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Einleitung

1. Einleitung — Fanconi-Anamie (FA)

Fanconi-Anamie (FA) ist eine genetisch und phanotypisch sehr heterogene autoso-
mal und x-chromosomal rezessive Erkrankung. Sie wird klinisch charakterisiert durch
die Trias aus kongenitalen Fehlbildungen, einem chronisch progredientem Versagen
der Hamatopoese und einer erhéhten Inzidenz von Malignomen. Auf zellularer Ebe-
ne ist die FA durch eine erhéhte spontane Chromosomenbrichigkeit sowie eine Hy-
persensitivitdat gegeniber DNA quervernetzenden Agenzien charakterisiert. Bei der
FA existieren mindestens 13 verschiedene Komplementationsgruppen (FA-A, -B, -C,
-D1, -D2, -E, -F, -G, -, -J, -L, -M, -nonJ), von denen bisher 11 Gene (FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD1/BRCA2, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCJ,
FANCL, FANCM) identifiziert wurden. Zellbiologische und biochemische Untersu-
chungen zeigen, dass diese FA-Proteine bei der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen miteinander verschiedene Funktionskomplexe bilden, daneben
aber auch mit anderen Schlisselproteinen wie ATM, BRCA1 oder Rad51 direkt in-
teragieren.

1.1. Historisches

Fialle von Fanconi (1926)

t t
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[?1‘ 1‘? ? t
ooooo  dgnoa
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Abb. 1.1: Die erste Publikation von an Fanconi-Andm ie erkrankten Patienten: Historisches Dia
von Guido Fanconi aus dem Jahr 1926. Im Rahmen einer Vorlesung berichtete er erstmals von der
~perniciosaartigen Anadmie“. Dia mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Felix Sennhauser, Kin-
derspital Zirich, Schweiz zur Verfigung gestellt. Aus [1].

1927 beschrieb der Schweizer Kinderarzt Guido Fanconi erstmals eine Anamie [1, 2],
die er bei drei Brudern einer Familie mit 5 Kindern beobachtete [3]. In seiner Auto-
biographie fasst er in wenigen Zeilen seine damaligen Beobachtungen und Bemi-
hungen zusammen, um dieses Krankheitsbild zu verstehen:
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JAls junger Assistent im Kinderspital Zurich kannte ich nur die im Feer’'schen Lehr-
buch angefuhrten acht Formen der Blutarmut. 1924 wurde ein funfjahriger Knabe
ins Spital aufgenommen, mit einer eigenartigen schweren Anamie, die 1926 zum
Tode fuhrte. Friher war ein alterer Bruder dieses Patienten ebenfalls im Alter von
sechs Jahren an einer ahnlichen Blutarmut gestorben. Ferner litt der zwei Jahre
jungere Bruder ebenfalls an der gleichen Krankheit. Mit allen mir damals zur Ver-
fligung stehenden Methoden ging ich an das Studium dieser seltsamen Krankheit.
Da die Eltern die Kinder nicht mehr alleine ins Spital geben wollten, gelang es mir,
Prof. Feer zu bewegen, die Mutter mit den zwei Briidern in eines seiner Privatzim-
mer aufzunehmen.” [4]

Wie weitreichend Fanconis Uberlegungen zu einer Zeit waren, in der tiber chromo-
somale Veranderungen wenig bekannt war, zeigt der letzte Satz aus der Originalpub-
likation:

“Die Knochenmarkdysfunktion, die zum pernizidsen Blutbild fuhrt, ist wahrschein-
lich auch nur ein Zeichen einer ererbten.”

1931 schlug Otto Nageli den Namen ,Fanconi-Anamie“ fir diese Erkrankung vor.
Seitdem wurden bis 2001 Uber 1300 Falle beschrieben [5].

Seit der Erstbeschreibung sind nun fast 80 Jahre vergangen und das Wissen um die
molekularen Ursachen dieser Anamie hat ebenso zugenommen wie die Anzahl der
Forscher und Arzte, die sich mit ihr auseinandersetzen. Nur dieser internationalen
Zusammenarbeit sind die Fortschritte in den letzten Jahren und die verbesserten
Therapiemoglichkeiten beispielsweise der Knochenmarktransplantationsprotokolle zu
verdanken.

1982 wurde von Arleen Auerbach und Traute Schréder-Kurth das IFAR (International
Fanconi Anemia Registry) gegrundet, welches klinische und genetische Informatio-
nen sowie biologisches Material von FA-Patienten sammelt. Bis 2005 wurden hier
Uber 966 Patienten aus Nordamerika registriert, von denen 625 klassifiziert werden
konnten. Im Gegensatz dazu stellt die EUFAR-Gruppe (European Fanconi Anemia
Research Group) keine einheitliche Datenbank mit festem Sitz dar, sondern ist eine
Kooperation auf der Basis eines EU-FOrderungsprogramms von europaischen FA-
Arbeitsgruppen. Zwischen 1989 und 1999 wurden hier Daten von insgesamt 245 FA-
Patienten aus 24 Landern gesammelt und publiziert.

1989 griindeten Eltern in den USA den FARF (Fanconi Anemia Research Fund).
Diese Patientenvereinigung organisiert unter anderem jahrlich ein FA-Symposium,
an dem FA-Forscher und -Arzte, aber auch interessierte Eltern, teilnehmen. Hier ist
ein optimaler Informationsaustausch und offene Diskussion Grundlage fur das stan-
dig wachsende Wissen uber diese sehr seltene Erkrankung. Dartber hinaus besitzen
viele Lander eigenstandige Elterninitiativen, die auch international miteinander kom-
munizieren und so Erfahrungen und Kontakte austauschen.
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1.2. Epidemiologie

Die Inzidenz der Fanconi-Anamie liegt bei ca. drei pro einer Millionen, die erwartete
Heterozygotenfrequenz bei eins zu 300 in Europa und den Vereinigten Staaten von
Amerika [6]. In Deutschland werden ca. 20 bis 25 neue Patienten pro Jahr diagnosti-
ziert. Das mediane Uberleben betragt 24 Jahre [6]. In einigen ethnischen Gruppen
wurden jedoch ,Founder Mutationen® mit einer erhéhten Heterozygotenfrequenz be-
schrieben, so zum Beispiel unter anderem bei Ashkenazi Juden im FANCC-Gen [7,
8], Afrikanern im FANCG-Gen [9, 10], Japanern im FANCG-Gen [11], und einer spa-
nischen Bevolkerungsgruppe im FANCA-Gen [12]. In den Niederlanden konnte eine
Bevolkerungsgruppe mit einer speziellen Mutation im FANCC-Gen (322delG) in der
Néhe von Staphorst identifiziert werden, die mit einem milderen Krankheitsverlauf
assoziiert werden konnte [13, 14].

Die FA ist eine sehr seltene Erkrankung, was jedoch auch die Erforschung ihrer Ur-
sachen und Behandlungsoptionen vereinfacht. Durch eine mdglichste umfassende
Beschreibung dieser Erkrankung kann Wissen produziert werden, welches sich auch
auf andere Erkrankungen Ubertragen lasst. Als 2002 eines der FA-Gene als Brust-
krebsgen identifiziert wurde (FANCD1) [15, 16], konnte die Funktion dieses Gens
naher aufgeklart werden.

Komplementa- Frequenz in Chromosomale bildet FA-

tionsgruppe Defektes Gen FA (%) Lokalisation Kernkomplex Referenzen
FA-A FANCA 66 16g24.3 ja [17-20]
FA-B FANCB/FAAP9S <1 Xp22.31 ja [16, 19, 21, 22]
FA-C FANCC 12 9g22.3 ja [19, 21, 23]
FA-D1 FANCD1/BRCA2 <1 13g12-13 nein [16, 19, 21]
FA-D2 FANCD2 <1 3p25.3 ja [21, 24]
FA-E FANCE 4 6p21-22 ja [21, 25, 26]
FA-F FANCF 4 11p15 ja [21, 26, 27]
FA-G FANCG/XRCC9 12 9p13 ja [21, 26, 28]
FA-I FANCI <1 ja [29]

FA-J FANCJ <1 17922 nein [29-32]
FA-L FANCL <1 2p16.1 ja [33, 34]
FA-M FANCM <1 14921.3 ja [35]

Tab. 1.1: Frequenzen basierend auf nordeuropaischer Population Die Frequenzen sind fur die
einzelnen Fanconi-Anamie-Gene sehr unterschiedlich. Da die Komplementationsgruppen A, C und G
am haufigsten vorkommen, werden in vielen Studien und Phanotyp-Genotyp-Korrelationen diese drei
Gruppen miteinander verglichen, wahrend die tGbrigen Gruppen zusammengefasst betrachtet werden.
Nach [36].
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1.3. Symptome/Krankheitsbild
1.3.1. Kongenitale Fehlbildungen

Wie in der Einleitung beschrieben, wird die FA klinisch charakterisiert durch die Trias
aus kongenitalen Fehlbildungen, Defekt der Hamatopoese und einer erhdhten Tu-
morinzidenz. Tabelle 1.2 zeigt, dass die kongenitalen Fehlbildungen sehr viele Or-
gansysteme betreffen kbnnen und sie klinisch sehr heterogen sind, weswegen hier
nur auf die haufigsten eingegangen werden soll.

Ungefahr 1/3 aller FA-Patienten weisen keine angeborenen Veranderungen auf. Die-
se Patienten werden entweder Uber das Knochmarkversagen diagnostiziert oder mit-
diagnostiziert, wenn Geschwister auf FA untersucht werden. Manchmal ist die einzi-
ge angeborene Veranderung eine generalisierte Hyperpigmentierung mit Café au
lait-Flecken und einzelne Stellen von Hypopigmentierungen. Radidre Defekte bezie-
hen sich auf die Hypoplasie von Radius und/oder Daumen. 1/3 aller FA-Patienten
weisen Defekte oder Missbildungen der Niere auf, wie unilaterale Aplasie, Hypopla-
sie, Hufeisenniere oder Doppeluretheren. Die haufig zu beobachtende allgemeine
Wachstumsretardierung zeigt sich sowohl in utero als auch postnatal. Die mediane
GroRRe von Individuen mit FA liegt um die 5. Perzentile, was eventuell auf einen Man-
gel an Wachstumshormonen zurtickzufiihren ist [37].

Fehlbildungen Frequenz (%)
Skelett (radiarer Strang, Hufte, Skoliose, Rippen) 71
Hautpigmentierungen (Café au lait, Hyper- und Hypopigmentation) 64
Kleine Grolze 63
Augen (Mikrophthalmie) 38
Niere und Harntrakt 34
Mannliches Genitale 20
Mentale Retardierung 16
Gastrointestinal (z.B. anorektal, Duodenalatresie) 14
Herz 13
Horen 11
ZNS (z.B. Hydrozephalus, fehlendes Septum pellucidum) 8
Keine Fehlbildungen 30

Tab. 1.2: Frequenzen von Fehlbildungen in Fanconi-A  namie. [36]

Abb. 1.2: Daumenfehlbildungen bei FA:  Dieser Patient wurde ohne Daumen geboren und bereits im
5 Lebensmonat operiert, wobei der Zeigefinger als Daumenersatz rekonstruiert wurde. Foto: Deutsche
Fanconi-Anamie-Hilfe e.V. mit freundlicher Genehmigung.
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1.3.2. Hamatologie
1.3.2.1. Knochenmarkversagen — Defekt der Hamatopoe se

Im hamatologischen System haufige und klinisch wichtige Symptome der FA sind
Abnormalitaten. Unter anderem sind sie fur die Morbiditat und Mortalitat in Homozy-
goten verantwortlich. Hamatologische Abnormalitéaten sind definiert als: Thrombozy-
ten < 100 x 10%I, Hamoglobin < 10 g/dl oder Neutrophile absolut < 1 x 10%I. Eine
Panzytopenie beschreibt eine Abnormalitét in zwei oder drei Blutzelllinien. Zur Ge-
burt weisen die Patienten haufig Normalwerte auf. Zwischen dem 5. und 10. Lebens-
jahr manifestiert sich eine Thrombozytopenie, eine Anamie sowie mit individuell und
familiar stark unterschiedlicher Auspragung eine Panzytopenie. 50% der Patienten
haben mit 7,6 Jahren erste klinische Manifestationen des Knochenmarkversagens.
Die kumulative Inzidenz fir ein Knochenmarkversagen liegt im Alter von 40 Jahren
bei 90%.
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Abb. 1.3: Blutbildverlauf eines Patienten mit FA: Historische Zeichnung von Guido Fanconi eines

Blutbildverlaufes einer seiner FA-Patienten aus dem Jahr 1945. Die Therapie bestand in Bluttransfusi-
onen sowie dem experimentellen Einsatz von Praglandol. Abbildung mit freundlicher Genehmigung
von Prof. Dr. Felix Sennhauser, Kinderspital Zirich, Schweiz. Aus [1].
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Abb. 1.4: Epidemiologische Daten aus dem IFAR: A : Kumulative Inzidenz von Knochenmarkversa-
gen fir die Komplementationsgruppen FA-A/FA-G verglichen mit FA-C. B: Uberlebenskurven der
Komplementationsgruppen FA-A/FA-G im Vergleich zu FA-C. Nach [6].

Untersuchungen lber das Auftreten eines Knochenmarkversagens in den einzelnen
Komplementationsgruppen ergaben, dass Patienten mit einem Defekt in FANCC fri-
her an einem Knochenmarkversagen erkranken und allgemein schlechter tberleben,
verglichen mit Patienten, die einen Defekt in FANCA oder FANCG haben oder noch
nicht Untergruppen-typisiert sind. Patienten, die noch nicht typisiert sind, haben im
Vergleich zu Patienten mit einem Defekt in FANCA oder FANCG eine niedrigere In-
zidenz, an einem Knochenmarkversagen zu erkranken. Jedoch sei darauf hingewie-
sen, dass diese Gruppe sehr heterogen ist und neuere Untersuchungen zeigen, dass
Patienten mit einem Gendefekt in FANCD1/BRCA2 besonders schwer betroffen sind
[38].

1.3.2.2. Hamatologische Tumoren

Am haufigsten erkranken FA-Patienten an hamatologischen Tumoren (60% aller
Tumoren bei FA). Die kumulative Inzidenz, an einem hamatologischen Malignom zu
erkranken, liegt bei der FA mit 40 Jahren bei 33% (siehe Abbildung 1.2, basierend
auf Daten aus dem IFAR). Mannliche Patienten erkranken haufiger als weibliche Pa-
tientinnen [6]. Die haufigste Leukamieart des Kinder- und Jugendalters in einer Nor-
malbevdlkerung ist die akute lymphatische Leukamie (ALL) (84%). Diese tritt bei FA-
Patienten jedoch sehr selten auf (unter 1% aller hamatologischen Tumoren) und
konnte bisher nur mit der Komplementationsgruppe FA-D1 assoziiert werden. Wird
die akute myeloische Leukamie (AML) nach den FAB-Kriterien klassifiziert, so ist auf-
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fallig, dass bei FA die Promyelozyten AML (M3) kaum aulftritt, am haufigsten die Un-
tergruppen Myelomonozyten (M4) und die akuten Monozyten (M5).

1.3.3. Solide Tumoren

Nicht nur die kumulative Inzidenz an hamatologischen Malignomen ist bei Patienten
mit FA erhoht, sondern auch die Wahrscheinlichkeit, Tumoren in anderen Organsys-
temen zu entwickeln, ist bei ihnen deutlich héher als in der Normalbevélkerung. Die
kumulative Inzidenz fir solide Malignome in einem Alter von 40 Jahren liegt bei 28%.
Im Gegensatz zu den hamatologischen Tumoren lasst sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Komplementationsgruppen feststellen. Manner weisen
eine etwas geringere kumulative Inzidenz auf als Frauen, wahrscheinlich aufgrund
der Haufung von genitalen Tumoren bei Frauen. Erwahnenswert ist jedoch, dass sich
die kumulative Inzidenz von hamatologischen Tumoren (33% mit 40 Jahren) kaum
von der kumulativen Inzidenz fur solide Tumoren unterscheidet (28% mit 40 Jahren).
Besonders haufig treten Plattenepithelkarzinome des oberen aerodigestiven und a-
nogenitalen Traktes auf. Der Median bei den Patienten, die an einem Plattenepithel-
karzinom erkranken, liegt bei 37,8 Jahren. Ein Vergleich mit der ,Surveillance Epi-
demiology End Result” (SEER) Population ergab eine 500fach erhdohte kumulative
Inzidenz von Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses bei Patienten mit FA
[39]. Die kumulative Inzidenz flr Plattenepithelkarzinome liegt in einem Alter von 40
Jahren bei 20%.
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Abb. 1.5: Kumulative Inzidenzen bei Fanconi-Anamie. Dargestellt sind die kumulativen Inzidenzen

fur die Gesamtmortalitét, die hdmatologische Manifestation sowie fir unterschiedliche typische FA-
assoziierteTumoren. [6]



Einleitung

Tumorart Anzahl der Patienten (%)
Hamatologisch 120 (60)
AML 60
MDS 53
ALL 5
CMMOL 1
Burkitt Lymphom 1
Nicht-hamatologisch 79 (40)
Plattenepithelkarzinom 39 (29)
Kopf und Hals 19
Vulva 8
Cervix 6
Haut 3
Anus 2
Osophagus 1
Leber 18 (9)
Leberadenom 11
Hepatozelluldres Karzinom 6
Leber Adenokarzinom 1
Mischzelltumoren 11 (6)
Nierentumor 6 (3)
Wilms Tumor 4
Nierenzellkarzinom 1
Nephroblastom 1
Hirntumor 5(2)
Medulloblastom 4
Astrozytom 1

Tab. 1.3: Neoplasien, die bei FA-Patienten entdeckt ~ wurden. AML = akute myeloische Leukamie,
MDS = myelodysplastisches Syndrom; ALL = akute lymphatische Leukdamie; CMMOL = chronische
myelomonozytéare Leukamie. Daten aus dem IFAR [6]

Eine Untersuchung des IFAR von 754 Patienten ergab, dass 173 Patienten (23%)
199 Neoplasien entwickelten. 60% (120 Tumoren) davon waren hamatologisch und
40 % (79 Tumoren) waren nichthAmatologische Tumoren. Werden nur die nichtha-
matologischen Tumoren betrachtet, so Uberwiegen die Plattenepithelkarzinome des
Kopfes, Halses, der Anogenitalregion und der Haut. Die Neoplasien der Leber stehen
an zweiter Stelle, wobei jedoch angenommen wird, dass das Auftreten der Leber-
adenome mit der Androgentherapie der aplastischen Anamie korreliert. Uber die ein-
zelnen Untergruppen der Tumoren des Hirns und der Niere gibt Tabelle 1.3 Auskunft.
30 der 39 Plattenepithelkarzinome traten bei FA-Patientinnen auf. Wurden jedoch die
gynéakologischen Plattenepithelkarzinome ausgeschlossen, so ergab sich kein signi-
fikanter geschlechtsspezifischer Unterschied mehr.

Wie genau die Beziehung zwischen Malignom und der genomischen Instabilitat bei
der FA ist und warum vor allem Plattenepithelkarzinome bei den soliden Tumoren
Uberwiegen, ist noch nicht klar. Nur in drei der 19 Patienten konnten die Noxen Alko-
hol und Tabak als Risikofaktoren fur ein Plattenepithelkarzinom des oberen aerodi-
gestiven Traktes eruiert werden. Bei 54% der Patienten aus Nordamerika mit Platten-
epithelkarzinomen konnte jedoch eine HPV Infektion in der Vergangenheit ausge-
macht werden, was zu der Hypothese fihrt, dass bei FA eine erhéhte Bereitschaft fur
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verandernde Ereignisse vorliegen kénnte. Denkbar wére auch, die Ursache der soli-
den Tumoren in der Behandlung mit Chemotherapeutika zu suchen, die bekanntlich
in der Normalbevdlkerung mit einem erhéhten Risiko fur ein Zweitmalignom assozi-
iert sind. Erythroplastische und leukoplastische Veranderungen der Mundschleim-
haut von FA-Patienten sind Prékanzerosen, die chirurgisch mdglichst vollstandig ent-
fernt werden sollten.

Abb. 1.6: Leukoplakie bei Fanconi-Andmie.  Leukoplastische Verdnderungen als Prakanzerose bei
einem 19jahrigen FA-Patienten 15 Jahre nach einer KMT. Foto mit freundlicher Genehmigung von
Deutsche Fanconi-Anadmie-Hilfe e.V.

1.4.4.  Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Da sowohl der Phanotyp von Patienten mit FA als auch der Genotyp sehr heterogen
sind, ware es naheliegend eine Korrelation zwischen Geno- und Phanotyp anzuneh-
men. Koc et al beschrieben 1999 jedoch vier FA-Patienten mit der gleichen Mutation
im FANCA Gen [40]. Dabei zeigten diese Patienten allerdings sehr unterschiedliche
Geburtsgewichte, Hautpigmentierungen und Fehlbildungen des Skelettes, der Niere
und genitale Fehlbildungen. Die Schwere des klinischen Phénotyps ergibt sich wahr-
scheinlich aus einer Kombination von genetischem Hintergrund und Umweltfaktoren
zum spezifischen Defekt in einem der Fanconi-Anamie-Gene [11, 41].

1.4. Molekularpathologie

1.4.1. Chromosomale Auffalligkeiten und DNA-Doppels  trangbriiche

Bereits Guido Fanconi vermutete eine genetische Ursache dieses komplexen Krank-
heitsbildes. Er nahm an, numerische Aberrationen wie einen verminderten oder ver-
mehrten Chromosomensatz zu finden [42]. Die Suche nach numerischen Verande-
rungen blieb erfolglos, vielmehr konnte gezeigt werden, dass ein veranderter zellula-
rer Pha&notyp mit strukturellen chromosomalen Aberrationen der FA zugrunde liegt
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[43-46]. Nicht die Anzahl, sondern die Form und Gestalt der Chromosomen von FA-
Patienten waren verandert. So zeigten sich beispielsweise Tetramere, Quadrimere
und andere Gebilde fehlerhafter Chromosomen. Solche chromosomalen Verén-
derungen entstehen bei fehlerhafter Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (siehe
Abbildung 1.7).
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Abb 1.7: Doppelstrangbriiche von Chromosomen und fehlerhafte Reparatur in Zellen von Pati-
enten mit FA. Deutlich erkennbar sind Chromosomenliicken (A) und -briiche (B), Deletionen (C),
Tetramere (D), Quadrimere (E) und sonstige unphysiologische Gebilde (F und G). Giemsa Farbung.
Abbildung mit freundlicher Genehmigung Prof. Schindler, Wirzburg.

Die Mdglichkeiten der einzelnen Zelle, auf DNA-Doppelstrangbriiche zu reagieren,
sind sehr vielfaltig. Uber die Regulation des Zellzyklus kann die Zelle die Zellteilung
solange aufhalten, bis der Schaden repariert werden konnte [47]. Ist der gesetzte
Schaden jedoch so grof3, dass er nicht repariert werden kann, so wird die Zelle in
den programmierten Selbstmord, die Apoptose, eintreten [48]. Werden DNA-
Schaden fehlerhaft repariert oder toleriert, so fuhrt dies zur Akkumulation von Mutati-
onen im Erbgut und damit langfristig zur genomischen Instabilitat. Diese ist dann wie-
derum als Pradisposition zu sehen, bei der bestimmte Mutationen hinsichtlich des
verbesserten Uberlebens der Einzelzelle getestet werden.

1.4.2.  Andere zellulare Auffalligkeiten bei FA-Pati  enten

Neben einer Hypersensitivitat gegentber DNA-quervernetzenden Agentien und einer
spontan erhéhten Chromosomeninstabilitdt ist in hamatopoetischen Stammzellen
von FA-Patienten eine erhéhte Apoptoserate nachweisbar [49]. Sie steht jedoch e-
ventuell im gleichen Zusammenhang wie die erhéhte Chromosomeninstabilitat. Mit
der erhéhten Chromosomeninstabilitdt wird auch eine schnellere Telomerverkirzung
assoziiert [50, 51]. FA-Zellen weisen mehr reaktive Sauerstoffspezien (ROS) auf, als
normale Zellen [52].
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1.4.3.  Zellzyklus
1.4.3.1. Allgemeines zum Zellzyklus

Der Zellzyklus besteht aus verschiedenen Phasen:
G1: erste Pause, Chromosomensatz einfach (= 2n)
S: DNA-Synthese
G2: zweite Pause, Chromosomensatz doppelt (= 4n)
M: Mitose (Zellteilung), Chromosomensatz (= 4n)
GO: ruhende, sich nicht teilende Zellen, Chromosomensatz (= 2n)

Wird nur der DNA-Gehalt einer Zelle betrachtet (siehe Abbildung 1.8B), so kdnnen
die Zellen in drei Abschnitte eingeteilt werden: GO/G1, S und G2/M. In den Phasen
GO/G1 besitzt die Zelle einen einfachen Chromosomensatz (= 2n). In der S-Phase
synthetisiert die Zelle ihre DNA und verflgt zu diesem Zeitpunkt Gber einen bis zwei
Chromosomensatze. Einen doppelten Chromosomensatz (= 4n) besitzen Zellen, die
sich in G2 bzw. in der Mitose befinden. Um den DNA-Gehalt von Zellen zu messen,
werden diese mit Alkohol fixiert, mit RNase behandelt und anschlie3end die DNA mit
Propidiumjodid gefarbt und in einem Durchflusszytometer (z.B. FACScann der Firma
Becton Dickinson) gemessen. Propidiumjodid ist ein fluoreszierender Stoff, der sto-
chiometrisch an die DNA bindet. Somit ist die Intensitat der PI-Fluoreszenz proporti-
onal zum DNA-Gehalt.
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Abb. 1.8: Der Zellzyklus einer Zelle. A: Der Zellzyklus besteht aus 4 Phasen, die ineinander tber-
gehen. Zellen, die nach der Mitose (M) in die GO-Phase (hier nicht dargestellt) eingetreten sind, ruhen.
Sie besitzen ebenso wie Zellen, die sich in der G1-Phase befinden, einen einfachen Chromosomen-
satz. Die Dauer der GO-Phase kann von Zelle zu Zelle unterschiedlich lang sein. B: Messungen des
DNA-Gehaltes von Zellen mittels Propidium-Farbung (= PI-Farbung) an einer Durchflusszytometrie.
Die hier dargestellte Population repréasentiert eine normal wachsende Zellkultur, in der sich viele Zel-
len in der G1/0-Phase befinden und nur wenige in der S und G2/M-Phase.
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Die Abbildung 1.8B stellt den Zustand von normal wachsenden primaren Hautzellen
in Kultur dar. Die meisten dieser Zellen befinden sich in der G1/G0-Phase und nur
wenige in der G2/M-Phase. Dies liegt unter anderem daran, dass die G2/M-Phase
zeitlich gesehen kirzer als die G1/G0-Phase ist und sich nicht alle Zellen standig
teilen. Das fuhrt dazu, dass mehr Zellen in der G1/G0-Phase detektiert werden. Der
Zellzyklus wird von einer Reihe von Kinasen reguliert, die an bestimmten Check-
punkten den Ubergang von einer Phase zur nachsten kontrollieren. Ist der Chromo-
somensatz beispielsweise noch nicht vollstdndig dupliziert, so tritt die Zelle noch
nicht in die G2-Phase ein. Der Checkpoint am Ubergang von der G2- zur M-Phase
gewahrleistet vor allem die genomische Integritat. Verfugt die Zelle Gber einen DNA-
Schaden, so wird der Zellzyklus in der G2-Phase angehalten und die Zelle versucht,
diesen Schaden zu reparieren, bevor sie in die M-Phase eintritt. Ist der Schaden zu
grof3 oder kann er aus anderen Grunden nicht repariert werden, leitet die Zelle den
programmierten Zelltod, die Apoptose, ein. Wenn die Kontrolle am jeweiligen Check-
point nicht funktionstiichtig ist und die Zelle trotz DNA-Schaden in die Mitose Uber-
geht, wird der Schaden an die Tochtergeneration weitergegeben. So kann die Wahr-
scheinlichkeit steigen, dass diese Zelle strukturelle Chromosomenverdnderungen
akkumuliert und durch entsprechende ,Hits* in kritischen Genen maligne entartet.

