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Kurzfassung

Kurzfassung

Fanconi-Andmie (FA) ist, mit Ausnahme von Mutationen in FANCR/RADS51, cine autosomal-rezessive oder
X-chromosomal vererbte Krankheit, die sich durch eine ausgesprochene klinische als auch genetische
Heterogenitit auszeichnet. Neben einem fortschreitenden Knochenmarksversagen zihlen zu den typischen
Merkmalen ecine Vielzahl an angeborenen Fehlbildungen, wie beispielsweise Radialstrahlanomalien,
Minderwuchs oder Pigmentierungsstérungen. Zudem besteht fiir FA-Patienten ein iberdurchschnittlich
hohes Risiko bereits in jungen Jahren an akuter myeloischer Leukimie oder soliden Tumoren zu erkranken.
Bislang konnten in 21 FA-Genen (FANCA, -B, -C, - D1, -D2, -E, -I, -G, -1, -], -L, -M, -N, -O, -P, -0, -K, -, -
T, -U oder -1") krankheitsverursachende Mutationen identifiziert werden, deren Proteinprodukte maf3geblich
an der Aufrechtethaltung der Genomstabilitit beteiligt sind und Komponenten des FA/BRCA-DNA-
Reparaturweges darstellen. In der klassischen FA-Mutationsanalyse kommen meist Sanger-Sequenzierungen
sowie MLPA- und Immunblot-Analysen zum Einsatz. Da im Wesentlichen keine Genotyp-Phinotyp-
Korrelation besteht, gestaltet sich, gerade bei seltenen FA-Komplementationsgruppen, der Nachweis von
krankheitsverursachenden Mutationen oftmals sehr zeit- und kostenintensiv. Wihrend der letzten Jahre
wurden verschiedene Strategien zur Anreicherung und Sequenzierung entwickelt, welche die parallele
Sequenzanalyse einzelner ausgewihlter Gene, ganzer Exome oder sogar des gesamten Genoms und somit eine
kosten- und zeiteftiziente Mutationsanalyse erméglichen. In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche
Anreicherungsmethoden mit anschlieBender Hochdurchsatzsequenzierung auf ihre Anwendbarkeit in der
molekulargenetischen FA-Diagnostik getestet, um klassische Mutationsanalyse-Methoden zu erginzen oder
moglicherweise sogar ganz ersetzen zu koénnen.

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Etablierung eines FA-spezifischen Genpanels zur
Genotypisierung von FA-Patienten. Nachdem die Methode zunichst anhand von FA-Patienten mit
bekannten Mutationen optimiert werden musste, erwies sie sich als effizienter Ansatz zum Nachweis
krankheitsverursachender Mutationen bei FA-Patienten unbekannter Komplementationsgruppe. Durch die
FA-Panelanalyse konnten 37 von 47 unklassifizierten Patienten einer FA-Komplementationsgruppe
zugeordnet werden, indem deren kausalen Mutationen bestimmt wurden. In einem weiteren Ansatz sollte die
Anwendbarkeit eines kommerziellen Anreicherungspanels zur FA-Diagnostik untersucht werden. Auch hier
konnte ein Grofiteil der krankheitsverursachenden Mutationen von finf bekannten wie auch 13 nicht
zugeordneten FA-Patienten detektiert und somit eine molekulargenetische Diagnose bei neun weiteren, zuvor
unklassifizierten FA-Patienten, gestellt werden. Ferner wurden sechs ausgewihlte Patienten, zusitzlich zur
Panelanreicherung, per Exomanalyse untersucht. Zum einen konnten Mutationen in bekannten FA-Genen
bestitigt oder neu identifiziert werden. Zum anderen wurden auch potentiell pathogene Mutationen in DNA-

Reparaturgenen  aulethalb  des FA/BRCA-Signalweges bei zwei Patienten mit unbestitigter
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Kurzfassung

Verdachtsdiagnose FA verifiziert. So wurde bei mehreren Mitgliedern einer Familie mit unterschiedlichen
Tumorerkrankungen eine zuvor unbeschriebene homozygote Nonsense-Mutation in der BER-Glykosylase
NTHL1 nachgewiesen, fiir welche bislang erst zwei pathogene Mutationen als Ausléser cines neuen
Krebssyndroms bekannt sind. Bei einem weiteren Patienten wurden compound-heterozygote Mutationen in
RPAT detektiert, ein Gen fir das bislang noch kein Krankheitsbild bekannt ist. Mit Hilfe der drei
verschiedenen Anreicherungsstrategien konnten insgesamt 47 von 60 unklassifizierten FA-Patienten 13
verschiedenen Komplementationsgruppen eindeutig zugeordnet werden. Es zeigte sich dabei ein breites
Spektrum an neuen, bislang unbeschriebenen FA-Mutationen. Den groBiten Anteil an der Gesamtzahl der
nachgewiesenen Mutationen hatten SpleiBmutationen, die auf ecine Auswirkung auf das kanonische
SpleiBmuster untersucht wurden, um einen pathogenen Effekt nachweisen zu kénnen.

