wurden Kandidatengene gewéhlt, die eine Rolle in der DNA-
Reparatur und insbesondere der Homologen Rekombination spielen: RAD51A, RAD51B,
RAD51C, RAD51D, XRCC2 und XRCCS3, sowie die mit BRCAT1 interagierenden Gene
ABRAXAS und RAPS80.

Die retroviralen Vektoren, die die oben genannten Kandidatengene exprimieren, lagen zum
Teil bereits in der Arbeitsgruppe vor. Die Kandidatengene ABRAXAS und RAP80 wurden
eigensténdig in einen Expressionsvektor kloniert.

Nach Infektion der Zielzellen (priméare Fibroblasten oder lymphoiden Zelllinie) mit
retrovirushaltigem Uberstand, wurden die Zellen zunachst selektioniert, mit der DNA-
quervernetzenden Substanz MMC behandelt und anschlieBend ihr Zellzyklusverhalten in

der Durchflusszytometrie analysiert.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Alle Lésungen und Puffer wurden mit hochreinem Milli-Q-Wasser (Millipore GmbH,
Eschborn) angesetzt und fur 20 Minuten bei 121°C und 2-3 bar autoklaviert, sofern sie fur
Bakterienkultivierung verwendet wurden. Nicht zu autoklavierende Lésungen wurden, wenn
notwendig, steril filtriert.

Soweit nicht gesondert vermerkt, wurden alle Produkte von folgenden Firmen bezogen:
Merck (Darmstadt, D), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D), Roth (Karlsruhe, D) und Applichem
(Darmstadt, D).

2.1.2. Lésungen und Puffer

Far die Analyse und Klonierung von DNA wurden folgende Lésungen und Puffer verwendet:

1x TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 8,0 +
1imM EDTA

1x TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat, pH 7,5 +
1 mM EDTA

Probenpuffer (10x) 250 mg Bromphenolblau +

far 100 ml 250 mg Xylene Cyanol +

33 ml 150 mM Tris pH 7,6
aufgeflllt mit A. dest.

LB-Medium (fltissig) 20g LB Broth Miller von Sigma-Aldrich,
fir 1000 ml aufgeflllt mit A. dest.

LB-Agar (fest) 37g LB Agar von Sigma-Aldrich,

fr 1000 ml aufgefullt mit A. dest.
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Fur den Proteinnachweis wurden die unten aufgefihrten Lésungen und Puffer verwendet:

Protein- Lysepuffer (10x)

Ladepuffer (4x)

Laufpuffer (1x)

Transferpuffer (1x)

PBS-Tween (1x)

Blocklésung

150 mM Tris, pH 7,5

50 mM NaCl

0,2 % Triton®X-100

0,3 % NP-40

2mM EGTA

2 mM EDTA

25 mM Glycerol-2-Phosphat

NuPAGE® MLDS Sample Buffer (Invitrogen)

20x NuPAGE® MES SDS Running Buffer
(Invitrogen), mit A. dest auf 1x verdunnt

50 ml 20x Transfer Buffer (Invitrogen), 100 ml
Methanol, aufgefullt mit A. dest auf 1 |

10x PBS-Stocklésung (Gibco), verdinnt auf 1x
PBS, mit Tween®20 versetzt

5 % Milchpulver (Roth) in PBS-Tween

Fur die Kultur der eukaryotischen Zelllinien wurden die verwendeten Medien zuvor mit 10%

fétalem Rinderserum (FBS, PAA Laboratories, Pasching/Linz), 1% Penicillin/Streptomycin

(Gibco) und 1% Glutamin (Gibco) versetzt.

DMEM

IMDM, Phenolrot

RPMI

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco),

4500 mg/l D-Glukose mit Sodium Pyruvat.

Fur die Kultivierung adhérent wachsender Zelllinien und
primarer Fibroblasten.

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (Sigma).

Fur die Virusproduktion mit pg13-Zellen.

urspringlich vom Roswell Park Memorial Institute,
(GIBCO). Fir die Kultivierung von LCL.
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Im Rahmen der Kultivierung von u.g. Zellen wurden auBerdem eingesetzt:

PBS (1x) Phosphatgepufferte Kochsalzlésung, ohne CaCl, und
MgCl. (PAA Laboratories, Pasching/Linz)
Trypsin-EDTA (1x) 0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA

(PAA Laboratories, Pasching/Linz)
0,1 % Gelatinelésung 1 g Gelatine (Sigma-Aldrich),
aufgeflllt mit 1000 ml A. dest.

2.1.3. Antibiotika/ Zytostatika

Antibiotika/ Zytostatika Stammldésung Arbeitskonzentration
Ampicillin (Sigma) 50 mg/ml 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin (Gibco) 10 mg/ml 10 pg/ml

G418, Geneticin (Gibco) 50 mg/ml 0,8 mg/ml
Mitomycin C (Medac, Hamburg, D) 1 mM 1- 1000 nM
Puromycin (Gibco) 10 mg/ml 2-4 pg/mi

2.1.4. Sonstiges

Restriktionsenzyme (New England Biolabs, Frankfurt am Main/ MBI-Fermentas St.Leon-
Rot, D), BSA, Puffer 1/2/3/4 und T4 DNA Ligase, RNAse (New England Biolabs, Frankfurt

am Main), One shot® Top10 Competent cells (Invitrogen)

2.1.5. Plasmide

2.1.5.1. In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Alle Plasmide sind LTR-Promotor getrieben und enthalten eine interne ribosomale
Eintrittsstelle (IRES) und ein Ampicillinresistenz-Gen. Als Selektionsmarker enthalten die
Plasmide das bakterielle Neomycinphosphotransferase-Resistenzgen npt/l (NEO) und/
oder ein EGFP-Markergen (enhanced green fluorescent protein) oder ein Puromycin-N-

Acetyltransferase-Resistenzgen (PURO).
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Plasmid GroBe in bp Vektor  1.Gen IRES 2. Gen
S11IN 5707 S11 - + NEO
S11EGIN 6553 S11 EGFP + NEO
S911EG3 5709 S91 - + EGFP
S91FGINS3 7702 S91 FANCG + NEO
S11RAIN 6868 S11 RAD51A + NEO
S11RBIN 6900 S11 RAD51B + NEO
S11RCIN 6978 S11 RAD51C, + NEO
S11RDIN 6844 S11 RAD51D + NEO
S11XRCC2IN 6688 S11 XRCC2 + NEO
S11XRCC3IN 6876 S11 XRCC2 + NEO
S11IP 5653 S11 - + PURO
S11RCIP 6792 S11 RAD51C + PURO
S11RCmut773IP 6792 S11 RAD51C(773G>A) + PURO

2.1.5.2. In dieser Arbeit klonierte Plasmide

Die S91-Plasmide unterscheiden sich von den S11-Plasmiden im Bereich downstream des
5'LTR. So ist in den S91-Plasmiden ein splicedonor (SD) und ein spliceacceptor (SA)
vorhanden, was zu einer besseren Expression des folgenden Genabschnittes flihren soll.
Bei den S11-Plasmiden ist die Leadersequenz verkiirzt, sodass der spliceacceptor deletiert
ist und im unglnstigen Fall eine Sequenz des eingebrachten Gens als kryptischer
spliceacceptor erkannt wird und das Gen damit nicht exprimiert wird. Um dieses mdgliche
Problem zu umgehen, wurden die zu testenden Gene im Rahmen dieser Arbeit in den
S91IN-Expressionsvektor kloniert.

Die Plasmide SFB-ABRAXAS-pIRES2-EGFP und SFB-RAP80-pIRES2-EGFP, aus denen
die Gene ABRAXAS und RAP80 im Rahmen der weiteren Klonierung herausgeschnitten

wurden, lagen bereits in der Arbeitsgruppe vor.
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Plasmid GroBe in bp Vektor 1. Gen IRES 2. Gen
S91IN 5846 S91 - + NEO
S91EGIN 6603 S91 EGFP + NEO
S91IEG 5759 S91 - + EGFP
S91ABRIEG 6985 S91 ABRAXAS + EGFP
S91RAPIEG 7893 S91 RAP80 + EGFP
S91ABRIN 7115 S91 ABRAXAS + NEO
S91RAPIN 8025 S91 RAP80 + NEO

2.1.6. Nukleinsauren und Oligonukleotide

2.1.6.1.

GroBen- und Molekulargewichtsstandards

1 kb plus DNA Leiter (Invitrogen, Karlsruhe): 100 bp bis 12 kb
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (MBI-Fermentas (St.Leon-Rot, D)

2.1.6.2. Oligonukleotide fiir Sequenzierungen

Primer Nr.  Sequenz 5’ — 3’ Bemerkung

257 CTAGGAATGCTCGTCAAGAAG rickwérts Primer, bindet in der IRES-
Kassette

256 TCCGCCACTGTCCGAGGG rickwarts Primer, bindet in der
Multicloningsite

252 GGGACGTGGTTTTCCTTTGAAA vorwarts Primer, bindet in der IRES-
Kassette

227 CTATGACTGGGCACAACAG vorwarts Primer, bindet in der NEO-
Kassette

732 CATCTGTTTCTGGGC ruckwérts Primer ABRAXAS

731 CTCTTGGTCTTGGCC ruckwérts Primer RAP80

735 CCCAAATGGATGATG vorwérts Primer ABRAXAS

734 GCCACTCGGCTGAGC vorwérts Primer RAP80

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-

Biotech AG (Ebersberg, D) synthetisiert.
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2.1.7. Kits

QIA Quick Gel Extraction Kit, QIAGEN, Hilden, Katalognummer: 28706

QIA Quick PCR Purification Kit: QIAGEN, Hilden, Katalognummer: 28106

Big Dye Terminator v1.1 cycle sequenzing kit, Applied Biosystems, Foster City,
Katalognummer: 4337451

Dye Ex 2.0 Spin Kit, QIAGEN, Hilden, Katalognummer: 63206

Maxiprep Kit, Invitrogen, Katalognummer: K2100-17

Fast Plasmid Minikit, Five prime, Katalognummer: 2300010

2.1.8. Antikorper

2.1.8.1. Primarer Antikérper

CCDC98, Polyklonaler Kaninchenantikérper (Prosci incorporated, Poway, USA),

Katalognummer: 4321

2.1.8.2. Sekundéarer Antikérper

Ziege-Anti-Kaninchen IgG, Horseradish Peroxidase Konjugat (GE Healthcare, Miinchen, D)
Katalognummer: RPN4301

2.1.9. Zellen

2.1.9.1. Adhéarent wachsende Zelllinien

HT1080 humane Fibrosarkomzelllinie, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig).

\V79-4 chinesische Hamsterfibroblastenzelllinie,
(http://www.cell-lines-service.de/content/e174/e1883/e2047/e1962/

index_ger.html).

IRS-3 Chinesische Hamsterfibroblastenzellinie mit einer ,splice-site mutation in
RAD51C "7,
293eFNX retrovirale Verpackungszelllinie,

humane Nierenzellen '
pg13 retrovirale Verpackungszelllinie,

Mausfibroblasten 74,
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2.1.9.2. Primére Zellen

Die priméren Fibroblasten und lymphoiden Zelllinien von FA-Patienten wurden von Prof.
Schindler, Insititut fir Humangenetik, Wirzburg, zur Verfigung gestellt. Alle Patienten bzw.
deren Angehdrigen haben eingewilligt, dass die Zellen fiir die Forschung genutzt werden

duarfen.
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Restriktionsverdau

Der Restrikitionsverdau wurde zum einen fir die Herstellung der zu testenden Plasmide
und zum anderen zur Kontrolle nach Klonierungen eingesetzt (Enzyme und Puffer von New
England Biolaby, Frankfurt). Fir Klonierungen wurden dabei jeweils 3 yg DNA in einem
Gesamtvolumen von 20 ul in dem entsprechenden Reaktionspuffer mittels
Restriktionsenzymen 1-2 h lang inkubiert. Die Menge des Enzyms wurde so gewahlt, dass
die Aktivitat im Ansatz 10 U betrug. Die Temperatur wurde abhangig vom jeweiligen Enzym
gewahlt. Zur Kontrolle der rekombinanten DNA nach der Klonierung wurde ein Enzym
gewahlt, dessen Schnittstelle im Insert lag und nur dann das Plasmid linearisierte, wenn es
das Insert enthielt. Alternativ konnten mehrere Enzyme oder ein Enzym mit mehreren
Schnittstellen gewahlt werden, um eine Aussage Uber die Orientierung des Inserts zu
machen. Die Enzyme wurden dabei so ausgesucht, dass der Restriktionsverdau je nach
Orientierung des Inserts unterschiedlich groBe Fragmente lieferte. Die Beurteilung der

FragmentgréBen erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.

2.2.1.2. Agarosegelelektrophorese

Je nach GrdBe der aufzutrennenden Fragmente wurde eine Agarosekonzentration
zwischen 1 und 2 % gewahlt. Die entsprechende Menge Agarose (Biozym, Hessisch
Oldendorf) wurde durch Aufkochen in TAE-Puffer geldst, mit 100 pg/ml Ethidiumbromid
versetzt und anschlieBend in einen daflir vorgesehenen Gelschlitten gegossen. Sobald das
Gel erstarrt war, wurde es in eine Kammer mit TAE-Laufpuffer gelegt. Die zu
analysierenden Proben wurden mit einem Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen
pipetiert. Bei einer Spannung von ca. 100 mA erfolgte der Gellauf fir 40-80 Minuten. Nach
Anregung mit UV-Licht konnten die DNA-Banden aufgrund ihrer unterschiedlichen
Wanderungsstrecke im Vergleich zu einem Langenstandard identifiziert werden. Sollten die
DNA-Fragmente anschlieBend flr eine Ligation Verwendung finden, so wurden diese mit

einem Skalpell herausgeschnitten und aufgereinigt.