1.4.3.2. G2/M-Arrest

Werden Zellen eines Normalprobanden mit DNA-quervernetzenden Reagenzien wie
Mitomycin-C (MMC), Cisplatin oder Diepoxybutan (DEB) behandelt, so kdnnen diese
aufgrund ihres intakten DNA-Reparatur-Systems den gesetzten Schaden wéahrend
der G2-Phase reparieren und die Zellen treten nach abgelaufener G2-Phase in die
Mitose Uber. Bei entsprechend hohen Dosen kénnen jedoch auch normale Zellen so
geschadigt werden, dass sie in dem G2/M-Arrest verharren. FA-Zellen hingegen zei-
gen eine charakteristische Hypersensitivitdt gegentiber DNA-quervernetzenden Rea-
genzien bereits bei sehr geringen Konzentrationen. Der Grund fur diese Hypersensi-
tivitat liegt darin, dass diese Reagenzien Doppelstrangbriiche verursachen, die die
FA-Zellen nur schwer bis gar nicht reparieren kénnen. Aufgrund dieser Unfahigkeit
verharren die Zellen in der G2-Phase und treten nicht in die Mitose tber. Dieser Zu-
stand wird als G2/M-Arrest bezeichnet. Abbildung 1.9 zeigt in B eine Zellpopulation,
in der sich anndhernd gleich viele Zellen (im Gegensatz zur Abb. 1.9.A) in der
G1/GO0- sowie der G2/M-Phase befinden.
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Abb. 1.9: Messungen des DNA-Gehaltes von FA-Zellen mittels PI  -Farbung am FACScan. Die in
A dargestellte Population reprasentiert eine normal wachsende Zellkultur, die nicht behandelt wurde.
B zeigt eine Population, die mit MMC behandelt wurde, diesen Schaden jedoch nicht reparieren kann
und sich zum Zeitpunkt der Messung im G2/M-Arrest befindet.

Diese Hypersensitivitat gegentber DNA-quervernetzenden Reagenzien mit nach-
weisbarem G2-Arrest wird seit der Beschreibung von Schroder-Kurth weltweit als
Standard zur Diagnostik der FA eingesetzt [53-56].

1.4.4. Komplementationsgruppen
1.4.4.1. Zellfusion

Bei der FA konnten bisher 12 Komplementationsgruppen mittels somatischer Zell-
hybridisierungsanalysen und anderer Ansatze unterschieden werden: FA-A, B, C,
D1, D2, E, F, G, |, J, Lund M (siehe Tabelle 1.1 sowie Abbildung 1.10).

Abb. 1.10: Schematische Darstellung der FA-Gen-Defekte in Zell en von Patienten unterschied-
licher Komplementationsgruppen . Bei jeder der zwolf bekannten Gruppen (FA-A bis —M) ist genau
das FA-Gen funktionsuntiichtig, das der entsprechenden Komplementationsgruppe entspricht.

13



Einleitung

Jedoch wird angenommen, dass noch mehr Komplementationsgruppen existieren,
da einige Patienten noch keiner dieser bekannten Komplementationsgruppen zuge-
ordnet werden konnten. Bei FA-D1/D2 wurde nach der Identifizierung der Gene fest-
gestellt, dass es sich hierbei um zwei verschiedene Gene handelt und die Zellfusi-
onsstudien, die ursprunglich nur eine D-Gruppe vermuten lie3en, nicht eindeutig wa-
ren. Die Komplementationsgruppe FA-H wurde im Nachhinein als FA-A identifi-
ziert.Die klassische Komplementierung beruht auf der Tatsache, dass in Zellen einer
bestimmten Komplementationsgruppe (z. B. FA-A) nur das jeweilige FA-Gen (hier
FANCA) und das zugehorige Protein defekt sind, alle anderen FA-Gene bzw. —
Proteine aber funktionstiichtig sind. Das Prinzip der somatischen Zellhybridisierung
beruht darauf, dass zwei FA-Zellen miteinander hybridisiert werden und die entstan-
dene Fusionszelle in einem Mitomycin-C-Hypersensibilitdtstest untersucht wird. Wer-
den in dieser Hybridisierung zwei Zellen der gleichen Komplementationsgruppe, (z.
B. FA-A mit FA-A) fusioniert, so sind die Fusionszellen auch weiterhin defekt, da kei-
ner der beiden Fusionspartner das fehlende Wildtyp FA-Gen (FANCA) mit in die Fu-
sionszellen einbringt. Wird jedoch eine Fusion zwischen zwei unterschiedlichen
Komplementationsgruppen durchgefihrt, so stellt beispielsweise die FA-A-Zelle der
FA-C-Zelle ihr FA-C Wildtypgen zur Verfigung und die FA-C-Zelle der FA-A-Zelle ihr
FA-A-Wildtypgen. Im anschlieenden Mitomycin—C-Hypersensibilitdtstest verhalten
sich diese Fusionszellen dann wie Zellen eines Patienten ohne FA. Die Bestimmung
der Komplementationsgruppe mittels somatischer Zellhybridisierung ist jedoch eine
langwierige, sehr aufwendige und fehleranfallige Analyse, die sich angesichts der
Vielzahl an FA-Genen Uber Monate bis Jahre hinzieht.

—

normal
FA-A Zell -
fusion

}* FA-A

FA-A

Abb. 1.11: Prinzip der klassischen Komplementations gruppenbestimmung mittels Zellfusion
Werden Zellen der gleichen Komplementationsgruppe (z. B. FA-A, unten) fusioniert, weisen die Fusi-
onszellen denselben Gendefekt wie die Fusionspartner auf und zeigen weiterhin die typischen FA-
Eigenschaften der Uberempfindlichkeit gegeniiber Mitomycin C und anderen DNA-quervernetzenden
Substanzen. Stammen die Fusionszellen von Partnern unterschiedlicher Komplementationsgruppen
(FA-A und FA-C, oben), so sind die Fusionszellen normal, da jeder Fusionspartner den FA-Gendefekt
des anderen komplementiert.
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1.4.4.2. Retrovirale Komplementation

Eine neuere Methode der Komplementationsanalyse benutzt gentechnisch verander-
te retrovirale Vektoren, um jeweils spezifisch ein FA-Gen in die Zellen eines FA-
Patienten mit noch nicht zugeordneter Komplementationsgruppe einzubringen [57,
58]. Der prinzipielle Unterschied zwischen Komplementation durch Zellfusion und
retroviraler Komplementation besteht darin, dass bei der Komplementationsanalyse
durch Zellfusion in FA-Zellen einer noch nicht zugeordneten Komplementationsgrup-
pe mit dem Fusionspartner (Zellen einer FA-Referenzlinie), immer alle FA-Gene au-
Ber einem Ubertragen werden. Es wird nach dem aussagekraftigen negativen Fall
gesucht, bei dem durch den Fusionspartner keine Komplementation vermittelt wird.
Bei der retroviralen Komplementationsanalyse wird immer nur ein FA-Gen pro An-
satz Ubertragen und es wird der positive Fall gesucht, in dem dieses eine FA-Gen
Komplementation vermittelt, d. h. die FA-typische MMC-Hypersensitivitat der Zellen
korrigiert [59, 60].

+ MMC 100
_—
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FA-A —_—
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50
25
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Abb. 1.12: Prinzip der Komplementation mittels retr ~ oviraler Vektoren. In Zellen der Komplemen-
tationsgruppe FA-A bringt ein retroviraler Vektor eine intakte Kopie des FA-Gens ein, das in den Zel-
len defekt ist (FANCA, oben). Die Zellen werden korrigiert. Die anderen Retroviren Ubertragen Gene,
die in den Zellen nicht defekt sind (FANCB/C/D2/E/F/G/L, unten). Die Zellen werden daher nicht korri-
giert.

Von den 12 Komplementationsgruppen bei FA sind bisher 11 FA-Gene kloniert wor-
den. Die Gene FANCA, FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG und
FANCL wurden jeweils in einen retroviralen Vektor kloniert und mit diesen kénnen
Zellen von Patienten noch nicht zugeordneter Komplementationsgruppen infiziert
werden. Nur eines der retroviral Gbertragenen FA-Gene kann die FA-Eigenschaften
der Patientenzellen (MMC-Hypersensitivitat) korrigieren, ndmlich die gesunde Kopie
desjenigen Gens, das beim Patienten defekt ist (Abbildung 1.12). Korrigiert keines
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der retroviral in die Zellen eingefiihrten Gene die Zellen, so gehért der Patient zu den
Komplementationsgruppen FA-D1, FA-I, FA-J und FA-M oder zu einer neuen noch
nicht definierten Gruppe. Zur schnelleren Prifung der MMC-Hypersensibilitat wird als
automatisiertes Analyseverfahren oft die Durchflusszytometrie angewandt.

1.45. Funktionen der FA-Proteine
1.4.5.1. Der FA-Kernkomplex

Ein wesentliches Charakteristikum des FA-Stoffwechselweges ist die FAND2-
Monoubiquitinierung durch den FA-Kernkomplex. Innerhalb dieses Kernkomplexes
konnte 2003 FAAP43 als FANCL-Gen identifiziert werden, welches eine katalytische
Untereinheit mit E3-Ubiquitinligaseaktivitat enthalt [33]. Ein Jahr spater wurde
FAAP95 als FANCB-Gen Kloniert [22, 61]. FANCB scheint fur die Stabilitdt von
FANCL verantwortlich zu sein [61]. Im Gegensatz zu allen anderen klonierten FA-
Genen liegt es auf dem X-Chromosom. Tatsachlich sind auch alle vier bisher be-
kannten Patienten mit einer Mutation in FANCB mannlich. 2005 wurde mittels Zellfu-
sionsexperimenten FAAP250 als bis dahin unbekannte neue Komplementati-
onsgruppe FA-M identifiziert [35]. FA-Proteine, die dem FA-Kernkomplex angehoren,
werden als ,upstream“-Proteine bezeichnet, da sie vor der FANCD2-
Monoubiquitinierung aktiv sind.

Abb 1.13: Der FA-Stoffwechselweg. DNA-quervernetzende Substanzen wie MMC fithren (mdagli-
cherweise Uber ATR und BRCA1l) zu einer Aktivierung des FA-Stoffwechselwegs. Der FA-
Kernkomplex besteht aus den FA-Proteinen der Komplementationsgruppen A, B, C, E, F, G, I, M und
dem noch nicht ndher bestimmten FA-assoziierten-Protein FAAP100. Nach der Multimerisation zum
Kernkomplex, kann die Ubiquitinligase FANCL FANCD2 monoubiquitinieren und damit aktivieren.
Dieses FANCD2-L-Protein interagiert mit FANCD1/BRCA2. BRCA2 bildet mit RAD51, BRCAL sowie
FANCJ nucledre Foci. Diese Foci enthalten neben RAD51 auch die RAD51-Homologe. Modifiziert
nach [62].
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FA-D1 und FA-J liegen nach der FANCD2-Monoubiquitinierung und werden dem-
nach als ,downstream“-Proteine bezeichnet. Dass diese Interaktion zwischen den
FA-Proteinen jedoch nicht so linear ist, wie bisher dargestellt, ist jetzt erstmalig ele-
gant bewiesen worden [63].

1.4.5.2. FANCD2-Monoubiquitinierung

Ein sehr fruchtbarer Durchbruch in der FA-Forschung war die Beobachtung, dass
funf FA-Proteine (A, C, E, F, G) einen Kernkomplex bilden und dieser das neu ge-
klonte FANCD2-Protein monoubiquitiniert und damit aktiviert [21, 64]. Diese Monou-
biquitinierung findet wéahrend der S-Phase des Zellzyklus am Lysin K561 statt. Sie
kann jedoch auch induziert werden, wenn Zellen mit Reagenzien behandelt werden,
die die DNA schadigen oder die Replikation blockieren [64].

A B
<— FANCD2-L
— a— FANCD2-S

Abb 1.14: Westernblot von FANCD2. A: Ist das FANCD2-Protein nicht monoubiquitiniert, so liegt es
in seiner Kurzform (s fur ,short) vor. FA-Zellen der Komplementationsgruppen FA-A, -B, -C, -E, -F, -
G, -l, -L und -M (so genannte ,upstream“-Gruppen) sind nicht zur Monoubiquitinierung fahig, da bei
ihnen der FA-Kernkomplex nicht funktionstiichtig ist. B: FANCD2 in der monoubiqutinierten Form wird
mit FANCD2-L (L fur ,long“) bezeichnet. FA-Zellen der Komplementationsgruppen FA-D1 und FA-J
(so genannte ,downstream“-Gruppen) sind zur Monoubiquitinierung fahig, da sie einen funktionstiich-
tigen FA-Kernkomplex besitzen.

Mittels biochemischer Aufreinigung konnte dieser aus Multiuntereinheiten zusam-
mengesetzte Kernkomplex naher identifiziert werden [23, 33]. Neun Proteine vereini-
gen sich zum sogenannten FA-Kernkomplex, der nicht nur aus den erwarteten flnf
bereits bekannten Proteinen besteht, sondern daneben noch vier neue Proteine ent-
halt, FA-assoziierte-Proteine genannt: FAAP43, FAAP95, FAAP100, FAAP250. Die
Nummern stehen fur das jeweilige Molekulargewicht. Mutationen in diesen Genen
storen die Multimerisation zum Komplex und die Zellen weisen nur eine FANCD2-
Bande, die FANCD2-S-Bande, auf [22, 33, 34, 65-70] (Abbildung 1.14). In FA-Zellen
der Komplementationsgruppen FA-D1 und —J ist dieser Kernkomplex intakt, so dass
vermutet wird, dass die Funktion dieser FA-Proteine nach der FANCD2-
Monoubiquitinierung liegt (= ,downstream®) [29].
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1.5. Diagnose
1.5.1. Klinischer Verdacht/ Zellkulturtechnik

Aufgrund der groR3en klinischen Variabilitdt, mit der sich Patienten mit Fanconi-
Anamie prasentieren (siehe auch Abschnitt 1.3) und der niedrigen Inzidenz der Er-
krankung, ist die klinische Diagnosestellung sehr erschwert. Sind keine angeborenen
Fehlbildungen vorhanden, so fallen die meisten Kinder durch den Kleinwuchs oder
durch das beginnende Knochenmarkversagen auf. Pl6tzlich auftretende Blutungen
weisen auf eine Abnahme der Thrombozyten hin. Rekurrierende Infektionen kdnnen
ein Hinweis fir den Rickgang an immunkompetenten Zellen sein. Anamiesymptome
wie Blasse und Kurzatmigkeit lassen an einen Rickgang der Erythrozytenproduktion
denken.

FA-Zellen zeigen eine erhdhte Anzahl an spontanen Chromosomenbriichen [43].
Werden FA-Zellen zuséatzlich mit DNA-quervernetzenden Reagenzien behandelt, so
steigt die Zahl dieser Briiche signifikant an. Diese initiale Beobachtung von Schroder-
Kurth wird heutzutage als ein spezifischer diagnostischer Test genutzt (siehe Kapitel
1.4.4)). Eine schnellere und im Ergebnis vergleichbare Alternative ist die flow-
cytometrische Messung des prozentualen Anteils an Zellen in der G2-Phase in FA-
Zellen, die mit DNA-quervernetzenden Reagenzien behandelt wurden [71].

Eine Zuordnung zu einer entsprechenden Komplementationsgruppe war lange Zeit
nur mit den sehr aufwendigen, langwierigen und anfélligen Zellfusionsexperimenten
maoglich (siehe Kapitel 1.4.4.1). Mittels retroviralem Gentransfer und anschlieRender
Phanotypkorrektur (fehlender G2-Arrest in korrigierten Zellen) kann diese Zuordnung
nun recht schnell erfolgen. Da die Komplementationsgruppe ein wichtiger prognosti-
scher Marker fiur die Komplementationsgruppen FA-C, FA-D1 und FA-D2 ist, wird
jeder Patient typisiert.

Ist die Diagnose FA in einer Familie gesichert, so sollten auch die anderen Ge-
schwister auf FA untersucht werden, da der klinische Phéanotyp auch innerhalb der
Familie sehr variieren kann und so eventuell klinisch bisher unauffallige Geschwister
Ubersehen werden kdnnen.

1.5.2. FANCD2-Westernblot

Ein relativ schnelles Screening ist das FANCD2-Immunoblotting. Hier wird unter-
sucht, ob das FANCD2-Protein monoubiquitiniert werden kann, also in der langen
Form (FANCD2-L) vorliegt, oder nicht. Ist kein FANCD2 nachweisbar, so gehdort der
Patient zur Komplementationsgruppe FA-D2 mit Defekt in dem FANCD2-Gen. Kann
FANCD2 nicht monoubiquitiniert werden, so liegt der Defekt im FA-Komplex oder in
FANCD2 selber (z.B. an K561). Ist jedoch sowohl eine FANCD2-S als auch eine
FANCD2-L Bande nachweisbar, so liegt der Defekt entweder in FANCD2 oder in ei-
nem der nachfolgenden FA-Gene (bisher identifiziert FANCD1/BRCA2 und FANCJ).
In diesem Fall werden diese Gene im Westernblot hinsichtlich ihrer Expression un-
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tersucht und letztendlich auch auf Mutationen sequenziert. Dieses Gen ist zu grol3,
um in herkdBmmliche retrovirale Vektoren eingebaut werden zu kénnen.

Mittels dieses Screenings auf FANCD2-Monoubiquitinierung lassen sich auch FA-
Patienten noch unbekannter Komplementationsgruppen grob einsortieren (up- oder
downstream der FANCD2-Ubiquitinierung).

1.5.3.  PNDund PID

Die oben genannten Untersuchungen kénnen auch mit Amnionzellen, Chorionzot-
tenbiopsien oder fetalem Blut durchgefiihrt werden, was die Méglichkeit einer Prana-
taldiagnostik (PND) ermdglicht. Die erste Transplantation mit Stammzellen, die aus
Nabelschnurblut gewonnen wurden, erfolgte bei einem Kind mit Fanconi-Anamie
[72]. Kirzlich wurde erstmals die Praimplantationsdiagnostik (PID) beim Menschen
genutzt, um aus in vitro befruchteten Embryonen solche zu selektieren, die gesund
und HLA-identisch fur das an FA erkrankte Geschwisterkind waren. Nach mehreren
Versuchen konnte schlie3lich eines der implantierten Embryonen ausgetragen wer-
den. Aus dessen Nabelschnurblut wurden Stammzellen fur die Transplantation der
erkrankten Schwester gewonnen. Obwohl dieses Vorgehen letztendlich erfolgreich
war, mussten gesunde Embryonen zerstort werden, da sie nicht HLA-identisch mit
der Schwester waren. Zudem konnten etliche implantierte Embryonen nicht ausge-
tragen werden, da sie in utero starben [73].

1.6. Therapie

Da die Mutation im betroffenen FA-Gen bei einem Patienten in jeder Korperzelle vor-
handen ist, ist eine kurrative Therapie kaum moglich. Mittels einer Knochenmark-
oder Stammzelltransplantation lasst sich zwar das hamatologische Geschehen auf-
halten, jedoch verhindert sie nicht das Auftreten anderer Tumoren.

1.6.1. Androgene, Zytokine

Initialtherapie bei beginnendem Knochenmarkversagen ist eine Therapie mit Andro-
genen und/oder Wachstumsfaktoren. Welcher Wirkungsmechanismus hinter der An-
drogenwirkung steht, ist noch nicht eindeutig erbracht worden [74]. Am haufigsten
wird das orale Oxymetholon eingesetzt. Obwohl diese Therapie das Knochenmark-
versagen um einige Zeit aufschieben kann, ist sie mit vielfaltigen Nebeneffekten be-
setzt. Maskulinisierung, Akne, Wachstumsstillstand aufgrund friihzeitigem Schluss
der Epiphysenfugen, erhdhte Leberwerte und ein erhdhtes Risiko fur hepatische A-
denome sind nicht zu vernachlassigende Nebenwirkungen. Unter allen Zytokinen, die
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in der Behandlung von FA eingesetzt wurden, hat sich nur G-CSF als erfolgreich be-
wiesen.

1.6.2. Transplantationen: KMT, SCT, Nabelschnurblut

Kann das Knochenmarkversagen mit einer Androgentherapie nicht weiter aufgehal-
ten werden, so kann mittels Transplantation versucht werden, das blutbildende Sys-
tem wieder zu repopularisieren. FA war die erste Erkrankung, bei der Stammzellen
aus Nabelschnurblut transplantiert wurden [72]. FA-Patienten sind sensitiv gegen-
Uber Strahlung und der Dosierung konventioneller Chemotherapie mit alkylierenden
Substanzen. Aus diesem Grund wurden alternative Schemata entwickelt. Die Prog-
nose bei einem nicht passenden Spender war mit 33% Uberleben nach 3 Jahren e-
her schlecht. Erste ermutigende Ergebnisse liefern Studien mit Fludarabin und ohne
Bestrahlung.

1.6.3. Gentherapie

Die Beobachtungen lber spontane Mosaikbildung in hamatopoetischen Zellen (siehe
Kapitel 4.3.) zeigten, dass selbstkorrigierte Zellen einen Wachstumsvorteil gegen-
Uber den FA-Zellen haben und so das Knochenmark repopulieren kdnnen. Neben
den vielen Nachteilen der Konditionierung bei einer konventionellen Transplantation
ware eine Gentherapie von hamatopoetischen Stammzellen ex vivo mit Replantation
eine sinnvolle Alternative, da auf eine Konditionierung verzichtet werden konnte. Mit-
tels onkoretroviralem, foamyviralem oder lentiviralem Gentransfer in vitro in die
Stammzelle kann in Mausmodellen &hnlich wie bei der Diagnostik mittels retroviralem
Gentransfer der FA-Phénotyp beseitigt werden. Diese korrigierte Stammzelle wirde
nach der Replantation das Knochenmark sukzessive repopulieren. Augenblicklich
laufen in den USA einige Gentherapiestudien fir FA-Patienten er Untergruppen FA-A
und FA-G [75].

1.6.4.  Supportive Chirurgie

Neben der Therapie der hamatologischen Komponente ist die Therapie anderer Ma-
lignome eine groRe Herausforderung. Hier wird vor allem auf chirurgische Therapien
gesetzt, da jede Chemotherapie und Bestrahlung das Risiko erhoht, an einem
Zweitmalignom zu erkranken. Im Mund- und Rachenraum sollten mdglichst bereits
Krebsvorstufen exzidiert werden, da so die radikale Entfernung invasiver Tumoren
vermieden werden kann.

DarlUber hinaus kdnnen plastische Operationen der kongenitalen Fehlbildungen, bei-
spielsweise der Hand oder des Radius, die funktionelle Nutzung dieser deutlich
verbessern. Ebenso kénnen Fehlbildungen innerer Organe, beispielsweise am Her-
zen, den Nieren oder dem Darm, chirurgisch therapiert werden.
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1.7. Einleitung Teil 2: Kandidatengene

Die Tatsache, dass allein in den letzten vergangenen vier Jahren finf neue FA-Gene
identifiziert werden konnten, zeigt, wie schnell das Wissen uber die molekularen
Grundlagen der FA wachst. Obwohl bereits 12 Komplementationsgruppen identifi-
ziert und 11 Gene kloniert werden konnten, wissen wir, dass noch mehr Gene zu
dem FA-Stoffwechsel zuzurechen sind. Diese Annahme wird von der Tatsache un-
terstitzt, dass einige Patienten bisher noch keiner Komplementationsgruppe zuge-
ordnet werden konnten. FAAP100 konnte bisher noch nicht naher identifiziert werden
und auch das Gen der Komplementationsgruppe FA-I ist noch nicht entdeckt. Im
Folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Kandidatengene und deren phy-
siologische Funktion naher beschrieben: RAD51, seine Homologe RAD51B,
RAD51C, RAD51D, XRCC2 und XRCC3; XPF, ERCC1, hSNM1, RAD54B und
BRCAL.

1.7.1. FA und DNA-Reparatur

Obwohl der exakte Mechanismus des FA-Stoffwechselweges noch nicht endgultig
aufgeklart werden konnte, wird aufgrund des zellularen Phénotyps der FA-Zellen ei-
ne Funktion innerhalb der DNA-Reparatur angenommen. Die Beobachtung, dass
Schaden, die durch DNA-quervernetzende Reagenzien wie Mitomycin C gesetzt wer-
den, in FA-Zellen nicht adaquat repariert werden kbénnen, ist nicht nur ein diagnosti-
sches Mittel [56]. Es wird angenommen, dass diese Art von DNA-Schaden Uber die
Bildung von Doppelstrangbriichen mittels homologer Rekombination (HR) behoben
werden, wobei die FA-Proteine mit involviert sind [76]. Es werden prinzipiell zwei un-
terschiedliche zellulare Reparaturwege, mit denen DNA-Doppelstrangbriiche (DSB)
repariert werden kdnnen, unterschieden: Die homologe Rekombination und die nicht
homologe End-zu-End-Verknipfung von freien DNA-Enden (non-homologous-end-
joning, NHEJ) [77, 78].

1.7.2. Nicht homologe End-zu-End-Verknupfung (NHEJ)

Die nicht homologe End-zu-End-Verknipfung (non homologous end joining = NHEJ)
ist eine einfache Verknipfung von gebrochenen DNA-Enden, die in der GO/G1-
Phase des Zellzyklus stattfindet. Dieser Prozess ist nicht unbedingt exakt und es
konnen durch diese Art der Reparatur Deletionen begunstigt werden. Die wichtigsten
Proteine der NHEJ sind die DNA-Proteinkinasen, die aus der katalytischen Unterein-
heit und dem Heterodimer aus KU80 und KU70 bestehen. Sie erkennen den DSB
und prozessieren die Enden. Im zweiten Schritt werden diese markierten dop-
pelstrangigen Enden mittels XRCC4-DNA-Ligase-IV-Komplex und dem Trimer
Rad50-Mrel11-Nbs1l zusammengeflugt und ligiert (siehe auch Abbildung 1.15) [79].
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Kirzlich wurde ein weiteres Protein (Cernunnos-XLF) beschrieben, Uber dessen
Funktion noch wenig bekannt ist, das jedoch in den letzten Schritten der NHEJ zu
liegen scheint [80-82].