Weiterhin schloss die Arbeit die Charakterisierung einzelner FA-Patienten bzw. Komplementationsgruppen
mit ein. Dazu zdhlen die seltenen Untergruppen FA-T und FA-Q, fiir die jeweils ein neuer Patient identifiziert
werden konnte. Durch die funktionelle Charakterisierung der dritten jemals beschriebenen FA-Q-Patientin
konnten Einblicke in das Zusammenspiel der Reparatur von DNA-Quervernetzungen und der
Nukleotidexzisionsreparatur gewonnen und die phinotypische Variabilitit von FA durch die subjektive als
auch zellulire UV-Sensitivitit der Patientin erginzt werden. Dartiber hinaus konnte das Mutationsspektrum in
FA-I sowie FA-D2 erweitert werden. Eine genauere Untersuchung der Pseudogenregionen von FANCD2
erméglichte dabei die gezielte Mutationsanalyse des Gens.

Insgesamt konnten die Ergebnisse dieser Arbeit dazu beitragen, das Mutationsspektrum in FA zu erweitern
und durch die Identifizierung und Charakterisierung einzelner Patienten neue Einblicke in verschiedene
Komponenten des FA/BRCA-Signalweges zu erhalten. Es zeigte sich, dass neue DNA-
Sequenzierungsstrategien in der FA-Diagnostik eingesetzt werden konnen, um eine effiziente

Mutationsanalyse zu gewihrleisten und klassische Methoden in Teilbereichen zu ersetzen.



Summary

Summary

Fanconi anemia (FA) is, with the exception of mutations in FANCR/RADS51, an autosomal recessive or X-
linked inherited disease that is charactetrized by a remarkable clinical and genetic heterogeneity. In addition to
progressive bone marrow failure, typical features include a multitude of developmental malformations, such as
radial ray anomalies, growth retardation or cutaneous pigment displacement. Additionally, FA patients have a
higher risk for developing acute myelogenous leukemia or solid tumors early in life. To date, pathogenic
mutations have been identified in 21 FA genes (FANCA, -B, -C, - D1, -D2, -E, -I, -G, -1, -], -L, -M, -N, -O, -
P, -0, -R, -5, -T, -U or -1) whose protein products are responsible for maintaining genomic integrity and
constitute components of the FA/BRCA DNA repait pathway. Typical methods for FA mutation analysis
comprise Sanger sequencing as well as MLPA and immunoblot analyses. As no definite genotype-phenotype
correlation exists, pathogenic mutation detection in rare subgroups is often quite time-consuming and cost-
intensive. Within the last few years, distinct strategies for both enrichment and sequencing of a subset of
genes, whole exomes or even the whole genome have been developed that facilitate a cost-effective and time-
saving mutation analysis. In the present work different target-enrichment strategies followed by high-
throughput sequencing were tested for their applicability in molecular genetic diagnostics of FA in order to
complement or even replace classic strategies for mutation analysis.

The first part of this work addressed the establishment of an FA-specific gene panel for genotyping FA
patients. After optimizing this method by means of FA patients with known mutations, this proved to be an
efficient approach for detecting pathogenic mutations in FA patients of unknown complementation groups.
Due to FA gene panel analysis, 37 of 47 unclassified FA patients were assigned to a complementation group
based on the identification of their causative mutations. In another approach, a commercial enrichment panel
was tested for its application in FA diagnostics. Again, most pathogenic mutations of five classified and 13
unclassified FA patients were detected, enabling a molecular diagnosis for nine previously unclassified FA
patients. Moreover, six selected patients were studied by exome analysis in addition to panel enrichment. This
allowed for mutations in known FA complementation groups to be confirmed or newly identified.
Additionally, potentially pathogenic vatriants in DNA-repair genes outside the FA/BRCA pathway were
verified in two patients with an unconfirmed suspected diagnosis of FA. One previously undesctibed
homozygous nonsense mutation in the BER glycosylase NTHL1 was detected in several members of one
family with various tumors. For this gene, only two distinct pathogenic mutations were previously described
to cause a novel cancer syndrome. In another patient, compound heterozygous mutations in RPA7 were
detected, a gene for which no disease pattern is yet known. By means of the three different enrichment
strategies a total of 47 of 60 unclassified FA patients were definitely assigned to 13 diverse complementation

groups. In this context, a broad spectrum of previously undescribed mutations was identified. The majority of
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Summary

all verified mutations were splice mutations that were examined for an effect on the canonical splicing pattern
in order to verify a pathogenic effect.

Additionally, this work also included the characterization of individual FA patients and complementation
groups, respectively. These include the rare subgroups FA-T and FA-Q, for each of which one new patient
was identified. Functional characterization of the third ever described FA-Q patient allowed new insights into
the interplay of DNA interstrand-crosslink and nucleotide excision repair and broadened the spectrum of
phenotypic variability of FA by the subjective and cellular UV sensitivity of this patient. Furthermore, the
mutation spectrum in both FA-I and FA-D2 was expanded. Here, a closer investigation of the pseudogene
regions of FANCD?2 facilitated a precise mutation screening of the gene.