2.2.1.3. DNA-Elution aus Agarosegelen und Aufreinigung

Fir die DNA-Elution aus Agarosegelen wurde das QIA Quick Gel Extraction Kit der Firma
QIAGEN, Hilden, verwendet.
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2.2.1.4. Ligation

Fir die Ligation wurden Vektor und Insert nach der Aufreinigung in 30 ul Elutionspuffer
eluiert und anschlieBend in einem molaren Verhaltnis von 1: 3 in einem Gesamtvolumen
von 20 ul mit T4 DNA-Ligase und Puffer (NEB, Frankfurt) fir eine Stunde bei 37°C

inkubiert.

2.2.1.5. Transformation von Bakterien

Fir die Amplifikation der rekombinanten Plasmid-DNA wurden transformationskompetente
Top10 E.coli verwendet. Zunachst wurden 45 pul der Bakterienkultur auf Eis aufgetaut, 5 pl
des Ligationsansatzes hinzugegeben und diese Suspension 20 Minuten auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock fur die Aufnahme der Vektoren in die Bakterienzellen erfolgte fir 45
Sekunden bei 42°C. Im Anschluss daran wurden sie zur Regeneration sofort auf Eis
abgekuhlt, 250 pyl S.0.C. Medium hinzu gegeben und bei 37°C und 180 rounds per minute
(rpm) inkubiert. Nach einer Stunde wurde der Ansatz auf eine vorgewéarmte LB-Agarplatte
mit Ampicillin (100 pg/ml, Sigma) als Selektionsantibiotikum ausgestrichen und tber Nacht
bei 37°C inkubiert bis deutlich sichtbare Einzelkolonien zu erkennen waren. Pro Platte
wurden dann jeweils 10-20 Einzelkolonien mit einer Pipettenspitze aufgenommen, in
vorbereitete Réhrchen mit 3 ml LB-Ampiciliin-Medium gegeben und wiederum Uber Nacht
bei 37°C und 180 rpm inkubiert.

2.2.1.6. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Wurde die Plasmid-DNA zur Identifizierung positiver Klone nach Transformation bendtigt
(Mini-Prep), so wurde fur die Isolierung von Plasmid-DNA aus den Vorkulturen zunéchst
das Fast Plasmid Mini Kit der Firma Five Prime verwendet, wobei die eluierte DNA in 50 ul
Elutionspuffer aufgenommen wurde. Mit Hilfe von Restriktionsenzymen und anschlieBender
Gelelektrophorese oder einer Sequenzierung wurde im nachsten Schritt kontrolliert, ob die
in den Bakterienzellen amplifizierte DNA das gewunschte Insert enthielt. War dies der Fall,
wurde aus der entsprechenden Vorkultur ein Glycerinstock angelegt (300 ul Glycerin + 700
pl der Kultur) und bei -20°C gelagert. Mit dem Rest der Vorkultur wurde eine Hauptkultur in
100 ml LB-Ampicillin-Medium (100 mg/ml) angeimpft und fir 12-24 Stunden bei 37°C und
180 rpm inkubiert. Um nun gréBere Mengen high-copy-Plasmid-DNA aus Bakterien zu
isolieren, wurde die Aufreinigung der Plasmid-DNA aus der Hauptkultur mit dem Pure Link
HiPure Plasmid Filter Purification Kit der Firma Invitrogen nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt und das DNA-Pellet in TE-Puffer aufgenommen.
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2.2.1.7. DNA-Konzentrationsbestimmung

Fur die Bestimmung der DNA-Konzentration kam der NanoDrop® Spectrophotometer ND-
1000 der Firma peQ Biotechnologie GmbH zur Anwendung. Die Plasmid-DNA wurde mit

Hilfe des Nanodrops® auf eine Konzentration von 1 pg/ul TE Puffer eingestellt.

2.2.1.8. PCR und Sequenzierung

Um zu kontrollieren, ob die zuvor in den Bakterien amplifizierte und durch
Plasmidpréparation gewonnene DNA die gewlnschten Genabschnitte enthélt, wurde die
DNA zunéchst per PCR mit Hilfe des Big Dye® Terminator v1.1 cycle sequencing kit
vervielfacht. Die dazu bendtigten Primer wurden bei der Firma MWG bestellt. Die Reaktion

fand im PCR System 2700 Gene Amp® (AB, Applied Biosystems) statt.

Zur Aufreinigung des PCR-Produktes wurde das Dye Ex 2.0 Spin Kit von QIAGEN
verwendet. AnschlieBend wurden 15 pl des Produkts in 15 pl Hi-Di™ Formamid (Applied
Biosystems) aufgenommen und auf eine Sequenzierplatte aufgetragen. Die Sequenzierung

erfolgte mit dem 3130 Genetic Analyzer der Firma AB/Hitachi.

2.2.1.9. Western-Blot

Beim Western Blot handelt es sich um eine Methode zum Nachweis von Proteinen. Die
Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit zum Nachweis der Expression von ABRAXAS in
Hamsterfibroblasten (V79-4) nach folgendem Protokoll angewendet:

Es wurden ca. 6 x 10° Zellen geerntet und durch mehrfaches Waschen mit PBS alle
Trypsinreste eliminiert. Die Zellen wurden in ca. 300 yl PBS aufgenommen, zentrifugiert
und das Zellpellet anschlieBend bei -20° oder -80° Celsius weggefroren.

Vor dem eigentlichen Blot mussen die Zellpellets mit Lysepuffer behandelt werden. Dazu
wurden sie mit 20-60 pl Lysepuffer fur 45 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden bei
1400 rpm fir 10 Minuten bei 4° Celsius die unléslichen Zellbestandteile abzentrifugiert und
der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaB berfiihrt. Die Proben wurden weiterhin auf
Eis gelagert. Im nachsten Schritt wurde die Proteinkonzentration mit Hilfe von Bradford
Reagenz (Sigma-Aldrich) im Nanodrop® gemessen.

Far die Gelelektrophorese wurde das NuPAGE® Tris-Acetate System (Invitrogen)
verwendet und jeweils gleiche Proteinmengen aufgetragen. Das Gel lief fur 1 bis 2 Stunden
bei 120-130 Volt. Geblottet wurde 1 Stunde bei 35 Volt auf eine Hybond-P PVDF Membran.
Als Puffer wurde dazu NUPAGE® Transferpuffer (20x) verwendet und mit 5 % Methanol
und 200 yl NuPAGE® Antioxidanz versetzt.
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Im letzten Schritt wurde die Membran zunachst mit 5 % Blocklésung fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur (RT) geblockt und dann dreimal fir 10 Minuten mit PBS-Tween
gewaschen. Dann wurde der priméare Antikérper in einer Konzentration von 1 ug/mlin 5 %
Blocklésung aufgetragen und die Membran fur 1,5 bis 3 Stunden bei RT inkubiert und
anschlieBend wiederum dreimal fir 10 Minuten mit PBS-Tween gewaschen. Der sekundére
Antikérper wurde in einer Verdinnung von 1:1000 auf die gleiche Art und Weise
aufgetragen, bei einer Inkubationszeit von einer Stunde und RT. Zum Schluss wurde die
Membran viermal fir 15 Minuten mit PBS-Tween gewaschen.

Nach Zugabe des Substrates Standard-ECL-Reagenz (Amersham Biosciences, Little
Chalfont, UK) wurde dieses durch die im sekundédren Antikdérper enthaltene
Horseradishperoxidase enzymatisch umgesetzt. Dabei wurden Lichtsignale freigesetzt, die
nach 2 minutiger Inkubation im Fuji LAS 3000 Imager detektiert und sichtbar gemacht

werden konnten.

2.2.2. Zellkultur

2.2.2.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die verwendeten Zellen wurden in ZellkulturgefaBen (Corning Costar, Bodenheim) mit
Kulturmedium im Series || Water Jacketed CO, Incubator (Thermo Forma Scientific) bei
37°C in feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare mit 5 % CO, kultiviert.

Fur die Kultivierung adhérent wachsender Zellen wurde der Boden der
zellkulturbeschichteten (tissue culture-treated) ZellkulturgefaBe zusatzlich mit einer sterilen,
0,1 % igen Gelatinelésung (1 g Gelatine pro 1000 ml A. dest.) beschichtet. Je nach GréB3e
des GefaBes wurden 5-10 ml dieser Lésung auf den Boden des GeféBes pipettiert. Die
Gelatinelésung wurde fir mindestens 30 Minuten und maximal 3 Tage bei 37°C im
Inkubator in den GefédBen belassen. Erst kurz vor Aussaat der Zellen wurde die
Gelatineldésung abgesaugt.

Abhangig von der Proliferationsrate wurden die Zellen zwei- bis dreimal pro Woche
passagiert. Dabei wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und fir
5-10 Minuten mit einer Trypsin/EDTA-Lésung (PAA) im Brutschrank inkubiert. Die
abgelésten Zellen wurden im jeweiligen frischen Medium resuspendiert und im Verhaltnis

1:3 bis 1:10 (bezogen auf die Ausgangszellzahl) in neue ZellkulturgefaBe Uberfihrt.

2.2.2.2. Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Um die Zellen langfristig lagern zu kénnen, wurden die mit Trypsin abgelésten Zellen

zentrifugiert (1300 rpm, 5 Minuten, RT), in Medium resuspendiert und mit 6%
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Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, St. Louis, USA) versetzt. AnschlieBend wurde je 1 ml
Zellsuspension in Kryoréhrchen (Corning Costar, Bodenheim) gegeben und in Isopropanol-
geflllten Einfriercontainern (Nalgene Labware, Rochester, USA) fir mindestens 8 Stunden
bei -80 °C eingefroren. Danach wurden die Réhrchen in Tanks mit flissigem Stickstoff,
nach Mdglichkeit in der Gasphase, bei -196 °C gelagert. Zur Rekultivierung wurden die
Zellen in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und in vorbereitete ZellkulturgeféaBe
gegeben. Nach 12-24 Stunden wurde das Medium gewechselt, um das DMSO zu

entfernen.

2.2.2.3. Transiente Herstellung retrovirushaltiger Uberstinde

Far die Transfektion wurden ecoFNX-Zellen verwendet, eine Zelllinie, die auf der humanen
embryonalen Nierenzelllinie, 293T, basiert. Diese Verpackungszellen exprimieren stabil die
viralen Proteine “gag“ (group antigenes), “polF (Reverse Transkriptase) und “env
(envelope, Hillproteine). > Nach dem transienten Einbringen des Expressionsvektors in
die Zellen kénnen dann hochtitrige Uberstinde geerntet werden. Am Tag vor der
Transfektion wurden pro Konstrukt 6 x 10° Zellen in einem Volumen von 10 ml auf einer 10
cm Platte ausgesét. Fir die Transfektion wurden 400 yl DMEM ohne Zuséatze (DMEM,
Gibco/BRL, Karslruhe) mit 20 ug DNA und 60 yg FuGene®6 Transfektionsreagenz (Roche)
nach 15-20 Minuten Inkubation bei RT auf die Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurde das
Medium gewechselt. Statt DMEM wurde nun Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM,
Gibco/BRL, Karlsruhe) verwendet, denn dieses besitzt eine gréBere Pufferkapazitat und
verringert somit die Gefahr einer Virusdegeneration durch einen zu sauren pH-Wert. Nach
weiteren 24 Stunden Inkubation wurde der virushaltige Uberstand von den Platten
abgenommen und, um einen zellfreien, virushaltigen Uberstand zu generieren, mit einer
PorengréBe von 0,45 um filtriert (Filter der Firma Sartorius, Géttingen). Der gewonnene
ecotrope Uberstand wurde entweder frisch fiir die Transduktion von pg13-Zellen verwendet

oder bei -80°C fir den spateren Gebrauch eingefroren.

2.2.2.4. Erzeugung virushaltiger Uberstinde mit stabilen Produzentenzelllinien

74 mit dem

Fur die Transduktion von stabilen Produzentenzelllinien wurden pgi13-Zellen
zuvor generierten ecotropen Virus infiziert. Am Tag vor der Infektion wurden 3,5 x 10*
Zellen pro Well auf einer 6-Loch-Platte (6-Well) ausgesat. Am nachsten Tag wurden diese
Zellen mit den virushaltigen Uberstéanden transduziert, wobei 10 pg/ml Protaminphosphat
(Sigma) hinzugegeben wurde '7°. Protaminphosphat ist ein Polykation, von dem gezeigt
wurde, dass es die Transduktionseffizienz erhoht '7'7®. Hierbei wird die initiale

unspezifische Bindung zwischen Retrovirus und Zielzelle durch Polykationen erhéht, indem
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diese die negative elektrostatische AbstoBung zwischen den jeweiligen Membranen
auftheben. 24 Stunden nach der Transduktion wurde das Medium gewechselt. Enthielt das
eingebrachten Zielgen ein Neomycinphosphotransferaseresistenzgen, so wurden die Zellen
aus den Wells auf 10 cm Platten umgesetzt und mit DMEM + 0,8 mg/ml Neomycin (G418,
Geneticin) versetzt. Handelte es sich um ein Puromycin-N-Acetyltransferase-Resistenzgen,
wurde dem Medium Puromycin in einer Konzentration von 2-4 pug/ml zugegeben. Die Zellen
wurden so lange passagiert, bis die Zellen auf der Kontrollplatte ohne Virus komplett
abgestorben waren. Waren die Zellen anschlieBend 80% bis 90% konfluent, wurde anstelle
von DMEM IMDM-Medium zur weiteren Kultivierung verwendet. 24 Stunden nach diesem
Mediumwechsel wurde der virushaltige Uberstand abgenommen, mit 0,45 ym PorengréBe
filtriert und dann entweder sofort eingesetzt oder bis zu seiner Verwendung aliquotiert bei -
80°C gelagert. Die Zellen wurden mit frischem IMDM versorgt und die Virusernte bis zu
dreimal wiederholt. Master-Aliquots der Zellen wurden eingefroren und bei Bedarf

rekultiviert, um erneut virushaltigen Uberstand gewinnen zu kénnen.