3 5

5 3

Enderkennung l

Prozessierung l Rad50-Mrel11-Nbsl

Ligation Ligase IV-XRCC4
Cernunnos -XLF

Abb. 1.15: DSB-Reparatur durch nichthomologe End-zu  -End-Verkniipfung (NHEJ). Die Erken-
nung der DSB erfolgt durch die Proteine KU70 und KU80, die an die freien DNA-Enden binden und
ihrerseits einen Komplex mit der katalytischen Untereinheit der DNA-Proteinkinase (DNA-PKcs) ein-
gehen. Die geschadigten DNA-Enden werden durch den Trimer RAD50-Mrell-Nbsl prozessiert.
Hierdurch kdnnen einige Basenpaare verloren gehen. Die Ligation zum kontinuierlichen DNA-Molekdil
erfolgt mittels eines Komplexes aus LigaselV und XRCC4. Die genaue Funktion von Cernunnos-XLF
ist noch nicht naher bekannt. Modifiziert nach [83].

1.7.2.1. Schritte der NHEJ

Der Heterodimer KU70/80 bindet an die geschéadigten DNA-Enden und rekrutiert die
katalytische Untereinheit der DNA-Proteinkinase [84], die weitere Proteine phospho-
ryliert und damit aktiviert. Die Zusammenfiigung der markierten Enden erfordert den
trimeren Komplex aus RAD50, Mrell und Nbsl, welcher diese Enden prozessiert
[85]. Im Gegensatz zur HR wird hier jedoch kein Einzelstrang gebildet, sondern die
DNA bleibt in der doppelstréangigen Struktur. Lediglich die geschadigten Enden wer-
den proteolytisch abgebaut. Genau an diesem Schritt jedoch gehen einige Nucleoti-
de verloren, was im schlimmsten Fall eine Deletion in einem wichtigen DNA-
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Abschnitt zur Folge hat. AnschlieRend katalysiert der XRCC4-DNA-Ligase-IV-
Komplex den Ligationsschritt zwischen diesen beiden DNA-Enden [86].

1.7.2.2. Bedeutung der NHEJ

NHEJ wird hauptsachlich zur Reparatur von exogenen Schaden wie ionisierender
Strahlung angewandt. Jedoch hat die NHEJ auch physiologische Funktion, bei-
spielsweise in der V(D)J-Rekombination [87]. Wird in Mausen die NHEJ gestort, so
weisen diese eine erhdhte Sensitivitat gegenlber ionisierender Strahlung auf. Des
Weiteren war der erste DNA-Reparaturdefekt, der in der Maus identifiziert wurde, ein
Defekt in der V(D)J-Rekomination was zum Phanotyp des SCID flihrte [88].

1.7.3. Homologe Rekombination (HR)

Die homologe Rekombination ist ein sehr genauer Mechanismus, bei dem der intakte
homologe DNA-Abschnitt des homologen Chromosoms als Grundlage der Reparatur
genommen wird. Sie findet in der S/G2-Phase des Zellzyklus statt. Die HR ist jedoch
nicht nur zur Reparatur von DSB oder DNA-quervernetzenden-Schaden verantwort-
lich, sondern auch fir die Reparatur von kollabierten Replikationsgabeln [89, 90].
Ebenso ist sie an dem Schwester-Chromatid-Austausch beteiligt [91]. Der homologe
Abschnitt fur die HR stammt entweder vom Schwesterchromatid, welches nach der
Replikation der DNA in der G2-Phase zur Verfigung steht oder vom homologen
Chromatid. Grob kann die HR in drei Phasen gegliedert werden. Im ersten Schritt
wird der DSB erkannt und die DNA-Enden werden prozessiert, so dass 3'-Uberhdnge
entstehen [92]. Im nachsten Schritt finden die homologe Paarung und der Strangaus-
tausch statt. Im letzten Schritt nach erfolgter Reparatur werden die entstandenen
Verbindungen (Holliday-Verbindungen) wieder gelést. (siehe auch Abbildung 1.16).

1.7.3.1. Bindung und Prozessierung der Enden

Die initiale Erkennung von DSB scheint durch RAD52 zu erfolgen und damit gleich-
zeitig auch zwischen dem HR- oder dem NHEJ-Pfad zu entscheiden [93, 94]. Die
DNA-Enden werden von dem tetrameren Komplex aus RAD50, Mrell und Nbsl
prozessiert. Im Gegensatz zum NHEJ bleibt die DNA jedoch nicht in der dop-
pelstrangigen Struktur, sondern aus dem Doppelstrangbruch entstehen 3'-
Einzelstrange [95].

1.7.3.2. Homologe Paarung und Strangaustausch

Der eigentlich zentrale Schritt in der HR ist die homologe Paarung. RAD51 polymeri-
siert auf einzelstrangige DNA zu helikalen Nukleoproteinfilamenten, welche die Ein-
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wanderung in doppelstrangige DNA mediiert [96]. Jedoch ist dieses Protein nur in der
Interaktion mit weiteren Proteinen wirksam. RAD52 scheint die komplementéare ein-
zelstrangige DNA zu binden und mit Hilfe von RPA die Bindung von RAD51 zu er-
leichtern [97]. Des Weiteren sind funf RAD51-&hnliche Proteine, auch RAD51-
Paraloge genannt, (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, XRCC3) ndétig, damit
RADS51 effektiv arbeiten kann sowie deren Interaktionen mit BRCA1, BRCA2 sowie
FANCJ/BRIP1 [98, 99]. Ebenso stimuliert auch RAD54 die RAD51-katalysierte Aus-
tauschreaktion [100] und scheint dafir verantwortlich zu sein, dass der homologe
Abschnitt auf der doppelstrangigen DNA gefunden wird. Dabei gibt es zwei unter-
schiedliche Modelle. Nach Ristic [101] findet RAD54 den homologen Abschnitt an
gepaarter Doppelstrang-DNA. Mazin hingegen [102] postuliert, dass die DNA lokal
zuerst separiert wird, damit RAD54 den homologen Abschnitt findet. Erwahnenswert
ist, dass BRCA2 direkt RAD51 Uber sogenannte BRC-Repeats bindet [103, 104] und
die Oligomerisierung von RAD51 reguliert [105, 106]. Nach erfolgter Paarung der
homologen Abschnitte wird mittels DNA-Polymerase der Defekt aufgefillt.

1.7.3.3. Auflésung der Holliday-Verbindung.

Ein Heterodimer aus MUS81 und MMS4 mediiert die Auflésung der Holliday-
Verbindung, so dass wieder zwei homologe Strdnge entstehen und der DSB ohne
Informationsverlust repariert werden kann [107].

1.7.3.4. Regulation der HR

Die Regulation der HR ist ein sehr komplexer und streng regulierter Prozess. Inte-
ressant an dieser Stelle ist, dass monoubiquitiniertes FANCD2 mit BRCA1, aber
auch mit RAD51, kolokalisiert und direkt interagiert [21, 108]. Auch FANCD1/BRCA2
interagiert mit RAD51 [109]. Es scheint hierbei zwei Funktionen zu haben: die Unter-
driickung unerwtinschter HR und die Stimulierung im Bedarfsfall.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Proteine nehmen eine zentrale Funktion in der Re-
paratur von DNA-quervernetzenden Schaden ein, besonders im Hinblick auf die HR.
FA-Zellen zeichnen sich gerade durch einen Defekt in der Reparatur dieser Schaden
aus. Die Identifikation von BRCA2 als ein FA-Gen und seine zentrale Positition in
dem FA-Stoffwechselweg bestatigte die Annahme, dass FA-Proteine an der HR be-
teiligt sind. Diese Parallelitat macht jedes der erwahnten Proteine zu einem potentiel-
len Kandidatengen fir die noch fehlenden FA-Gene.
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Abb. 1.16: Doppelstrangbruchreparatur mittels homol oger Rekombination (HR) . Die unterschied-
lichen Farben stellen die doppelstrangige DNA mit der homologen Sequenz dar. Die Buchstaben a
und b markieren als Beispiel zwei zueinander homologe Loci. Im ersten Schritt der HR wird der DSB
erkannt und mittels RAD52 markiert. Der trimere Komplex RAD50-Mrel1-Nbs1 prozessiert diesen
DSB, indem er mittels nukleolytischem Verdau 3‘-Uberhange produziert. An diese Einzelstrange po-
lymerisiert das RAD51-Protein mit Hilfe einer Reihe anderer Proteine: RPA (= Replikationsprotein A),
RAD52, BRCAL1 und BRCA2 sowie die RAD51 Homologen XRCC2, XRCC3, RAD51B, RAD51C,
RAD51D. RAD54 suchen auf dem Schwesterchromatid nach dem homologen DNA-Abschnitt und das
Nucleoproteinfilament invadiert die doppelstrangige DNA. Nach dem Strangaustausch und der Paa-
rung zwischen den homologen Abschnitten wird die DNA-Synthese von der DNA-Polymerase und
ihren zugehorigen Faktoren erméglicht und der Bruch wird aufgefiillt. Uber die sogenannte Holliday-
Verbindung l6sen sich die zwei DNA-Strange wieder voneinander und nach der Ligation ist der DSB
ohne Verlust an Information repariert worden. Modifiziert nach [83].
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1.8. Aufgabenstellung

Diese Arbeit hat zwei unterschiedliche Schwerpunkte. Einerseits wurden neu diag-
nostizierte Patienten subtypisiert, d.h. es wurde versucht, sie einer der bereits be-
kannten Komplementationsgruppen zuzuordnen.

Da darliber hinaus einige Patienten bisher keiner der bekannten Komplementati-
onsgruppen zugeordnet werden konnten, gehen wir davon aus, dass noch mehr als
die bisher bekannten Komplementationsgruppen existieren. Daher war das zweite
Ziel dieser Untersuchung, Kandidatengene fir FA anhand der noch nicht klassifizier-
ten Patienten zu untersuchen. Die gewahlten Kandidatengene sind alle DNA-
Reparaturgene und in der homologen Rekombination involviert (RAD51, seine Ho-
mologe RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 und XRCC3; XPF, ERCC1, hSNM1,
RAD54B und BRCA1). Nach der retroviralen Klonierung dieser Kandidatengene wur-
den primare Fibroblasten dieser Patienten mit ihnen transduziert. Im Folgenden wur-
den sie analog zum Subtypisierungsprotokoll mit der DNA-quervernetzenden Sub-
stanz MMC behandelt und ihr Zellzyklusverhalten analysiert.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

Im Folgenden wird die Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Puffer
beschrieben, die nach dem Laborhandbuch ,Molecular Cloning“ (Sambrook et al.,
1989) angefertigt wurden.

2.1.1. Chemikalien

Angesetzt wurden Loésungen und Puffer mit hochreinem Milli-Q-Wasser (Millipore
GmbH, Eschborn) und fur 20 min bei 121<C und 2-3 bar autoklaviert sofern sie fur
Bakterienkultivierungen eingesetzt wurden. Nicht autoklavierbare Losungen wurden,
wenn notwendig, durch Sterilfilter mit einer Porengrof3e von 0,2 um (Corning Costar,
Bodenheim) filtriert. Wenn nicht anders aufgeftihrt, wurden Chemikalien der Firmen
Sigma (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) oder Serva (Heidelberg)
mit dem Reinheitsgrad p.a. verwendet.

2.1.1.1. Plasmid-DNA Isolierung:

Puffer 1 Puffer 2 Puffer 3
50 mM Glucose 0,2 N NaOH 60 ml 5 M Kalium Acetat

25 mM Tris/HCI, pH 8,0 1% SDS 11,5 ml Eisessig
10 mM EDTA, pH 8,0 28,5 ml H,O
100 mg/l RNAse

1x TAE-Puffer

1x TE-Puffer

40 mM Tris-Acetat, pH 7,5
1 mM EDTA
10 mM EDTA, pH 8,0
100 mg/l RNAse

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

Transformationspuffer 1

Transformationspuffer 2

100 mM RbCI
50 mM MnCl,
30 mM KAc
10 mM CacCl,
15% Glycerol

10 mM MOPS
75 mM CacCl,
15% Glycerol

Einstellen pH auf 5,8 mit Eisessig Einstellen pH auf 6,8 mittels NaOH
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2.1.2. Plasmide
2.1.2.1. Kandidatengene

Von Prof. Detlev Schindler:
pCMVTag3B/RAD51A
pCMVTag3B/RAD51B
pCMVTag3B/RAD51C
pCMVTag3B/RAD51D
pCMVTag3B/XRCC2
pCMVTag3B/XRCC3
pS11ERCCILIEG
pS11RAD54BIEG
pS11DCL1AIEG (=hSNM1)
pS11XPFIEG

pS11FL*IEG

von Prof. Ronald Kanaar
pcDNA3/SNM1
pcDNA3/XPF

Von Prof. Dieter Niederacher
pCR3/BRCAl

pS11IEG3
pS11IN
pS11EGIN
PgMEG5AB

2.1.2.2. Env-Expressionsplasmide

Fur die transiente Virusherstellung in HEK 293T-Zellen wurden folgende Env-

Expressionsplasmide verwendet:

pHIT60 gag-pol-Expressionskonstrukt [110]

pczVSV-G  Expressionskonstrukt fir das Glykoprotein G von VSV [111]

Beide Plasmide wurden von Herrn PD Dr. Dirk Lindemann, Institut fur Virologie der

Universitat Dresden, zur Verfigung gestellt.
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2.1.3.  Nukleinsauren und Oligonukleotide
2.1.3.1. Gro6Ren- und Molekulargewichtsstandards

1 kb plus DNA Leiter (Invitrogen, Karlsruhe): 100 bp bis 12 kb

2.1.3.2. Oligonukleotide fur Sequenzierung

S11IEG3 5’MCS: CGCGTCTTGTCTGCTGCAGC
IRES 3 AGCGGCTTCGGCCAGTAACGT
MWG, Biotec Ebersberg

2.1.4. Kits

Rapid DNA Ligation Kit: Roche, Mannheim

Big Dye® Terminator v1.1 cycle sequenzing kit: Applied Biosystems, Foster City
Template suppression reagent: Applied Biosystems, Foster City,

POP-6, Applied Biosystems

Plasmid-Maxi-Preparation-Kit: Qiagen, Hilden

DyeEx 2.0 Spin Kit: Qiagen, Hilden

NucleoSpin Extract Kit: Macherey-Nagel, Diren

2.15. Zellen
2.1.5.1. Adharent wachsende Zelllinien

293T humane embryonale Nierenzellen, die stabil das SV40 Large-T-Antigen
exprimieren [112]. Die Zellen wurden von Herrn Prof. Dr. Rethwilm, Institut
fur Virologie der Universitat Wirzburg, zur Verfiigung gestellit.

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

2.1.5.2. Retrovirus-Produzentenzelllinie

Fur die stabile Produzentenzellline wurde pgMEG5AB, eine auf pgl3-Zellen [113]
basierte stabile Produzentenzelllinie benutzt, die GALV-pseudotypisierte EGFP-
exprimierende MLV-Partikel freisetzt [58]. Als Vektor dient hier der MSCV 2.1 [114].

2.1.5.3. Primare Zellen

Die Fibroblasten von FA-Patienten wurden in einer Kooperation mit Prof. Dr. Arleen
Auerbach, IFAR, New York, anonymisiert zur Verfligung gestellt oder stammten von
Prof. Dr. Detlev Schindler, Humangenetik, Wirzburg. Alle Patienten bzw. deren An-
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gehdrigen haben sich damit einverstanden erklart, dass die Zellen fur die Forschung
verwendet werden.

2.1.6. Medien und Zusatze

Die zur Kultur der eukaryotischen Zelllinien verwendeten Medien wurden vor ihrer
Verwendung mit 10% (v/v) fétalem Kalberserum (FKS; Gibco/BRL, Karlsruhe), 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco/BRL) und 2 mM Glutamin (Gib-
co/BRL) versetzt. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glukose
(Gibco/BRL) wurde zur Kultivierung adharent wachsender Zelllinien benutzt. Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) (Sigma) wurde bei der Kultivierung von 293T-
Zellen und pgMEG5AB-Produzentenzellen bei der Virusproduktion eingesetzt.

2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Techniken

2.2.1.1. Herstellung transformationskompetenter Bak  terien

Zur Vermehrung der Plasmide wurden die E. coli-Stamme GM48, SCS110 und DH5a
verwendet. Aus einer bei —80C gelagerten Glycerink ultur wurde ein Vereinzelungs-
ausstrich dieser E.coli-Stamme auf einer LB-Agarplatte (Sigma) durchgefihrt und bei
37T Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Morgen wurde eine Kolonie mit einer steri-
len Pipettenspitze gepickt und in 5 ml LB-Medium (Sigma) tber Nacht bei 37<C und
180 rpm (rounds per minute) inkubiert. Am darauffolgenden Morgen wurden 100 m|
LB-Medium mit 1 ml dieser Vorkultur beimpft und bis zu einer optischen Dichte von
0,5 (As00) inkubiert. Danach blieben die Bakterien fiir 5 Minuten auf Eis und wurden
daraufhin sedimentiert (10 Minuten, 750 x g, 4C). Dieses Sediment wurde in 40 ml
Transformationspuffer 1 resuspendiert, fir 90 Minuten bei 4C inkubiert und an-
schlieBend zentrifugiert. Das entstandene Sediment wurde in 8 ml Transformations-
puffer 2 aufgenommen und zu je 100 pul aliquotiert. Diese Aliquots wurden sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80C g elagert.

2.2.1.2. Transformation von Bakterien

Transformationskompetente Bakterien (100 ul) wurden auf Eis aufgetaut (ca. 10
min), mit < 0,1 pg Plasmid-DNA bzw. mit 7 pl eines Ligationsansatzes versetzt, vor-
sichtig vermischt und weitere 20 min auf Eis gelassen. Der Hitzeschock fiir die Auf-
nahme der Vektoren in die Zellen erfolgte fiir 90 sec bei 42<C. Anschliel3end wurden
sie sofort auf Eis abgekuhlt, 800 ul vorgewarmtes LB-Medium wurden hinzu gegeben
und bei 37C und 180 rpm inkubiert. Nach einer Stun de wurden 200 pl dieses Ansat-
zes auf eine vorgewarmte Agarplatte mit dem entsprechenden Selektionsantibioti-
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kum ausgestrichen. Als Selektionsmarker fir erfolgreich transformierte Bakterien
wurden Ampicillin bzw. Kanamycin verwendet (100 pg/ml, Serva). Die Kultivierung
erfolgte im Brutschrank bei 37<C Uber Nacht, bis de utlich sichtbare Einzelkolonien zu
identifizieren waren.

2.2.1.3. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Es wurden zwei Methoden angewandt, um high-copy-Plasmid-DNA aus Bakterien zu
isolieren. Wurden grof3ere Mengen bendtigt, wurde die praparative Aufreinigung die-
ser Plasmid-DNA mit dem ,Plasmid Maxi-Preparation Kit* der Firma Qiagen nach
Anweisung des Herstellers durchgefuhrt. Das Sediment wurde in TE-Puffer aufge-
nommen.

Wurde die Plasmid-DNA fur einen analytischen Verdau zur Identifizierung positiver
Klone nach Transformation bendtigt (Mini-Prep), so wurde sie nach dem Protokoll in
dem Laborhandbuch ,Molecular Cloning (Sambrook et al., 1989) isoliert. Hierzu wur-
den 2 ml Bakterienkultur zentrifugiert (1 min, 15.000 x g) und das Sediment in 300 pl
des Puffers 1 resuspendiert. 300 ul von Puffer 2 wurden hinzugefiigt, vorsichtig ver-
mischt und 5 min bei Raumtemperatur gelagert. AnschlieRend wurden 300 pl von
Puffer 3 zugegeben und nach 10 min Inkubation auf Eis bei 4C fiur 15 min bei
15.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR umgefiillt und die
darin enthaltene Plasmid-DNA mit 600 pl Isopropanol prazipitiert. Nach 30 min
Zentrifugation (Raumtemperatur, 15.000 x g) wurde der Uberstand erneut umgefuillt
und mit 200 pul 70%igem Ethanol gewaschen. Danach wurde 10 min bei Raumtempe-
ratur und 15.000 x g zentrifugiert und das Sediment in einem entsprechenden Volu-
men TE-Puffer resuspendiert.

2.2.1.4. DNA-Mengenbestimmung durch Absorptionsmess  ung

Die Konzentration der verwendeten DNA-haltigen Losungen wurde mittels Absorpti-
on in einem Spektralphotometer gemessen. Nach Durchtritt der Strahlung durch eine
Quarzkuvette von 1 cm Dicke entspricht eine optische Dichte von 1 einer Konzentra-
tion von 50 pg/ml doppelstréangiger DNA. Die Darstellung der Absorption zwischen
210 und 310 nm erlaubte Ruckschlisse auf die Reinheit der DNA, wobei das Maxi-
mum dieser Kurve bei 260 nm liegen sollte. Der Quotient bei 260 nm und 280nm soll-
te zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.1.5. Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wurde sowohl bei der Kontrolle von Klonierungen als auch
zum Design neuer Plasmide eingesetzt (Enzyme und Puffer von New England Bio-
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labs, Frankfurt). Dazu wurden bis zu 1 pug DNA in einem Gesamtvolumen von 20 pl in
dem entsprechenden Reaktionspuffer mittels Restriktionsenzym 1 h lang verdaut.
Die Temperatur war abhangig von dem verwendeten Enzym. War die eingesetzte
DNA-Menge gréfRer, wurde das Reaktionsvolumen und die Inkubationszeit entspre-
chend verlangert.

Zur Kontrolle nach einer Klonierung wurde einerseits ein Einzelverdau durchgefuhrt.
Hier wurde ein Enzym gewahlt, dessen Schnittstelle im entsprechenden Insert lag
und das nur dann das Plasmid linearisierte, wenn es das Insert enthielt. Sollte zu-
satzlich die Orientierung des Insertes untersucht werden, wurden entweder mehrere
Enzyme oder ein Enzym mit mehreren Schnittstellen eingesetzt. Dabei wurden die
Enzyme so ausgesucht, dass der Verdau mit ihnen je nach Orientierung des Inserts
unterschiedlich groRe Fragmente lieferte. Die Beurteilung der Fragmentlange erfolgte
mittels Agarosegelelektrophorese (Agarose von Biozym, Hessisch Oldendorf).

2.2.1.6. Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese diente sowohl der Identifizierung von DNA-Fragmentengrof3en
nach Restriktionsverdau als auch zur Auftrennung von DNA-Fragmenten und an-
schlielBender Isolierung fur weitere Klonierungsexperimente.

Die Agarosekonzentration wurde zwischen 0,8 und 2% gewahlt, je nach GroRRe der
aufzutrennenden DNA-Fragmente. Die Agarose wurde in der entsprechenden Menge
TAE-Puffer durch Kochen gelést und anschlie3end mit 100 ng/ml Ethidiumbromid
versetzt. Das Gel wurde in dem daflir vorgesehen Geltrdger gegossen und nach dem
Erstarren in eine Kammer mit TAE-Laufpuffer gelegt. Die zu analysierenden Proben
wurden mit einem Ladepuffer aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei einer angelegten
Feldstarke von ca. 5 V/cm. Nach Anregung im UV-Licht konnten die DNA-Banden
aufgrund ihrer Wanderungsstrecke im Vergleich zu einem Langenstandard identifi-
ziert werden.

2.2.1.7. DNA-Elution aus Agarosegelen sowie Aufrein  igung von DNA

Um DNA aus Agarosegelen zu eluieren oder nach enzymatischem Verdau aufzurei-
nigen, wurde das ,NucleoSpin Extract Kit* von Macherey-Nagel, Diren, nach Anwei-
sung des Herstellers, benutzt.

2.2.1.8. Dephosphorylieren der Vektorenden

Wurde der Vektor fur Klonierungsexperimente nur mit einem Restriktionsenzym ge-
schnitten, bestand die Gefahr, dass er wahrend der Ligationsreaktion wieder mit sich
selbst ligierte. Um dies zu verhindern, wurde mittels alkalischer Phosphatase die
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Phosphatgruppe am 5’-Ende entfernt. Da eine Bindung zwischen zwei DNA-
Fragmenten nur unter Abspaltung einer freien Phosphatgruppe ausgebildet werden
kann, wurde so eine Re-Ligation verhindert und es entstanden im Idealfall nur re-
kombinierte Plasmide mit einem Insert. AnschlielBend wurde das Restriktionsenzym
durch Erhitzen auf 65T inaktiviert.

2.2.1.9. Ligation

Vor dem Einsatz der Vektoren und DNA-Fragmente in der Ligation wurden diese
aufgereinigt (s.0.) und mit 30 pl Elutionspuffer eluiert. Die Ligation wurde mit dem
.Rapid DNA Ligation Kit* der Firma Roche, Mannheim, nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Dabei wurden Vektor-DNA und Insert-DNA in einem molaren Verhalt-
nis von 1:2 eingesetzt.

2.2.1.10. Sequenzierung

Fur die Sequenzierung der zuvor in Bakterien amplifizierten und durch eine Plas-
midpraparation gewonnenen DNA der rekombinanten Plasmide wurde das ,Big
Dye® Terminator v1.1 cycle sequenzing kit“ in einem Gesamtvolumen von 20 pl ge-
nutzt. Die anschlielRende Reaktion erfolgte im Biometra Thermocycler mit Heizdeckel
nach folgendem Schema: 26 Zyklen, 96C 30 sec, 55C 30 sec, 60C 4 min, 4C
Pause.

Zur Aufreinigung des Produktes wurde das ,DyeEx 2.0 Spin Kit* von Qiagen einge-
setzt. Das entstandene Sediment wurde fir 5 min in einer Speed-Vac-Zentrifuge
(Plus SC110A, Savant) getrocknet und in 30 ul "template suppression reagent” auf-
genommen. Die Denaturierung der Proben erfolgte fur 2 min bei 90C. Die Sequen-
zierung erfolgte mit der Matrix POP-6 im ABI Prism® 310 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems.

2.2.2.  Zellkulturtechniken
2.2.2.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die verwendeten Zellen wurden in Zellkulturgefal3en (Corning Costar, Bodenheim;
BD Falcon, Bedford, MA, USA) mit Kulturmedium in dafiir vorgesehenen Inkubatoren
bei 37T in feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare mit 5% CO2 kultiviert. Abh&ngig von
der Proliferationsrate wurden die Zellen zwei- bis dreimal pro Woche passagiert. Da-
zu wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden mit Ca®*/Mg* -freier Phosphat-
gepufferter Saline (PBS; PAA, Coélbe) gewaschen und fir 8 — 10 Minuten mit einer
Trypsin/EDTA-L6sung (0,05%/0,02% w/v; PAA) im Brutschrank inkubiert. Die abge-
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|6sten Zellen wurden in Medium resuspendiert und 1:4 bis 1:20 (bezogen auf die
Ausgangszellzahl) in neue Zellkulturflaschen tGberfihrt.

Die Bestimmung von Zellzahlen erfolgte nach Trypanblau (Sigma)-
Ausschlussfarbung und Auszahlung lebender Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer.

2.2.2.2. Kryokonservierung adharent wachsender euka  ryotischer Zellen

Fur die Langzeitlagerung wurden die mit Trypsin abgelosten Zellen zentrifugiert (200
x g, 5 Minuten, RT) und in Medium resuspendiert (1-10° bis 1-10° Zellen/ml). Nach
Zusatz von 5% (v/v) Dimethylsulfoxid (Sigma, St. Louis, USA) wurde die Zellsuspen-
sion in Kryoréhrchen (Corning Costar, Bodenheim) Uberfihrt und in Isopropanol-
gefullten Einfriercontainern (Nalgene Labware, Rochester, USA) zunachst bei —-80C
eingefroren. Am nachsten Tag wurden die Réhrchen in Tanks mit flissigem Stickstoff
Uberfuhrt. Die Réhrchen wurden in den Stickstofftanks nach Mdglichkeit in der Gas-
phase gelagert. Zur Rekultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen in einem 37T
Wasserbad aufgetaut und unmittelbar nach dem Auftauen in eine Flasche oder Platte
mit Kulturmedium Gberfuhrt. Nach 8-24 Stunden wurde das Medium gewechselt, um
das DMSO zu entfernen.