Overall, the results of this work broadened the mutation spectrum of FA and allowed new insights into
diverse components of the FA/BRCA pathway by identifying and chatractetizing individual patients. It
became apparent that novel strategies for DNA sequencing can be applied in FA diagnostics to ensure an

efficient mutation analysis, as well as to replace some parts of classical approaches.
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1. Einleitung

1.1 DNA-Reparatursysteme

Jeden Tag entstehen in unserem Genom neue Mutationen, die sowohl durch exogene Faktoren, wie UV-
Licht, chemische Substanzen oder natiitliche radioaktive Strahlung, als auch durch den Einfluss endogener
Faktoren, wie reaktive Stoffwechselprodukte oder Fehler bei der Replikation, hervorgerufen werden kénnen.
Um die Mutationsrate dennoch gering zu halten, existieren in unserem Organismus verschiedene, spezifische
DNA-Reparatursysteme, die bestimmte Mutationen erkennen und beheben kénnen. Die Auswirkungen von
Veridnderungen im Genom konnen vielfiltig sein. Zum einen sind Mutationen ein wesentlicher Bestandteil der
Evolution. So unterscheidet sich das Humangenom vom Genom des Schimpansen um weniger als 1,3 %
[Ebersberger et al, 2002; Chimpanzee Sequencing Analysis Consortium, 2005]. Genetische Variabilitit
existiert aber nicht nur zwischen verschiedenen Spezies sondern auch beim Vergleich verschiedener
Individuen innerhalb einer Art. Beispiclsweise betrdgt die Varianz bei verschiedenen Menschen nur etwa
0,5 % und ist fir die Unterschiede im Phinotyp verantwortlich. Allerdings kénnen Mutationen innerhalb eines
Individuums auch pathogene Auswirkungen auf einen Organismus sowie die Entstehung schwerer
Erkrankungen zur Folge haben. Treten diese in somatischen Zellen auf, so wirken sie sich nur auf die jeweils
betroffene Person aus. Entsteht cine pathogene Variante hingegen bereits in der Keimbahn, so kann diese
auch auf Nachkommen tibertragen werden.

Zur Behebung der schitzungsweise rund 70 000 DNA-Lisionen, die jeden Tag in einer humanen Zelle
entstehen [Tubbs und Nussenzweig, 2017], stehen spezialisierte DNA-Reparaturmechanismen zu Verfigung,
um den fehlerfreien Ablauf der DNA-Transkription und -Replikation zu gewihrleisten. Dabei sind
enzymatische Signalkaskaden fiir die Regulation dieser Abliufe von entscheidender Bedeutung. Beispielsweise
kann man wihrend des Zellzyklus den periodischen Auf- und Abbau von Cyclinen beobachten [Evans et al.,
1983]. Zusammen mit Cyclin-abhingigen Setin/Threonin-Proteinkinasen (cyclin-dependent kinases; CDKs)
bilden sie funktionell aktive Holoenzyme, welche zellzyklusabhingig verschiedene Substrate phosphorylieren
und dadurch das Voranschreiten des Zellzyklus regulieren. In dessen Verlauf werden verschiedene
Kontrollpunkte durchlaufen, um eine fehlerfreie Weitergabe der Erbinformation an die Tochterzelle zu
gewihrleisten. Tritt ein DNA-Schaden auf, wird der Zellzyklus am entsprechenden Kontrollpunkt angehalten,
um die Reparatur des Schadens zu erméglichen. Dabei unterscheidet man den G1/S-Phase-, Intra-S-Phase-,
G2/M-Phase- sowie den Mitose-Kontrollpunkt. Falls eine Behebung des Schadens nicht maoglich ist, tritt die
Zelle in die primature Seneszenz ein, geht in die p53-vermittelte Apoptose iiber oder entartet. Ein Uberblick
tber wichtige Bestandteile des komplexen Netzwerkes an DNA-Reparatursystemen soll in den folgenden

Abschnitten gegeben werden.
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1.1.1 Basenexzisionsreparatur