2.2.2.5. Infektion und Selektion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sowohl adhérente Zellen, als auch
Suspensionszellen, infiziert und anschlieBend selektioniert. Das jeweilige Vorgehen soll in

den folgenden beiden Kapiteln erlautert werden.

2.2.2.5.1 Infektion adharenter Zellen

Einen Tag vor der Infektion wurden die primaren Fibroblasten oder Hamsterfibroblasten
(V79-4/ IRS-3) abhangig von ihrer Proliferationsrate so ausgesat, dass sie am folgenden
Tag 30-50% (fur primére Fibroblasten) bzw. 10% (fiir V79-4 und IRS-3) konfluent waren.
Die Infektion erfolgte mit 5-6 ml ViruslUberstand pro 10 cm-Platte. Zusétzlich wurden 10
pg/ml Protaminphosphat hinzugegeben und nach 24 Stunden ein Mediumwechsel
durchgefihrt. 48-72 Stunden nach der Infektion wurde dem Medium bei allen Konstrukten,
die ein Neomycinphosphotransferaseresistenzgen tragen, G418 zugesetzt. Die Selektion
der transduzierten Zellen erfolgte bis zum Absterben aller Zellen auf der nicht infizierten

Kontrollplatte.

2.2.2.5.2 Infektion von Suspensionszellen

Nicht von allen zu testenden Patienten lagen priméare Fibroblasten vor, sodass ein Teil der
Experimente mit lymphoiden Zelllinien der Patienten (lymphoid cell lines, LCL) durchgefiihrt
wurde. Die LCL-Zellen wurden in 7-12 ml frischem Medium (RPMI) in Zellkulturflaschen
expandiert. Im Unterschied zu anderen Zellen wird dem Medium bei der Kultivierung von

LCL-Zellen nicht-hitzeinaktiviertes fotales Rinderserum zugesetzt.
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Fir die Infektion der LCL-Zellen wurden zundchst 6-Loch-Platten mit 2-4 pg/cm?®
Retronektin (RetroNectin, TAKARA BIO INC, Japan, Artikelnummer: T100B, Konzentration
1 pg/ul) beschichtet und fur zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden
die Platten mit je 1 ml Virusiiberstand pro Loch beladen und fur 25 Minuten bei 37°C
inkubiert. Dieser Schritt wurde zwei Mal wiederholt, indem der Virusiberstand vorsichtig
abgesaugt und je 1 ml frischer Virusiberstand pro Loch hinzugegeben und wiederum fiir 25
Minuten bei 37°C inkubiert wurde. AnschlieBend wurden ca. 5 x 10° LCL-Zellen in ca. 4 ml
RPMI-Medium/ Loch in die Lécher gegeben. An dieser Stelle wird dem RPMI Medium
hitzeinaktiviertes foétales Rinderserum zugesetzt. Nach 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt und bei allen Konstrukten, die ein Neomycinphosphotransferaseresistenzgen
tragen, G418 bzw. bei allen Konstrukten, die ein Puromycin-N-
Acetyltransferaseresistenzgen tragen, Puromycin zugesetzt. Die Selektion der
transduzierten Zellen erfolgte ebefalls bis zum Absterben aller Zellen in der nicht infizierten
Kontrollflasche. Je nach Proliferationsrate wurden die Zellen 2 bis 3 Mal pro Woche

passagiert.

2.2.2.5.3 Bestimmung der Virustiter

Der Virustiter ist ein MaB daflr, wie viele Viruspartikel pro Volumeneinheit im
ZellkulturGberstand enthalten sind. Um die jeweiligen Titer der Konstrukte zu bestimmen,
gibt es je nach Ubertragener cDNA verschiedene Ansatze.

Enthalt das Plasmid als Markergen EGFP-cDNA, so lasst sich die Transduktionseffizienz
bei diesen Konstrukten anhand des Anteils der grinleuchtenden Zellen in der
Durchflusszytometrie bestimmen. EGFP, erstmals 1961 von Osamu Shimomura
beschrieben, stammt aus der Qualle Aequorea victoria und fluoresziert nach Anregung mit
blauem Licht (488 nm) griin '"°.

Eine weitere Moglichkeit, um zu Uberprifen, ob eine Transfektion bzw. Transduktion
erfolgreich war, bietet die Fluoreszenzmikroskopie. Dabei wurde die EGFP-Expression
mikroskopisch (Axiovert 200, Carl Zeiss, Oberkochen) beurteilt.

Enthalt der Vektor als Markergen ein Neomycinphosphotransferase- oder Puromycin-N-
Acetyltransferase-Resistenzgen, kann mit Hilfe dieser Resistenz eine Selektion der
transduzierten Zellen erfolgen, wobei die nichttransduzierten Zellen infolge der Behandlung
mit G418 bzw. Puromycin absterben.

Als Zielzellen fur die Titration wurden HT1080-Zellen verwendet. Dafir wurden 35.000
HT1080-Zellen pro Loch auf einer 6-Loch-Platte ausgesat. Am folgenden Tag wurden die
Zellen mit zunehmenden Verdinnungen (10" bis 10°®-verdiinnt, 1ml/Loch) der Uberstiande

transduziert und jeweils 10 pyg/ml Protaminphosphat hinzugegeben. 24 Stunden nach der
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Transduktion erfolgte ein Mediumwechsel. Weitere 24 Stunden spéater wurde dem Medium
das Neomycinanalogon G418 in einer Konzentration von 0,6 bis 0,8 mg aktive Substanz
pro ml Medium bzw. Puromycin in einer Konzentration von 2-4 ug aktive Substanz pro ml
Medium hinzugesetzt. Die Selektion von G418-resistenten Zellen erfolgte Uber einen
Zeitraum von 7-10 Tagen, wobei das Medium inkl. G418 ein bis zwei Mal gewechselt
wurde. Sobald alle nichttransduzierten Zellen einer Kontrollplatte abgestorben waren,
erfolgte nach Methylenblaufarbung die Auswertung der Virustiter mittels Z&hlung der
gewachsenen Kolonien. Der Titer errechnet sich aus der Verdinnung und der Anzahl der

Kolonien. (Einheit: colony forming unit (CFU/ml)).

2.2.2.6. Behandlung der Zellen mit Mitomycin C

MMC ist ein natirlich vorkommendes Antibiotikum, welches Addukte an N-2 und N-7 am

Guanin der DNA bildet und somit tber eine DNA-Quervernetzung zum DNA-Schaden fuhrt
120

2.2.2.6.1 MMC-Behandlung fiir die Zellzyklusanalyse

Nach Beendigung der Selektion wurden die Zellen so gesplittet, dass sie am
darauffolgenden Tag ca. 20 bis 30 % konfluent waren. Nun wurden die Zellen mit MMC in
einer Konzentration von 33 oder 45 nM versetzt und nach einer Inkubationszeit von 2
Tagen bei adharenten Zellen und 3 Tagen bei Suspensionszellen fiir die Zellzyklusanalyse
geerntet. Fur die Messung der Zellen mittels Durchflusszytometrie wurden die adharenten
Zellen zunachst gewaschen, mit Hilfe von Trypsin von den Kulturplatten gelést und
anschlieBend, wie auch die Suspensionszellen, zentrifugiert und mit 600 yl BSA-Lésung
(1% ig in PBS) in neue ReaktionsgefaBe (1,5 ml) Gberfihrt. Nach der Zentrifugation bei 7°C
und 500 x g wurde das Sediment in 300 ul BSA-Lésung resuspendiert und anschlieBend
erneut sedimentiert. Dieses Sediment wurde in 300 pl eiskaltes PBS aufgenommen und
dazu unter stdndigem Vortexen 800 ul 98 %iger Ethanol hinzugetropft. Die Lagerung der
Zellkerne erfolgte fur mind. 24h bei -20°C.

Fiar die durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse wurden die Zellen sedimentiert (10
Minuten, 600 x g, 6°C), in 300 yl RNase-Loésung resuspendiert und flr 15 Minuten bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere Zentrifugation (1000 x g) fir 10 Minuten bei
6°C. Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment gevortext. In Abhangigkeit der
GroBe des Sediments wurde es in 200-400 ul FACS-Puffer (0,5% BSA in PBS und 10
pg/ml Propidiumiodid (Pl; Sigma) aufgenommen weitere 15 Minuten bei Dunkelheit und
Raumtemperatur inkubiert. Fur die Messung mit dem FACSCalibur (Becton Dickinson,
Heidelberg) wurden die Proben in FACS-Roéhrchen (BD Falcon) uberfihrt. Es wurden
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10.000 bis 100.000 Ereignisse mit maximal 400 events/sec aufgenommen. Die Aufnahme
der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms ,CellQuest® (Becton Dickinson) und
anschlieBender Analyse dieser Daten mit dem Programm Modfit LT (Verity Software

House).

2.2.2.6.2 MMC-Behandlung fiir den Survival-Test

Eine weitere Methode zur Erfassung der Hypersensitivitdt gegenuber MMC, die in dieser
Arbeit verwendet wurde, ist der sog. Survival-Test.

Die zu testenden LCL-Zellen wurden mit MMC in sechs unterschiedlichen Konzentrationen
(3,3 nM, 10 nM, 33,3 nM, 100 nM, 333,3 nM und 1000 nM) versetzt und anschlieBend nach
4 bis 6 Tagen Inkubation bei 37°C durchflusszytometrisch der Anteil toter bzw. lebender
Zellen bestimmt ™7,

Dazu wurden die Zellen in FACS-Rdéhrchen Gberfihrt und 5 Minuten bei RT und 1500 rpm
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt, das Pellet in PBS
aufgenommen und nochmals zentrifugiert. Zum Féarben der Zellkerne wurde anschlieBend
wiederum der Uberstand abgesaugt und ca. 300 ul PBS mit Propidiumiodid in einer
Konzentration von 0,5 mg/ml hinzugegeben.

In der Durchflusszytometrie wurde dann der Anteil lebender Zellen ermittelt und
anschlieBend graphisch dargestellt. Zum einen lasst sich im Vergleich zu den Zellen einer
gesunden Kontrollperson der verminderte Anteil lebender Zellen mit steigender MMC-
Konzentration zeigen. Zum anderen kann diese Untersuchung zeigen, ob dieser
verminderte Anteil lebender Zellen durch das Einbringen von Genen erhéht werden kann

und im Falle der Komplementation dem Anteil lebender Zellen der Kontrolle gleicht.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierungen

Zuerst wurden die Plasmide S911EG, S91IN und S91EGIN kloniert, die bei der retroviralen
Komplementationsanalyse als Kontrollen bzw. als Ausgangsplasmide fir weitere

Klonierungen dienten.

S91IEG, S91EGIN und S91IN

Fir die Klonierung des Plasmids S91IEG wurde aus dem bereits in der Arbeitsgruppe
vorliegenden Plasmid SFbeta91 Uber die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Xbal und
Notl der 91er-leader in das Plasmid S11IEG3 kloniert. Ebenfalls mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Xbal und Notl wurde der S91-leader aus dem zuvor klonierten Plasmid
S91IEG herausgeschnitten und Uber die gleichen Restriktionsenzyme in das schon
vorhandene Plasmid S11EGIN kloniert.

Far die Herstellung des Plasmids S91IN wurde die EGFP-Kassette aus dem Plasmid
S91EGIN mit Hilfe des Restriktionsenzyms BamH| herausgeschnitten und die

entstandenen Enden religiert.

5 LTR 3‘'LTR
SD SA

5 LTR 3'LTR

e —  EGFP S91EGIN
SD SA

5'LTR 3'LTR

3 < Res | NEO F— S91IN

SD SA

Abb. 8: Kontroll-Vektoren
Schematische Darstellung der Kontrollvektoren S911EG3, S91EGIN und S91IN.
(SD = splicedonor, SA = spliceacceptor)

Die klonierten Plasmide wurden zuerst Uber einen Restriktionsverdau kontrolliert und

anschlieBend sequenziert.

39



ERGEBNISSE

S91ABRIN und S91RAPIN

Die Plasmide S91ABRIN und S91RAPIN wurden Uber einige Zwischenschritte kloniert. Im
ersten Schritt wurden aus den Ausgangsplasmiden SFB-ABRAXAS-pIRES2-EGFP und
SFB-RAP80-pIRES2-EGFP mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRl und Sall bzw. EcoRI
und BamH| die humanen Gene ABRAXAS und RAP80 herausgeschnitten und Uber die
jeweils gleichen Restriktionsenzyme in das Plasmid S91IEG kloniert. So entstanden die
beiden Plasmide S91ABRIEG und S91RAPIEG. Da die in dieser Arbeit verwendeten
Vektoren ein Neomycinphosphotransferaseresistenzgen fir die spéatere Selektion
bendtigen, wurden die Plasmide S91ABRIN und S91RAPIN kloniert.

Aufgrund kompatibler Restriktionsschnittstellen wurde die IRES-NEO-Kassette aus dem
bereits vorliegenden Plasmid S91FGIN3 mit Hilfe von Avrll und Ndel herausgeschnitten
und Uber die gleichen Enzyme in das Plasmid S91ABRIEG kloniert. Fir die Klonierung des
Plasmid S91RAPIN wurde Uber die Restriktionsenzyme Sacll und Avrdl das humane
RAP80-Gen herausgeschnitten und mit Hilfe der gleichen Enzyme in das Plasmid
S91FGINS kloniert.