2.2.2.3. Transiente Herstellung retrovirushaltiger Uberstande

Fur die Transfektion wurden ecoFNX sowie 293T-Zellen verwandt. Die 293T-Zellen
wurden mit drei Plasmiden kotransfiziert, welche die fur die Viruspartikelbildung not-
wendigen Gene und den Transfervektor mit dem gewilnschten Transgen enthielten.
Es wurden ein gag-pol-Expressionskonstrukt, ein env-Expressionskonstrukt und ein
retroviraler Vektor, der das Transgen enthielt, verwendet. Die Verteilung der benotig-
ten Gene auf verschiedene Plasmide diente dazu, die Wahrscheinlichkeit zu verrin-
gern, dass sich durch Rekombination replikationsfahige Retroviren bilden kdnnen.
Fur die Transfektion der 293T-Zellen wurde das Reagenz FUGENE 6 (Roche, India-
napolis) verwendet. Am Tag vor der Transfektion wurden 4,5 x 10° 293T-Zellen in
einem Volumen von 10 ml in 10 cm Kulturschalen ausgesat. Fur die Transfektion
wurden dann 940 ul zusatzfreies Medium (DMEM; Gibco/BRL, Karlsruhe) 45 pl
Transfektionsreagenz (FUGENE 6, Roche) gemischt und 5 min bei RT inkubiert. An-
schlieBend wurden je 5 ug Plasmid-DNA hinzugegeben und nach 15 min Inkubation
auf die Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt. Statt
DMEM wurde Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, Gibco/BRL, Karlsruhe)
verwendet, denn dieses HEPES-haltige Medium besitzt eine groRere Pufferkapazitat
und verringert somit die Gefahr einer Virusdegeneration durch einen sauren pH-
Wert. 24 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel wurde das virushaltige Medium
von den Platten abgenommen und filtriert (Filter von Millipore, Schwalbach, oder
Corning Costar, PorengréRe 0,45 um), um einen zellfreien, virushaltigen Uberstand
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zu generieren. Der so gewonnene Uberstand wurde entweder frisch verwendet oder
bei -80C eingefroren.

Des Weiteren wurden fir die Produktion von onkoretroviralen Vektoren sogenannte
Verpackungszellen benutzt (ecoFNX) [115], die stabil die viralen Proteine Gag, Pol
und das ecotrope Env exprimieren. In diese Zellen wird der Vektor mit dem eigentli-
chen Zielgen transient eingebracht und es kénnen hochtitrige Uberstande geerntet
werden. Dabei wurde nach dem oben genannten Protokoll verfahren, jedoch wurden
in 960 pl zusatzfreies Medium 30 ul Transfektionsreagenz gemischt und nach 5 min
Inkubation 10 pug Plasmid-DNA hinzugegeben.

2.2.2.4. Erzeugung virushaltiger Uberstande mit sta  bilen Produzentenzelllinien

Es wurden 50.000 pgl3-Zellen je Vertiefung einer 6-Loch-Platte, welche vorher gela-
tiniert wurde [0,1% (w/v); Sigma], ausgesat. Am nachsten Tag wurden diese Zellen
mit virushaltigen Uberstanden transduziert, wobei 10 pg/ml Protaminsulfat (Sigma)
zugegeben wurde. Protaminsulfat ist ein Polykation, von dem gezeigt wurde, dass es
die Transduktionseffizienz erhdht [116]. Man nimmt an, dass die initiale unspezifi-
sche Bindung zwischen Retrovirus und Zielzelle durch Polykationen erhéht wird, in-
dem diese die elektrostatische Abstol3ung zwischen den Membranen aufheben [117].
24 Stunden nach der Transduktion wurde das Medium gewechselt. Waren die Zellen
80% bis 90% konfluent, wurde anstelle von DMEM IMDM als Medium zur Virusernte
verwendet (s.0.). 24 Stunden nach diesem Mediumwechsel wurde das virushaltige
Medium abpipettiert und filtriert. Die zellfreien Uberstande wurden entweder sofort
eingesetzt oder bis zu einer Verwendung aliquotiert bei -80C gelagert. Die Zellen
wurden mit frischem Medium versorgt. Diese Transduktion der Zellen wurde bis zu
dreimal wiederholt. Master-aliquots der Zellen wurde eingefroren und bei Bedarf re-
kultiviert, um erneut virushaltigen Uberstand zu gewinnen.

2.2.2.5. Titration

Der Virustiter ist ein MafR dafur, wie viele Viruspartikel pro Volumeneinheit im Uber-
stand enthalten sind. Die Titer der hergestellten Uberstande wurden funktionell durch
die Resistenz von transduzierten Zellen aufgrund der Expression des Resistenzgens
gegen das Neomycinanalog G418 ermittelt. Als Zielzellen fir die Titration wurden
HT1080-Zellen verwendet. 35.000 HT1080-Zellen wurden je Vertiefung einer 6-Loch-
Platte ausgesat. Am folgenden Tag wurden die Zielzellen mit zunehmenden Verdin-
nungen (10 bis 10°°-verdiinnt, 1 ml/Loch) der Uberstande transduziert und 10 pg/ml
Protaminsulfat (Sigma) zugegeben. 24 Stunden nach der Transduktion erfolgte ein
Mediumwechsel und 72 Stunden nach der Transduktion wurde dem Medium das
Neomycinanalogon G418 (Gibco/BRL, Karlsruhe) in einer Konzentration von 0,6 - 0,8
mg/ml aktive Substanz zugesetzt. Die Selektion auf G418-resistente Zellen erfolgte

35



Material und Methoden

Uber einen Zeitraum von 7 -10 Tagen mit einem Medium/G418- Wechsel alle 48 — 72
Stunden. Innerhalb dieser Zeit waren alle nicht transduzierten Zellen einer Kontroll-
platte abgestorben.

Die Auswertung des Titers erfolgte mittels Methylenblaufarbung der gewachsenen
Kolonien. Hierzu wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit einer 33%igen
Methylenblauldsung gefarbt. AnschlieRend wurden die gefarbten Kolonien gezahlt,
wobei sich der Titer aus der Verdinnung und der Anzahl der Kolonien errechnet
(Einheit: colony forming unit (CFU/ml)).

2.2.2.6. Transduktion von Patientenfibroblasten

Die Mehrzahl der verwendeten Patientenfibroblasten wurden aus flissigem Stickstoff
aufgetaut (s.0.) und auf gelatinierte 10 cm-Platten expandiert. Fibroblasten, die auf
dem Postweg die Klinik erreichten, wurden noch am selben Tag auf neue gelatinierte
10 cm-Platten umplattiert und auf diesen expandiert. Einen Tag vor der Transduktion
wurden die Zellen in gelatinierte T25-Zellkulturflaschen umgesiedelt. Dabei wurde die
Anzahl der auszusdenden Zellen so gewahlt, dass sie 50% des Flaschenbodens be-
deckten. Die Transduktion erfolgte mit virushaltigem Uberstand, wobei 2,5 — 4 ml pro
T25-Zellkulturflasche verwandt wurden. Zusétzlich wurden 10 pg/ml Protaminsulfat
hinzugegeben. 24 Stunden nach der Transduktion erfolgte ein Mediumwechsel und
48 - 72 Stunden nach der Transduktion wurde bei einigen Konstrukten dem Medium
G418 in einer Konzentration von 0,8 mg/ml zugesetzt. Die Selektion auf G418-
resistente Zellen erfolgte solange, bis auf der Kontrollplatte (nicht transduzierte Zel-
len) alle Zellen abgestorben waren. Abhéngig von der Proliferationsrate wurden die
Zellen ein- bis zweimal pro Woche passagiert.

2.2.2.7. MMC-Behandlung von Patientenfibroblasten

Nach der G418-Selektion wurden die Fibroblasten erneut gesplittet und am folgen-
den Tag dem Medium Mitomycin C in einer Konzentration von 10 ng/ml (= 33 nM)
zugegeben. Die Inkubation erfolgte Uber drei Tage. AnschlieRend wurden die Zellen
fur die Zellzyklusanalyse geerntet.

2.2.2.8. Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytome  trie

Da bei der Zellzyklusanalyse der DNA-Gehalt der Zellen gemessen wird, sind nur die
Zellkerne der Fibroblasten mittels Durchflusszytometrieanalyse nétig. Um diese zu
erhalten, wurden die Zellen wie folgt verarbeitet. Im ersten Schritt wurden die Zellen
intensiv gewaschen und anschlieRend mittels Trypsin von den Kulturplatten gelést.
Die trypsinierten Zellen wurde mit 600 pl BSA-L6sung (1 %ig in PBS) gewaschen.
Die Zellen wurden abgenommen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefald tberfuhrt und 10
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min bei 7C und 500 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 300 pl BSA-L6ésung
resuspendiert und anschlieRend wieder sedimentiert. Dieses Sediment wurde in 300
ul eiskaltem PBS aufgenommen. Unter stdndigem Vortexen wurden insgesamt 800
ul 98%iger Ethanol zur Fixation hinzugetropft. Die Lagerung der Zellkerne erfolgte
bei —20C fur mindestens 24h. Nach dieser Lagerung wurden die Zellkerne sedimen-
tiert (10 min, 600 x g, 4C) und in 300 ul RNase-L6 sung (100 pug/ml RNase) re-
suspendiert. Nach einer 15 minltigen Inkubation bei 37C wurden die Zellkerne 10
min bei 10C und 1000 x g zentrifugiert. Der Uberst and wurde abgenommen und das
Sediment gevortext. Abhangig von der Grof3e dieses Sediments wurde es in 100 bis
200 pl FACS-Puffer [0,5% BSA (w/v) in PBS, 10 pg/ml Propidiumiodid (PI; Sigma)]
aufgenommen und fiir 10 min bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Nach Uber-
fuhren in FACS-R6hrchen (BD Falcon) erfolgte die Messung mit einem FACScan
oder FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg). Je nach Fragestellung wurden
10.000 bis 20.000 Ereignisse bei maximal 300 events/sec aufgenommen. Die Aus-
wertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms ,CellQuest" (Becton Dickinson);
die Analysen dieser Daten mittels ModFit ® (Verity Software House).

2.2.2.9. Fluoreszenzmikroskopie

Um zu Uberprifen, ob eine Transfektion oder Transduktion erfolgreich war, wurde die
EGFP-Expression fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Fluoreszenzmikrosko-
pie erfolgte mit einem inversen Durchlichtmikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss, Ober-
kochen), das mit einer Quecksilberlampe ist. Die Transfektionsrate bzw. die Trans-
duktionsrate — also der Anteil an grin leuchtenden Zellen — wurde mittels FACS er-
mittelt.

Abb. 2.1: Grin fluoreszierende Fibroblasten: Menschliche Fibroblasten in Zellkultur, die mit dem
S11IEG3-Vektor transduziert wurden und das griin fluoreszierende Proteine EGFP (enhanced green
fluorescent protein) exprimieren.
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3. Ergebnisse
3.1. Typisierung
3.1.1. Transduktion von Patientenfibroblasten und T ypisierung

Die Transduktion von Fibroblasten erfolgte in T25-Zellkulturflaschen mit virushalti-
gem Uberstand, der von stabilen Produzentenzelllinien gewonnen wurde. 24 Stun-
den nach der Transduktion erfolgte ein Mediumwechsel.

Patienten mit neu diagnostizierter Fanconi-Andmie werden madglichst schnell einer
Komplementationsgruppe (siehe Einleitung) zugeordnet. Hierzu standen alle bisher
bekannten Fanconi-Andmie-Gene (FANCA, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF,
FANCG, FANCL), in Retroviren eingebaut, zur Verfigung. Mit retrovirushaltigen
Uberstanden wurden die Patientenzellen transduziert. Als Zielzellen kénnen sowohl
Fibroblasten als auch lymphoide Zellen (B- und T-Zellen) verwendet werden. In die-
ser Arbeit wurden ausschlief3lich Fibroblasten untersucht, die aus Amnionflissigkeit,
der Haut oder dem Knochenmark gewonnen wurden.

3.1.2. Transduktionsschema:
3.1.2.1. G418-Selektion

Samtliche Retroviren mit FA-Genen, aul3er dem S11FLIEG-Vektor, enthalten ein Ne-
omycin-Resistenz-Gen (siehe Vektorkarten, Abbildung 3.1 und 3.2). Mit Hilfe dieses
Resistenzgenes kann eine Selektion zwischen transduzierten und nicht transduzier-
ten Zellen vorgenommen werden. Hierbei sterben die nicht transduzierten Zellen un-
ter G418-Therapie ab, da sie das Neomycinanalogon nicht abbauen kénnen. Die Se-
lektion mit G418 wird solange durchgefuhrt, bis alle Fibroblasten abgestorben sind,
die mit einem Retrovirus transduziert worden sind, welches keine G418-Resistenz
(= NEO-R) tragt (MEG5AB). Diese Selektion dauert im Schnitt eine Woche. Als zwei-
te Selektionskontrolle werden die Fibroblasten zeitgleich in einem weiteren Kulturge-
fall mit einem Retrovirus transduziert, welches eine NEO-R sowie ein EGFP-Gen
tragt (S11EGIN). EGFP ist ein Protein, welches unter UV-Anregung grin leuchtet.
Nach der einwochigen Selektion mit G418 missen alle Fibroblasten, die mit
S11EGIN transduziert wurden und noch leben, nach Anregung mit blauem Licht grin
leuchten. Mit dieser G418-Selektion wird erreicht, dass bei den folgenden Untersu-
chungen dieser Fibroblasten gewéahrleistet ist, dass alle Zellen mit einem Retrovirus
infiziert wurden und auch das zu testende FA-Gen enthalten. Somit kbnnen nicht-
infizierten Zellen das Ergebnis nicht verfalschen. Der Vektor mit FANCL enthalt keine
Neo-R, d.h. hier kann keine G418-Selektion vorgenommen werden. Die Trans-
duktionseffizienz wird in diesem Fall Gber den prozentualen Anteil an grin leuchten-
den Zellen im FACS ermittelt.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des FANCL-Retrovirus und s einen Kontrollen . Im Gegen-
satz zu den Ubrigen untersuchten Fanconi-Anamie-Genen wurde das FANCL-Gen nicht in einen Vek-
tor mit einem Neomycinresistenzgen kloniert. Als Markergen enthalten diese Konstrukte das grin
fluoreszierende Protein (EGFP, enhanced green fluorescent protein). Es stammt von dem grin fluo-
reszierenden Protein (GFP) des Jellyfisches Aequorea victoria.

2 kb 4 kb 6 kb
S11IN
S11EGIN
S11FAIN FANCA : IRESENEO
MFCPN FANCC %EE
S11D2IN ~ FANCD2 RES ENEO
S11FEIN FANCE |RE3$
LFFPN FANCF J#PK =NEO==
S11FGIN FANCG IRES “NEO—~
Abb. 3.2: Schematische Darstellung der verwandten Retroviren : Die proviralen Genome werden

zu beiden Seiten von den im Laufe der reversen Transkription gebildeten ,long terminal repeats”
(LTRs) abgeschlossen. Die einzelnen Gene sind durch Rechtecke dargestellt. Fanconi-Anamie-Gene
sind blau gekennzeichnet. NEO steht fiir Neomycinphosphotransferase, welches das Neomycinanalo-
gon G418 abbaut.
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3.1.2.2. MMC-Selektion

3.1.2.2.1. Theorie

FA-Zellen zeichnen sich durch eine Hypersensitivitdt gegen DNA-quervernetzende
Reagenzien wie z.B. Mitomycin C (MMC) und Cisplatin aus. Dabei wird angenom-
men, dass MMC als bivalentes Addukt an die DNA bindet und damit den DNA-
Stoffwechsel schadigt. FA-Zellen konnen diesen Schaden nicht reparieren. Die Folge
dieser Hypersensitivitdt der FA-Zellen, oder dieser Unfahigkeit den entstandenen
Schaden zu reparieren, ist ein Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase (siehe Einleitung
1.4.2).

3.1.2.2.2. Praktische Durchfiihrung

Nach der G418-Selektion wurden die Fibroblasten 3 Tage mit 33 nmol MMC inku-
biert, anschlielRend fixiert und der relative DNA-Gehalt der Zellen mittels FACS ge-
messen. Hypersensitiv wurden die Zellen bezeichnet, wenn sie nach Behandlung mit
MMC einen G2-Arrest aufwiesen (siehe auch Kapitel 1.4.2.2.). Abhangig von der
Korrektur der MMC-Hypersensitivitdt wurden die Patienten den Komplementati-
onsgruppen A, C, D2, E, F, G, L zugeordnet. Korrigiert bezeichnete den Zustand,
wenn ein Virus mit einem Fanconi-Anamie-Gen die MMC-Hypersensitivitat aufhebt.
Konnte keine Zuordnung erfolgen, das heifl3t, korrigierte kein Virus die Zellen, so wur-
den sie der Gruppe nonACD2EFGL zugeordnet.

no MMC | & +MMC | ] +MMC | ¥ +MMC
no virus S11IN S11FAIN | & MFCPN
+MMC | +MMC | <] +MMC | +MMC
S11FD2IN | #] S11FEIN | LFFPN | &9 S11FGIN
Abb. 3.3: Typisierung von Patientenfibroblasten: Hier dargestellt ist ein Patient mit einem Gende-

fekt in dem Fanconi-Anamie-Gen D2 (= FANCD?2). In der ersten Abbildung ist der normale Zellzyklus
der Fibroblasten ohne Behandlungen gezeigt. Die folgenden Abbildungen stellen dieselben Zellen
nach der Behandlung mit einem Retrovirus dar. Allein im Fall von FANCD2 kann eine Korrektur des
Zellzyklusarrestes nachgewiesen werden.
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3.1.3. Kontrollen

Da die Aussagen Uber Hypersensitivitdt und Korrektur aus diesem Typisierungspro-
tokoll relative Aussagen sind, kommt den Kontrollen in dieser Klassifikation besonde-
re Bedeutung zu.

Gen Vektoren 1. Selektion 2. Selektion  Fragestellung

O Kein Virus O O G2-Arrest?

EGFP MEG5AB O ad Transduktionseffizienz?

EGFP MEG5AB G418 O 100% tot?

EGFP, Neo S11EGIN G418 O 100% grun?

EGFP, Neo S11EGIN G418 O G2-Arrest?

Neo S11IN G418 MMC G2-Arrest/Korrektur?

FANCA, Neo S11FAIN G418 MMC G2-Arrest/Korrektur?

FANCC, Neo MFCPN G418 MMC G2-Arrest/Korrektur?

FANCD2, Neo S11FD2IN G418 MMC G2-Arrest/Korrektur?

FANCE, Neo S11FEIN G418 MMC G2-Arrest/Korrektur?

FANCF, Neo LFFPN G418 MMC G2-Arrest/Korrektur?

FANCG, Neo S11FGIN G418 MMC G2-Arrest/Korrektur?

EGFP S111EG3 O O Transduktionseffizienz?

EGFP S111EG3 O MMC G2-Arrest/Korrektur?

FANCL, EGFP S11FLIEG O MMC G2-Arrest/Korrektur?
Tab. 3.1: Transduktionsschema des Typsierungsprotokolls mit K ontrollen. Typisierungsprotokoll,

um einen Patienten der Komplementationsgruppen FA-A, -C, -D2, -E, -F, -G oder -L zuordnen zu kén-
nen. 0 = keine Behandlung.

3.1.3.1. Fibroblastenkontrolle

180 240 300
1 1

Counts
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=
a 200 400 600 200 1000
FL2-A

Abb. 3.4: Fibroblastenkontrolle. Die kultivierten Zellen werden in einem unbehandelten Zustand auf
ihren prozentualen DNA-Gehalt hin untersucht.

Die erste Kontrolle betrifft die Fibroblasten und deren Wachstumsverhalten. Sie wer-
den unbehandelt (weder mit Neo noch MMC) fixiert und auf ihnren DNA-Gehalt unter-
sucht. Zellen, die in diesem unbehandelten Zustand einen G2-Arrest aufweisen, sind
fur das vorliegende Typisierungsprotokoll nicht geeignet.
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3.1.3.2. Transduktionseffizienz
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Abb. 3.5: Transduktionseffizienz:  Uber die Transduktion mittels der griinfluoreszierenden Viren
MEG5AB und S11IEG konnte die Transduktionseffizienz Giber FACS ermittelt werden.

Die Transduktionseffizienz, d.h. wie viele Fibroblasten von einem Virus transduziert
wurden, wurde mittels des prozentualen Anteils an grun fluoreszierenden Zellen be-

stimmt. Verwendet wurden die Vektoren MEG5AB und S11IEG3 ohne jede weitere
Behandlung.

3.1.3.3. G418-Selektionskontrolle

MEG5AB

10

m Iud:d-‘:3
10
!

10°
i

A
opidiur

10
:
-

Proj

1®

104
il

n lodide,
103
!

102
|

y
pidiunm

Fr(i
10
L

10

T
® 10 10®
EGFP

Abb. 3.6: G418-Selektionskontrolle: Negativkontrolle zur Dauer der G418-Behandlung. Der prozen-
tuale Anteil an lebenden Zellen wurde mittels FACS ermittelt.
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Die negative Selektionskontrolle fir die G418-Behandlung stellten MEG5AB-
transduzierte Fibroblasten dar. Diese missen nach der einwdchigen Selektion ge-
storben sein, da sie kein Gen enthalten, das G418 abbaut und ihnen somit eine Re-
sistenz verleihen wirde. Eine positive Selektionskontrolle erfolgte ber den Anteil der
grun fluoreszierenden Zellen, die mit dem S11EGIN Vektor transduziert wurden und
nach der G418-Selektion noch leben. Hier sollen 100% grin fluoreszieren.
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3.1.3.4. Gentransferkontrolle
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Abb. 3.7: Gentransferkontrolle:  Test der Retroviren ohne Fanconi-Anamie-Gene, ob sie das Zellzyk-
lusverhalten der Patientenfibroblasten verandern.

S11EGIN wurde auch zur Gentransferkontrolle verwandt, bei der untersucht wird, ob
die Transduktion mit einem Virus und die G418-Behandlung das Zellzyklusverhalten
der Zellen verandern. Fibroblasten, die mit S11EGIN transduziert und G418-
selektiert waren, werden auf ihr Zellzyklusverhalten untersucht. Zeigen Zellen in die-
sem Stadium einen G2/M-Arrest, kann dieser Patient ebenfalls nicht fir dieses Typi-
sierungsprotokoll verwendet werden.

3.1.3.5. Vektornegativkontrolle
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Abb. 3.8: Negativkontrolle: Untersuchung der Ausgansgvektoren

Ziel der Vektornegativkontrolle ist es, sicherzustellen, dass der Ausgangsvektor, in
den die Fanconi-Anamie-Gene kloniert wurden, die MMC-Hypersensitivitat nicht auf-
hebt. Sie ist somit die Negativkontrolle fir die Vektoren. Fur die FA-Gene FANCA,
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FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG war dies der S11IN Vektor. Fur FANCL,
der in den S11IEG3-Vektor kloniert wurde, war die Negativkontrolle der S11IEG3-
Vektor.

3.1.3.6. FANCL

Da mit S11FLIEG keine G418-Selektion méglich ist, mussten die Endergebnisse auf
die Transduktionseffizienz umgerechnet werden. Mittlerweile existiert ein S11FLIN-
Vektor, der ebenso wie die anderen Fanconi-Andmie-Gene Uber G418 selektiert wer-
den kann, was die Effektivitdt und die Trennscharfe der Aussagen deutlich erhoht.
Die Typisierungen in dieser Arbeit wurden mit dem S11FLIEG-Vektor ausgefihrt.

3.2. Ergebnisse der Typisierung
In dieser Arbeit wurden insgesamt 12 Patienten wahrend des Zeitraumes von einem
Jahr erstmals auf Fanconi-Anamie untersucht.

Num- % DNA-Gehalt der G2/M-Phase nach Gentransfer von cDNA spezifische

mer SI11IN A C D2 E F G L Korrektur [%] Ergebnis
1 55,5 13,0 X X X X X X 42,5 A
2 55,0 24,1 59,3 58,1 55,2 56,8 60,2 69,4 31,1 A
3 54,6 27,1 59,2 58,0 67,6 72,2 57,3 X 30,2 A
4 74,6 67,7 71,2 19,8 78,5 70,7 70,4 X 47,9 D2
5 58,9 60,2 584 11,7 57,3 63,7 63,6 X 45,6 D2
6 73,8 68,4 74,1 24,4 67,5 69,4 68,7 X 431 D2
7 64,2 62,4 63,1 27,7 60,6 64,0 60,3 69,7 32,6 D2
8 54,3 52,8 X 14,4 X X X X 38,4 D2
9 58,9 54,6 X 34,8 X X X 57,1 19,8 D2
10 40,2 X X 26,5 X X X X 13,7 D2
11 18,2 13,7 6,5 10,2 2,9 4,1 25 X 1,6 nonFA
12 30,9 31,0 30,3 47,2 41,7 37,8 31,5 X 0,6 nonFA

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Typisierung . Eine Typisierung, d.h. eine Zuordnung
zu einer Komplementationsgruppe, wird Uber die spezifische Korrektur bestimmt. Unter spezifischer
Korrektur wird das Aufheben des G2/M-Arrestes verstanden, der sich in einem geringeren prozentua-
len DNA-Gehalt in dieser Zellzyklusphase detektieren lasst. Die spezifische Korrektur errechnet sich
aus der Differenz des prozentualen DNA-Gehaltes der G2/M-Phase mit dem zweitniedrigsten G2/M-
Arrest und den korrigierten Zellen. Beispiel anhand Nummer 4: Zweitniedrigster G2/M-Arrest bei
S11FAIN, korrigierte Zellen bei S11D2IN: 67,7 — 19,8 = 47,9. Patienten, bei denen keine Daten zu
dem FANCL-Gen vorhanden sind, wurden vor der Veroffentlichung der Sequenz von FANCL typisiert.
A = S11FAIN, C = MFCPN, D2 = S11D2IN, E = S11FEIN, F = LFFPN, G = S11FGIN, L = S11FLIEG.
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3.2.1. Patienten der Komplementationsgruppe A

Y
Y H
H H g
l'!- 1 1 1
i M iH iy
H H
H d H Y
kein Virus, kein MMC S11IN, MMC S11FAIN, MMC MFCPN, MMC
G1/0-Phase 95,0% 44,6% 71,8% 40,8%
S-Phase 1,0% 0,8% 1,0% 0,0%
G2/M-Phase 4,0% 54,6% 27,2% 59,2%
H H H
H H H
ll' ll' ll' l!-
i 5y 5y 3]
H H H
d H
" “Chamnels  *° o it ®  Chames *° o 1o it »  Chamels *° o 1o it *° “ Chamels *°
S11D2IN, MMC S11FEIN, MMC LFFPN, MMC S11FGIN, MMC
G1/0-Phase 42,0% 32,4% 27,1% 42,5%
S-Phase 0,0% 0,0% 0,7% 0,1%
G2/M-Phase 58,0% 67,6% 72,2% 57,4%

Abb. 3.9: Typisierung von Patient 3 . Deutlich ist die Korrektur bei den Zellen zu erkennen, die mit
der FANCA-cDNA transduziert wurden. In diesem Beispiel betragt die spezifische Korrektur 30,2%
(Differenz aus dem prozentualen DNA-Gehalt der G2/M-Phase von den Zellen, die mit S11FGIN und
denen, die mit S11FAIN transduziert wurden).