Einer der hiufigsten endogenen DNA-Schiden im menschlichen Genom ist die Modifikation einzelner
Basen. Diese Verinderungen entstehen z. B. durch Alkylierung, Desaminierung oder oxidative Reaktionen, die
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ausgelost werden kénnen, welche als Nebenprodukt der Zellatmung in
den Mitochondrien entstehen. Ein hiufig genutzter Reparaturweg zur Behebung dieser DNA-Schidigungen
ist die Basenexzisionsreparatur (BER) (Abbildung 1), wozu im Wesentlichen vier Enzyme bendtigt werden
[Kubota et al., 1996]. Dazu zihlen eine Glykosylase, eine Endonuklease, eine Polymerase sowie eine Ligase.
Zunichst wird die geschidigte Base von einer auf eine DNA-Lision spezialisierten DNA-Glykosylase erkannt.
Diese spaltet die N‘-glykosidische Bindung zwischen der Base und der Desoxyribose, so dass eine
Apurin/Apyrimidin (AP)-Stelle entsteht. Bifunktionale Glykosylasen besitzen zudem eine intrinsische AP-
Lyaseaktivitit, wodurch die Phosphodiester-Bindung des DNA-Rickgrates gespalten werden kann. Diese
Aufgabe Ubernimmt bei monofunktionalen Glykosylasen die AP-Endonuklease APE1 [Demple et al., 1991].
Durch die Spaltung der Phosphodiester-Bindung 5° der AP-Stelle entsteht jeweils ein 3-OH- sowie ein 5%
Desoxytibose-5°-Phosphat (5°-dRP)-Ende.
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht der Basenexzisionsreparatur. Eine modifizierte Base (Stern) wird von einer spezifischen
Glykosylase als Schaden erkannt und entfernt, wobei die Zucker-Phosphat-Kette intakt bleibt. Dadurch entsteht zunichst eine
abasische Stelle (AP-Stelle). Durch Spaltung der Phosphodiester-Bindung entsteht ein Einzelstrangbruch, der durch die Synthese eines
(short pateh) oder mehrerer Nukleotide (long patch) und anschlieBender Ligation behoben wird.
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Ab diesem Punkt gibt es zwei Moglichkeiten der weiteren Reparatur. Entweder wird durch die DNA-
Polymerase 3 ein Nukleotid eingebaut sowie der 5-dRP-Rest entfernt, so dass der LiglII-XRCC1-Komplex
den Einzelstrangbruch verschlieBen kann (short patch) [Caldecott et al., 1994; Matsumoto und Kim, 1995].
Alternativ dazu besteht die Moglichkeit, dass durch die Polymerasen 8 und &€ PCNA-abhingig mehrere
Nukleotide synthetisiert werden, wodurch einige Basen 3° der Schnittstelle verdringt werden. Diese kénnen
durch die Flap-Endonuklease 1 (FEN1) entfernt und die Liicke durch eine Ligase verschlossen werden (fong
patch) [Frosina et al., 1996; Klungland und Lindahl, 1997; Kim et al., 1998].

Schidigungen des BER-Reparaturweges durch Mutationen in essenziellen Genen haben schwerwiegende
Folgen fiir den Organismus. So werden verschiedene Formen der adenomatdsen Polyposis durch Keimbahn-
Mutationen in MUTYH oder NTHLT, die fir jeweils eine der bislang 11 bekannten BER-Glykosylasen
codieren, hervorgerufen [Al-Tassan et al., 2002; Weren et al., 2015].

1.1.2 Nukleotidexzisionsreparatur

Zur Entfernung Helix-verformender Lisionen, wie etwa Thymin-Dimere, die durch UV-induzierte
Vernetzungen entstehen kénnen, wird die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) genutzt. Dem Reparaturweg
kommt ecine wichtige Bedeutung in der G1-Phase des Zellzyklus zu. Die NER ldsst sich in zwei
Reparaturwege unterteilen, die sich in ihrer initialen Schadenserkennung unterscheiden (Abbildung 2A+B).
Die Globale Genom-NER (GG-NER) ist fiir die Schadenserkennung des gesamten Genoms verantwortlich,
wohingegen die Transkriptions-gekoppelte NER  (zranscription-coupled; TC-NER) Blockaden wihrend der
Transkription behebt, welche die RNA Polymerase II an der Elongation des Transkriptes hindern. Defekte in
Genen, die an der NER beteiligt sind, haben schwere klinische Krankheitsbilder zur Folge, wie Xeroderma
pigmentosum (XP), Cockayne-Syndrom (CS) oder Trichothiodystrophie [Cleaver et al, 2009]. Zu den
Symptomen zihlen unter anderem ﬁberempﬁndlichkeit gegeniiber UV-Licht, Hautpathologien,
Entwicklungsverzogerungen oder ein erhdhtes Krebstisiko.

Zur initialen Schadenserkennung wihrend der GG-NER ist ein Komplex aus XPC, RAD23B sowie CETN2
essenziell, welcher die DNA fortwihrend nach Helix-verformenden Lisionen absucht [Masutani et al., 1994;
Sugasawa et al, 1998; Nishi et al, 2005]. Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD), welche durch die
Verkniipfung von zwei benachbarten Pyrimidinen unter Ausbildung eines Butanringes entstechen und den
hiufigsten durch UV-Strahlung induzierten Schaden darstellen, sind allerdings nur ein schwaches Substrat fiir
den XPC-Komplex [Sugasawa et al., 2001]. Bei einer solchen Schidigung bindet zunichst das DDB1-DDB2-
Heterodimer an die Schadensstelle, das sich mit weiteren Proteinen (Cullin 4A, Roc 1) zu einem gréB3eren
Komplex zusammenlagert und als Ubiquitin-E3-Ligase fungiert [Groisman et al., 2003]. Durch die aktive
Ligase wird XPC an den Ort des Schadens rekrutiert und zusammen mit Cullin 4A sowie DDB2 ubiquitiniert,
woraufhin der E3-Ligase-Komplex von der DNA entlassen wird [Sugasawa et al., 2005]. Danach kann die
Entfernung des Schadens beginnen, welche mit dem TC-NER-Signalweg identisch ist.
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Abbildung 2: DNA-Reparatur durch Nukleotid-Exzision. A: Wihrend der Transkription wird die RNA-Polymerase II (RNAPII) an
der Elongation durch einen Schaden (gelbes Symbol) gehindert. Die initiale Erkennung der TC-NER (unten links) erfolgt durch CSA
und CSB. Bei der GG-NER (unten rechts) ist ein stabiler Komplex aus XPC, RAD23B (23B) sowie CETN2 beteiligt. Diesem kann
noch das DDB1-DDB2-Heterodimer voran geschaltet sein. B: Die Entfernung des Schadens folgt einem gemeinsamen Ablauf. Es
lagert sich, unter Beteiligung von XPB, ein Multiprotein-Komplex (TFIIH) an, der eine XPD-vermittelte Helikasefunktion besitzt.
Weitere Faktoren kommen hinzu, wie RPA, XPA sowie die Endonukleasen XPF-ERCC1 und XPG. Letztere sind fur Einschnitte an
der Schadensstelle zustindig. AnschlieBend kénnen die Neusynthese der entfernten Nukleotide sowie die Ligation des DNA-Stranges
erfolgen. Verandert nach [Cleaver et al., 2009].