5LTR 3'LTR
> ~ ABRAXAS S91ABRIN
SD SA
5'LTR 3‘LTR
> " rapgo  [TRESTINEGEN—— | s91RAPIN
SD SA

Abb. 9: Expressionsvektoren fiir ABRAXAS und RAP80
S91ABRIN enthélt das humane Gen ABRAXAS, mit einer GréBe von 1230 bp. S91RAPIN enthalt
das humane Gen RAP80, 2160 bp.

Diese Plasmide wurden ebenfalls zunachst (ber eine Restriktionsanalyse und
anschlieBend (ber eine Sequenzierung auf das Vorhandensein der gewlinschten
Genabschnitte untersucht. Fir den Nachweis der humanen Gene ABRAXAS und RAP80
wurden Primer verwendet, die jeweils am Anfang und Ende der Gene binden. AuBerdem
wurde mit Hilfe der jeweiligen Primer die 91er-Sequenz und die IRES-NEO-Kassette

nachgewiesen.
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3.2. Titerbestimmung

Um eine effiziente Transduktion und somit das effektive Einbringen des Kandidatengens in
die Zelle sicherzustellen, wurde zunachst gepruft, wie viele Viruspartikel pro Volumeneiheit
im Virusliberstand enthalten sind. Die Titer der virushaltigen Uberstande wurden, wie in

Kapitel 2.2.2.5.3. beschrieben, bestimmt und in CFU/ml angegeben (CFU = colony forming

unit).

Abb. 10: Exemplarische Darstellung der Titerplatten
Mit Methylenblau geférbte, transduzierte HT1080 Zellen bilden die Grundlage fiir die Bestimmung
des Virustiters in CFU/mI. Nach dem Z&hlen der gewachsenen Zellkolonien und Berlcksichtigung
des Verdiinnungsfaktors des ViruslUberstands ergaben sich in A) ein Virustiter von 1 x 10° CFU/ ml
(eine Kolonie im Well mit dem Verdunnugsfaktor 105) und in B) ein Virustiter von 3 x 10° CFU/ ml
(drei Kolonien im Well mit dem Verdinnungsfaktor 105).

Tabelle 3: Die Titer der NEO-Konstrukte
Der Virustiter wurde aus der Anzahl der gewachsenen Zellkolonien errechnet, wobei der
Verdinnungsfaktor des Virusiiberstands bericksichtigt werden musste.

Retrovirus Virustiter (CFU/mI)
S91 IN 1x10°
S91 EGIN 2x10°
S91ABRIN 3x 10°
S91RAPIN 3x10°
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3.3. Retrovirale Komplementationsanalysen

In dieser Arbeit wurden analog des in Kapitel 2 beschriebenen Typisierungsprotokolls
Fibroblasten oder LCL von 14 Patienten mit FA aber bisher unbekannter
Komplementationsgruppe mit den Kandidatengenen S11RAIN, S11RBIN, S11RCIN,
S11RDIN, S11XRCC2IN, S11XRCC3IN, S91ABRIN und S91RAPIN sowie den
Kontrollvektoren S91IN, S11IN und S91EGIN infiziert.

Nach der Infektion wurden die Fibroblasten flr drei Tage, die LCL fur zwei Tage mit MMC in
Konzentrationen zwischen 33 nM und 45 nM inkubiert. AnschlieBend wurde der relative
DNA-Gehalt im Durchflusszytometer (FACSCalibur) gemessen und mit Hilfe des
Programms CellQuestPro aufgenommen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem
Programm ModFit "™ (Verity Software House).

Gesucht wurde der positive Fall, bei dem das in die Zelle gebrachte Kandidatengen den
bestehenden Defekt, d.h. in diesem Fall die Hypersensitivitat gegeniiber MMC und damit
den G,/M-Arrest aufhebt. Erfasst wird dieser Erfolg Gber die prozentuale Differenz zwischen
dem Median der Werte der Go/M-Arreste der Kontrollen und dem Go/M-Arrest der jeweiligen
Konstrukte. Berechnet wurde der Median der jeweiligen Kontrollen mit Hilfe des Programms
SPSS.

Im folgenden werden exemplarisch Messdaten der Patienten Nr. 1 und Nr. 9, sowie von
Patient Nr. 8 vorgestellt. AbschlieBend werden die wesentlichen Enddaten von allen

Patienten in einem Diagramm zusammenfassend erlautert.

Patient Nr. 1
Fur die retrovirale Komplementationsanalyse bei Patient Nr. 1 wurden priméare Fibroblasten
verwendet. Wahrend der Infektion und anschlieBenden Selektion wurden keine

Besonderheiten im Wachstumsverhalten beobachtet.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Zellzyklusanalyse (Patient Nr. 1)

Go/Gy (%): prozentualer Anteil der Zellen, die sich in der Gy/Gi-Phase befinden. Go/M (%):
prozentualer Anteil der Zellen, die sich in der Go/M-Phase befinden. S (%): prozentualer Anteil der

Zellen, die sich in der S Phase befinden.

getestetes Gen MMC +/- Gy/G; (%) Go/M (%) S (%)
S91IN + 35 62 4
S91IN - 93 4 4
S11IN + 46 54 0
S11IN - 90 4 6
S91EGIN + 36 64 0
S91EGIN - 94 2 4
S91ABRIN + 38 62 0
S91ABRIN - 96 0 4
S91RAPIN + 41 59 0
S91RAPIN - 87 8 4
S11RAIN + 45 55 0
S11RBIN + 38 62 0
S11RCIN + 42 58 0
S11RDIN + 40 60 0
S11XRCC2IN + 42 58 0
S11XRCC3IN + 40 60 0

Die prozentualen Anteile der Zellen im Gy/M-Arrest der mit den Kontrollvektoren S91IN,

S11IN und S91EGIN infizierten Zellen bildeten jeweils die Grundlage fir die Kontrolle (in

Tabelle 4 grau hinterlegt). Demnach wurden Mittelwert, Median und Standardabweichung

dieser Werte fiir jeden Patienten mit Hilfe des Programms SPSS berechnet (Daten hier

nicht gezeigt).

Der prozentuale Anteil von Zellen in der Go/M-Phase nach Behandlung mit MMC ist deutlich

héher, als der Anteil in unbehandelten Zellen, was hier fiir alle getesteten Kandidatengene

zutrifft.
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Abweichung zum Median der Kontrolle in %
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Abb. 11: Abweichung des G,/M-Arrest zur Kontrolle (Patient Nr. 1)

Hier wird die Abweichung des G./M-Arrests der mit den Kandidatengenen transduzierten Zellen zum
Median der G,/M-Arreste der mit einem Kontrollvektor transduzierten Zellen dargestellt. Die
Abweichung lag zwischen 0 und -7, sodass nicht von einer Komplementation durch eines der
Kandidatengene ausgegangen werden kann.

Die Zellzyklusanalysen der mit den Kandidatengenen infizierten Zellen von Patient Nr. 1
zeigen, dass sich jeweils mindestens 55 % der MMC-behandelten Zellen im G,/M-Arrest
befinden, das heiBt, es ist bei keinem der eigebrachten Kandidatengene von einer
Komplementation auszugehen.

Die Komplementationsanalysen der Zellen von Patient Nr. 2 bis 7 sowie Nr. 9 bis 14 zeigen
ahnliche Ergebnisse, wie die von Patient Nr. 1 vorgestellten, daher soll hier nicht im

Einzelnen darauf eingegangen werden.

Patient Nr. 9

In der folgenden Abbildung ist beispielhaft die Auswertung der retroviralen
Komplementationsanalyse von Patient Nr. 9 dargestellt. Bei allen mit MMC behandelten
Zellen liegt der Anteil von Zellen in der G./M-Phase bei mindestens 30 %. In diesem Fall
wurde die MMC-Hypersensitvitdt durch Einbringen der Kandidatengene also nicht

aufgehoben, d.h. es wurde keine Komplementation vermittelt.
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Abb. 12: Retrovirale Komplementationsanalyse (Patient Nr. 9)
Exemplarisch werden hier die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse der Zellen (Fibroblasten) von
Patient Nr. 9 nach Auswertung mit dem Programm ModFit"" dargestellt. Die abweichende Skalierung
der y-Achsen ist bei der Betrachtung der Diagramme zu bertcksichtigen. Nach der Infektion mit den
Kandidatengenen wurden die Fibroblasten einer MMC-Konzentration von 33 nM ausgesetzt und
anschlieBend ihr Zellzyklusverhalten im Durchflusszytometer analysiert. Der erste Peak repréasentiert
jeweils alle Zellen, die sich in der Go/G-Phase befinden. Der zweite Peak zeigt den Anteil der Zellen,
die sich in der Gy/M-Phase befinden. Deutlich wird hier der gréBere Anteil von MMC behandelten
Zellen in der Go/M-Phase, im Vergleich zu unbehandelten Zellen, bei denen nahezu kein Go/M-Arrest
nachzuweisen ist. Keines der eingebrachten Kandidatengene konnte die MMC-Hypersensitivitat und
damit den Go/M-Arrest aufheben.
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Zusammenfassung Patient Nr. 1 bis 14
Zusammenfassend sollen hier die wichtigsten Daten der Messreihen aller Patienten in
einem Punktdiagramm vorgestellt werden. Dargestellt ist jeweils die prozentuale

Abweichung zum Median der G./M-Arreste der Kontrollen.
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Abb. 13: Abweichung des G./M-Arrests zur Kontrolle (Patient Nr. 1-14)

Auf der X-Achse sind alle untersuchten Kandidatengene aufgefiihrt, auf der Y-Achse die jeweilige
Abweichung der Héhe des G./M-Arrests der mit den Kandidatengenen transduzierten Zellen zum
Go/M-Arrest der mit Kontrollvektoren transduzierten Zellen.

Bei einigen Patienten fallt auf, dass die mit dem Kandidatengen transduzierten Zellen auf
die Behandlung mit MMC mit einem starkeren G./M-Arrest reagieren als die Kontrolle
(positives Vorzeichen). Ursache dafiir kann eine Toxizitat aufgrund einer Uberexpression
des Kandidatengens in der Zielzelle sein (siehe auch Kapitel 3.4) 2.

Aufgrund von Vordaten, die in der Arbeitsgruppe erhoben wurden, weist eine negative
Abweichung von > 20 % auf eine eventuelle Korrektur bzw. Komplementation hin. Ist dies
der Fall sollte die Komplementationsanalyse wiederholt und weitere Untersuchungen
eingeleitet werden.

Die Messungen bei Patient Nr. 8 zeigten eine Korrektur des Zellzyklusarrestes von fast 30

% gegenlber den Negativkontrollen, sodass wir davon ausgingen, dass das in die Zellen
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gebrachte RAD51C-Gen den Defekt der Zellen des Patienten korrigiert und somit die
Hypersensitivitat gegeniiber MMC aufgehoben hat. Dieser spezielle Fall wird im Kapitel 3.5.
.Patient Nr. 8 ausfihrlich dargestellt.

Bei den mit ABRAXAS und XRCC2 transduzierten Zellen von Patient Nr. 13 fallt ebenfalls
eine hohe negative Abweichung um 20 % auf, sodass auch bei diesem Patienten weitere
Messungen durchgefiihrt wurden, die den Verdacht auf eine Komplementation durch
ABRAXAS oder XRCC2 jedoch nicht bestétigten. Inzwischen hat man den Gendefekt bei
Patient Nr. 13 identifiziert (Komplementationsgruppe FA-D2), sodass die negative
Abweichung vermutlich durch die oben beschriebene Toxizitat durch Uberexpression
zustande kam.

Das gleiche Phdnomen ist bei den mit ABRAXAS transduzierten Zellen von Patient Nr. 12
und 14 zu beobachten, bei denen ebenfalls ein vergleichsweise geringer G,/M-Arrest nach
Exposition mit MMC gemessen wurde. Auch bei diesen beiden Patienten zeigten
wiederholte Messungen keine Komplementation, was die Arbeitshypothese, dass die
Uberexpression von ABRAXAS in den Zielzellen verstarkt zu Toxizitat fuhrt, weiter

bestatigte.
3.4. Problematik ABRAXAS

3.4.1. Zellwachstum nach Transduktion

Die Kultivierung von S91ABRIN transduzierten Zellen gestaltete sich bei zwei Patienten
schwierig. Dabei handelte es sich einmal um priméare Fibroblasten und einmal um eine
lymphoide Zelllinie. Die Wachstumsrate war im Vergleich zu den mit den anderen
Kandidatengenen transduzierten Zellen sehr viel langsamer, auBerdem starben viele Zellen
ab. Bei den restlichen Patientenzellen hingegen wurde kein wesentlicher Unterschied im

Wachstumsverhalten der transduzierten Zellen festgestellt.

3.4.2. Proteinexpression

Da in der Titerbestimmung fir S91ABRIN die geringsten Titer erzielt wurden (siehe Tabelle
3) und um die Expression von ABRAXAS nach Transduktion mit dem retroviralen Vektor
S91ABRIN zu testen, wurde ein direkter Proteinnachweis mittels Westernblot durchgefihrt.
Dazu wurde eine Hamsterfibroblastenzelllinie (V79-4) mit S91ABRIN und dem
Kontrollvektor S91IN transduziert. Die Durchfuhrung erfolgte nach dem in Kapitel 2.2.1.9.

beschriebenen Protokoll.
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Abb. 14: Westernblot — Nachweis von ABRAXAS

Im Westernblot der mit S91ABRIN transduzierten Hamsterfibroblasten (V79-4) lasst sich mit Hilfe
des polyklonalen ABRAXAS-Antikérpers vom Kaninchen die Expression des Proteins nachweisen.
Zur Kontrolle wurden die Hamsterfibroblasten (V79-4) mit dem Kontrollvektor S91IN transduziert. Zur
Normierung der aufgetragenen Proteinmengen wurde ein Anti-NEO-Antikérper eingesetzt. Das NEO-
Protein wird in vergleichbaren Mengen exprimiert.