Patient 1 wurde nur mit der FANCA-cDNA transduziert, da ein alteres Kind dieser
Familie ebenfalls mit Fanconi-Anamie des Subtyps FA-A diagnostiziert war.
Abbildung 3.9 stellt exemplarisch die FACS-Ergebnisse eines Patienten der Kom-
plementationsgruppe FA-A dar. Deutlich ist der G2/M-Arrest in den Fibroblasten nach
MMC-Behandlung erkennbar (siehe Abbildung 1.9). Die Transduktion mit den FA-
Genen der anderen Subtypen kann diesen G2/M-Arrest im Gegensatz zu der
FANCA-cDNA nicht aufheben.
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3.2.2. Patienten der Komplementationsgruppe D2
d H H H
R H H H
H
1 i M M
o H H
H Y Y y
kein Virus, kein MMC S11IN, MMC S11FAIN, MMC MFCPN, MMC
G1/0-Phase 94,6% 26,0% 31,6% 25,8%
S-Phase 0,0% 0,2% 0,0% 0,1%
G2/M-Phase 5,4% 73,8% 68,4% 74,1%
H " H H
H B H H
1 1 1 1
i 3 i 3
S11D2IN, MMC S11FEIN, MMC LFFPN, MMC S11FGIN, MMC
G1/0-Phase 71,9% 32,3% 29,8% 30,7%
S-Phase 3, 7% 0,2% 0,8% 0,6%
G2/M-Phase 24,4% 67,5% 69,4% 68,7%

Abb. 3.10: Typisierung von Patient 6

. Deutlich ist die Korrektur bei den Zellen zu erkennen, die mit
der FANCD2-cDNA transduziert wurden. In diesem Beispiel betragt die spezifische Korrektur 43,1%
(Differenz aus dem prozentualen DNA-Gehalt der G2/M-Phase von den Zellen, die mit S11FEIN und
denen, die mit S11D2IN transduziert wurden).

Bei Patienten 7, 9 und 10 haben Geschwister Fanconi-Andmie der Komplementa-
tionsgruppe D2, so dass diese Patienten jeweils nur mit FANCD2 bzw. zusatzlich
noch mit FANCA transduziert wurden. Wie aufgrund des X-chromosomal-rezessiven
und autosomal-rezessiven Erbgangs der Fanconi-Anamie anzunehmen ist, haben
alle diese Patienten den gleichen, die Krankheit verursachenden, Gendefekt wie ihre
Geschwister.
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3.2.3.

Bei diesen zwei Patienten konnte die klinische Verdachtsdiagnose ,Fanconi-Anamie”
mit der hier dargestellten Technik nicht bestéatigt werden. Alle beide wiesen keine
MMC-Sensitivitat auf, d.h. eine Behandlung mit MMC flhrte nicht zu einem Zellzyk-
lusarrest. Diese Patienten wurden auf Fanconi-And&mie-ahnliche Krankheiten, wie
zum Beispiel das Nijmegen-breakage-Syndrom (= NBS) weiter untersucht, was je-
doch nicht Gegenstand dieser Arbeit war.

Patienten 11 und 12 — nonFA

H K K Y
H H
u H
I ll_ ll_ 1
3] I I 2
3 H
H [t [t H
ey -t -
T 5S¢ \aaar s T

kein Virus, kein MMC S11IN, MMC S11FAIN, MMC MFCPN, MMC
G1/0-Phase 89,9% 64,0% 64,2% 64,9%
S-Phase 5,4% 51% 4,8% 4,8%
G2/M-Phase 4, 7% 30,9% 31,0% 30,3%
| d H Y
1] 1] f] 1]
Y H H H
H H H H
S11D2IN, MMC S11FEIN, MMC LFFPN, MMC S11FGIN, MMC
G1/0-Phase 43,9% 52,4% 56,8% 61,2%
S-Phase 8,9% 5,9% 5,4% 7,3%
G2/M-Phase 47,2% 41,7% 37,8% 31,5%

Abb. 3.11: Typisierung von Patient 12

. Deutlich ist zu erkennen, dass eine Behandlung mit MMC

nicht zu einem G2/M-Arrest fiihrt. Im Durchschnitt ist jedoch der DNA-Gehalt in der G2/M-Phase der
Zellen, die mit MMC behandelt wurden, im Vergleich zur Negativkontrolle (= kein Virus, kein MMC) um
bis zu 31,1% hoher. Dieser hohere Prozentsatz stellt keinen G2/M-Arrest dar, sondern die Zellen blei-
ben langer in der G2/M-Phase, da hier der gesetzte Schaden repariert wird.
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3.2.4. Zusammenfassung der Typisierung

17%

25%

0
58% E FANCA

B FANCD2
OnonFA

Abb. 3.12: Primar typisierte Patientenfibroblasten in Disseldo rf im Zeitraum von einem Jahr.
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Typisierungsergebnisse von den in dieser Arbeit unter-
suchten 12 Patienten.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 12 Patienten wahrend des Zeitraums von einem
Jahr primar typisiert, d.h. auf Fanconi-Anamie untersucht und, wenn mdglich, einem
Subtyp zugeordnet. Von diesen konnten drei Patienten der Komplementationsgruppe
FA-A zugeordnet werden. Der weitaus grofdte Anteil wurde jedoch mit der Komple-
mentationsgruppe FA-D2 typisiert. Bei zwei Patienten konnte die klinische Ver-
dachtsdiagnose ,Fanconi-Andmie“ mit der hier dargestellten Technik nicht bestatigt
werden. Sie reagierten auf die MMC-Behandlung mit keinem G2/M-Arrest.

Die hier dargestellte statistische Verteilung spiegelt nicht die allgemeine Haufigkeit
von Mutationen in den FANCA- und FANCD2-Genen wieder (siehe Tabelle 1.1. in
Kap. 1.2).

3.3. Komplementationsgruppe FA-L

Da das FANCL-Gen erst im Oktober 2003 publiziert wurde, wurden alle Patienten,
auf die das oben genannte Suchkriterium zutraf, vor jeder weiteren Verwendung un-
tersucht, ob sie der Komplementationsgruppe FA-L zugeordnet werden konnten.
Dies geschah analog zu dem beschriebenen Typisierungsprotokoll mit den dazuge-
hdorigen Kontrollen. Die Auswertung erfolgte Uber den Vergleich des G2/M-Arrests.
Dabei wurden die Fibroblasten, die mit dem FANCL-Gen transduziert und mit MMC
behandelt wurden, verglichen mit den Fibroblasten desselben Patienten, die mit der
Kontrolle (S11IEG3) transduziert und mit MMC behandelt wurden. Der prozentuale
DNA-Gehalt in den Zellzyklusphasen wurde mit dem Programm ModFit ® ermittelt.

48



Ergebnisse

2 kb 4 kb

S11IEG3
S11FLIEG

Abb. 3.13: Schematische Darstellung des FANCL-Retrovirus. Markergen des S11FLIEG-Vektors
ist das grin fluoreszierende Protein (EGFP). Die entsprechende Negativkontrolle ist der Ausgangs-
vektor S111EG.

3.3.1. Ergebnisse der Typisierung mitdem  FANCL-Gen

A B C
H H H
H Y H
i i 1
!.
H o H
% 13 o . ab 10 120 b A‘Jo S 10 150 a A%h a
kein Virus, kein MMC S11IEG3, MMC S11FLIEG, MMC
G1/0-Phase 84,3% 6,0% 8,3%
S-Phase 8,0% 0,6% 0,1%
G2/M-Phase 7,7% 93,4% 91,6%

Abb. 3.14: Messdaten zur FANCL-Typisierung anhand von Fibrobla  sten eines FA-Patienten .
Abbildung A stellt den prozentualen DNA-Gehalt der nicht behandelten Fibroblasten dar. In Abbildung
B sind die Kontrollen aufgefiihrt, die mit MMC behandelt wurden, nachdem sie mit dem Kontrollvektor
S111EG3 transduziert wurden. Abbildung C zeigt die zu untersuchende Bedingung dieser Messreihe.
Hier sind die Fibroblasten mit S11FLIEG transduziert und mit MMC behandelt worden. In der Tabelle
unterhalb der jeweiligen Abbildung ist der prozentuale DNA-Gehalt dieser Zellen nach den Zellzyklus-
phasen aufgelistet.

Deutlich ist anhand dieser Abbildung 3.14 zu erkennen, dass sich die Zellen, die we-
der transduziert noch mit MMC behandelt wurden, hauptsachlich (84,3%) in der G1-
Phase und nur zu 7,7% in der G2/M-Phase befinden (Abbildung A). Diese Abbildung
stellt den klassischen Zustand einer sich in Kultur befindlichen Zellpopulation dar.
Wurden die Fibroblasten mit MMC behandelt, so treten sie in den G2/M-Arrest ein,
was in Abbildung B (= Kontrolle) zu sehen ist. Hier befinden sich nur 6,0% der Zellen
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in der GO/G1-Phase, wahrend 93,4% in der G2/M-Phase anzutreffen sind. In diesem
Beispiel kann eine Transduktion mit dem FANCL-Gen (Abbildung C) diesen G2/M-
Arrest nicht aufheben, und es befinden sich weiterhin die meisten Zellen (91,6%) in
der G2/M-Phase. Dies sind nur 1,8% weniger als im Vergleich zur Kontrolle. Es wur-
de also keine Komplementation mit dem FANCL-Gen erreicht, und es kann davon
ausgegangen werden, dass bei diesem Patienten keine Mutation im FANCL-Gen
ursachlich fur die FA ist. Da in dieser Arbeit nur Patienten untersucht wurden, die
bisher als nonFAACD2EFG klassifiziert waren, muss der Defekt bei diesem Patien-
ten in einem der anderen bekannten FA-Gene (B, D1, I, J und M) oder in einem bis-
her noch nicht identifizierten Gen liegen.

. G2/M-Phase [%] Differenz zur Kontrolle
Patient — .

kein Virus, kein MMC ~ S11IEG3 S11FLIEG [%6]
1 7,7 93,4 91,6 -1,8
2 3,2 30,1 29,5 -0,6
3 47,9 457 48,8 3,1
4 7,7 40,1 39,1 -1,0
5 24,2 71,0 73,6 2,6
6 23,9 65,8 68,0 2,2
7 3,8 44,4 52,3 7,9
8 9,8 57,6 64,1 6,5
9 6,7 52,0 44,5 7,5
10 2,1 62,1 55,0 7.1
11 9,1 53,0 63,4 10,4
12 8,0 66,0 64,7 -1,3
13 2,9 75,6 78,0 2,4
14 1,2 66,8 69,7 2,9
15 7,3 58,9 57,1 -1,8
16 3,5 73,1 68,9 4,2
17 8,7 83,0 57,8 -25,2
18 24,1 55,0 69,4 14,4

Tab. 3.3: Ergebnisse der Typsisierung mit dem FANCL-Gen. Aufgefiihrt sind die prozentualen
DNA-Gehalte der G2/M-Phasen von den untersuchten Patienten zu folgenden Bedingungen: ,kein
Virus, kein MMC*, ,MMC und Transduktion mit dem Kontrollvektor S11IEG3" sowie ,MMC und Trans-
duktion mit dem zu untersuchenden Vektor S11FLIEG". Differenz zur Kontrolle = prozentualer DNA-
Gehalt der G2/M-Phase der Zellen, die mit MMC behandelt wurden und mit S11FLIEG transduziert
wurden abzlglich des prozentualen DNA-Gehaltes der G2/M-Phase der Zellen, die mit MMC behan-
delt wurden, jedoch nur mit dem Kontrollvektor S11IEG3 transduziert wurden. Ergebnisse mit einem
positiven Vorzeichen sind demzufolge transduzierte Zellen, die mit einem stérkeren G2/M-Arrest auf
die Behandlung mit MMC reagieren, als unter Kontrollbedingungen. Eine Korrektur im Sinne der Kom-
plementation wére gegeben, sobald diese Differenz deutlich negativ ware (Schnittpunkt -10%).

Die Spalte ,Differenz zur Kontrolle" der Tabelle 3.3 verdeutlicht, dass einige Patien-
tenzellen (Patienten 3, 5, 6, 7, 8, 11, 13, 14 und 18) auf die MMC-Behandlung mit
einem etwas starkeren G2/M-Arrest in den FANCL-transduzierten Zellen reagierten,
als die entsprechende Kontrolle (positives Vorzeichen). Die Transduktion mit dem
FANCL-Gen war somit fur diese Zellen eher nachteilig als von Vorteil. Ein Grof3teil
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der Ubrigen Fibroblasten (Patienten 1, 2, 4, 9, 10, 15 und 16) zeigte einen nur unwe-
sentlich geringeren G2/M-Arrest als ihre Kontrollen, so dass keine dieser Zellen der
Komplementationsgruppe L zugeordnet werden konnte. Auffallig ist Patient 17, bei
dem sich nach der Transduktion mit dem FANCL-Gen deutlich weniger Zellen in der
G2/M-Phase befinden, als unter Kontrollbedingungen.

Die folgende Abbildung stellt die oben beschriebene Tabelle graphisch dar. Hier ist
besonders gut zu erkennen, dass sich die meisten Patienten nach einer Behandlung
mit MMC in der G2/M-Phase befinden und zwar unabhangig davon, ob sie mit dem
Kontrollvektor oder mit dem S11FLIEG-Vektor transduziert waren. Einzig Patient 17
weist in den mit S11FLIEG transduzierten Zellen einen deutlich geringeren prozentu-
alen Anteil der Zellen in der G2/M-Phase als unter Kontrollbedingungen auf.

Differenz zur Kontrolle

18 ]

/== 15
14
13/
= 12

11 ]

Patientennummer
e ¢
o

Dw[lmm\loo
T |
IS

L2

T T 1 T

-30% -25% -20% -15% -10% -5% 0% 5% 10% 15% 20%
Prozentuale Abweichung

Abb. 3.15: Graphische Darstellung der Differenz der untersuchten Fibroblasten zur Kontrolle:
Diese Abbildung stellt graphisch die in Tabelle 3.3. aufgeftihrten ,Differenzen zur Kontrolle* der mit
dem S11FLIEG-Vektor transduzierten Patientenfibroblasten zur Kontrolle dar. Eine positive prozentua-
le Abweichung deutet auf einen starkeren G2/M-Arrest der transduzierten Zellen hin. Patient 17 zeigt
eine Differenz von -25,2%, was eine Korrektur im Sinne der Komplementation bedeutet.

3.3.2. Patient 17

Auffallig ist der Patient 17, der in den FANCL-transduzierten Fibroblasten (57,8%)
einen 25,2%igen geringeren MMC-induzierten G2/M-Arrest als unter der Kontrollbe-
dingung (83,0%) aufweist (Tab. 3.3, Abb. 3.15). Eine Transduktion mit dem
FANCD2-Gen fuhrte zu einem MMC-induzierten G2/M-Arrest von 76,9%, was in ei-
nem ahnlichen GrolRenwert wie von der Kontrolle liegt (Abb. 3.16).
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3.3.2.1. FANCD2-Westernblot aus Fibroblasten

Um diese Daten zu verifizieren, wurden weitere Untersuchungen angeschlossen. Die
folgenden Daten, insbesondere die Westernblots und Sequenzierungen, wurden in
Kooperation mit Dipl. Biol. Reinhard Kalb und Prof. Detlev Schindler, Wirzburg
durchgefiihrt. Wie oben erlautert, ist FANCL die Ubiquitinligase, welche FANCD2
monoubiqutiniert. Diese Monoubiquitinierung lasst sich mit dem FANCD2-
Immunoblotting nachweisen. Auf diesem Westernblot sind im Fall der Ubiquitinierung
zwei Banden zu erkennen: monoubiqutiniertes FANCD?2 als lange Form (FANCD2-L)
und nicht monoubiquitiniertes FANCD?2 als kurze Form (FANCD2-S).

Y
R A || H B | C [ D
1 . ¥ y
H H H H
kein Virus, kein MMC S11IEG3, MMC S11XPFIEG, MMC S11FLIEG, MMC
G1/0-Phase 83,95% 15,96% 18,89% 40,65%
S-Phase 7,38% 1,04% 0,79% 1,53%
G2/M-Phase 8,66% 83,00% 80,26% 57,82%

Abb. 3.16: Messdaten von Patient 17, Fibroblasten. Diese FACS-Analyse zeigt den FA-typischen
MMC-induzierten G2/M-Arrest in Fibroblasten (B und C). Dieser wird durch den Transfer von FANCL-
cDNA korrigiert (D).

Kontrolle Patient 17
A B C
D2-L ——»
R — —

Abb. 3.17: FANCD2-Immunoblot von Patient 17.  Kontrolle: Fibroblasten eines gesunden Probanden
nach Behandlung mit MMC. Gut sichtbar sind die zwei FANCD2-Banden. D2-L = FANCD2-L, D2-S =
FANCD2-S. Patient 17, A: keine Transduktion, MMC Behandlung. B: Transduktion mit dem Kontrollvi-
rus S11IEG3, MMC-Behandlung. C: Transduktion mit der FANCL-cDNA und MMC-Behandlung.

Abbildung 3.17A bietet das typische Bild eines FA-Patienten mit einem Defekt in ei-
nem der Gene des FA-Kernkomplexes. Da durch ein Defekt in einem dieser Gene
der Komplex nicht aktiv ist, kann FANCD2 nicht monoubiquitiniert werden und im
Immunoblot ist nur FANCD2-S detektierbar. Ebenso ist in Abbildung 3.17B auch nur
die FANCD2-S-Bande sichtbar. Die Transduktion nur mit dem Kontrollvirus fuhrt also
wie erwartet zu keiner Beeinflussung der MMC-induzierten FANCD2-
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Monoubiquitinierung. Im Gegensatz zu diesen zwei Proben ist in Abbildung 3.17C
deutlich die FANCD2-L-Bande sichtbar. Hier konnte die Transduktion der FANCL-
cDNA die Monoubiquitinierung von FANCD2 wiederherstellen. Diese Daten aus dem
FANCD2-Immunoblotting sind somit deckungsgleich mit den FACS-Daten und spre-
chen fur eine Komplementation des Patienten 17 durch die FANCL-cDNA.

3.3.2.2. Zellzyklusanalyse der Lymphozyten

Die gleichen Untersuchungen wurden nicht nur an Fibroblasten dieses Patienten,
sondern auch an hamatopoetischen Zellen und einer lymphoblastoiden Zelllinie
durchgefuhrt.

C
1
i
Kontrolle, kein MMC Kontrolle, MMC Patient 17,kein MMC Patient 17, MMC
G1/0-Phase 76,2% 73,7% 67,9% 62,9%
S-Phase 12,5% 10,6% 26,3% 27,6%
G2/M-Phase 11,3% 15,7% 5,8% 9,5%

Abb. 3.18: Messdaten von Patient 17, Lymphozyten.  Abbildung A und B stammen von einem Pati-
enten ohne FA. Gesunde Zellen kdnnen den durch MMC verursachten Schaden reparieren, so dass
sie keine Veranderung ihres Zellzyklus zeigen. Abbildung C stellt den Zellzyklus von Patient 17 dar,
der nicht mit MMC behandelt wurde. Abbildung D stellt die Lymphozyten von Patient 17 nach der Be-
handlung mit MMC dar. Erstaunlicherweise reagiert er nicht mit einem fir FA typischen G2/M-Arrest.

In den Lymphozytendaten fallt auf, dass Patient 17 nach der Behandlung mit MMC
nicht mit einem FA-typischen G2/M-Arrest reagiert. Dies implementiert, dass seine
Lymphozyten den gesetzten Schaden reparieren kénnen. Diese Ergebnisse weichen
jedoch von den Daten der Fibroblasten ab, in denen ein G2/M-Arrest nhach der Expo-
sition mit MMC zu beobachten ist. Demnach muss bei diesem Patienten ein Mosaik
vorliegen, bei dem die Fibroblasten den FA-verursachenden Gendefekt tragen, die
Lymphozyten jedoch nicht. Um diese Daten weiterhin zu validieren, wurden die Lym-
phozyten weiter untersucht. Da FANCL fir die Monoubiquitinierung von FANCD2
zustandig ist, wurde auf Proteinebene untersucht, ob Lymphozyten dieses Patienten
zu dieser Monoubiquitinierung fahig sind. Ware das FANCL-Gen wie aus den Zell-
zyklusanalysen zu vermuten ist, intakt, so muissten in den Lymphozyten zwei
FANCD2 Banden detektierbar sein, in den Fibroblasten hingegen nur eine.
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3.3.2.3. FANCD2-Westernblot aus Lymphozyten

D2-L —

D2-5 - | TNy Gy SEEE—

Abb. 3.19: FANCD2-Immunoblot von Patient 17 anhand  von Lymphozyten. A: Lymphozyten eines
gesunden Probanden nach Behandlung mit MMC. Gut sichtbar sind die zwei FANCD2-Banden. D2-L
= FANCD2-L, D2-S = FANCD2-S. B: Patient 17, keine Transduktion, keine MMC Behandlung. Deut-
lich ist nur die erwartete FANCD2-S-Bande sichtbar. C: Patient 17, keine Transduktion, MMC-
Behandlung, 2 FA-D2-Banden. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von R. Kalb, Wirzburg.

Auch im FANCD2-Westernblot unterscheiden sich die Lymphozyten von Patient 17
nicht von gesunden Zellen. Wie in Abbildung C zu sehen ist, monoubiquitinieren sie
nach MMC-Exposition FANCD2 und es kann sowohl die kurze als auch die lange
Form von FANCD?2 detektiert werden. Der FA-Kernkomplex muss also aktiv sein und
die Monoubiquitinligase FANCL kann ihre Funktion ausfiihren. Ebenso wie die Daten
von der Zellzyklusanalyse suggerieren diese Daten ein Mosaik des Patienten.

3.3.2.4. Sequenzierung

Im nachsten Schritt wurde genomische DNA aus Fibroblasten sowie hdmatopoeti-
schen Zellen von Patient 17 gewonnen. AnschlieBend wurde das FANCL-Gen se-
quenziert und auf Mutationen untersucht.

Verlust von
Exon 10+11
c.483del5  aufgrund 891C>G
v '
1 |2]3|4| 5 6789111213| 14

1
WD40 WD40 WD40 PHD
Repeat1 Repeat2 Repeat 3 Finger

375 aa

Abb. 3.20: Schematische Darstellung der ~ FANCL-Mutationen in Fibroblasten.  Eingezeichnet ist
die Deletion in Exon 7 an der Nukleotidposition 483 sowie der Basenaustausch in Exon 11. Unten ist
die Proteinstruktur mit den Strukturelementen schematisch dargestellt.
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In den Fibroblasten wurden dabei zwei FANCL-Mutationen gefunden. Funf Amino-
sauren waren in Exon 7 verloren gegangen (483delATCAC). In Exon 11 hatte an der
Nukleotidstelle 891 ein Basenaustausch stattgefunden (891C>G). Die Mutation in
Exon 11 fUhrt zu einer Zerstérung einer potentiellen Bindungsstelle des SR-Proteins
SC35, das eine ,enhancer” Funktion beim alternativen Splicen wahrnimmt [118, 119].
Gleichzeitig wird ein vermutetes SRp40 Motiv verstarkt, so dass auf RNA-Ebene
Exon 10 und 11 Ubersprungen werden. Genauso wie in den Fibroblasten kann in den
Lymphozyten und anderen hamatopoetischen Zellen, die aus dem Knochenmark des
Patienten gewonnen wurden, der Verlust der finf Nukleotiden ATCAC in Exon 7
nachgewiesen werden.

Fibroblasten hamatopoetische Zellen
c483del5 c472dell0 c483delb
S
bicocasacTaTccTocac AWNCACH| |aacccanadtabacaTTaTT
Exon 6 _ Exon 7 Exon 6 i Exon 7
él;Exon 7 wt

f

Fl‘ ‘l ||‘ “ |‘I[ lrﬁ
f f | "[‘ | |
|| I| lll ‘Im Jﬁ ’\A f\pj\ ||J| |

b
i

Abb. 3.21: Sequenzierung von FANCL in Fibroblasten und hdmatopoetischen Zellen von Pa  ti-
ent 17. An der Nukleotidposition 483 im Exon 7 fehlen sowohl in Fibroblasten als auch in hamatopoe-
tischen Zellen die finf Nukleotide ATCAC (c483del5). Zusatzlich ist in den Lymphozyten jedoch noch
eine Deletion der ersten 10 Nukleotide des Exons 7 zu erkennen. Abbildung mit freundlicher Geneh-
migung von R. Kalb, Wirzburg.

Wird die Sequenz aus den Fibroblasten mit der aus hamatopoetischen Zellen vergli-
chen, so ist zu erkennen, dass zuséatzlich zu der Deletion 483ATCAC die ersten 10
Nukleotide von Exon 7 in den hamatopoetischen Zellen fehlen. Die Deletion dieses
Abschnitts in Exon 7 ist auf eine kompensatorische Mutation im Intron 6 zurtickzufih-
ren. Durch die Deletion der funf Nukleotide in den Fibroblasten wird das ursprtngli-
che Leseraster verschoben, woraus keine funktionstragende Proteinsequenz resul-
tiert. In den Lymphozyten ist im Intron 6 ein Austausch einer Base zu beobachten;
Arginin wird gegen Thymin ausgetauscht (IVS6-2A>T). Durch diesen Austausch wird
der Spliceakzeptor am Ende des Introns zerstort. Alternativ wird die AG-Sequenz im
Exon 7 benutzt. Hierdurch werden die ersten 10 Nukleotide dieses Exons ubersprun-
gen. In Kombination mit der Deletion 483ATCAC fuhrt das Fehlen der 15 Nukleotide
jedoch dazu, dass das urspriingliche Leseraster wieder hergestellt wird.
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Intron 6 Exon 7
A) Wildtyp DNA ...ttaatag TATCCTGCAGAATCACCAGATTA....
Protein Y P A E S P D
delATCAC

B) Fibroblasten DNA ... .ttaatag TATCCTGCAGA CAGATTA....
. A NI N
Protein Y P A

delATCAC
\/
C) Lymphozyten = DNA ....ttaattg TATCCTGCAGA CAGATTA....

Protein /‘ /‘ T D

zerstorter und alternativ genutzter
Spliceakzeptor

Abb. 3.22: Gegenlberstellung der Mutationen im FANCL-Gen. Gegenubergestellt sind jeweils die
genomischen DNA-Sequenzen sowie die daraus resultierenden Proteinsequenzen. Verglichen ist die
Wildtypsequenz (A) mit den isolierten Sequenzen aus den Fibroblasten (B) und den hamatopoeti-
schen Zellen (C).

FANCL EHLITLKLKAKYPAESPDYFVDFPVPFCA 175
FANCL* EHLITLKLKAKT -- - - DYFVDFPVPFCA 170

Abb. 3.23: Gegenuberstellung der Proteinsequenz von FANCL. FANCL: Wildtyp. FANCL*: Prote-
insequenz resultierend aus den Mutationen in den hdmatopoetischen Zellen.