Der initiale Schritt der TC-NER wird zunidchst durch die Blockade der RNA-Polymerase II ausgeldst,
wodurch die Bildung eines Komplexes aus CSA und CSB initiiert wird. Die RNA-Polymerase wird entfernt,
so dass die Lision fiir eine Reparatur zuginglich wird. Nach dieser initialen Schadenserkennung wird bei
beiden NER-Signalwegen der sogenannte TFIIH-Komplex an den Ort des Schadens rekrutiert. Weiterhin
binden RPA, XPA sowie XPG und die DNA kann im Bereich der Lision entwunden werden. Durch XPA
wird zunichst die XPF-ERCC1-Endonuklease rekrutiert, welche 5° vom Schaden schneidet [Volker et al.,
2001]. Dadurch kommt es zur Aktivierung von XPG, so dass ein weiterer Einschnitt 3° der Lision erfolgen
kann. Nachdem der Schaden entfernt wurde, kann der Bereich der entstandenen Liicke durch Bindung von
DNA-Polymerasen (8 und €) sowie weiterer Faktoren neu synthetisiert und die Liicke durch DNA-Ligase 1

verschlossen werden.
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1.1.3 Basenfehlpaarungs-Reparatur

Bei der Reparatur von Basenfehlpaarungen, die auch als Mismatch-Reparatur (MMR) bezeichnet witd, kénnen
sowohl einzelne, falsch gepaarte Basen, als auch kleinere Insertionen sowie Deletionen, wie sie oft bei
repetitiven Sequenzen von Mikrosatelliten vorkommen, behoben werden. Eine der hiufigsten Fehlpaarungen
entsteht zwischen Guanin und Thymin, ausgel6st durch die Methylierung eines Cytosins zu 5°-Methylcytosin.
Durch hydrolytische Desaminierung entsteht daraus wiederum Thymin, welches bei der nichsten Replikation
mit einem Adenin paart, sofern die Fehlpaarung zuvor nicht erkannt und aufgehoben wurde.

Ein wesentlicher Bestandteil in der Detektion von Basenfehlpaarungen ist MSH2, das zundchst mit weiteren
Proteinen Heterodimere bildet. So erkennt der als MutSo bezeichnete Komplex aus MSH2 und MSHG6
Fehlpaarungen einzelner Basen sowie bis zu zwei Nukleotide umfassende Insertionen oder Deletionen
[Drummond et al., 1995]. Durch das MSH2-MSH3-Heterodimer (MutSP) kénnen auch lingere Insertionen
und Deletionen von bis zu 14 Nukleotiden detektiert werden [Palombo et al., 1996]. MutS-Heterodimere
bilden zusammen mit MUTL-Endonukleasen einen Komplex, der fiir die Strang-Diskriminierung wichtig ist.
Die gemeinsame Komponente der verschiedenen humanen MUTL-Heterodimere ist MLH1. Der am besten
charakterisierte Zusammenschluss besteht dabei aus MLLH1 und PMS2 und wird als Mutlot bezeichnet.

Zusammen mit PCNA wird die Bindung der Exonuklease 1 vermittelt, welche die Fehlpaarung entfernt.

Danach kénnen die Neusynthese der entfernten Nukleotide durch Polymerase 8 und die anschlieBende
Verkniipfung des DNA-Stranges durch eine Ligase stattfinden. Eine Inaktivierung dieses Reparaturweges
fithrt zu einer erh6hten Mutationsrate sowie einem gesteigerten Krebsrisiko. Keimbahnmutationen in MMR-
Genen sind z. B. mit dem Hereditiren Nicht-Polyposen Kolonkarzinom (bereditary non-pobyposis colon cancer;

HNPCC) assoziiert.