Das detektierte Protein zeigt die erwartete Gr6Be von 38 kD, was durch den Vergleich mit
dem GréBenstandard verdeutlicht wird. Es sieht so aus, als ob der Antikérper mit dem
endogen Protein ABRAXAS in den Hamsterfibroblasten reagiert. Die Uberexpression des

viral eingebrachten menschlichen Proteins ist jedoch eindeutig.
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3.5. Patient Nr. 8

In der folgenden Tabelle sind die Daten der ersten Messreihe zu Patient Nr. 8 dargestellt.

Fur die Komplementationsanalyse wurden primare Fibroblasten verwendet.

Tabelle 5: Ergebnisse der Zellzyklusanalyse (Patient Nr. 8)

Go/Gy (%): prozentualer Anteil der Zellen, die sich in der Go/Gi-Phase befinden. Go/M (%):
prozentualer Anteil der Zellen, die sich in der Go/M-Phase befinden. S (%): prozentualer Anteil der
Zellen, die sich in der S Phase befinden.

getestetes Gen MMC +/- G1/Gp (%) Go/M (%) S (%)
S91IN + 67 29 4
S91IN - 78 0 22
S91EGIN + 61 35 3
S91EGIN - 68 6 26
S91ABRIN + 59 35 6
S91RAPIN + 60 36 4
S11RAIN + 69 28 3
S11RBIN + 58 40 2
S11RCIN + 83 4 13
S11RDIN + 65 35 0
S11XRCC2IN + 68 32 0
S11XRCCS3IN + 55 45 0

Bei den Auswertungen der transduzierten Zellen von Patient 8 fiel ein nahezu fehlender G-
Arrest (4 %, in Tabelle 5 grau hinterlegt) bei den mit RAD51C transduzierten Zellen auf. Die
Zellen, die mit den anderen Kandidatengenen transduziert wurden, zeigten nach
Behandlung mit MMC alle ahnlich hohe prozentuale Anteile von Zellen in der G./M-Phase
(im Mittel 36 %). Zunachst wurde daraufhin die Komplementationsanalyse mit den Zellen
von Patient Nr. 8 wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen und
Versuchsartefakte auszuschlieBen. Die Werte konnten mit nur geringen Abweichungen
mehrfach reproduziert werden.

Die Abweichung des G,/M-Arrest zur Kontrolle bei den RAD51C-transduzierten Zellen von

Patient Nr. 8 ist im nachfolgenden Balkendiagramm besonders deutlich zu sehen:
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Abb. 15: Abweichung des G2-Arrest zur Kontrolle (Patient Nr. 8)

Ergebnise der ersten Messreihe der Zellen von Patient Nr. 8. Die Abweichung des G./M-Arrest zur
Kontrolle bei den mit RAD51C transfizierten Zellen von Patient 8 betragt 29 % und liefert damit einen
Hinweis auf eine mogliche Komplementation.

Die folgende Abbildung zeigt die Daten der zweiten Messreihe der Zellen von Patient Nr. 8.
Der Zellzyklusarrest, der auch hier bei den mit ABRAXAS, RAP80, RAD51A, RAD51B,
RAD51D, XRCC2 und XRCCS3 transduzierten Zellen deutlich zu sehen ist, wird durch die
eingebrachte Kopie des intakten (wildtypischen) RAD51C-Gens korrigiert.
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Abb. 16: Retrovirale Komplementationsanalyse (Patient Nr. 8)

Dargestellt werden hier die Ergebnisse einer Zellzyklusanalyse der Zellen (Fibroblasten) von Patient
Nr. 8 nach Auswertung mit dem Programm ModFit"". Die abweichende Skalierung der y-Achsen ist
bei der Betrachtung der Diagramme zu berlcksichtigen. Nach der Infektion mit den
Kandidatengenen wurden die Fibroblasten einer MMC-Konzentration von 33 nM ausgesetzt und
anschlieBend ihr Zellzyklusverhalten im Durchflusszytometer analysiert. Der erste Peak représentiert
jeweils alle Zellen, die sich in der Go/G-Phase befinden. Der zweite Peak zeigt den Anteil der Zellen,
die sich in der Go/M-Phase befinden.

Aufféllig ist hier der im Vergleich geringe Anteil von Zellen in der Go/M-Phase bei den mit S11RCIN
transduzierten Zellen. Durch retroviralen Transfer von RAD51C scheint hier die MMC-
Hypersensitivitat aufgehoben bzw. deutlich verringert worden zu sein.
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3.5.1. Survival-Test

In unserer Arbeitsgruppe flhrten wir weitere funktionelle Untersuchungen mit dem
RADS51C-Wildtypgen bzw. dem mutierten RAD51C-Gen (773G>A) durch. Dafir wurde mit
einer lymphoiden Zelllinie von Patient Nr. 8 der in Kapitel 2.2.2.6.2. beschriebene Survival-

Test durchgefihrt.

Die LCL-Zellen wurden mit dem Kontrollvektor S11IP, dem RAD51C-Wildtypgen
enthaltenden Vektor S11RCIP und einem Vektor, der die beschrieben Mutation trug
(S11RCmut773IP), transduziert. Als Selektionsmarker wurde hier ein Puromycin-N-
Acetyltransferase-Resistenzgen verwendet.

Mit Hilfe des Survival-Tests sollte herausgefunden werden, ob die Mutation, die zu einem
Aminosaureaustausch fahrt, fir den Phéanotyp des Patienten, hier die Hypersensitivitat

gegeniber MMC, verantwortlich ist.
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Abb. 17: Survival-Test der LCL von Patient Nr. 8

X-Achse: MMC-Konzentration in nM. Y-Achse: Anteil Uberlebender Zellen in %. Die schwarz
geféarbte Kurve stellt das Uberleben der Zellen dar, die mit dem Kontrollvektor S11IP transduziert
wurden. Die rot geférbte Kurve zeigt den Anteil der Uberlebenden Zellen, die mit dem RADS51C-
Wildtypgen transduziert wurden. Griin dargestellt ist hier die Uberlebenskurve der Zellen, die mit
dem mutierten RAD51C-Gen transduziert wurden.
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Die Zellen, die mit dem RAD51C-Wildtypgen transduziert wurden, zeigen
erwartungsgemaB eine erhdhte Rate an Uberlebenden Zellen bei steigenden MMC-
Konzentrationen, da das Wildtypgen den Gendefekt komplementiert. Die transduzierten
Zellen mit der bei Patient Nr. 8 gefundenen Mutation (G773A) im RAD51C-Gen zeigen, wie
die Kontrolle, keine erhthte Resistenz gegenuber MMC. Diese Untersuchung zeigt, dass

die in der Sequenzierung gefundene Mutation sich tatsachlich auch phanotypisch auswirkt.

3.5.2. Retrovirale Komplementationsanalyse in IRS-3 Zellen

In unserer Arbeitsgruppe wurde im Westernblot von RAD51C, Wildtyp und Mutante, eine
stabile Proteinexpression sowohl endogen als auch Uberexprimiert, nachgewiesen (Daten
hier nicht gezeigt). Im Rahmen dieser Dissertation wurde deshalb auBerdem eine
funktionelle Testung des Wildtypgens und der Mutante in RAD51C defizienten IRS-3
Hamsterfibroblasten durchgefiihrt. Die IRS-3 Zelllinie hat eine ,splice-site” Mutation im
RAD51C-Gen, die zum Ubergehen von Exon 6 fiihrt """,

Die IRS-3 Zellen wurden analog dem in Kapitel 2.2.2.5.1 beschriebenen Protokoll fur die
Infektion adharenter Zellen mit den Vektoren S11RCIP, S11RCmut773IP sowie dem
Kontrollvekotr S11IP infiziert, mit MMC inkubiert und anschlieBend das Zellzyklusverhalten
im FACS analysiert. In Abbildung 19 ist zu erkennen, dass der durch die Hypersensitivitat
gegeniiber MMC verursachte Gy/M-Arrest in den IRS-3 Zellen durch die Uberexpression
des RAD51C-Wildtyp-Gens deutlich verringert wird. Wohingegen das Einbringen des
mutierten RAD51C-Gens nur zu einer maBigen Verringerung des Go/M-Arrests fiihrt, was
die Arbeitshypothese, dass es sich bei der in Patient Nr. 8 gefundenen Mutation im

RAD51C-Gen um eine hypomorphe Mutation handelt, bestéatigt.
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DNA-Gehalt

Abb. 18: Zellzyklusanalyse IRS-3

Dargestellt ist die Zellzyklusanalyse von IRS-3 Zellen nach Exposition mit MMC. Auf der X-Achse
wird der DNA-Gehalt, auf der Y-Achse die Anzahl der Zellkerne abgebildet. Bei der
Zellzyklusanalyse der unbehandelten Hamsterzellen (kein Virus) und den mit dem Kontrollvektor
S11IP infizierten Zellen befinden sich anndhernd gleich viele Zellen in der Gi- bzw. in der Go/M-
Phase. Eine deutliche Abnahme des G,/M-Arrests ist bei den mit S11RCwtIP infizierten Zellen zu
erkennen. Der Go/M-Arrest der mit S11RCmut773IP infizierten Zellen hingegen ist schwécher
augespréagt als bei den Kontrollen, aber noch deutlich héher als bei den mit dem Wildtypgen
infizierten Zellen.
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4. Diskussion

Die Methodik, die in dieser Arbeit bei der Zellzyklusanalyse der Patientenzellen

22 und ist

angewendet wurde, wurde erstmals 1982 von Dutrillaux et al. beschrieben
inzwischen eine etablierte Methode in der FA-Forschung. 1995 wurde gezeigt, dass die FA-
Diagnostik Uber die Chromosomenbrichigkeit und die durchflusszytometrische Analyse des

81 In den letzten Jahren hat die

Zellzyklus gleiche Ergebnisse erzielten
durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus, als schnellere und einfachere Methode, in
Deutschland immer mehr an Bedeutung gewonnen und wird zur FA-Diagnostik in
Hautfibroblasten oder lymphoiden Zelllinien angewendet %6 Stellt sich im Rahmen der
Zellzyklusanalyse heraus, dass die Zellen des Patienten einen fir FA typischen Phanotyp
aufweisen, sich dieser aber durch keines der bekannten FA-Gene in vitro korrigieren lasst,
so sind die Zellen des Patienten fur experimentelle Arbeiten, wie im Rahmen dieser

Dissertation, von besonderem Interesse.

4.1. Komplementationsanalysen

Bei der Bestimmung der Virustiter mittels Methylenblaufarbung transduzierter HT1080-
Zellen fiel ein Unterschied zwischen S91ABRIN und S91RAPIN auf. Der Titer von
S91ABRIN war mit 3 x 10> CFU/ml um drei Zehnerpotenzen schlechter als die Titer der
anderen Vektoren. Die schlechten Titer sind wahrscheinlich auf eine erhdhte Toxiziztat
durch die Uberexpression von ABRAXAS in der Zelllinie zuriickzufiilhren. Um die
Transduktion von ABRAXAS in die Zielzelle zu beweisen, wurde daraufhin die Expression
auf Proteinebene im Westernblot erfolgreich nachgewiesen (siehe Kapitel 3.4, Abbildung
14).

Im Rahmen der Kultivierung bzw. Expansion der transduzierten Zellen fiel auBerdem auf,
dass die mit ABRAXAS transduzierten Zellen im Anschluss an die G418-Selektion ein
deutlich langsameres Wachstumsverhalten zeigten, als die mit den anderen
Kandidatengenen transduzierten Zellen. Méglicherweise fiihrte die Uberexpression von
ABRAXAS in den Zielzellen zu erhdhter Toxizitdt und damit zum Absterben der Zellen. Bei
zwei Patienten musste die Transduktion mit dem Kandidatengen ABRAXAS und die
anschlieBende Expansion mehrfach wiederholt werden, um eine ausreichende Anzahl an
Zellen fir die Zellzyklusanalyse zu generieren. Dabei handelte es sich in einem Fall um
primére Fibroblasten und im anderen Fall um eine lymphoide Zelllinie. Letztendlich waren
jedoch bei allen 14 Patienten ausreichend S91ABRIN transduzierte Zellen fir die

Zellzyklusanalyse vorhanden.
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Fir die Zellzyklusanalyse der primaren Fibroblasten und LCL-Zellen wurden MMC-
Konzentrationen von 33 nM und 45 nM eingesetzt, da Experimente gezeigt haben, dass im
Intervall zwischen 33 und 100 nM eine optimale Diskriminierung zwischen Zellen mit bzw.
ohne Komplementation méglich ist "%

In der zusammenfassenden Darstellung der Ergebnisse der Komplementationsanalysen
aller Patienten (siehe Kapitel 3.3, Abbildung 13) fallt auf, dass eine negative Abweichung
zum Go/M-Arrest der Kontrollen von mehr als 20% nur in 4 Féllen beobachtet wird. In
diesen vier Fallen handelt es sich um die mit RAD51C transduzierten Zellen von Patient Nr.
8, sowie um die mit ABRAXAS transduzierten Zellen der Patienten Nr. 12, 13 und 14. In
allen anderen Féllen wird die Anzahl der Zellen im Gy/M-Arrest durch keines der
eingebrachten  Kandidatengene  wesentlich  beeinflusst. ~ Betrachtet man die
Komplementationsanalysen der Patienten Nr. 12, 13 und 14 im Einzelnen, lasst sich
feststellen, dass die Anzahl der mit ABRAXAS transduzierten Zellen im Gy/M-Arrest zwar
deutlich vom Median des Go/M-Arrests der Kontrollen abweicht, sich jedoch weiterhin 14 %
(bei Patient Nr. 12), 32 % (bei Patient Nr. 13) bzw. 37 % (bei Patient Nr. 14) der Zellen in
der Go/M-Phase befinden und damit eine Komplementation durch die Transduktion von
ABRAXAS unwahrscheinlich ist. Bei Patient Nr. 13 wurde die Komplementationsgruppe
inzwischen von einer anderen Arbeitsgruppe bestimmt (FA-D2).