Wie in Abbildung 3.23 zu erkennen ist, fuhren die Mutationen in den hamatopoeti-
schen Zellen des Patienten 17 auf Proteinebene lediglich zu einem Austausch einer
Aminosaure (T158Y) und einem Verlust von 5 Aminosauren. FANCL* unterscheidet
sich also nur in sechs Aminosauren von dem Wildtypprotein. Sowohl die Daten aus
den Zellzyklusuntersuchungen als auch die Daten aus dem FANCD2-Westernblot
suggerieren, dass in den ha&matopoetischen Zellen von Patient 17 ein intaktes
FANCL-Protein vorliegt. Um zu untersuchen, ob die Veranderung dieser sechs Ami-
nosauren die Funktionalitat von FANCL beeinflusst, wurde das mutierte FANCL-Gen
(= FANCL*) des Patienten in ein Retrovirus kloniert.
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S11FL*IEG EANCL* IRES WEGFP |
FANCL* 467 CAAAG--—wmmmrmrmeeeres N CAGAT 477
FANCL 467 CAAAGTATCCTGCAGAATCACCAGAT 492

Abb. 3.24: Sequenz des Retrovirus mit dem verandert en FANCL-Gen. FANCL: Wildtyp. FANCL*;
Nukleotidsequenz resultierend aus den Mutationen in den hadmatopoetischen Zellen mit c472del10
und 483del5.

Mit diesem modifizierten FANCL-Vektor S11FL*IEG wurden die Fibroblasten des Pa-
tienten infiziert. Nach der Exposition mit MMC wurde das Zellzyklusverhalten der
Fibroblasten untersucht.

2
Channels

S11IEG, MMC S11FLIEG, MMC S11FL*IEG, MMC
G1/0-Phase 37,2% 60,9% 63,3%
S-Phase 25,2% 21,5% 21,7%
G2/M-Phase 37,6% 17,6% 15,0%

Abb. 3.25: Messdaten der Fibroblasten von Patient 1 7. A: Transduktion mit dem Kontrollvirus
S11IEG und MMC-Exposition. B: Transduktion mit der Wildtyp FANCL-cDNA und MMC-Exposition. C:
Transduktion mit der mutierten FANCL-cDNA und MMC-Exposition.

Der modifizierte Vektor S11FL*IEG war ebenso wie der Wildtypvektor S11FLIEG fa-
hig, die Fibroblasten zu komplementieren, wie in dem Aufheben des G2/M-Arrestes
nach MMC-Exposition zu erkennen ist. Somit ist die Mutation 1IVS6-2A>T mit dem
Verlust der nachfolgenden 10 Nukleotide eine kompensatorische Mutation, die zu
einem funktionsttichtigen Protein fuhrt.
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Transfer

GFP FANCL FANCL*

GFP
+
ALEXA 594

DAPI

Abb. 3.26: FANCD2-Foci in Fibroblasten von Patient 17. Obere Reihe: Darstellung der Zellkerne,
die mit Alexa-594 gekoppelten Antikorper gegen FANCD2 gefarbt wurden. Untere Reihe: Kontrolle,
dass die Foci tatsadchlich im Zellkern lokalisiert sind. Standardzellkernfarbung mit DAPI. Die
Fibroblasten waren transduziert mit dem Kontrollvektor S11IEG (= GFP), dem Wildtyp tragenden Virus
S11FLIEG (= FANCL) sowie dem Virus, welches die cDNA mit der kompensatorischen Mutation
S11FL*EG (= FANCLY) tragt und anschlieBend MMC exponiert. Abbildung zur Verfigung gestellt von
Dr. Paula Rio.

Fibroblasten von Patient 17 waren nach MMC-Exposition nicht in der Lage,
FANCD2-Reparaturfoci zu bilden (Abb. 3.25, linke Spalte). Ein FANCD2-Focus ist
eine Stelle, an der mit Hilfe des monoubiquitinierten Proteins FANCD2 ein DNA-
Schaden repariert wird. Diese Focusbildung konnte wiederhergestellt werden, wenn
die Fibroblasten mit dem FANCL-Wildtyp tragenden Virus S11FLIEG transduziert
wurden (mittlere Spalte). Ebenso konnte der S11FL*IEG-Vektor, der die cDNA mit
dem komplexen Rearrangement aus den h&matopoetischen Zellen tragt, diese Fo-
cusbildung wiederherstellen (rechte Spalte).

Sowohl diese Ergebnisse als auch die Daten aus den Untersuchungen des Zellzyk-
lus (Abb. 3.24) zeigen, dass die somatische IVS6-2A>T Mutation in der Hamatopoe-
se kompensatorisch und das mutierte FANCL-Protein voll funktionsfahig ist.

Patient 17 ist demnach der Komplementationsgruppe FA-L zu zuordnen. Bei ihm
liegt ein Mosaik vor, bei dem in den hAmatopoetischen Zellen eine kompensatorische
Mutation stattgefunden hat, die tbrigen Kdrperzellen jedoch noch Trager des defek-
ten FANCL-Proteins sind. Im Ubrigen hat der Patient schwere FA-typische Fehlbil-
dungen und entwickelte schon im jungen Alter von 13 Lebensjahren nach einer allo-
genen Knochenmarktransplantation ein Plattenepithelkarzinom in der Mundhohle mit
bereits einem Rezidiv desselben.
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Diese Ergebnisse sind insofern sehr interessant, da Patient 17 erst der zweite Pati-
ent weltweit ist, der der Komplementationsgruppe FA-L zugeordnet werden konnte.
Im Gegensatz zu dem ersten Patienten dieser Gruppe konnte diese Diagnose noch
zu Lebzeiten gestellt werden. Somit ist der hier beschriebene Patient der erste le-
bende Patient dieser Komplementationsgruppe.

3.4. Kandidatengene

Alle in dieser Arbeit untersuchten Patientenfibroblasten wurden aus flissigem Stick-
stoff aufgetaut und in 10cm-Platten expandiert. Suchkriterium war, dass die Diagno-
se ,Fanconi-Anamie“ gesichert war und die Patienten als nonFAACD2EFG klassifi-
ziert waren, also bis zu diesem Zeitpunkt keiner Komplementationsgruppe zugeord-
net werden konnten.

3.4.1. Klonierungen

Die in dieser Arbeit untersuchten Gene (siehe Einleitung) wurden mittels Restrik-
tionsverdau aus den jeweiligen Ausgangsplasmiden ausgeschnitten und in das
S11IEG3-Plasmid kloniert (siehe Tabelle 3.4). Dabei wurden samtliche Aus-
gangsplasmide von Prof. Schindler, Wirzburg zur Verfigung gestellt. Nach der Liga-
tion wurden die neu konstruierten Plasmide in DH5a-Bakterien transformiert und dort
vervielfaltigt. Sdmtliche neu generierte Plasmide wurden mittels Restriktionsverdau
und Sequenzierung Uberprift. Die Plasmide S11ERCCI1IEG, S11RAD54BIEG und
S11FLIEG wurden von Prof. Schindler zur Verfiigung gestellt.

Gen Ausgangsvektor Enzyme Zielvektor Enzyme Ergebnis
RAD51 pCMVTag3B/RAD51A BamH]I pS11lIEG3 BamH]I S11RAIEG
RAD51B RAD51B=L1/pCMV3B EcoRI/Xhol pS11lIEG3 EcoRl/Sall S11RBIEG
RAD51C  RAD51C/pCMV3B EcoRlI/Xhol pS11IEG3 EcoRl/Sall S11RCIEG
RAD51D RAD51D/pCMV3B EcoRl pS11IEG3 EcoRl S11RDIEG
XRCC2 pCMV/XRCC2 EcoRl pS11IEG3 EcoRl S11XRCC2IEG
XRCC3 pCMV/XRCC3 EcoRI/Xhol pS11IEG3 EcoRl/Sall S11XRCCSIEG
hSNM1 pcDNA3/SNM1 BamHI/Xhol  pS11IEG3  BamHl/Sall S11DCLRIAIEG

XPF pcDNA3/XPF Notl/PspOMI  pS11IEG3 Notl S11XPFIEG

Tab. 3.4: Klonierung. Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Enzyme, die fiir die einzelnen Klonie-
rungen verwandt wurden. Dargestellt sind die Ausgangsvektoren und die Enzyme, die verwandt wur-
den, um das Gen aus dem Ausgangsvektor herauszuschneiden. Ebenso sind der Zielvektor und die
Enzyme aufgefiihrt, die verwandt wurden, um das Gen in diesen Zielvektor hineinzuklonieren. Die
letzte Spalte enthalt den Namen des entstandenen Plasmids.
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3.4.1.1. S11IEG3 und S11IN-Konstrukte

1kb  2kb

SlllN LTR IRES LTR

s11iEG3

Abb. 3.27: Die Vektoren S11IEG3 und S11IN im Vergleich. S11IN tragt das Neomycinphospho-
transferase-Gen und S111EG3 das EGFP-Gen als Markergen.

Die Konstrukte mit den Genen RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 und
XRCC3 wurden in einem zweiten Schritt aus dem S11IEG3-Plasmid in das verwand-
te S11IN-Plasmid umkloniert. Das S11IEG3-Plasmid tragt als Markergen das EGFP-
Gen, welches von der Qualle stammt und nach Anregung unter UV-Licht grin leuch-
tet. S11IN ist analog aufgebaut wie der S11IEG3-Vektor, tragt jedoch anstelle des
EGFP-Gens ein Neomycin-Resistenz-Gen. Mit Hilfe dieses Resistenzgens kann eine
Selektion transduzierter Zellen vorgenommen werden, wobei die nichttransduzierten
Zellen unter der Behandlung mit G418 absterben. Samtliche neu konstruierte Plas-
mide wurden vor ihrer weiteren Verwendung mittels Restriktionsverdau und Sequen-
zierung kontrolliert (siehe Abbildung 3.28).

Gen Ausgangsvektor Enzyme Zielvektor Enzyme Ergebnis
RAD51 S11RAIEG Notl/Avrll S11IN Notl/Avrll S11RAIN
RAD51B S11RBIEG Notl/Avrll S11IN Notl/Avrll S11RBIN
RAD51C S11RCIEG Notl/Avrll S11IN Notl/Avrll S11RCIN
RAD51D S11RDIEG Notl/Avrll S11IN Notl/Avrll S11RDIN
XRCC2 S11XRCC2IEG Notl/Avrll S11IN Notl/Avrll S11XRCC2IN
XRCC3 S11XRCC3IEG Notl/Avrll S11IN Notl/Avrll S11XRCC3IN

Tab. 3.5: Klonierung. Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Enzyme, die fiir die einzelnen Klonie-
rungen verwandt wurden, um RAD51 und seine Homologe von dem S11IEG3-Vektor in den S11IN-
Vektor umzuklonieren.

EcoRlI
AG CTTG AGGC GGTAGCAAG AAACTAAAAC GAGTGGGTTTAT CACAAGAGCT GT ¢
anﬂ ﬂﬂ 90 190 I 110 120 lwn 140 n
I O il
R
\ ' "Wy L A0k An b .l.J.\..L‘ AL ] ') .._l. M ALV ‘
Abb. 3.28: Beispielhafte Darstellung einer Sequenzierung . Die hier dargestellte Sequenz stammt

von dem S11RBIEG-Plasmid. Markiert sind die EcoRI-Schnittstelle und die Startsequenz des Gens
RAD51B.
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3.4.1.2. BRCA1l

Die Klonierung fir BRCAL erfolgte tUber einige Zwischenschritte. Als Zwischenvektor
diente S11FAIEG, der mit BsrGl geschnitten und wieder religiert wurde. Das heraus-
geschnittene 3194 basenpaargrol3e Fragment enthielt eine von zwei Hindlll Schnitt-
stellen des Ausgangsvektors, so dass das religierte Endprodukt ,S11FAIEG/BsrG*
nur noch Uber eine Hindlll-Schnittstelle verfigte. Mittels eines Doppelverdaus mit
Hindlll und EcoRI wurden die ersten 918 Basen des BRCAL1-Genes aus dem
pPCR3/BRCA1-Vekor herausgeschnitten und in den S11FAIEG/BsrG-Vektor kloniert
(=S11FAIEG/BsrG-5' BRCAL). Die restlichen 4807 Basen wurden mittels EcoRI und
Xhol aus dem pCR3/BRCA1-Vektor geschnitten und in den S11IEG3 Vektor kloniert,
der mit EcoRI und Sall geschnitten war (= S11BRCAla). Der 5-Teil von BRCAl
wurde mit NgoMIV und EcoRI aus S11FAIEG/BsrG-5 BRCAL herausgeschnitten
und in S11BRCA1la kloniert. Das Endprodukt ,S11BRCAL1IEG" wurde mittels Restrik-
tionsverdau und Sequenzierung kontrolliert.

Ausgangsvektor Enzyme Zielvektor Enzyme Ergebnis
S11FAIEG BsrGl religiert S11FAIEG/BsrG
pCR3/BRCAl Hindlll-EcoRI  S11FAIEG/BsrG Hindlll-ECORI  S11FAIEG/BstG-5' BRCA1
pCR3/BRCAl EcoRI-Xhol pS11lIEG3 EcoRI-Sall S11BRCAla

S11FAIEG/BsrG-5' BRCA1  NgoMIV-EcoRlI S11BRCAla NgoMIV-EcoRlI S11BRCALIEG

Tab. 3.6: Zusammenfassende Darstellung der Klonierung von BRCAL. Die einzelnen Zeilen ge-
ben die verschiedenen Klonierungsschritte wieder.

3.4.2.  Virusproduktion

EcoFNX-Zellen exprimieren stabil die viralen Proteine Gag, Pol und ein ecotrophes
Env. Diese Zellen wurden allein mit dem Plasmid transfiziert, welches das eigentliche
Zielgen enthalt.

Des Weiteren wurden 293T-Zellen als Zielzellen benutzt. Bei diesem Verfahren wur-
den alle fur die Viruspartikelbildung bendétigten Gene durch Kotransfektion von meh-
reren Plasmiden in 293T-Zellen eingebracht. Es wurden ein gag-pol-Expres-
sionskonstrukt (pHIT60), ein env-Expressionskonstrukt (pczVSV-G) und ein Plasmid,
das das Transgen enthielt, verwendet. Tabelle 3.7 gibt dariber Auskunft, welche
Produzentenzellen mit welchen Plasmiden transfiziert wurden.

3.4.3. Stabile Produzentenzelllinien

Zur Herstellung dieser stabilen Produzentenzelllinien wurden pgl3-Zellen mit dem
virushaltigen Uberstand von 293T- und ecoFNX-Zellen transduziert. Pg13-Zellen, die
mit einem Konstrukt transduziert waren, das eine G418-Resistenz trug, wurden vor
der Virusernte mit G418 selektioniert. Der geerntete virushaltige Uberstand wurde

61



Ergebnisse

sofort filtriert und entweder sofort eingesetzt oder bei —80C gelagert. Bei Bedarf
wurde er unmittelbar vor der Transduktion aufgetaut.

Gen Vektor Produzentenzellen Gen Vektor Produzentenzellen
RAD51 S11RAIEG ecoFNX RAD51 S11RAIN ecoFNX
RAD51B S11RBIEG ecoFNX RAD51B S11RBIN ecoFNX
RAD51C S11RCIEG ecoFNX RAD51C S11RCIN ecoFNX
RAD51D S11RDIEG ecoFNX RAD51D S11RDIN ecoFNX
XRCC2 S11XRCC2IEG ecoFNX XRCC2 S11XRCC2IN ecoFNX
XRCC3 S11XRCCS3IEG ecoFNX XRCC3 S11XRCC3IN ecoFNX
BRCA1 S11BRCAIEG ecoFNX RAD54B S11RAD54BIEG 293T/VSV-G

XPF S11XPFIEG 293T/VSV-G FANCL S11FLIEG 293T/VSV-G

ERCC1 S11ERCCIIEG 293T/VSV-G hSNM1  S11DCLRI1AIEG 293T/VSV-G

Tab. 3.7: Auflistung der Produzentenzelllinien fir die einzel nen Vektoren

3.4.4.  Kontrolle der Retroviren

Die strukturelle Kontrolle der Retroviren erfolgte Gber die Sequenzierung derselben.
Funktionell wurden die Retroviren Uber die Expression ihrer Markergene EGFP und
NEO kontrolliert. Fur alle untersuchten Kandidatengene existieren keine menschli-
chen knock-out-Zellen, in denen die funktionelle Kontrolle der in die Retroviren ein-
gebrachten Kandidatengene hatte erfolgen kdnnen. Des Weiteren waren funktionelle
Tests in Surrogaten wie DT40- (vom Huhn) oder murine knock-out-Zellen denkbar.

3.4.5. Titerbestimmung der generierten Retroviren

Nach der Produktion von virushaltigen Uberstanden wurden diese auf ihren Titer,
d.h. auf ihre Fahigkeit, Zellen infizieren zu kénnen, funktionell durch die Expression
des Markergens in transduzierten Zielzellen untersucht. Tabelle 3.8. gibt eine Uber-
sicht Uber die Titer der Neomycin-Konstrukte.

Retrovirus Virustiter
[CFU/mI]
S11RAIN 1x10°
S11RBIN 2x10°
S11RCIN 7 x 10°
S11RDIN 2x10°
S11XRCC2IN 1x 10°
S11XRCC3IN 1x 10°

Tab. 3.8: Titer der NEO-Konstrukte.  Aufgelistet sind die Virustiter der virushaltigen Uberstande
NEO-Konstrukte. CFU = colony forming unit.
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10°® 10° 10

Abb. 3.29: Titerbestimmung der NEO-Konstrukte. =~ HT1080-Zellen wurden in zunehmender Verdiin-
nungsreihe mit den jeweiligen Retroviren transduziert. Nach der G418-Selektion wurden die tberle-
benden Kolonien mittels Methylenblau angefarbt.

3.4.6.  Virusproduktion von S11BRCA1IEG, S11DCLR1AIE G, S11RAD54BIEG

Bei der transienten Herstellung der Retroviren liel3 sich bei den Konstrukten, die ein
EGFP-Gen enthielten, die Effizienz der Transduktion mittels der Expression von
EGFP unter dem Fluoreszenzmikroskop nach 24 - 48 Stunden erkennen. Bei den
Konstrukten S11BRCA1IEG, S11DCLRI1AIEG und S11RAD54BIEG war die Expres-
sion von EGFP auch nach 48 Stunden sehr schwach. Nachdem die pgl3-Zellen mit
diesem Uberstand transduziert waren, konnten einige Kolonien detektiert werden, die
das EGFP-Gen exprimierten. Diese Kolonien wurden gepickt und auf neuen Zellkul-
turplatten kultiviert. Es stellte sich jedoch heraus, dass diese griinen Zellen ein Se-
lektionsnachteil gegenliber den nicht transduzierten Zellen aufwiesen und abstarben.
Dieser Sachverhalt war auch bei Wiederholung der Experimente zu beobachten.
Deshalb ist davon auszugehen, dass die Uberexpression der Gene BRCA1, hSNM1
und RAD54B mittels Retroviren toxisch ist und diese Gene so nicht als Kandidaten-
gene getestet werden kénnen.

3.4.8. Kandidatengene — RAD51 und seine Homologe

Das Suchkriterium der zu untersuchenden Fibroblasten bestand darin, dass die
Diagnose ,Fanconi-Anamie” gesichert war und die Patienten als FA-nonACD2EFGL
klassifiziert waren.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Patientenfibroblasten wurden aus flissigem Stick-
stoff aufgetaut und in 10cm-Platten expandiert. Die Transduktion erfolgte, ahnlich wie

63



Ergebnisse

bei der Typisierung, in einer 50%igen Dichte in T25-Zellkulturflaschen ca. 16 Stun-
den nach der Trypsinisierung (siehe auch Tabelle 3.9).

Wenn die Gentransferrate bei den grinen Konstrukten nicht mindestens tber 80%
liegt, so besteht die Gefahr, dass schlecht wachsendene ,seneszentene
Fibroblasten die Zellzykluskorrektur nach Exposition gegentiber MMC Uberlagern.
Deshalb wurden fir die Mehrzahl der Kandidatengene Vektoren mit dem Neomy-
cinphotransferase-Gen, auch Neomycinresistenz-Gen bezeichnet, konstruiert. So
exprimierten 100% der analysierten Zellen das zu untersuchende Kandidatengen.

4 kb
S11IN
Not| BamHI  BamHI Avrll i
S11RAIN Rad 51 IRES-E=NEO— pgg/™i:¥
Not| EcoRI sall Avl
S11RBIN LTR Rad 51B IRES = NEO  gm®id
Not| EcoRI Sall Avrll
S11RCIN Rad 51C IRES E==NEO— ggBid
Not| EcoRI EcoR|  Awvrll
S11RDIN
Not| EcoRI EcoR Avrll
S11XRCC2IN XRCC2 IRES ==NEO
Not| EcoRlI Sall  Avrll |
S11XRCC3IN XRCC3 IRES = NEO  pu®i:d

Abb. 3.30: Konstrukte, die ein Neomycinresistenzgen tragen

3.4.9. G418-Selektion

Die in Abb. 3.30 gezeigten Retroviren enthalten ein Neomycinresitenzgen, so dass
bei diesen Konstrukten nach der Transduktion der Patientenfibroblasten eine Selek-
tion mit G418 vorgenommen werden konnte. Diese Selektion dauerte im Schnitt eine
Woche.

3.4.10. Griune Konstrukte

Fibroblasten, die mit einem grinen Konstrukt aus Abb. 3.31 transduziert wurden,
konnten keiner G418-Selektion unterzogen werden. Hier wurde die Gentransferrate
mittels Durchflusszytometrie bestimmt und es wurden nur Zellen weiter untersucht,
bei denen die Gentransferrate tiber 80% lag, um Verféalschungen bei der Auswertung
der Zellzykluskorrektur durch nicht transduzierte Zellen zu vermeiden.
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4 kb 6 kb
S11IEG3
Notl Not|
S11XPFIEG TR  XPE IRES [REGEP# ML
BamHlI | Sall
S11DCLRELAIEG [r DCLREIA/hWSNMIA  NRES BEcrralan
NgoMIV  Hindlll  EcoRI Sall
S11BRCALIEG LTR BRCA1 IRES FEGEP 1L
S11ERCCLIEG  [TR ERCC1 §IRES | EGFP 1E{
S11RAD54BIEG [TR RAD54B IRES [FEGRP 15

Abb. 3.31: Konstrukte, die ein EGFP-Gen als Markergen tragen. S11ERCCI1IEG und
S11RAD54BIEG wurden von Prof. Schindler, Wirzburg zur Verfiigung gestellit.

Nach der Transduktion wurden die Fibroblasten drei Tage mit 33 nmol MMC inku-
biert, anschliel3end fixiert und es wurde der relative DNA-Gehalt der Zellen mittels
FACS gemessen. Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit dem Pro-
gramm ModFit ® (Verity Sofware House).

Gen Vektoren 1. Selektion 2. Selektion Fragestellung
O Kein Virus O MMC CC-Arrest?
EGFP MEGS5AB: Infektionskontrolle O O Wie viele grin?
EGFP MEGS5AB: Selektionskontrolle (-) G418 O Alle tot?
EGFP, Neo  S11EGIN: Selektionskontrolle (+) G418 O alle grin?
S11EGIN: Gentransferkontrolle G418 MMC CC-Arrest?
NEO S11IN: Negativkontrolle G418 MMC CC-Arrest?
RAD51, Neo S11RAIN G418 MMC Korrektur?
RAD51B, Neo S11RBIN G418 MMC Korrektur?
RAD51C, Neo S11RCIN G418 MMC Korrektur?
RAD51D, Neo S11RDIN G418 MMC Korrektur?
XRCC2, Neo S11XRCC2IN G418 MMC Korrektur?
XRCC3, Neo S11XRCC3IN G418 MMC Korrektur?
EGFP S11IEG3: Infektionskontrolle O O Wie viele grin?
EGFP S11IEG3: Negativkontrolle O MMC CC-Arrest?
XPF, EGFP S11XPFIEG O O Wie viele grin?
XPF, EGFP S11XPFIEG O MMC Korrektur?
ERCC1, EGFP S11ERCCIIEG O O Wie viele grin?
ERCC1, EGFP S11ERCCIIEG O MMC Korrektur?

Tab. 3.9: Transduktionsschema der Kandidatengene mit den zuge horigen Kontrollen.  Zur Erldu-
terung der Kontrollen siehe Abschnitt 3.1.3, 0 = kein Gen oder keine Selektion, CC-Arrest = Zellzyk-
lusarrest in der G2/M-Phase, Korrektur = Korrektur der MMC-Hypersensitivitat und Verlust des FA-
typischen G2/M-Arrests.

65



Ergebnisse

3.4.11. Ergebnisse der Typisierung mit den Kandidat  engenen
I 1 1 1,
4 4 4 1
kein Virus, kein MMC S11IN, MMC S11RAIN, MMC S11RBIN, MMC
G1/0-Phase 95,04% 24,02% 22,53% 22,45%
S-Phase 2,09% 0,00% 0,16% 0,02%
G2/M-Phase 2,88% 75,98% 77,30% 77,53%
Diff
e x x 19% 2%
1 1 1 1,
4 F 4 1
S11RCIN, MMC S11RDIN, MMC S11XRCC2IN, MMC | S11XRCCS3IN, MMC
G1/0-Phase 21,54% 21,89% 23,79% 23,10%
S-Phase 0,00% 0,06% 0,00% 0,00%
G2/M-Phase 78,46% 78,05% 76,21% 76,90%
i 2% 2% 0% 1%
r 1 1 1
F i H i
kein Virus, kein MMC S11IEG3, MMC S11XPFIEG, MMC | S11ERCCLIEG, MMC
G1/0-Phase 95,04% 24,38% 24,69% 27,18%
S-Phase 2,09% 0,00% 0,00% 0,00%
G2/M-Phase 2,88% 75,62% 75,31% 72,82%
Diff
e x x 0% %

Abb. 3.32: Messdaten zur Untersuchung der Kandidatengene.

Exemplarische Darstellung der

Messdaten anhand Patient 14. Kontrolle fur die Neomycin-Konstrukte (S11RAIN, S11RBIN, S11RCIN,
S11RDIN, S11XRCC2IN, S11XRCC3IN) ist S11IN. Kontrolle fir die EGFP-Konstrukte (S11XPFIEG
und S11ERCCLIIEG) ist S11IEGS.
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In Abb. 3.32 sind die prozentualen DNA-Gehalte der Zellzyklusphasen der unter-
schiedlich behandelten Fibroblasten eines Patienten dargestellt. Deutlich ist zu er-
kennen, dass Zellen, die nicht mit MMC behandelt wurden, keinen G2/M-Arrest auf-
weisen. Dagegen trat bei allen Fibroblasten, die mit MMC behandelt wurden, ein
G2/M-Arrest ein. Dies ist bei allen angewandten Transgenen zu beobachten. Kein
Gen war fahig, diesen Arrest aufzuheben und die Zellen zu korrigieren. Auch ist zu
erkennen, dass sich die Hohe des G2/M-Arrestes in den verwandten Konstrukten
nicht von der Hohe der jeweiligen Kontrollen unterscheidet (siehe Zeile ,Differenz zur
Kontrolle® in Abb. 3.32).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die gesamten Kandidatengen-
Testungen der einzelnen Patienten. Aufgeflhrt ist nur die prozentuale Differenz zwi-
schen dem G2/M-Arrest der Kontrolle und der jeweiligen Konstrukte. Die Spalte "Dif-
ferenz zur Kontrolle" in Tabelle 3.10 verdeutlicht, dass transduzierte Zellen einiger
Patienten auf die MMC-Behandlung mit einem etwas starkeren G2/M-Arrest als die
entsprechende Kontrolle (positives Vorzeichen) reagierten. Dies kann durch die
Uberexpression des jeweiligen Kandidatengens mit verursacht sein.