1.1.4 Reparatur von DNA-Doppelstrangliasionen

DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) kénnen durch Zytostatika, ionisierende Strahlung oder freie Radikale
hervorgerufen werden. Sie induzieren in der Regel einen Replikationsstopp und kénnen u.a. zu
Translokationen und Deletionen fiihren. Es existieren verschiedene Mechanismen, mit welchen solche
Schiden behoben werden koénnen, wie das Nou-homologous end joining (NHE]) oder die Homologe
Rekombination (HR). Ein wichtiger Bestandteil der Doppelstrangbruch-Reparatur ist der MRN-Komplex,
bestehend aus MRE11, RAD50 sowie NBS1. Der Komplex fungiert zum einen als frither Sensor von
Doppelstrangbriichen, zum anderen werden ihm aber auch noch weitere Funktionen zugesprochen
[Lamarche et al, 2010]. So ist er an der Aktivierung von Zellzyklus-Kontrollpunkten sowie an der
Aufrechterhaltung von Telomeren beteiligt und spielt eine wichtige Rolle wihrend der Meiose und
Replikation. Mutationen in einer Komponente des MRN-Komplexes fithren entweder zur AT-dhnlichen
Krankheit (Afaxia telangiectasia-like disease; ATLD) [Stewart et al., 1999], zum Nijmegen-Breakage-Syndrom
(NBS) [Varon et al., 1998] oder sind mit der NBS-dhnlichen Krankheit [Waltes et al., 2009] assoziiert. Eine
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Ubersicht tiber verschiedene Moéglichkeiten der DSB-Reparatur ist in den folgenden Abschnitten sowie in

Abbildung 3 und Abbildung 4 wiedergegeben.

a. Non-homologous end joining
Eine Reparatur von Doppelstrangbriichen durch die Ligation von DNA-Enden (end joining) ist wihrend jedes
Abschnittes der Interphase méglich und weist eine hohe Leistungsfihigkeit auf, da keine Reparaturvorlage,
wie ein Schwesterchromatid oder homologes Chromosom, nétig ist. Wihrend der G1- sowie frihen S-Phase
wird ein Doppelstrangbruch zunichst vom MRN-Komplex gebunden, der die Proteinkinase ATM rekrutiert
(Abbildung 3). Die Kinase phosphoryliert im Anschluss verschiedene Substrate, beispielsweise das Histon
H2AX [Burma et al., 2001]. Durch die Modifikation an Setin 139 von H2AX, das nun als YH2AX bezeichnet
wird, kann MDC1 an die Schadensstelle binden, wo es als Plattform zur Anlagerung weiterer DNA-
Schadensproteine dient, wie etwa die Ubiquitinligasen RNF8 und RNF168 [Stewatt et al., 2003; Mailand et al.,
2007; Schwertman et al., 2016]. Die Funktion dieser Ligasen férdert wiederum die Bindung von 53BP1, das
nur an Nukleosomen bindet, welche sowohl an H2AK15 ubiquitiniert als auch an H4K20 methyliert sind.
Im Anschluss wird 53BP1 ebenfalls von ATM phosphoryliert, was die Bindung von RIF1 und PTIP
ermoglicht. Durch diesen Zusammenschluss wird die Anlagerung wichtiger Faktoren der Homologen
Rekombination, wie beispielsweise CtIP und BRCA1, und damit die Rescktion der DNA am
Doppelstrangbruch verhindert. Dies wird zusitzlich durch die Bindung der DNA-Helikase B (HELB) an RPA
unterstlitzt, da durch die 5°-3‘-Translokaseaktivitit von HELB die Nukleaseaktivitit von EXO1, BLM sowie
DNAZ2 unterdriickt wird [Tkac et al., 2010].
An die offenen Enden des Doppelstrangbruchs kann anschlieBend das Ku70-Ku80-Heterodimer binden, das
die katalytische Untereinheit der Protein-Kinase DNA-PK, DNA-PKcs (protein kinase catalytic subuni),
rekrutiert und mit ihr zusammen den aktiven DNA-PK-Komplex bildet [Gottlieb und Jackson, 1993]. Weitere
Effektorproteine werden zur Schadensstelle rekrutiert und durch die Kinase-Aktivitit aktivierend
phosphoryliert. Dazu gehért die Nuklease Artemis, welche sowohl eine 5-Exonuklease-Aktivitit besitzt, als
auch im Komplex mit DNA-PK als Endonuklease wirkt. Durch diesen Zusammenschluss werden die Enden
des Doppelstrangbruchs prozessiert, so dass diese anschlieBend ligiert werden kénnen. Die Ligation wird
durch den XRCC4-LIG4-Komplex sowie weitere Faktoren, wie XLF und PAXX, vermittelt [Nick McElhinny
et al., 2000; Riballo et al., 2009; Ochi et al., 2015].
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Abbildung 3: Ubersicht iiber die Doppelstrangbruch-Reparatur durch klassisches nicht-homologes (non-homologons) sowie alternatives
end joining. Der MRN-Komplex bindet an die Schadensstelle und rekrutiert ATM. Durch Phosphorylierung (P) von H2AX (dunkelgrau:
Histone) wird die Bindung von MDC1 vermittelt, wodurch weitere Signalkaskaden ausgeldst werden. So werden die Nukleosomen, die
den DNA-Bruch flankieren, weiter modifiziert. Dabei wird H4K20 methyliert, wihrend Histon 2A (H2A) durch RNF168 an K15
ubiquitiniert wird (oben links). Durch ATM phosphoryliertes 53BP1 bindet an Nukleosomen, die beide Modifikationen aufweisen und
fungiert so als Bindestelle fiir RIF1 und PTIP. Dadurch wird die Resektion (rote Pfeile) der DNA-Enden an der Schadensstelle,
welche durch Proteine der Homologen Rekombination (braun) geférdert wird, verhindert (rechts oben). Denselben Effekt besitzt die
Bindung von HELB an RPA (Mitte). Zur Verbindung der DNA-Enden stehen zwei Moglichkeiten zur Verfigung. Entweder wird der
Doppelstrangbruch durch das Ku70-Ku80-Heterodimer gebunden und durch Ligase IV ligiert (unten links). Bei Vorhandensein von
Mikrohomologien kann ein alternativer Weg genutzt werden, an welchem PARP1, POLQ sowie Ligase I oder III beteiligt sind (unten
rechts). Verindert nach [Hustedt und Durocher, 2016].