Patient Nr. 8, Details publiziert in Nature Genetics, 2010 '*

Im Vergleich dazu werden bei den mit RAD51C transduzierten Zellen von Patient Nr. 8
nach Behandlung mit MMC nur 3 % der Zellen in der Go/M-Phase detektiert, was einer
Abweichung zum Median der G./M-Arreste der Kontrolle von -29 % entspricht. Dass
RAD51C die Zellen von Patient Nr. 8 spezifisch korrigiert, wurde anhand der Tatsache
bestatigt, dass das Einbringen von RAD51C den G,/M-Arrest in den Zellen der 13 anderen

getesteten Patienten nicht aufhebt.

Bei Patient Nr. 8 handelt es sich um einen 10-j&hrigen Jungen pakistanischer Abstammung,
der mit diversen Fehlbildungen zur Welt kam. Bei ihm fielen eine bilaterale
Radiushypoplasie, sowie lange, dinne Finger mit weit proximal sitzenden, hypoplastischen
Daumen auf. In der sonographischen Diagnostik zeigten sich bilateral Zystennieren.
Aufgrund einer Analatresie wurde der Patient in der ersten Zeit seines Lebens mehrfach
operiert. In der Klinisch-padiatrischen Untersuchung zeigte sich im Verlauf ein

Maldescensus testis und ein im Altersvergleich kleines Genital. Labordiagnostisch
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bestanden bis auf eine milde Hypothyreose keine Auffalligkeiten, insbesondere keine
Zeichen fir ein (beginnendes) Knochenmarkversagen.

Zwei weitere Geschwister von Patient Nr. 8 wiesen ebenfalls kongenitale Fehlbildungen
auf, drei der insgesamt finf Kinder verstarben in friihem Alter, sodass der Verdacht auf
eine genetische Ursache oder zumindest genetische Komponente nahe lag. Auch die
Konsanguinitat der Eltern kdnnte im Zusammenhang mit der Erkrankung der Kinder stehen.
Die klinische Verdachtsdiagnose FA bei Patient Nr. 8 basierte auf dem Vorhandensein der

kongenitalen, fur FA typischen, Fehlbildungen.

Um die Region im Genom zu finden, die die verursachende Mutation enthélt, wurden von
der AG C. Mathew Genotypanalysen der DNA von Patient Nr. 8, seinen Eltern, seiner
gesunden Schwester und der erkrankten Schwester durchgefihrt. Die erkrankten
Geschwister zeigten sieben Regionen mit Abschnitten gleicher Homozygotie (> 3Mb), fur
die die gesunde Schwester heterozygot bzw. homozygot fiir das andere Allel war. Die
gréBte dieser Regionen war eine 14,6 Mb lange Region auf Chromosom 17g21-q24. Diese
Region enthélt drei Gene, die in der DNA-Reparatur eine Rolle spielen (EME1, RAD51C
und BRIP1). Sind diese Gene defekt, reagieren die betroffenen Zellen hypersensibel auf
DNA-quervernetzende Agenzien '®%'8% Da im Westernblot der AG Schindler bereits die
Proteine BRIP1 und FANCJ in normaler Langer in den Zellen von Patient Nr. 8
nachgewiesen wurden und die ersten informativen Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP)
in der Sequenzierung distal von EMET liegen, geriet die Mutation im RAD51C-Gen immer
mehr in den Verdacht, die den Defekt verursachende Mutation in der betroffenen Familie zu

sein (siehe auch Abbildung 17 in Kapitel 3.5).

-1 11l-2 V-1 V-3 IV-5

rs1406012 | TT TT | [T ||7TT || 7T [4M

EME1
(rs2189712) AT

50M
rs963292 CT CT TT CcC CcC

RAD51C | AG AG GG AA || AA
rs1296279 | CT CT TT CcC CcC

-55M

BRIP1

(rs4986764) GG

q23 L 60M

N— rs2361491 | CT T CT TT T

Abb. 19: Linkage-Analyse
Abbildung aus Vaz et al Fig. 1c . Hier werden die Linkage-Analysen der Eltern (lll-1 und 111-2)
sowie der gesunden (IV-1) und erkrankten (IV-3) Schwester von Patient Nr. 8 (1V-5) dargestellt.

136
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Die von der AG um C. Mathew durchgefiihrte Sequenzierung von neun Exons und Splice
Sites vom RAD51-Paralog RAD51C bei Patient 8 ergab eine homozygote Mutation (G773A)
in Exon 5, was zum Austausch einer Aminosaure fuhrt (R258H). Die erkrankte Schwester
erwies sich ebenfalls als homozygot flur diese Mutation. Die Eltern waren heterozygot. Bei

der gesunden Schwester hingegen fand man eine Homozygotie fir die Wildtyp-Sequenz.

Um zu beweisen, dass die gefundene Mutation (G773A) die zugrundeliegende Ursache fur
den Defekt bei Patient Nr. 8 ist, wurde im nachsten Schritt im Rahmen dieser Dissertation
eine lymphoide Zelllinie von Patient Nr. 8 mit retroviralen Vektoren transduziert, die zum
einen die Wildtyp RAD51C-cDNA (S11RCIP) und zum anderen die RAD51C-Mutante
(S11RCmut773IP) enthielten. Als Vektorkontrolle diente S11IP. Die Ergebnisse zeigten,
dass der in den Zellen beobachtete, durch MMC verursachte G./M-Arrest durch die
Expression des Wildtypgens aufgehoben wurde, nicht jedoch durch die Expression der
mutierten Variante. Dies bestatigten auch die Zellzyklusanalysen in der RAD51C-
defizienten IRS-3 Zelllinie (siehe Ergebnisse aus Kapitel 3.5.2). Der Aminosaureaustausch
ist demnach als echte Mutation zu betrachten, bei der eine Restfunktion des Proteins das

Uberleben der Zellen bzw. des Patienten ermdglicht.

In mehreren Arbeiten wurde bewiesen, dass der Funktionsverlust des Proteins RAD51C in
eukaryoten Zellen mit einer geschéadigten Bildung von RAD51-Reparaturfoci als Antwort auf
DNA-Schéaden einhergeht '""'818% Djese Beobachtung lasst sich auch in den Zellen von
Patient Nr. 8 machen "*® und gilt als weiterer Beweis dafiir, dass der Funktionsverlust von
RAD51C in der hier beschriebenen Familie, zumindest auf zellularer Ebene, zu einem
Defekt flhrt. Auch in zwei anderen bekannten FA-Subgruppen flhrt der vorliegende Defekt
zu einer verminderten bzw. fehlenden RAD51-Reparaturfoci-Bildung. Diese beiden FA-
Gruppen, denen Defekte im BRCA2- bzw. PALB2-Gen zugrunde liegen, spielen eine
entscheidende Rolle in der HR bei DNA-Schaden “>°°. Zellen von FA-Patienten zeigen nur

6

eine moderate Sensitivitdt gegeniiber ionisierender Strahlung '®°, was sich auch bei den

Zellen von Patient Nr. 8 beobachten lieB 6.

Eine weitere Parallele zum Phanotyp FA konnte unsere AG bei der Analyse der
Camptothecin-Sensitivitdt der lymphoblastoiden Zelllinie von Patient Nr. 8 finden. Die
Sensitivitdt gegeniber dem Topoisomerasehemmer Camptothecin zeigte sich bei Patient
Nr. 8 zwar nicht so ausgepragt, wie bei Zellen von FA-Patienten mit den
Komplementationsgruppen D1, N und M, nach Einbringen von RAD51C in die Zellen von

Patient Nr. 8 Giberlebten jedoch fast genauso viele Zellen, wie in der gesunden Kontrolle '®’.
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4.2. Die Kandidatengene

4.2.1. Die mit BRCAT1 interagierenden Gene RAP80 und ABRAXAS

Das RAP80-Protein interagiert mit BRCA1 iber eine Region, die sogenannte BRCT-
Repeats enthélt, und hilft bei der Rekrutierung von BRCA1 an die beschadigte DNA. Die
Depletion von RAP80 bewirkt eine erhéhte Sensitivitdt gegenlber ionisierender Strahlung,
eine verminderte Aktivierung der CHK1 und infolgedessen eine defekte G./M-Checkpoint-
Kontrolle des Zellzyklus '®'°". RAP80 scheint fiir die DNA-Reparatur von DSB (ber die HR
notwendig zu sein, auch wenn das Ausschalten von RAP80 keine so dramatischen
Auswirkungen zeigt, wie der Verlust von BRCA1. Daher scheinen noch weitere Proteine,
wie MERIT40, an der Lokalisierung von BRCA1 an den DNA-Schaden beteiligt zu sein '%.
Unklar ist noch, ob RAP80 auch eine Funktion in der DNA-Reparatur tber NHEJ hat. 2010
berichteten Junko lijima, Zhihong Zeng, Shunichi Takeda, et al., dass RAP80 nicht nur in
Kooperation mit BRCA1 an der DNA-Reparatur beteiligt ist, sondern auch eine
unabhangige Funktion in der Reparatur von Topoisomerase-ll-Hemmer induzierten DNA-

Schaden hat "%,

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiteres Protein untersucht, das mit BRCA1 interagiert:
ABRAXAS/CCDC98. CCDC ist die Abklrzung fiir coiled-coil domain-containing protein und
interagiert ebenfalls mit den BRCT-Repeats von BRCA1. Zellen in denen ABRAXAS

ausgeschaltet wurde, weisen die gleichen Eigenschaften, wie RAP80-defiziente Zellen auf
189,194,195

Weder ABRAXAS noch RAP80 konnten die Hypersensitivitdt in den Zellen der 14 FA-
Patienten aufheben. Dass andere, hier nicht getestete, FA-Patienten mit unbekannter
Komplementationsgruppe einen Defekt in ABRAXAS oder RAP80 aufweisen ist denkbar,
aber vermutlich selten. Mdglicherweise fiihrt der Verlust von ABRAXAS oder RAP80 auch
zu Defekten, die mit dem menschlichen Leben nicht vereinbar sind, wofilr es bisher jedoch
keinen direkten Hinweis gibt.

Aufgrund der Interaktion mit BRCA1 und der Rolle in der DNA-Reparatur lasst sich
vermuten, dass ABRAXAS und RAP80 im Zusammenhang mit dem Mamma- und
Ovarialkarzinom stehen. In einer Studie wurde kirzlich herausgefunden, dass sich bei 5-
19% der Patienten mit unterschiedlichen Tumorentitdten spezifische Antikdrper gegen
RAP80 nachweisen lassen, sodass RAP80 mdglicherweise als neues Tumor-assoziiertes
Antigen fungiert '%. Mutationsanalysen von ABRAXAS und RAP80 bei Patientinnen mit

familiarem Mamma- oder Ovarialkarzinom, die keine Mutationen in BRCA1 und BRCA2
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aufwiesen, konnten jedoch nur geringe Verdnderungen zeigen, die ebenfalls in der
Normalbevélkerung vorkommen '¥’. Eine weitere Analyse von RAP80 konnte bei Patienten
mit familidrem Mamma- oder Ovarialkarzinom lediglich missense-Mutationen, aber keine
Mutationen mit Funktionsverlust zeigen '*®. Die genaue Funktion der Proteine, sowie ihre

Rolle in der Entstehung von Tumoren bleibt Bestandteil gegenwartiger Forschung.

4.2.2. Die RAD51 Paraloge

Biochemische Experimente haben gezeigt, dass die korrespondierenden Proteine der
RAD51 Paraloge zwei groBe Komplexe untereinander bilden: Zum einen bilden RAD51B,
RAD51C, RAD51D und XRCC2 den BCDX2-Komplex, den zweiten Komplex bilden die
Proteine RAD51C und XRCC3 (CX3-Komplex) '*°. AuBerdem bilden die Paraloge jeweils
Heterodimere: RAD51B/ RAD51C *°?°", RAD51D/ XRCC2 **, RAD51C/ XRCC3 293204295,
Die Interaktion zwischen den Proteinen wird Uber eine Bindung zwischen N- und C-
terminalen Regionen gebildet. Alle Paraloge bis auf XRCC2 besitzen beide Regionen zur

Interaktion. Bei XRCC2 fehlt die N-terminale Domaéne.