Prozentualer Unterschied zur Kontrolle

Nummer

RA RB RC RD XRCC2 XRCC3 XPF ERCC1
1 -4% -3% -2% -4% -2% -6% -1% -2%
2 3% -1% 6% 0% -1% 1% 6% 6%
3 2% 11% 0% 3% 3% 5% -2% -3%
4 -9% 3% -2% 0% -1% 1% 2% 5%
5 -5% 11% -5% -2% -3% 15% 0% -4%
6 -7% 3% 2% -1% -3% -4% 7% 7%
7 -8% -4% -4% -5% -3% -5% 5% 3%
8 2% 6% 4% 3% 4% 8% 6% 11%
9 2% 12% 1% -1% -3% 6% 8% 1%
10 -6% -2% -1% -3% -1% -2% -8% -9%
11 -9% -5% -7% -7% -9% -4% -8% -5%
12 -6% -10% -3% 0% -2% 3% 9% 8%
13 3% 7% 3% 2% 8% 7% -1% -1%
14 1% 2% 2% 2% 0% 1% 0% -3%
15 3% 3% 1% 3% 7% 0% -3% 0%
16 0% 0% 0% -2% -5% 0% -2% -3%
17 -5% -4% -2% 1% -2% -2% -3% -2%

Tab. 3.10: Prozentualer Unterschied der untersuchte  n Gene zu ihren jeweiligen Kontrollen . RA
= RAD51, RB = RAD51B, RC = RAD51C, RD = RAD51D; die Kontrolle zu RAD51 und seinen Homo-
logen war der Vektor S11IN; Kontrolle zu XPF und ERCC1 war S11IEG3 (siehe auch Abb. 3.30 und

3.31).
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Abb. 3.33: prozentuale Abweichung der Héhe des G2/M-Arrestes d  er einzelnen untersuchten
Gene in Bezug auf ihre Kontrollen.  RA (RAD51), RB (RAD51B), RC (RAD51C), RD (RAD51D),
XRCC2 und XRCC3 sind NEO-Konstrukte; XPF und ERCC1 sind griine Konstrukte.

Abbildung 3.33 stellt die Ergebnisse der Tabelle 3.10 graphisch dar. Ein Punkt in die-
ser Graphik steht fur einen untersuchten Patienten mit dem entsprechenden Kandi-
datengen (der x-Achse zu entnehmen). Auf der y-Achse ist die prozentuale Abwei-
chung dieser Ergebnisse von den jeweiligen Kontrollvektoren aufgetragen. Eine ne-
gative Abweichung tber 10% hinaus wirde auf eine eventuelle Korrektur hinweisen.

Aus Graphik 3.33 wird ersichtlich, dass keines der hier untersuchten Kandidatengene
von den Kontrollen im Sinne einer Korrektur des G2/M-Arrests abweicht. Somit ist in
keiner der jeweils transduzierten FA-Zellen ein Defekt in diesen Genen fir den FA-
Phanotyp verantwortlich.
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4. Diskussion
4.1. DNA-Doppelstrangbriche

DNA-Schaden sind keine FA-spezifischen Ereignisse, sondern sie treten jeden Tag
in jeder Zelle von jedem Menschen auf. Tabelle 4.1 gibt eine Ubersicht tiber die un-
terschiedlichsten DNA-Schéaden, ihre Haufigkeiten und deren Ursachen. Die Anzahl
dieser Ereignisse ist sehr hoch und die Integritdt des Genoms kann nur dadurch ge-
wabhrleistet werden, dass jede Zelle Uber ein diffiziles Netzwerk von unterschiedlich-
sten DNA-Reparatur-Mechanismen verfigt. Bemerkenswert ist, dass DNA-
Doppelstrangbriiche (DSB) im Vergleich zu anderen DNA-Schaden nur relativ selten
sind. Gleichzeitig ist dies jedoch auch der gefahrlichste DNA-Schaden, da die Konti-
nuitat der DNA unterbrochen ist. In Hefezellen konnte gezeigt werden, dass ein ein-
ziger nicht reparierter Doppelstrangbruch zum Zelltod fihren kann [120].

Schaden Haufigkeit/Zelle/Tag Ursache

Basenverlust

Purine 14.000 spontan

Pyrimidine 1.000 spontan
Basendesaminierung 350 spontan
Basenalkylierung 85.000 5-Adenosylmethionin
Basendimerisierung 50.000 uv
Basenoxidation 3.000 oxidativer Metabolismus
Doppelstrangbriiche 9 spontan
Einzelstrangbriiche 55.000 spontan

Tab. 4.1: Abschatzung taglich auftretender DNA-Schéden in menschlichen Fibroblasten [121, 122].

Die Ursachen fir DNA-Doppelstrangbriiche konnen unterschiedlich sein. Physiolo-
gischerweise treten sie beispielsweise in lymphatischen Zellen bei der V(D)J-
Rekombination, dem Wechsel zwischen unterschiedlichen Immunglobulinklassen bei
der Immunantwort und der somatischen Hypermutation auf [77]. Ebenso sind sie bei
der Meiose zu beobachten. Endogene Ursachen fiur DSB sind freie Radikale, kolla-
bierte Replikationsgabeln [89] oder nicht reparierte Einzelstrangbriche wahrend der
DNA-Replikation. lonisierende Strahlung und Chemikalien sind die haufigsten exo-
genen Ursachen fir DNA-DSB.
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Strahlung » Einzelstrangbruch Rekombination
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Replikation » Somatische
» Kollabierte Hypermutation
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Doppelstrangbruch
/ ZeuzykIuS\
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Abb. 4.1: Ursache, zellulare Antwort und Konsequenz auf DNA-D  oppelstrangbriiche. Doppel-
strangbriche entstehen nicht nur durch exogene, sondern auch durch endogene Schaden. Des Wei-
teren treten sie auch als Nebeneffekt von normalen physiologischen Vorgéngen auf. Zellen haben
eine Vielzahl an Mdglichkeiten, auf diese DSB zu reagieren, wobei die Kontrolle des Zellzyklus im
Mittelpunkt der Koordination steht. Kann der Schaden nicht adaquat repariert werden oder die Regula-
tion des Zellzyklus lauft falsch, so kann dies die Entstehung eines Tumors zur Folge haben. Graphik
angelehnt an [77].
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4.2. Doppelstrangbruchinduktion durch DNA-querverne tzende Reagenzien

Werden FA-Zellen mit MMC behandelt, so weisen diese eine deutliche Zunahme an
DSB in der Metaphase auf, verglichen mit Zellen von Normalprobanden (= hypersen-
sibel). Diese Beobachtung wird unter anderem zur Diagnostik der FA benutzt. Je-
doch ist der Mechanismus zwischen der Interaktion von DNA-quervernetzenden Re-
agenzien, DSB und deren Reparatur durch FA-Proteine noch nicht bekannt. Ein Mo-
dell nimmt an, dass die Replikationsgabel an Stellen mit DNA-quervernetzenden
Reagentien geblockt wird [123, 124]. Mittels spezifischen Endonukleasen
(ERCC1/XPF) wird der quervernetzte DNA-Abschnitt exzidiert. Da dadurch in der
GO0/G1-Phase beide DNA-Strange gleichzeitig geschédigt sind, ist kein ungeschadig-
tes Substrat mehr vorhanden, das fir eine Reparatur zur Verfigung stehen kénnte.
Dieser so entstandene DSB kann auf zwei unterschiedliche Weisen repariert werden,
entweder mit der homologen Rekombination (HR) oder der nicht homologen End-zu-
End-Verknupfung (non-homologous-end-joning, NHEJ). Zellen von FA-Patienten
zeichnen sich dadurch aus, dass sie diesen DSB nicht adaquat reparieren kdnnen.
Die Untersuchung des Zellzyklusverhaltens von mit FA- oder Kandidatengenen
transduzierten Zellen nach Exposition gegentiber MMC bietet eine schnellere und
technisch einfachere Mdoglichkeit, als die klassischen Komplementationsanalysen
mittels Zellfusion.

q:>§§\\ H q\\\\ V%ﬁ

; 5 |
N\ RN

= s T === d

N
4. = ERCC1/XPF

Abb. 4.2.: Generierung von DSB als Reaktion auf DNA-quervernet  zende Reagenzien. Das Modell
von Rothfuss und Grompe [125] nimmt an, dass DSB bei der Reparatur von Schéaden, die durch DNA-
quervernetzenden Reagenzien verursacht wurden, durch zelleigenen Enzymen generiert werden.
NER = nucleotid excision repair. Modifiziert nach [62, 124, 125].
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In dieser Arbeit wurden 12 neue FA-Patienten hinsichtlich der Komplementations-
gruppenzugehdrigkeit untersucht. Fur diese Primardiagnostik wurden alle bekannten
und klonierten FA-Gene mittels retroviralen Vektoren in die Fibroblasten dieser Pati-
enten eingebracht. Anschliel3end wurden sie mit MMC behandelt und auf ihr Zellzyk-
lusverhalten untersucht. Bei keinem dieser 12 Patienten versagte die Methode. Drei
Patienten konnten der Komplementationsgruppe FA-A und sieben der Komplementa-
tionsgruppe FA-D2 zugeordnet werden. Zwei Patienten zeigten keinen Zellzyklusar-
rest nach MMC, waren also keine FA-Patienten, sondern moglicherweise Trager ei-
ner FA-&hnlichen Erkrankung wie beispielsweise dem Nijmegen-Breakage-Syndrom
(NBS).

Von 18 Patienten, die hinsichtlich der Zugehorigkeit zu der FA-L Gruppe untersucht
wurden, konnte eine Patientin zu FA-L zugeordnet werden. Dies ist umso bedeutsa-
mer, da bisher kein lebender Patient mit einer Mutation im FANCL-Gen beschrieben
worden ist. Die schlecht wachsende und nur schwach MMC-empfindliche Referenz-
zelllinie zur FA-L-Komplementationsgruppe (EUFA868) stammt von einem bereits
verstorbenen FA-Patienten, bei dem retrospektiv die Zuordnung zu dieser Komple-
mentationsgruppe erfolgte. Die hier dargestellten Untersuchungen zeigen eindeutig
die Zugehdrigkeit dieser Patientin zu der Komplementationsgruppe FA-L. Die hier
identifizierte Patientin ermdéglicht es anhand der priméren Fibroblasten, mehr Uber die
physiologische Funktion des Proteins zu erfahren. Des Weiteren kénnen Klinische
Daten gesammelt werden, um auch fur diese Komplementationsgruppe prognosti-
sche und therapeutische Aussagen treffen zu kénnen.

4.3. Mosaike

Ein wichtiger Aspekt sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie und Prognose
von FA ist die somatische Mosaikbildung im Knochenmark von FA-Patienten [52,
126-128]. Unter einem somatischen Mosaik wird die Reversion des pathogenen
Allels zurtick zum Wildtypallel verstanden, so dass der Patient unterschiedliche Zell-
populationen besitzt: einerseits Zellen mit der Mutation und defektem Gen und an-
derseits Zellen mit dem Wiltypallel und somit mit normalem Gen. Diese revertierte
Stammzelle des Knochenmarks erhélt einen Wachstumsvorteil und kann das Kno-
chenmark repopulieren, so dass der FA-Phanotyp der MMC-Hypersensitivitat zurtick
zum Normalfall revertiert. Insgesamt 10 — 25% der FA-Patienten kbnnen so eine ge-
mischte T-Lymphozytenpopulation besitzen [129], was auch gerade in der Diagnostik
anhand von Lymphozyten Probleme bereiten kann.

In Fibroblasten ist eine Mosaikbildung bisher nicht beschrieben worden. Aus diesem
Grund wurden in dieser Arbeit nur Fibroblasten als Ausgangssubstrat sowohl fir die
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Typisierung neu diagnostizierter FA-Patienten als auch fur die Untersuchungen von
Kandidatengenen verwandt, um die Ergebnisse eindeutig interpretieren zu kénnen.

Allerdings sind Mosaike in der Hamatopoese fur einen Patienten nicht immer negativ.
Sie werden fur einen milderen FA-Phéanotyp, oder im Extremfall, namlich bei komplet-
ter Repopulation des Knochenmarks, fir normale Blutwerte verantwortlich gemacht,
womit eines der Hauptprobleme von FA-Patienten beseitigt ist. Ein weiterer Aspekt
dieser Mosaikbildung ist die Tatsache, dass dieses Phanomen auch als natirliche
Gentherapie charakterisiert werden kann. Somit ware eine Gentherapie, bei der ex
vivo das gesunde Gen mittels Vektor in eine hdmatopoetische Stammzelle einge-
bracht werden wirde, kein neuer Ansatz, sondern ein von der Natur bereits genutzter
Losungsansatz. Aufgrund der Patienten mit komplett normaler Hamatopoese geht
man davon aus, dass diese einzelne korrigierte Stammzelle einen Wachstumsvorteil
erhalt und im Laufe der Zeit das Knochenmark vollstandig repopulieren kann [127].

Die Mechanismen, wie diese somatischen Mosaike entstehen, sind noch nicht kom-
plett aufgeklart. Jedoch konnten bisher drei Mdglichkeiten identifiziert werden. Viele
FA-Patienten sind kompound-heterozygot fur eine Mutation [129]. Erfolgt in der Mito-
se eine Rekombination (cross-over) in einer Stammzelle, so dass beide Mutationen
auf ein Allel fallen, entsteht auf dem anderen Allel ein neues funktionstiichtiges Gen
ohne Mutationen [17]. Eine weitere Moglichkeit der Mosaikbildung ist die spontane
Reversion einer Mutation [128]. Auch eine sekundére Sequenzalteration in cis wurde
beschrieben, die jedoch in einer transformierten Zelllinie beobachtet wurde [130].
Dies ist bei den hamatopoetischen Zellen von Patientin 17 der Fall.

Ein weiterer Aspekt der Mosaikbildung ist die Frage, wann eine Mosaikbildung auf-
tritt. Eine Reversion in utero [52] oder kurz nach der Geburt kann bei ansonsten un-
auffalligem Phanotyp dazu fuhren, dass diese Patienten nicht als FA-Patienten iden-
tifizert werden, da sie kein Knochenmarkversagen aufweisen. Problematisch daran
ist jedoch, dass die Mutation noch in allen anderen Korperzellen vorhanden ist und
diese kein normales Allel besitzen. Eine der Charakteristika der FA ist, dass FA-
Patienten eine erhohte Tumorinzidenz haben und dass sie sensibler auf DNA-
quervernetzende Agentien reagieren. Ist ein Patient mit FA diagnostiziert worden, so
sollte er ein besonders intensives Tumorscreening erhalten. Patienten, die aufgrund
der Mosaikbildung hamatologisch nicht auffallig werden und somit nicht mit FA diag-
nostiziert wurden, erhalten demnach dieses intensive Screening nicht, was wiederum
ein deutlicher prognostischer Nachteil ist. Des Weiteren erhalten FA-Patienten bei
der Behandlung von Tumoren mdglichst keine Chemotherapie und eine angepasste
Bestrahlung, da sie die bei der sonst Ublichen Therapie entstehenden DNA-Schaden
kaum reparieren kdnnen. FA-Patienten mit einem Malignom und friher Mosaikbil-
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dung erhalten diese angepasste Therapie nicht, da sie haufig nicht mit FA diagnosti-
ziert wurden [52].

Dieser Aspekt macht weiterhin deutlich, dass eine exakte Typisierung der Patienten
nicht nur fur den Patienten selbst aul3erordentlich wichtig sein kann, sondern auch
fur seine Geschwister. Zwei in dieser Arbeit untersuchte Patienten wiesen keine Auf-
falligkeiten im Blut auf, ihre Geschwister waren jedoch eindeutig als FA-Patienten
diagnostiziert. Die Untersuchungen der Lymphozyten konnten bei diesen zwei Pati-
enten FA nicht bestéatigen. In der hier dargestellten Typisierung von Fibroblasten
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass beide Patienten der selben Komplemen-
tationsgruppe wie ihre Geschwister zuzuordnen sind. Da sie ein Mosaik hatten, wa-
ren sie im Blut unaufféllig und die Diagnose FA mittels Lymphozytenuntersuchungen
nicht zu bestatigen. Die korrekte Diagnosestellung und Einordnung war in diesem
Fall nur mittels Fibroblastenuntersuchungen maoglich.

Besonders wichtig ist des Weiteren eine korrekte Typisierung der Patienten, da diese
Ergebnisse unter Umstédnden auch Auswirkungen auf ihre Eltern haben. Patienten,
die der Komplementationsgruppe FA-D1 zuzuordnen sind, tragen einen Defekt in
BRCAZ2 auf beiden Allelen. Demzufolge missen die Eltern dieser Kinder heterozygo-
te Trager der gleichen Mutation sein. Dies pradisponiert sie mit einem deutlich erhdh-
ten Risiko, an Brust-, Ovarial- und Pankreastumoren zu erkranken [131, 132]. Des
Weiteren ist die Zuordnung zu dem x-chromosomal lokalisierten FANCB-Gen inte-
ressant, da aufgrund der zuféalligen X-Chromosomeninaktivierung 50% der Korperzel-
len FA-Zellen sein miussten. Allerdings liegt der Anteil der FA-Zellen im Blut von Mt-
tern von FA-Patienten der Komplementationsgruppe FA-B nur bei < 1%.

4.4. Die Funktion von BRCA2 im FA-Stoffwechselweg

2002 konnte das Brustkrebsgen BRCAZ2 als das Gen der Komplementationgsgruppe
FA-D1 identifiziert werden. Ein gangiges Modell fur die Funktion von
FANCD1/BRCA?2 ist, dass es nach der FANCD2-Monoubiquitinierung aktiviert wird.
Einer der Grunde fur diese Annahme war, dass FANCD1-Zellen einen intakten Kern-
komplex haben und FANCD2 monoubiquitinieren kdnnen. Die wesentliche Funktion
von BRCA2 ist die Teilnahme an der Homologen Rekombination mittels direkter Re-
gulation von RAD51 [105, 106, 133]. Zellen, die einen Defekt in FANCD2 oder einem
der Kernkomplex-Gene besitzen, sind nicht in der Lage, RAD51-Foci zu bilden. Dies
konnen BRCAZ2-negative Zellen ebenfalls nicht [134-136]. Da BRCA2 direkt mit
RADS5S1 interagiert, wird angenommen, dass der FA-Kernkomplex Uber die FANCD2-
Monoubiquitinierung FANCD1/BRCA2 und damit indirekt die RAD51-Focus-Bildung
reguliert [108, 137]. Neuere Untersuchungen haben herausgefunden, dass monoubi-
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quitiniertes FANCD2 an Chromatin bindet und so eine BRCA2-Bindung uber direkte
Interaktion bewirken kann [135].

Dass jedoch die FA-BRCA-Interaktion nicht so linear ist, wie oben beschrieben, ist
inzwischen gezeigt [63]. Auch interagieren FANCA und FANCG direkt mit BRCA2.
Unter anderem wird eine parallele Interaktion diskutiert. Diese Vermutung wird da-
durch gestitzt, dass FANCD1-Patienten einen etwas anderen Phanotyp haben, als
alle anderen FA-Patienten [38]. Unklar ist auch, was genau die Monoubiquitinierung
von FANCD2 bewirkt und wie diese die Reparatur von DNA-quervernetzenden
Schaden koordiniert [63].

Neuerdings verlagert sich die Sichtweise von einer direkten DNA-Reparatur durch
die FA-Proteine hin zu einer Mediatorfunktion, wobei die FA-Proteine die DNA-
Reparatur zwar nicht selbst ausfuhren, aber Gberhaupt erst ermdglichen. Hussain et
al. [137, 138] beschrieben ein Model, in dem der FA-Kernkomplex mittels FANCD2-
Monoubiquitinierung die homologe Rekombination ermdglicht. Nach ihrem Modell
wirde BRCA2 die Replikationsgabel stabilisieren und so eine RAD51 Einzelstrang-
bindung ermdéglichen. Dieses Modell der Stabilisierung von zerstorten oder blockier-
ten Replikationsgabeln wird durch die Tatsache unterstitzt, dass DNA-
quervernetzende Substanzen die Replikation, Transkription und Rekombination be-
hindern [123]. FA-Proteine fuhren zu einer Stabilisierung dieser zerstorten Replikati-
onsgabeln, so dass RAD51 an die Einzelstrange binden und den Defekt mittels ho-
mologer Rekombination reparieren kann. Wiuirde diese blockierte oder zerstorte
Replikationsgabel nicht stabilisiert werden, so wirden freie DNA-Enden entstehen,
die wiederum Substrate fir Translokationen sein kdnnen. Des Weiteren kann der
Schaden nicht mittels der fehlerfreien homologen Rekombination repariert werden,
sondern musste mittels der nicht-homologen-End-zu-End-Verkntpfung (non homolo-
gous end joning, NHEJ) angegangen werden. Dieses ist jedoch eine fehlerhafte Re-
paratur, bei der unter Umstanden wichtige Information verloren geht oder Deletionen
entstehen kénnen.

4.5. Kandidatengene

Obwonhl bisher 12 unterschiedliche Komplementationsgruppen identifiziert werden
konnten, ist der zellulare Phanotyp aller FA-Zellen sehr ahnlich. Jede Komplementa-
tionsgruppe zeichnet sich durch eine Hypersensitivitdt gegeniber DNA-
quervernetzenden Reagentien aus. Aufgrund dieser Beobachtung wurde angenom-
men, dass die FA-Proteine in einem gemeinsamen Stoffwechselweg interagieren,
der in der DNA-Reparatur involviert ist. Da quervernetzende DNA-Schaden mittels
homologer Rekombination repariert werden, wurde vermutet, dass die Hauptfunktion
der FA-Proteine hier zu finden ist [123]. Als 2002 das Brustkrebsgen BRCA2 als das
Gen der Komplementationgsgruppe FA-D1 kloniert wurde, schienen diese Vermu-
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tungen bestétigt, da BRCA2 mit dem DNA-Reparaturprotein RAD51 interagiert.
RADS5L1 ist eines der zentralen Proteine, die an der homologen Rekombination betei-
ligt sind. Knock-out-Méause zeigen dariber hinaus ahnlich wie FA-Zellen eine MMC-
Uberempfindlichkeit.

4.5.1. RAD51

RADS5L1 ist ein Homolog des bakteriellen RecA-Proteins, welches in der Rekombinati-
on und in der Reparatur von DNA-Schéaden involviert ist [139]. Ebenso nimmt es eine
zentrale Position in der Wiederherstellung von zerstorten Replikationsgabeln ein [89,
140]. Die Brustkrebsgene BRCA1 und BRCAZ2 bilden einen Komplex mit RAD51. Wie
oben dargestellt, ist RAD51 ein Schlisselprotein in der Reparatur von DSB mittels
HR. Homozygote RAD51 Nullmutante sind lethal, was die wichtige zellulare Funktion
widerspiegelt [80].

4.5.2. RAD51-Homologe

Insgesamt konnten finf RAD51 Homologe in Vertebraten identifiziert werden, die zu
ungefahr 20-30% identisch mit RAD51 sind: RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2
und XRCC3. Diese Homologe bilden untereinander verschiedene Multiproteinkom-
plexe.

Ein Komplex aus vier Untereinheiten setzt sich jeweils aus den Heterodimeren
XRCC2-RAD51D und RAD51B-RAD51C zusammen [141-145] wobei XRCC2 nur mit
RAD51D direkt interagiert [143]. Des Weiteren konnte eine direkte Interaktion zwi-
schen RAD51C und XRCC3 nachgewiesen werden [143, 144, 146, 147]. Moglicher-
weise gehort RAD51 selbst noch zu diesem Komplex [143], wobei es direkt mit
XRCC3 interagiert [143, 148].

4.5.2.1. RAD51B

Fur RAD51B konnte eine Interaktion mit RAD51C nachgewiesen werden [143, 149].
Dieser Heterodimer ist ein Bestandteil des Tetramers aus XRCC2-RAD51B-
RAD51C-RAD51D mit einer Stoéchiometrie von 1:1:1:1 [143].

4.5.2.2. RAD51C

Der gereinigte RAD51C-XRCC3-Komplex kann einzelstrangige DNA, nicht aber dop-
pelstrangige DNA binden [146]. Mutationen in einem dieser beiden Gene fihren zu
Verédnderungen in der Holliday-Verbindung und Depletion von RAD51C verhindert
die Stranginvasion [147].
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Abb. 4.3: Vermutete Interaktionen zwischen den RAD5  1-Homologen . Es wird angenommen, dass
XRCC2 und RAD51D sowie RAD51B und RAD51C jeweils einen Dimer bilden. Diese beiden Dimere
bilden Uber eine Interaktion zwischen RAD51D und RAD51B einen Komplex. XRCC3 verdrangt in
einem néachsten Schritt RAD51B aus seiner Bindung mit RAD51C und geht selber mit diesem Protein
eine Verbindung ein, wodurch RAD51C seine Konformation andert. Diese Konformationsdnderung
ermoglicht RAD51, eine Bindung mit XCRR3 und RAD51C zum aktiven Komplex einzugehen. Nach
[141].

4.5.2.3. RAD51D

Fur RAD51D wird eine doppelte Rolle in der Zelle angenommen, wobei die zweite
Funktion neben der Reparatur von DSB in dem Schutz von Telomeren gegen Fusion
postuliert wird [150].

4.5.2.4. XRCC2

X-ray repair complementing defective in chinese hamster 2

XRCC2 ist essentiell fur die Reparatur von DSB [151] mittels HR zwischen den
Schwesterchromatiden. Hamsterzellen, die defekt in XRCC2 sind, weisen eine 100-
fach niedrigere Rate an HR auf.
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4.5.2.5. XRCC3

X-ray repair complementing defective in chinese hamster 3

XRCC3 spielt sowohl bei den ersten Schritten der HR als auch zu spateren Zeitpunk-
ten eine zentrale Rolle. Es stabilisiert Heteroduplex DNA. Zellen mit einem Defekt in
XRCC3 weisen genomische Instabilitat auf [152].

4.5.3. Mutanten von RADS51 und seinen Paralogen

Mutationen von RAD51 und seinen Paralogen zu untersuchen, erwies sich als
schwere Aufgabe. Mause und Zellen mit defizientem RAD51 sind letal, was u.a. auf
die essentielle Funktion dieses Proteins hinweist [80]. In Hihnerzellen, in denen das
Vorhandensein dieses Proteins konditionell steuerbar ist, konnte eine direkte Rolle
von RAD51 in der Erhaltung genomischer Stabilitdt gezeigt werden. Hier fuhrte eine
unterdrickte Expression zu erhthter chromosomaler Briichigkeit [153]. Drei weitere
Mausmodelle mit Defekten in den RAD51-Paralogen XRCC2, RAD51B und RAD51D
zeigten ebenfalls frihe embryonale Letalitat [154, 155]. Knock-out-Zellen von einem
der flinf Paraloge hingegen sind jedoch lebensfahig. So konnten alle fiinf Paraloge in
Huhnerzellen (DT40 B-Lymphozyten) selektiv ausgeschaltet werden und der zellula-
re Phé&notyp untersucht werden [156, 157]. Dabei zeigte sich, dass die Zellen ein
vermindertes Wachstum aufwiesen und 20-30% mehr Zellen starben. Die Lange des
Zellzyklus war jedoch gleich lang im Vergleich zu der Kontrolle. Es konnte kein Arrest
in G1 oder G2/M nachgewiesen werden. Dies kann jedoch auch daran liegen, dass
das p53-Protein in diesen Zellen aus technischen Grinden ausgeschaltet werden
musste. Die Huhnerzellen wiesen alle erhéhte spontane chromosomale Abnormalita-
ten (v.a. Chromosomenbriche) auf, wobei die RAD51D’/" -Zellen besonders schwer
betroffen waren. Nach Behandlung mit DNA-quervernetzenden Reagenzien konnten
keine RAD51-Foci nachgewiesen werden und die HR war in den Knock-out-Zellen
von RAD51D, XRCC2 und XRCC3 um das 30-fache erniedrigt. Dabei waren die Zel-
len besonders empfindlich gegentber Cisplatin. In Hamsterzellen konnte sogar eine
60 bis 70-fach erhohte Sensitivitdit gegeniber MMC festgestellt werden [158].
Schwesterchromatidaustausch wurde in jeder der Knock-out-Zellen nur in reduzierter
Anzahl beobachtet und selbst auf Behandlung mit MMC stiegen diese kaum an.