Durch Studien mit Ku70-, Ku80- oder Ligase IV-defizienten Hefemutanten konnte gezeigt werden, dass
neben dem klassischen NHE] weitere alternative Vatianten (alfernative end-joining; alt-E]) existieren [Boulton
und Jackson, 1996; Wilson et al., 1997]. Eine gemeinsame Voraussetzung stellt das Vorhandensein kurzer

homologer Abschnitte am Doppelstrangbruch dar, weshalb alternatives end joining auch als Mikrohomologie-
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vermitteltes end joining (microbomology-mediated end joiningg MME]) bezeichnet wird. In Abbildung 3 ist
beispielsweise der hiufig genutzte Polymerase Theta-vermittelte alt-EJ-Weg dargestellt. Anstelle des Ku70-
Ku80-Heterodimers bindet hierbei PARP1 an die Schadensstelle. Nach der Prozessierung des
Doppelstrangbruchs von beiden Seiten durch die Exonuklease CtIP erfolgen Basenpaarungen zwischen den
homologen Beteichen. POLQ scheint dabei sowohl fiir die Suche nach Mikrohomologien, die Entfernung
von nicht-homologen Uberhingen sowie fiir die Basenpaarungen zwischen den homologen Bereichen
zustindig zu sein [Wyatt et al., 2016]. Fir das Verbinden der Enden wird anschlieend entweder DNA Ligase
I oder III benétigt.

b. Homologe Rekombination

Die Homologe Rekombination (HR) ermdglicht eine fehlerfreie Reparatur von DSBs, sofern ein homologes
Schwesterchromatid als Reparaturvorlage zur Verfiigung steht. Dieser Vorgang beschrinkt sich daher auf die
S- sowie G2-Phase des Zellzyklus und ist genauestens kontrolliert, um ecine illegitime Rekombination mit
partiell homologen DNA-Abschnitten zu vermeiden. Eine Ubersicht iiber diesen Reparaturweg ist in
Abbildung 4 zusammengestellt. Zunidchst wird der DSB vom MRN-Komplex gebunden, welcher die
Aktivierung der ATM-Kinase vermittelt. Analog zur Reparatur durch NHE] werden verschiedene Substrate
durch ATM phosphoryliert (Abbildung 4). Durch die erhhte Aktivitit der CDK-Kinase wihrend der S-Phase
werden nun allerdings auch NBS1 sowie CtIP phosphoryliert, wodurch zunichst die Endonuklease-Aktivitit
des MRN-Komplexes stimuliert wird. Zudem wird die Bindung von BRCA1 an CtIP vermittelt, welches
wiederum inhibierend auf 53BP1 wirkt. Ein weiteres Ziel der CDK-vermittelten Phosphorylierung stellt
HELB dar, welches darauthin aus dem Zellkern transportiert wird. Damit werden sowohl die 53BP1- als auch
die HELB-vermittelte Unterdriickung der DNA-Resektion am Doppelstrangbruch aufgehoben. Die
Prozessierung der Enden wird zudem durch EXO1 und DNA2-BLM unterstiitzt [Bolderson et al., 2010; You
und Bailis, 2010]. Als Resultat entstehen freie 3-Enden, die von RPA-Proteinen gebunden werden.

Im nichsten Schritt vermitteln BRCA1, BRCA2 sowie PALB2, unter Verdringung von RPA, die Anlagerung
von RAD51-Proteinen an die einzelstringise DNA. Durch Polymerisation entstehen RAD51-Filamente, die
sich an komplementire Regionen des homologen Stranges anlagern und so die Strang-Invasion einleiten.
Zunichst bildet sich durch die Verdringung des Schwesterchromatids eine Schlaufe aus, die als D-Logp-
Struktur (displacement loop) bezeichnet wird. Sie kann direkt unter Beteiligung der MUS81-EME1-Exonuklease
aufgel6st werden. Klassischerweise bildet sich allerdings aus dem D-Loop eine doppelte Holliday-Junction (HJ)-
Struktur, die sich auf verschiedene Weise auflésen lisst. Unter Beteiligung des BLM-TOPOIITA-RMI1/2
(BTR)-Komplexes entstehen Non-Crossover-Produkte, wohingegen durch SLX1-SL.X4 oder MUS81-EME1