RAD51B bildet ein Heterodimer mit RAD51C und ist auBerdem Bestandteil des BCDX2-
Komplexes. Mutationen in RAD51B konnten in verschiedenen Tumorzellen, wie zum

206,207

Beispiel Leiomyomen des Uterus, beobachtet werden und stehen im Verdacht in der

Pathogenese des non-BRCA1/2 Mammakarzinoms eine Rolle zu spielen 2°%2%°

Das RAD51D Protein hat als Aktivator der HR an Telomeren der Chromosomen eine

219 Telomere sind die natlrlichen Enden von

Wirkung auf die genomische Stabilitat
Chromosomen in der linearen Form. Sie enthalten viele guaninreiche DNA-Abschnitte und
sollen die Enden der Chromosomen vor Abbau oder Fusion mit anderen schitzen. Werden
die Telomere nicht geschitzt, kbnnen daraus schwerwiegende Schaden der genomischen
Integritat resultieren ?''. Daneben haben auch BRCA2 und RAD51C eine Funktion im

Prozess der Telomerprotektion %',

XRCC steht fur ,X-ray cross-complementing”. Die XRCC-Proteine wurden hauptsachlich
iiber ihre Rolle als Protektor von DNA-Schaden durch ionisierende Strahlung entdeckt #'°.
XRCC2 ist in der chinesischen Hamsterzelllinie IRS1 defekt #'* und spielt eine wichtige
Rolle in der HR bzw. der Reparatur von DSB. XRCC2-defiziente Zellen weisen eine 100-
fach niedrigere Rate an HR auf ?'°. Im Mausmodel bewirkt das Ausschalten von XRCC2
eine frithe embryonale Letalitat 2'®. Im Januar 2012 verdffentlichte eine Gruppe aus Saudi

Arabien einen Bericht Gber eine Mutation im XRCC2-Gen bei einem 2,5-jahrigen Patienten
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mit Fanconi-Anamie 2"". Darin wird eine homozygote Mutation im XRCC2-Gen beschrieben,
die auf dem Austausch einer Base und dem damit verbundenem Einbau eines Stopcodons
(TGA) beruht und somit zur Dysfuntion auf Proteineben fihrt. Entdeckt wurde die Mutation
Uber eine Hochdurchsatzsequenzierung des Genoms des Patienten, seiner Eltern sowie
einer saudi-arabischen Kontrollgruppe und sich daran anschlieBende bioinformatische
Analysen. Shamseldin et al. beschreiben einen FA-Patienten mit klassischen
Dysplasiezeichen (Mikrozephalie und Radiusaplasie) und die fir FA typische
Chromosomenbriichigkeit nach DEB-Exposition. Eine Hypersensitivitdt gegentiber DNA-
quervernetzenden Substanzen, wie MMC, mit daraus resultierendem G,/M-Arrest in der
Zellzyklusanalyse ist in dieser Arbeit nicht beschrieben, sodass eine, wie im Rahmen dieser
Arbeit durchgeflihrte, retrovirale Komplementationsanalyse mit Fibroblasten oder einer LCL
des Patienten von groRem Interesse ware. Aullerdem sollten weitere FA-Patienten mit
bisher unbekannter Komplementationsgruppe auf Mutationen in XRCC2 untersucht

werden.

XRCC3 bildet ein Heterodimer mit RAD51C und ist vermutlich an der Auflésung der
Holliday-Junctions im Rahmen der HR beteiligt '®. Aber auch in den friihen Schritten der
HR scheint XRCC3, sowohl zusammen mit als auch unabhéngig von RAD51C ?", beteiligt
zu sein. XRCC3 defiziente Zellen weisen, wie alle RAD51 Paraloge, eine genomische

Instabilitat auf 22°.

RAD51C ist Bestandteil beider o0.g. Komplexe - BCDX2 und CX3 - und gehért neben
BRCAT1, FANCD1, FANCN, und FANCJ zu den klassischen FA-assoziierten Genen der HR

136,221

und scheint sowohl in den frihen als auch spéaten Schritten, beim Auflésen der

171218.222223 in der HR eine Rolle zu spielen #* Es wird diskutiert, ob

Holliday Junctions
RAD51C als eine Art Vermittler fiir das Zusammenspiel von RAD51 und seinen Paralogen
verantwortlich ist. Eine mégliche Hypothese ist, dass RAD51C wahrend der gesamten HR
oder zumindest Uber einen langeren Zeitraum an der Stelle des DNA-Schadens verbleibt
und somit einen Link zwischen den frihen und spaten Schritten der HR darstellt.

Im Gegensatz zu den anderen Paralogen besitzt RAD51C ein nuclear localization signal,
das den Transport in den Zellkern von RAD51C selbst oder mit anderen Bindungspartnern
erleichtert. So wurde zuné&chst vermutet, dass RAD51C die Translokation von RAD51 in
den Zellkern reguliert und somit zur DNA-Reparatur beitragt #°%°.

Jungere Studien vermuten jedoch, dass RAD51C eine direktere Rolle in der HR zukommt,
im Sinne eines Weichenstellers: RAD51C gibt das Signal des DNA-Schadens weiter und

sichert den Reparaturweg Uber die HR #’. In der Arbeit von Badie et al. konnte 2009 die
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Aufgabe von RAD51C als Checkpoint-Aktivator im Zellzyklus und damit Promotor der HR
bestétigt werden. RAD51C bindet frih und unabhéngig von RAD51 an beschéadigte DNA,
ist in Abhéangigkeit des Replikationsproteins A (RPA) fur die Phosphorylierung der
Checkpoint-Kinase 2 (CHK2) notwendig und hat somit Einfluss auf den Zellzyklusarrest. An
der Aktivierung der CHK2 ist auBerdem XRCCS3 beteiligt, wobei noch unklar ist, ob das
Zusammenspiel zwischen RAD51C und XRCC3 dabei eine besondere Rolle spielt. Eine
defekte CHK2 Aktivierung fluhrt zur Progression des Zellzyklus in die G./M-Phase als
Antwort auf den DNA-Schaden %7,

Ein weiterer wichtiger Schritt war die kirzlich entdeckte Verbindung zwischen RAD51C und
RAD18. RAD18 ist eine E3 Ubiqutinligase und ubiquitiniert die das proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) an angehaltenen Replikationsgabeln. RAD51C und RAD18 sind Uber den
N-Terminus an RAD51C miteinander verbunden ?*®. Ein Verlust dieser Region fihrt zur
Sensitivitdt gegenuber DNA-schadigenden Substanzen und Defekten in der HR, ohne
jedoch die Komplexbildung der RAD51 Paraloge zu stdren. Diese erfordert die C-terminale
Region von RAD51C #%°,

RAD51 und seine Paraloge haben in der Zelle eine lebenswichtige Funktion, sodass das
der komplette Funktionsverlust von RAD51 fiir eine Zelle letal ist ?*°. Es gibt nur zwei
RAD51C defiziente Zelllinien, die chicken-Zelllinie DT40 wund die chinesische
Hamsterfibroblastenzellinie IRS-3 "7,

Takata et al. beschrieben 2001 eine Chromosomeninstabilitdt und defekte HR in Knock-out-
Zellen, sowie eine erhéhte Sensitivitat gegeniiber Cisplatin aller fiinf RAD51 Paraloge '™
AuRerdem konnte eine signifikant niedrigere Wachstumsrate im Vergleich zu Wildtypzellen
nachgewiesen werden. Die Lange des Zellzyklus ist in beiden Gruppen vergleichbar,
jedoch starben 20-30% mehr Zellen ab. Dass sich im Rahmen dieser Experimente kein
erhéhter Go/M-Arrest zeigte, kdnnte daran liegen, dass das p53 Protein in diesen Zellen

t 2'. Die Anzahl an Chromosomenbriichen variiert zwischen den einzelnen

mutiert is
Mutanten, was auf unterschiedliche Funktionen der einzelnen Paraloge schliefen lassen
kénnte. Alle RAD51 Paraloge zeigen einen reduzierten SCE, sowohl spontan, als auch
induziert durch MMC "2,

Des Weiteren wurde beobachtet, dass eine Uberexpression von RAD51 den Phanotyp der
Paraloge nur teilweise supprimieren, also die volle Aktivitat der HR nicht wiederherstellen

kann "2,

Die Ahnlichkeit des zellularen Phanotyps der Knock-out-Zellen der RAD51 Paraloge zu FA-

Zellen machen die RAD51 Paraloge als potentielle FA-Gene besonders interessant.
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Gemeinsam ist den Zellen, dass sie hypersensitiv gegentuber DNA-quervernetzenden
Substanzen sind, eine erhdhte Chromosomenbrichigkeit und Defekte in der HR aufweisen
172

Die zellularen Auffélligkeiten lassen sich sowohl in Hihner- als auch Hamsterzellen und
jetzt, wie diese Arbeit zeigt, erstmals auch in menschlichen Zellen nachweisen und in

Zusammenhang mit einer genetischen Erkrankung bringen 13916232,

4.2.3. RAD51C als neuer FA-Subtyp

Die Ergebnisse, die im Rahmen der vorliegendenen Dissertation generiert wurden, wurden
zum Teil in Vaz et al. im Mai 2010 verdffentlicht '*®. Zum aktuellen Zeitpunkt ist diese
Verbéffentlichung in der Literatur zusammen mit der Arbeit von Meindl et al., ebenfalls in
Nature Genetics publiziert, der erste Bericht liber den Zusammenhang einer Mutation im

RAD51C-Gen und einer genetischen Erkankung beim Menschen.

Mutationen im RAD51C-Gen beim Menschen sind eine Raritat. In Mausmodellen konnte
gezeigt werden, dass das komplette Fehlen von RAD51C zu einer frihen embryonalen
Letalitat fuhrt 23, wohingegen Mause mit hypomorphen Mutationen im RAD51C-Gen ein
normales Wachstum und eine normale Entwicklung, aber kongenitale Anomalien und eine

verminderte Fertilitat zeigten 2%,

Im Rahmen dieser Dissertation wurde nur ein kleiner Teil der noch nicht klassifizierten FA-
Patientenzellen und auch nur eine geringe Auswahl an potentiellen Kandidatengenen

getestet, sodass die Ergebnisse dieser Arbeit '

, sowie die kurzlich in Verdacht geratene
Mutation im XRCC2-Gen ?'" eines FA-Patienten, Anlass zu weiteren Untersuchungen der
RAD51 Paraloge in FA-Patienten mit bisher unbekannter Komplementationsgruppe geben
sollten.

In den letzten Jahren haben die RAD51 Paraloge und insbesondere RAD51C uUber die
Verbindung zum hereditaren Mammakarzinom Uber BRCAT in der Wissenschaft immer
mehr an Bedeutung gewonnen, weshalb im folgenden Kapitel auf die Rolle von RAD51C in

der Pathogenese des Mamma- und Ovarialkarzinoms eingegangen werden soll.
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4.3. Fanconi-Anamie und die Entwicklung von Malignomen

Defekte FA-Gene manifestieren sich auf zellularer Ebene mit einer Hypersensititvitat
gegeniber DNA-schadigenden Substanzen, was sich in einer erhdhten Rate an
Chromosomenaberrationen und Zellzyklusstérungen zeigt. Diese genetische Instabilitat
resultiert in einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung von Malignomen, wobei der genaue
Mechanismus noch nicht vollkommen entschlisselt ist. Im menschlichen Organismus gibt
es verschiedene Gene, die als ,Wé&chter“ der genomischen Integritat fungieren, man spricht
von sogenannten Caretaker-Genen. Dies sind Gene, die fir Proteine kodieren, die DNA-
Schaden erkennen bzw. reparieren kénnen. Dazu gehdren neben Reparaturgenen wie
ATM, ATR und BLM unter anderem auch die FA-Gene sowie die in dieser Arbeit
untersuchten Kandidatengene. Wird die DNA also durch Chemikalien, Radikale oder
ionisierende Strahlung geschédigt, sorgen intakte Caretaker-Gene fur die Erkennung des
Schadens, reparieren ihn oder fihren die Zelle in die Apoptose, sodass der Schaden nicht

an Tochterzellen weitergegeben werden kann.

Bei FA-Patienten werden im Zusammenhang mit Neoplasien neben der erhéhten Inzidenz
zwei Besonderheiten beobachtet. Zum einen das frihe Auftreten von Neoplasien bei
homozygoten/ biallelischen Mutationen in FANCD1 und FANCN im Kindesalter und zum
anderen die Tatsache, dass das Spektrum der Neoplasien bei FA-Patienten weder dem der
Normalpopulation noch dem der Patienten mit Defekten in anderen Caretaker-Genen, wie
dem Bloom-Syndrom, Ataxia teleangiectasia oder dem Nijmegen Breakage Syndrom
ahnelt. So ist es wahrscheinlich, dass der Typ der Neoplasie einen Riickschluss auf das
zugrundeliegende defekte Caretaker-Gen zuldsst. Die frihe Entwicklung von Neoplasien
steht vor allem bei Patienten der Komplementationsgruppen FA-D1 (FANCD1/BRCA2) und
FA-N (FANCN/PALB2) im Vordergrund. Nahezu 100% der FA-D1 Patienten entwickeln bis
zum 5. Lebensjahr Neoplasien #°, bei den FA-N Patienten gibt es keinen, der bis zu
diesem Alter nicht mindestens eine Neoplasie entwickelt hat *°.

Die Rolle der FA-Gene in der Pathogenese des Mammakarzinoms

Ein wichtiger Hinweis auf die Verbindung zwischen FA und Brustkrebs ergab sich im Jahr
2002 mit der Entdeckung, dass das Brustkrebsgen BRCAZ2 und das FA-Gen FANCD1
identisch sind #*°. Heterozygote Trager einer Mutation im BRCA2-Gen (BRCAZ2 +/-) zeigen
ein erhdhtes Risiko fir Mammakarzinome, Ovarialkarzinome und Pankreaskarzinome
287238 Der Tumor in Heterozygoten ist Folge des Verlusts des intakten BRCAZ2-Allels in den

Zellen. Zellen, in denen in beiden Allelen Mutationen im BRCAZ2-Gen zu finden sind, zeigen
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den typischen Phanotyp von FA-Zellen: erhdéhte Chromosomenbrichigkeit und
Hypersensitivitat gegeniiber DNA-quervernetzenden Agenzien. FA-Patienten mit Defekt in
FANCD1 sind also homozygote Trager (BRCAZ2 -/-) und zeigen ein schweres Krankheitsbild
mit einem besonders frilhen Auftreten von Tumoren %

Spéter fand man heraus, dass biallelische Mutationen in BACH1/BRIP1 (FANCJ) °' und
PALB2 (FANCN) *® ebenfalls zum Krankheitsbild FA fiihren.

FANCN bindet direkt an FANCD1 (BRCA2) und ist fir dessen Stabilitat verantwortlich, was
die &hnliche Klinik bei FA-Patienten der Gruppen D1 und N erklart %,

FANCJ bindet an BRCA1 wund hat eine 5-3-Helicaseaktivitdt. Heterozygote
Keimbahnmutationen in FANCJ wurden bei Patientinnen mit frih aufgetretenem, erblichem
Mammakarzinom gefunden. Das Lebenszeitrisiko flir die Entwicklung eines
Mammakarzinoms bei Mutationen in FANCJ ist jedoch unbekannt 2*°.