Werden diese Ergebnisse zusammenfassend betrachtet, so kann festgestellt wer-
den, dass in Knock-out-Zellen der RAD51-Paraloge ahnliche zellulare Auffalligkeiten
zu finden sind wie in Fanconi-Anamie-Zellen. Dabei sind diese Defekte sowohl in
Huhnerzellen als auch in Hamsterzellen nachweisbar [148, 159]. Die Gemeinsam-
keiten erstrecken sich von einer erhohten chromosomalen Instabilitdt [160] Gber De-
fekte in der HR und einer erhéhten Sensitivitdt gegentber DNA-quervernetzenden
Reagenzien. Besonders auffallig sind diese Ahnlichkeiten, wenn die oben beschrie-
benen Knock-out-Zellen mit Zellen von Patienten der Komplementationsgruppe
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FA-D1 verglichen werden [161]. In diesen Zellen, in denen das BRCA2-Gen defekt
ist, lassen sich ebenso wie in den Knock-out-Zellen der RAD51-Paraloge keine
RAD51-Foci nachweisen [162].

Aufgrund dieser Ahnlichkeit des zellularen Phanotyps von Fanconi-Anamie-Zellen
und Zellen mit Defekten in RAD51 und seinen Paralogen stellen diese Gene beson-
ders interessante Kandidatengene fur die noch fehlenden FA-Gene dar. In dieser
Arbeit wurden RAD51 und alle seine Paraloge mittels retroviralem Gentransfer in
Fibroblasten von FA-Patienten transferiert. Da sich die Gentransfereffizienz als ein
Problem darstellte, wurde die Uberexpression in allen Zellen durch den Einbau eines
Selektiongens erreicht. Die untersuchten Patientenzellen konnten alle keiner Kom-
plementationsgruppe zugeordnet werden, so dass anzunehmen ist, dass sie einen
Gendefekt in einem noch nicht identifizierten FA-Gen tragen. Nach der Infektion wur-
den diese Zellen anschliel3end mittels MMC behandelt und untersucht, ob die einge-
brachten Gene eine funktionelle Komplementation vermitteln. Dabei konnte keines
der sechs Gene aus der RAD51-Familie bei einem der 17 Patienten eine Korrektur
des zellularen Phénotyps bewirken. Alle Patienten zeigten nach der Transduktion
und der Behandlung mit MMC weiterhin einen G2/M-Arrest auf. Aufgrund dieser Da-
ten kann davon ausgegangen werden, dass in keinem der 17 Patienten ein Defekt in
RAD51 oder seinen Homologen vorliegt. In Anbetracht der Tatsache, dass Mause
mit einem Defekt in RAD51 frihe embryonale Letalitat aufweisen, kdnnte angenom-
men werden, dass auch beim Menschen ein Defekt in diesen Genen ebenfalls letale
Folgen haben kann. Ein Defekt in diesen zentralen Proteinen der HR stellt mogli-
cherweise einen zu groRen Funktionsverlust fur die Zelle dar, der das Uberleben des
Individuums nicht mehr gewéhrleisten wirde. Mittlerweile konnte gezeigt werden,
dass in Abwesenheit von RAD51D Zellen von Mausen und von Menschen nicht
wachstumsfahig sind [163].

Eine mogliche Erklarung fir die Ahnlichkeit im zellularen Phanotyp zwischen FA-
Patienten und Knock-out-Zellen der RAD51-Familie kdnnte die Interaktion von
BRCA2 mit RAD51 sein. Da BRCA2 den FA-Stoffwechselweg mit der HR verknupft,
scheinen diese beiden Stoffwechselwege essentiell fur die Reparatur von DNA-
Schaden zu sein. Ein Defekt in dem FA-Stoffwechselweg scheint eine inadaquate
Interaktion mit den RAD51-Proteinen zur Folge zu haben, so dass auf zellularer
Ebene ahnliche Symptome prasentiert werden.

Obwohl die dargestellten Ergebnisse fir RAD51 und seine Homologe alle eindeutig
negativ ausfallen, sei darauf hingewiesen, dass nur ein Bruchteil der noch nicht klas-
sifizierten FA-Patienten untersucht werden konnte. Nicht von allen FA-Patienten sind
Fibroblasten vorhanden, die Ausgangsmaterial dieser Untersuchung waren. Auf-
grund der Zunahme an Wissen Uber die essentielle physiologische Funktion dieser
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Gene ist jedoch davon auszugehen, dass ein Defekt in diesen Genen nicht mit dem
Uberleben des Individuums zu vereinbaren ware. Demnach wird aufgrund dieser Un-
tersuchungen davon ausgegangen, dass trotz vieler Parallelen zwischen FA-Zellen
und Knock-out-Zellen von RAD51 und seiner Paraloge diese Gene keine FA-Gene
sind.

2005 konnte eine mit BRCAL interagierende Helikase - BRIP1 oder auch BACH1
(BRCALl-associated C-terminal helicase 1) genannt - als das defekte Gen des Subty-
pes FA-J identifiziert werden [30]. Interessanterweise liegt dieses genau neben
RAD51C auf Chromosom 17g23.

45.4. RAD54B

RAD54B ist ein Homolog zu RAD54 [164] und wird bei DNA-Schaden mit RAD51,
RAD54 und BRCAL rekrutiert [165], wobei RAD51 und RAD54B im Gegensatz zu
RAD54 nicht direkt miteinander interagieren. Es verflugt GUber ATPase-Aktivitat, um
doppelstrangige DNA binden zu kénnen [166]. Anhand einer Kolonkarzinomzellline
mit einem Defekt in RAD54B konnte gezeigt werden, dass dieses Protein eine Kriti-
sche Rolle bei der Schwesterchromatidaustauschreaktion und in der Sensitivitat ge-
genuber DNA-quervernetzenden Agenzien besitzt [167].

RAD54-defiziente Mause waren bislang ein Sdugermodell mit einem echten Defekt in
der Rekombination. Embryonale Stammzellen dieser Mause sind sensitiv gegentber
ionisierender Strahlung und MMC. Ausgewachsene Mause sind nur noch sensitiv
gegeniiber MMC, aber nicht mehr fir ionisierende Strahlung [168]. Uber RAD54B
selbst ist bisher noch wenig bekannt, es wird aber angenommen, dass es keine so
zentrale Stellung in der HR hat, wie sein Homolog RAD54 [140, 169].

In dieser Arbeit war die Uberexpression von RAD54B in Kombination mit EGFP
toxisch fur die Produzentenzellen, so dass keine funktionsfahigen Viren hergestellt
werden konnten. Somit konnte dieses Gen in der vorliegenden Arbeit mit dem ver-
wandten Analysesystem nicht als Kandidatengen getestet werden.

4.5.5. BRCAL, Breast cancer 1 gene

BRCAL verfiigt Gber eine Vielzahl an Funktionen und Interaktionen. Hier soll nur auf
die fur diese Arbeit interessanten Eigenschaften eingegangen werden.

Eine wesentliche Funktion von BRCA1 liegt in der Reparatur von DNA-Schaden
[170]. Mit vielen Proteinen, auch solchen des FA-Stoffwechselweges, sind vielfaltige
Interaktionen beschrieben worden. BRCA1 und FANCD1/BRCAZ2 interagieren in ei-
nem gemeinsamen Stoffwechselweg im Rahmen der Aktivierung von DSB-Reparatur
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und der HR [171]. Monoubiquitiniertes FANCD2 kolokalisiert mit BRCA1 und RAD51
in nuclearen Reparatur-Foci [21, 108, 172]. Ebenso konnten in vitro und in vivo Inter-
aktionen zwischen BRCA1 und RAD50 aus dem RAD50-Mrell-Nbsl-Komplex ge-
zeigt werden. Nach Bestrahlung von Zellen konnten im Zellkern Foci detektiert wer-
den, in denen RAD50 mit BRCA1 kolokalisierte [173]. Dartber hinaus wurden direkte
Interaktionen zwischen FANCA und BRCA1 demonstriert [174].

BRCAL wird als "caretaker" der genomischen Integritat angesehen [170]. BRCA1-
knock-out-Mause weisen ebenso wie Knock-out-Mause der RAD51-Familie embryo-
nale Letalitat auf [175-183]. Intrauterin sind bei diesen BRCA1-knock-out-Mausen
eine Wachstumsretardierung, eine erhohte Apoptoserate und Defekte im Zellzyklus
nachweisbar. Lebensfahige Mause mit verdndertem BRCA1-Gen tragen eine hypo-
morphe Mutation, so dass noch ein Teil des Proteins Funktionstrager ist. Diese Mau-
se weisen eine erhdohte Rate an Lymphomen [184] und Brustkrebs [185, 186] auf.
Besonders der G2/M-Checkpunkt im Zellzyklus weist Abnormalitaten auf [170].

Da Patienten mit einem hypomorphen D1-Allel lebensfahig sind [16], ist BRCA1L ein
besonders interessantes Kandidatengen fur die noch fehlenden FA-Gene. Leider
konnte in dieser Arbeit dieses Gen nicht naher untersucht werden. Ebenso wie
RAD54B erwies es sich bei der Virusproduktion als toxisch. Alle EGFP-positiven Zel-
len starben nach einiger Zeit ab. Im Rahmen anderer Untersuchungen wurde das
EGFP-Gen im BRCAL-Vektor gegen ein Neomycin-Resistenz-Gen ausgetauscht.
Dieses Konstrukt war im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit etablierten Vektor stabil
expressionsfahig, so dass die Toxizitat auf die Kombination von BRCA1 und EGFP
zuruckzufihren ist. Anstehende Untersuchungen werden dieses Konstrukt als Aus-
gangssubstrat nutzen, um BRCAL als FA-Kandidatengen ndher zu untersuchen.

4.5.6. XPF/ERCC1

Excision-repair complementing defective in chinese hamster 1

Xeroderma pigmentosum complementation group F

XPF und ERCC1 bilden einen Heterodimer mit Endonukleaseaktivitat an der Uber-
gangsstelle von einzelstrangiger zu doppelstrangiger DNA [187]. lhre zentrale Funk-
tion liegt mit einer Reihe anderer Proteine in der Nukleotidexzisionsreparatur. Jedoch
sind Hamsterzellen mit einem Defekt in ERCC1 und XPF im Gegensatz zu anderen
Proteinen aus der Nukleotidexzisionsreparatur extrem sensitiv gegenuber Cisplatin,
einem DNA-quervernetzenden Reagenz [188, 189]. Da DNA-quervernetzende Scha-
den mittels HR repariert werden, wird eine duale Funktion des ERCC1-XPF-
Komplexes sowohl in der Nukleotidexzisionsreparatur als auch in der HR angenom-
men [83, 190]. In der Tat konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass der
ERCC1-XPF-Komplex eine Rolle in der HR spielt, wobei dieser fir die Exzision des
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DNA-quervernetzenden Schadens zustandig sein soll [125, 191-194]. Ein weiterer
Hinweis, dass diese beiden Proteine an der Reparatur von DNA-quervernetzenden
Schaden beteiligt sind, stammt aus der Interaktion mit dem FANCA-Protein. Werden
Normalzellen mit Psoralen behandelt, so lassen sich nukledre Foci nachweisen, in
denen FANCA mit XPF kolokalisiert. Darlber hinaus zeigen FA-A-Zellen weniger
XPF-Focus-Bildung [195].

Diese Interaktion mit FANCA und die Tatsache, dass der ERCC1-XPF-Komplex fir
die Reparatur DNA-quervernetzender Schaden zustandig sein soll, machen diese
beiden Gene zu potentiellen Kandidatengenen. Bislang wurde kein Defekt in ERCCL1
beim Menschen beschrieben, obwohl sein Interaktionspartner XPF eine Komplemen-
tationsgruppe der Hauterkrankung Xeroderma pigmentosum (= XP) darstellt. Patien-
ten mit Mutationen in XPF weisen einen sehr milden Phanotyp dieses Krankheitsbil-
des auf [83]. Bei ERCC1-M&ausen hingegen zeigt sich ein deutlich starker ausgeprag-
ter Phanotyp als bei Mausen mit klassischem XP-Phanotyp [196, 197]. Knock-out-
Méause fur ERCC1 sterben entweder im Uterus oder einige Monate nach der Geburt.
Die geborenen M&ause sind kleiner als ihre Wildtyp-Geschwister, leiden an Leber-
und Nierenfehlbildungen und altern vorzeitig. Dieser Phanotyp ahnelt dem Phéanotyp
von FA-Patienten, die im Schnitt auch etwas kleiner sind und haufig an Fehlbildun-
gen der inneren Organe leiden.

Fibroblasten von FA-Patienten, in denen der Gendefekt bisher noch nicht identifiziert
werden konnte, waren auch hier Ausgangsmaterial fur die Untersuchungen. Dabei
wurden die Zellen von 17 Patienten jeweils mit einem Retrovirus, der ERCC1 oder
XPF enthielt, infiziert. Als Markerprotein diente EGFP. Nach erfolgter Transduktion
wurden die Zellen mit MMC behandelt und auf ihr Zellzyklusverhalten untersucht.
Alle Patientenzellen zeigten in der Kontrolle einen G2/M-Arrest. Dieser Arrest konnte
weder von dem ERCC1- noch von dem XPF-Vektor korrigiert werden. Aufgrund die-
ser Beobachtung ist davon auszugehen, dass in diesen 17 Patienten weder ein De-
fekt in ERCC1 noch in XPF vorliegt, da sich durch das Einbringen dieser beiden Ge-
ne das Zellzyklusverhalten sowie die Hypersensitivitdit der FA-Zellen gegentber
MMC nicht verdndert. Die Vermutung, dass ERCC1 oder XPF ein FA-Gen sein kénn-
ten, bestétigte sich nicht.

4.5.7. hSNM1A = DCLRE1A

DNA cross-link repair protein 1A, DCLRE1A

hSNM1 ist eines von drei Homologen des S. cerevisia Gens PSO2 [198]. Embryona-
le Stammzellen von Mausen mit einem Defekt in mSNM1 zeigen einen zweifachen
Anstieg ihrer Sensitivitdt gegentiber MMC [199]. Des Weiteren verursacht Bestrah-
lung die Bildung von Reparaturfoci im Zellkern, in denen hSNM1 mit einem weiteren
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Protein der DNA-Reparatur kolokalisiert [200]. h(SNM1C ist auch bekannt unter dem
Namen ARTEMIS, welches fir die V(D)J-Rekombination essentiell ist. Ein Defekt in
diesem Gen kann einen schweren Immundefekt, die ,Severe Combined Immunodefi-
ciency” (SCID) verursachen [201]. Zudem konnten Parallelen im zellularen Phanotyp
von Zellen mit einem Defekt in hSNM1B zu dem Phanotyp von FA-Zellen festgestellt
werden, so dass bei hSNM1B Uber eine mdgliche Funktion im FA/BRCA-
Stoffwechselweg diskutiert wird [191]. Obwohl die exakte biochemische Funktion von
hSNM1 noch nicht geklart ist, ist anzunehmen, dass diese in der Reparatur von DSB
liegt [191].

In dieser Arbeit konnte hSNM1 im Zusammenhang mit Zellen von FA-Patienten nicht
untersucht werden, da sich die Expression von hSNM1 mit EGFP als Markerprotein
in den Produzentenzellen als toxisch erwies. Nach Transfektion zeigten sich nur we-
nige EGFP+ Zellen, die jedoch schon abstarben. Ebenso wie RAD54B wurde dieses
Gen nicht weiter verwandt und das Problem der Toxizitat nicht ndher untersucht.
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5. Ausblick

Die Identifizierung der betroffenen Gene in Patienten mit FA ist angesichts der gro-
Ben klinischen Variabilitat nur mit Hilfe molekularer Ansatze maoglich. Die daraus ab-
zuleitenden Phanotyp-Genotyp-Korrelationen sind sowohl fiir das allgemeine Ver-
standnis der FA als auch fir die Prognose des einzelnen Patienten wichtig. So zei-
gen z. B. Patienten der Komplementationsgruppe FA-D1 mit Keimbahnmutationen in
dem BRCA2-Gen einen wesentlich schwereren klinischen Verlauf ihrer Erkrankung
als Patienten aller anderen Untergruppen. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Eltern der betreffenden Patienten bisher in allen Féllen heterozygote Trager
der jeweiligen Mutation sind. Diese BRCAZ2-heterozygoten Individuen sind klinisch
gesund, tragen aber ein sehr hohes Risiko, bis zum Alter von 80 Jahren ein
BRCA2-/- Malignom an Brust, Ovar oder Pankreas zu erleiden.

Da FA eine seltene Erkrankung ist, ist die kontinuierliche Zuordnung aller bekannten
Patienten zu der jeweiligen Komplementationsgruppe notwendig, um statistisch si-
chere Aussagen und prognostische Auswertungen vornehmen zu kénnen. Die beste
Losung ware ein internationales FA-Register, in dem alle klinische Daten und Verlau-
fe sowie die Zugehorigkeit zu der Komplementationsgruppe, die Mutationen und
auch die jeweilige Therapie gespeichert und dynamisch aktualisiert werden. Dieses
Register zu etablieren ist sicherlich fur die zukunftige ideale Betreuung und Erfor-
schung der FA eine gewaltige Herausforderung und ware nur in einer engen Zu-
sammenarbeit von vielen FA-Forschern, -Arzten, -Selbsthilfegruppen und -Patienten
maoglich.

Gerade aus der sukzessiven Datensammlung und Auswertung haben sich bereits in
der Vergangenheit vielfaltige Konsequenzen fir die Behandlung von Patienten mit
FA ergeben. Durch die systematische Erhebung der Resultate und Uberlebensraten
von unterschiedlichen Konditionierungsprotokollen vor einer KMT, sowie die Verof-
fentlichung dieser Ergebnisse, erfolgte eine konsequente Anpassung dieser Protokol-
le. So konnten unerwiinschte Nebenwirkungen verringert und das geringe Uberleben
durch die hohe Toxizitat kontinuierlich verbessert werden.

Durch diese an die Besonderheiten der Erkrankung angepassten Transplantations-
regime erreichen heutzutage erfreulicherweise mehr FA-Patienten ein hdheres Le-
bensalter. Da mit einer KMT jedoch nur die hamatologische Komponente der Erkran-
kung therapiert werden kann und bei dieser Therapieform noch zusatzliche Schaden
gesetzt werden, stehen wir in Zukunft bei der Betreuung unserer Patienten ganz
neuen Problemen gegeniber. Plattenepithelkarzinome des oberen aerodigestiven
und anogenitalen Traktes sind die Hauptprobleme, mit denen FA-Patienten in einem
Alter Giber 20 Jahre fast alle konfrontiert sind. So haben diese FA-Patienten z. B. ein
500- bis1000-fach erhdhtes Risiko, an Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Hals-
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bereiches - besonders der Mundhdhle - zu erkranken [39, 202]. Die Ublichen Thera-
pieregime zur Behandlung von diesen Tumoren sehen eine Radiatio haufig in Kom-
bination mit DNA-quervernetzenden Substanzen wie z.B. Cisplatin vor. Zellen von
FA-Patienten weisen jedoch eine Hypersensitivitat gerade gegentber diesen Sub-
stanzen auf, so dass diese DNA-kreuzvernetzenden Substanzen aus Toxizitatsgrin-
den nur sehr vorsichtig bei FA-Patienten eingesetzt werden kénnen. Daher ist es fur
eine optimale Behandlung solcher Tumoren wichtig, sie so friih wie moéglich zu ent-
decken, um sie moglichst mit alleiniger chirurgischer Intervention/Exzision therapie-
ren zu kdénnen. Hierzu bendtigen wir in der Zukunft gute Screeningmethoden sowie
gut strukturierte Verlaufsbeobachtungen, um mdoglichst schon prékanzerése Veran-
derungen detektieren und mit einer einfachen Biopsie entfernen zu kénnen. Die Ent-
wicklung eines nichtinvasiven Tests auf der Basis von einfachen Birstenabstrichen
der Mundschleimhaut [203, 204] stellt in diesem Zusammenhang eine besonders
vielversprechende Friherkennungsmethode dar.

Obwohl die in dieser Arbeit untersuchten Kandidatengene alle in einer Beziehung mit
dem FA-BRCA-Stoffwechselweg stehen, konnte keines dieser Gene als Fanconi-
Anamie-Gen identifiziert werden. Gerade RAD51 und seine Homologe waren als
unmittelbar ausfihrende Proteine der HR besonders interessante Kandidaten. Bei
der Identifizierung des FANCJ-Gens als BRIP1/BACH1 mittels positionaler Klonie-
rung war unter anderem auch die Tatsache richtungweisend, dass das unmittelbar
benachbarte RAD51C-Gen im Rahmen dieser Untersuchungen als FANCJ-Gen aus-
geschlossen werden konnte.

In den letzten zwei Jahren wird beispielsweise die Funktion der FA-Proteine zuneh-
mend nicht in einer aktiven Rolle im Rahmen der Reparatur von DSB-Brichen, son-
dern eher in einer passiven Funktion der Stabilisierung der DNA-Replikationsgabel
gesehen, so dass andere Proteine des DNA-Reparatur-Stoffwechsels die Schaden
reparieren kbnnen. Da noch einige Patienten keiner der bisher bekannten Komple-
mentationsgruppen zugeordnet werden konnten, wissen wir, dass noch weitere Kan-
didatengene zu finden sind. Jedes einzelne Gen kdnnte sehr entscheidend sein, um
so die Funktion des FA-Stoffwechselweges in der Zelle besser zu verstehen und viel-
leicht auch therapeutisch beeinflussen zu kdnnen.

Es stellt sich die Frage, ob die hier beschriebene Methode der Uberexpression von
Genen mittels retroviralem Gentransfer dafur eine geeignete Methode ist. Drei der im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Kandidatengene konnten mit Hilfe dieses me-
thodischen Ansatzes nicht weiter untersucht werden, da eine Uberexpression toxisch
fur die Zellen war. Daher sind hierzu andere Ansatze nétig, um die noch restlichen
FA-Gene zu finden.
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Es ist jedoch davon auszugehen, dass die restlichen FA-Gene nur in einer sehr nied-
rigen Frequenz in der allgemeinen heterogenen Bevdlkerung in Europa oder Nord-
Amerika vertreten sind. Daher ist auch hier eine enge internationale Zusammenarbeit
von unterschiedlichen FA-Arbeitsgruppen sowie der Austausch sowohl von Patien-
tenmaterial als auch unterschiedlichen methodischen Ansétzen eine wahre conditio
sine qua non, um die noch fehlenden Gene zu entdecken. Nur durch ein genaues
Verstandnis des FA-Stoffwechselweges in jeder Zelle ist eine kontinuierliche Verbes-
serung der Therapie von Patienten mit FA Gberhaupt méglich, die dann im Idealfall
dem einzelnen Patienten eine hohere Lebenserwartung mit einer stark verbesserten
Lebensqualitat erméglichen wird.
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9. Zusammenfassung

Fanconi-Anamie (FA) ist eine genetisch und phanotypisch sehr heterogene autoso-
mal und x-chromosomal rezessive Erkrankung. Sie wird klinisch charakterisiert durch
die Trias aus kongenitalen Fehlbildungen, einem chronisch progredientem Versagen
der Hamatopoese und einer erhéhten Inzidenz von Malignomen. Auf zellularer Ebe-
ne ist die FA durch eine erhéhte spontane Chromosomenbrichigkeit sowie eine Hy-
persensitivitdt gegenidber DNA-quervernetzende Reagenzien charakterisiert. Bei der
FA existieren mindestens 13 verschiedene Komplementationsgruppen (FA-A, -B, -C,
-D1, -D2, -E, -F, -G, -, -J, -L, -M, -nonJ), von denen bisher 11 Gene (FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD1/BRCA2, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCJ,
FANCL, FANCM) identifiziert wurden. Zellbiologische und biochemische Untersu-
chungen zeigen, dass diese FA-Proteine bei der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen miteinander verschiedene Funktionskomplexe bilden, daneben
aber auch mit anderen Schlisselproteinen wie ATM, BRCA1 oder Rad51 direkt in-
teragieren.

Diese Arbeit hatte zwei unterschiedliche Schwerpunkte. Einerseits wurden neu diag-
nostizierte Patienten retroviral typisiert, d.h. es wurde versucht, sie durch Uberex-
pression des jeweiligen FA-Gens einer der bereits bekannten Komplementati-
onsgruppen zuzuordnen. Bei zwei von 12 untersuchten Patienten konnte die klini-
sche Verdachtsdiagnose FA auf zellularer Ebene nicht bestétigt werden. Die anderen
10 Patienten verteilten sich Uberwiegend auf die beiden Komplementationsgruppen
FA-A und FA-D2, wobei der Subtyp FA-D2 deutlich Gberreprasentiert war.

Hier konnte die zurzeit einzige bekannte lebende Patientin der Gruppe FA-L identifi-
ziert werden. Diese Patientin verflgte Uber ein beginnendes Mosaik in der Hamato-
poese vor Transplantation und fiel klinisch durch einen sehr ausgepragten Phanotyp
mit Kleinwuchs auf und entwickelte Mundhohlenkrebs schon mit 13 Jahren.

Das zweite Ziel dieser Untersuchung war, Kandidatengene fur FA anhand der noch
nicht klassifizierten Patienten zu untersuchen. Die gewahlten Kandidatengene sind
alle DNA-Reparaturgene, die in der homologen Rekombination involviert sind und
zum Teil in Knock-out-Mausen eine Uberempfindlichkeit gegeniiber Mitomycin C zei-
gen. Nach der Klonierung dieser Kandidatengene in retrovirale Vektoren wurden pri-
mare Fibroblasten von Patienten mit Defekten in unbekannten Genen damit transdu-
ziert. Im Folgenden wurden sie analog zum Subtypisierungsprotokoll mit der DNA-
quervernetzenden Substanz MMC behandelt und ihr Zellzyklusverhalten in der
Durchflusszytometrie analysiert. Keines der hier untersuchten Gene konnte die FA-
Zellen komplementieren, d.h. den durch die Behandlung mit MMC induzierten G2/M-
Arrest aufheben. Somit wurde der Nachweis gefiihrt, dass es sich bei keinem der
hier untersuchten Kandidatengene in den untersuchten FA-Zellen um ein Fanconi-
Anamie-Gen handelt.
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