FA-Patienten mit biallelischer Mutation in BRCA1 wurden bisher nicht gefunden. Dies
kénnte jedoch auch daran liegen, dass der Verlust beider BRCA1 Allele nicht mit dem
Leben vereinbar ist, da es noch weitere Funktionen auBerhalb der DNA-Reperatur hat. Im
Jahr 2002 wurde die Hypothese aufgestellt, dass Ostrogen in BRCA2(+/-)-Zellen von Ovar

und Mamma zu einer erhdhten Uberlebensrate dieser Zellen fuhrt 24'.

In der Atiologie des Mammakarzinoms, wie auch bei vielen anderen komplexen
Erkankungen, werden in der Wissenschaft zwei Hypothesen diskutiert: Die ,Common
Disease — Common Variant- Hypothese (CDCV), bei der man davon ausgeht, dass
genetische Variationen von nennenswerter Frequenz in der Gesamtbevélkerung
vorkommen, aber nur mit geringer Penetranz veerbt werden und die ,Common Disease —
Rare Variant*- Hypothese (CDRV), der die Idee zugrunde liegt, dass viele seltene DNA-
Sequenz-Variationen mit jeweils hoher Penetranz zu einer genetischen Préadisposition fur

242

bestimmte Erkrankungen fihren Bei diesem Modell wird die Auspréagung einer

Krankheit von verschiedenen anderen Faktoren, wie zuséatzlichen genetischen

28 Um seltene Variationen zu

Veranderungen oder Umweltbedingungen, beeinflusst
detektieren und mit einer Erkrankung in Verbindung zu bringen werden Genome-Wide
Association Studies (GWAS) durchgefiihrt, bei denen die DNA von zwei Gruppen,
Individuen mit der zu untersuchenden Erkrankung und &hnlichen, gesunden Individuen,
untersucht wird. Tritt ein Allel in der Gruppe der erkrankten Individuen mit einer héheren

Frequenz auf, so gilt dieses als ,assoziiert“ mit der zu untersuchenden Erkrankung.

Dass RAD51C in der Pathogenese des hereditiren Mammakarzinoms auch eine

zunehmend wichtige Rolle spielt, konnte die Arbeit ,Germline mutations in breast and
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ovarian cancer pedigrees establish RAD51C as a human cancer susceptibility gene“ von

#1 Das gleichzeitige Vorkommen von Mammakarzinom und

Alfons Meindl et al. zeigen
Ovarialkarzinom in einer Familie oder einem Individum mit Mutationen in RAD51C erinnert
an das klinische Bild von Patientinnen mit Mutationen in BRCA1 und 2 2*%%.
Histopathologisch und endokrinologisch &hneln die RAD51C-assoziierten Tumore mit
glnstigeren histopathologischen Eigenschaften eher den durch Mutationen in BRCAZ2
verursachten Tumoren. Experimente mit RADS571C-knock-out Mausen zeigen, dass
RADS51C als P53 abhéngiges Tumorsuppressorgen arbeitet >,

Um zukunftig weitere Gene zu finden, die mit einem erhéhten Risiko fur Mamma- und
Ovarialkarzinom einhergehen, ist es sinnvoll Patientinnen, bei denen keine Mutationen in
BRCA1, BRCAZ2 oder RAD51C gefunden wurde, auf weitere Mutationen zu untersuchen.
Nur Uber die Sammlung und Verknupfung weiterer molekulargenetischer Befunde und
klinischem Phéanotyp, kann eine Aussage uber das Risiko ein Malignom zu entwickeln und
die Prognose gemacht werden.

Auch die anderen RAD51 Paraloge stehen unter Verdacht Cancer Susceptibility-Gene zu
sein. So wurden kurzlich Mutationen in RAD51B und RAD51D mit einem erhdéhtem Risiko
fiir die Entwicklung eines Mamma- bzw. Ovarialkarzinoms assoziiert 22924,

Der Zusammenhang zwischen FA und der Entwicklung von Neoplasien legt nahe, dass
auch in  Neoplasien bei nicht-FA-Patienten = somatische  Mutationen  oder
Keimbahnmutationen in FA-Genen gefunden werden kénnten 2*"?°2_ Diese Tatsache hat
den FA/BRCA-Pathway zu einem vielversprechenden Modell fir die Entwicklung einer
targeted therapy, d.h. einer zielgerichteten Tumorzelltherapie gemacht. Eine solche
Therapie soll im Vergleich zu der herkémmlichen zytostatischen Therapie, die immer auch

gesunde Zellen schéadigt, nur Einfluss auf das Wachstum der Tumorzellen nehmen.

In diesem Zusammenhang spielt der Begriff synthetische Letalitét eine groBe Rolle. Zwei
Gene sind synthetisch letal, wenn der Funktionsausfall eines Gens nur dann letal flr die
Zelle ist, wenn auch im anderen Gen eine ebenfalls zum Funktionsausfall des Gens
fihrende Mutation vorhanden ist. Dieser Effekt I&sst sich in der zielgerichteten
Tumortherapie nutzen, indem Gene, die im Zusammenhang mit Tumor-verursachenden
Mutationen synthetisch letal sind, ausgeschaltet werden, sodass dies nur flr die Zellen mit
der Tumor versursachenden Mutation letal ist, nicht jedoch fir gesunde umgebende Zellen
3 Ein Beispiel fiir ein solches Verhdltnis sind Gene, die in einem essentiellen
Reparaturweg hintereinander oder parallel geschaltet sind. T. Hucl und E. Gallmeier stellten
in ihrer Ubersichtsarbeit im Jahr 2011 zwei mégliche synthetisch letale Zusammenhénge in

HR-defizienten Zellen vor ?**. Einer der Zusammenhange fand bereits klinische Anwendung
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bei Patientinnen mit Mutationen in BRCA1 oder BRCAZ2 und rezidiviertem Ovarialkarzinom
%5. DNA-Einzelstrangbriiche werden vorwiegend (iber den Mechanismus der
Basenexzision repariert, bei dem das Enzym Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP)
involviert  ist.  Werden  DNA-Einzelstrangbriche nicht repariert, weil der
Reparaturmechanismus - durch PARP-Inibitoren - inhibiert wird, entstehen ICL durch
kollabierte Replikationsgabeln, die wiederum repariert werden muissen. Bei der Reparatur
kollabierter Replikationsgabeln werden Enzyme der HR benétigt. Ist die HR z.B. aufgrund
von Mutationen im BRCA2-Gen gestort, stirbt die Zelle. So lasst sich in BRCAZ defizienten
Tumorzellen durch die Gabe von PARP-Inhibitoren selektiv ein Zelltod einleiten #*°. Die
umgebenden, gesunden Zellen bei denen alle Enzyme flir die DNA-Reparatur tber HR
intakt sind, kénnen die Einzelstrangbriche bzw. die durch PARP-Inhibitoren verusachten
ICL problemlos reparieren und nehmen keinen Schaden.

Bereits 2007 beschrieben Kennedy et al. eine Hypersensitivitat in FA/BRCA-Pathway -
defizienten Tumorzellen gegenliber ATM-Inhibitioren, die sich in einer erhéhten Rate von
DNA-Briichen, Zellzyklusarrest und dem Zelltod manifestierte 2°°. Der FA/BRCA-Pathway
bietet also weiterhin groBes Potential fir die Entwicklung von Therapieoptionen im Sinne
einer zielgerichteten Tumorzelltherapie, sodass die Entdeckung weiterer FA-Gene nicht nur
fur FA-Patienten sondern auch flr Tumorpatienten ohne FA, in deren Tumorzellen

Mutationen in FA-Genen gefunden werden, eine entscheidende Rolle spielt.

67



AUSBLICK

5. Ausblick

Da die Fanconi-Andmie eine sehr seltene Erkrankung ist, ist die genaue Untersuchung des
genetischen Defektes und des klinischen Verlaufs jedes einzelnen Patienten von
besonderer Bedeutung, um weitere Erkenntnisse Uber die Atiologie aber vor allem auch die
Genotyp-Phéanotyp-Korrelation und die damit verbundenen prognostischen Faktoren zu
gewinnen. Neben dem Wissen, das sich aus molekularbiologischen und
zellkulturtechnischen Experimenten fir die Diagnostik und Therapie von FA-Patienten
entwickelt, hat die Untersuchung von FA-Genen eine groBe Bedeutung fur die Onkogenetik.
Der zellulare Phanotyp von FA-Patienten wird charakterisiert durch eine gestérte Antwort
auf DNA-Schaden und ist auf Defekte in DNA-Reparaturgenen, den sog. Caretaker-Genen,
zurtickzufihren.

Die hohe Ahnlichkeit von FA-Zellen mit Tumorzellen macht die FA-Zellen fiir die Forschung
an der Entstehung von Malignomen besonders interessant. Im Gegensatz zu Tumorzellen,
in denen haufig mehrere Caretaker-Gene defekt sind und somit die Untersuchung einzelner
Reparaturwege schwierig ist, zeichnen sich somatische FA-Zellen durch den Ausfall eines
definierten Gens aus. Dies hat den Vorteil, dass die Auswirkungen des Defekts auf den
DNA-Reparaturweg selektiv untersucht und insbesondere therapeutische Substanzen bzw.
Substanzkombinationen flr synthetisch letale Systeme gezielt getestet werden kénnen.

Wie die Ergebnisse im Rahmen dieser Dissertation bzw. der Veréffentlichung von Vaz et al.
1% und Meindl. et al. ', in denen bis zum heutigen Zeitpunkt erstmals ein Zusammenhang
zwischen einer Mutation im RAD51C-Gen und einer Erkrankung beim Menschen gefunden
wurde, gezeigt haben, ist es weiterhin nicht nur fir die FA-Forschung wichtig neue FA-
Gene zu finden. So kénnen neue FA-Gene als neue Tumorsuszeptibilitdtsgene sowohl in
der Pathogenese gynakologischer als auch anderer Tumoren zukiinftig von groBer

Bedeutung sein.
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6. Zusammenfassung

Die Fanconi-Anamie (FA) ist eine seltene Erkrankung aus der Gruppe der kongenitalen
Blutbildungsstérungen mit autosomal-rezessivem bzw. x-chromosomalem Erbgang.
Klinisch  zeichnet sie sich  durch  kongenitale  Dysplasien, progressives
Knochenmarkversagen und eine stark erhéhte Inzidenz von Malignomen aus. Auf zellulérer
Ebene lassen sich bei Betroffenen eine erhéhte spontane Chromosomenbrichigkeit sowie
eine charakteristische Hypersensitivitdt gegeniber DNA quervernetzenden Substanzen
feststellen. Bis zu Beginn dieser Dissertation konnten Defekte in 13 verschiedenen Genen
mit dem Krankheitsbild FA in Verbindung gebracht werden (FANCA, -B, -C, -D1/BRCAZ2, -
D2, -E, -F, -G, -J/BRIP1, -L, -M und —N/PALB2). Alle FA-Genprodukte spielen eine
wesentliche Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen an angehaltenen
Replikationsgabeln und interagieren mit anderen DNA-Reparatur-Signalkaskaden wie
ATR/CHK1 und ATM/CHK2 oder MRE11/NBS1/RAD50.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Hautfibroblasten oder lymphoide Zelllinien von 14 FA-
Patienten mit bisher unbekanntem Gendefekt untersucht. Bei allen Patientenzellen wurde
eine normale posttranslationale Modifikation von FANCD2 (Monoubiquitinierung) im
Westernblot nachgewiesen, weshalb 8 Kandidatengene gewahlt wurden, die ihre Funktion
downstream der FANCD2-Monoubiquitinierung, also im Bereich des Reparaturfokus bzw.
der DNA-Reparatur haben: RAD51A, RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 und XRCC3
sowie die mit BRCAT interagierenden Gene ABRAXAS und RAPS80.

Die Kandidatengene wurden mittels retroviralem Gentransfer in die Hautfibroblasten oder
lymphoiden Zelllinien von FA-Patienten hineingebracht und die transduzierten
Patientenzellen mit der DNA quervernetzenden Substanz Mitomycin C (MMC) behandelt.
AnschlieBend wurde das Zellzyklusverhalten mittels Durchflusszytometrie analysiert. Der
bei FA-Zellen typische G,/M-Arrest nach Exposition gegeniber MMC konnte durch das
retroviral eingebrachte Kandidatengen RAD51C in Hautfibroblasten und lymphoiden
Zelllinien eines Patienten korrigiert werden. Verantwortlich fur den zellularen FA-Phénotyp
ist in diesem Patienten eine homozygote Keimbahnmutation (c.772G>A) in Exon 5, die zu
einem Aminosdureaustausch (p.R258H) fuhrt, und in funktionellen Untersuchungen — auch
in RAD51C defizienten Hamster- und Hihnerzellen —im Gegensatz zum normalen Protein

keine Komplementation der Zellen vermittelte.
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8. Anhang

8.1. Abkirzungsverzeichnis
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Breast Cancer Gene 1, Brustkrebsgen 1
Breast Cancer Gene 2, Brustkrebsgen 2
Colony Forming Unit
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Desoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsaure
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FANCM-assoziierte histone fold Proteine | und Il
Minuten
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PARP-1
Pl
PURO
RNA
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RT
SCE
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SSA
SDSA
Ub

Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase-1
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Replikationsprotein A
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Raumtemperatur

Sister Chromatid Exchange, Schwester-Chromatid-Austausch
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Single Nucleotid Polymorphism, Einzelnukleotid-Polymorphismen
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Synthesis Dependent Strand Annealing

Ubiquitin
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