sowohl Crossover- als auch Non-Crossover-Produkte gebildet werden kénnen.
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die Doppelstrangbruch-Reparatur durch Homologe Rekombination. Durch die erhéhte Aktivitit der
CDK-Kinase in der S-Phase werden NBS1, CtIP sowie HELB phosphoryliert (P). Dies fithrt zur verstirkten Endonuklease-Aktivitit
des MRN-Komplexes sowie zum Export von HELB aus dem Zellkern. An phosphoryliertes CtIP kann BRCA1 binden (oben links),
das reprimierend auf 53BP1 witkt. Dadurch wird die Anlagerung von DNA2-BLM sowie EXO1 erméglicht, wodurch die Resektion
der DNA (rote Pfeile) weiter geférdert wird. Einzelstringige DNA wird zunichst von RPA gebunden. BRCA1, BRCA2 sowie PALB2
térdern den Austausch von RPA durch RAD51, so dass sich RAD51-Filamente ausbilden kénnen, welche die Strang-Invasion
vermitteln (Mitte). Dabei kénnen unterschiedliche Strukturen entstehen, die tber verschiedene Proteinkomplexe gelést werden kénnen
(unten). Eine Alternative in Form des RAD52- und XPF-ERCCl-vermittelten Einzelstrang-Annealings ist rechts oben dargestellt.
Verindert nach [Hustedt und Durocher, 2016).
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Eine Variante der Homologen Rekombination besteht in der Auffillung und Verknipfung der RPA-
gebundenen Einzelstringe im Bereich von repetitiven Sequenzen (single strand annealing; SSA). Daran beteiligt
ist neben RAD52, welches fiir die Ausrichtung und Anlagerung der repetitiven Sequenzabschnitte zustindig
ist, auch die ERCC1-XPF-Endonuklease [Ciccia und Elledge, 2010]. Eine weitere Moglichkeit der HR-
Reparatur besteht auBlerdem im SDSA (synthesis-dependent strand-annealing)-Signalweg, der an die Strang-Invasion
anschliet. Dabei kommt es zur Hybridisierung der neu synthetisierten Stringe, wodurch nur Produkte ohne

Crossover entstehen. Hierbei spielt die Helikase RTEL1 eine wichtige Rolle [Barber et al., 2008].

c. Reparatur von Interstrang-Quervernetzungen

Die kovalente Verkniipfung eines DNA-Doppelstranges, auch als interstrand crosstink (ICL) bezeichnet, stellt
eine groBe Herausforderung fiir das DNA-Reparatursystem dar. ICL-induzierte Schiden werden
normalerweise wihrend der G2-Phase des Zellzyklus repariert, wenn die Replikationsgabel am Voranschreiten
gehindert wird und an der Schadensstelle stagniert. Bei der Entfernung des ICLs entsteht in der Regel cin
DNA-Doppelstrangbruch der, falls er nicht kontrolliert induziert wird, zu einem freien DNA-Ende fithren
kann. Der genaue Ablauf des FA/BRCA-Reparaturweges wird unter 1.2.4 niher beschrieben.

Kirzlich wurde zudem ein alternativer Weg zur Entfernung eines ICLs an stagnierten Replikationsgabeln
aufgeklirt. Semlow et al. 2016 [Semlow et al, 2016] konnten anhand von Psoralen-induzierten
Quervernetzungen zeigen, dass diese auch ohne Einschnitte in den DNA-Strang gel6st werden kdnnen
(Abbildung 5). Psoralen verbindet sich unter Einwirkung von UV A-Licht mit gegeniiber liegenden Thyminen
zu einem Addukt. Durch eine Glykosylase kann die N-glykosidische Bindung, welche die Desoxyribose mit
der Base verkniipft, an einer Seite der DNA-Quervernetzung gespalten werden. Dadurch entsteht eine AP-
Stelle auf der einen Seite sowie ein Thymin-Psoralen-Monoaddukt auf der gegeniiberliegenden Seite,
dargestellt in Abbildung 5A. Unter Beteiligung der Translisions-DNA-Polymerase REV1 kann zunichst tiber
die AP-Stelle hinweg synthetisiert werden. Der CMG-Komplex (CDC45-MCM2-7-GINS), welcher fir die
Entwindung des DNA-Doppelstranges zustindig ist, wird daher nicht an der Schadensstelle blockiert und fillt
ab, sondern bleibt an der DNA gebunden. Letztlich miissen sowohl die AP-Stelle als auch das Monoaddukt
entfernt werden, was vermutlich durch Endonukleasen vermittelt wird. Als verantwortliche Glykosylase
konnte in der beschriebenen Studie die BER-Glykosylase NEIL3 identifiziert werden. Bislang wurde dieser
Reparaturweg allerdings nur mit Hilfe von Plasmidkonstrukten in zellfreien Xenopus-Eiextrakten gezeigt.

Eine Bedeutung dieses Reparaturweges 7% vivo bleibt damit unbestimmt.
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Abbildung 5: Ubersicht zur Entfernung eines Psoralen-induzierten ICLs durch die Gykosylase NEIL3. A: Ein DNA-Ausschnitt zeigt
die Quervernetzung zweier Thymine (T) durch Psoralen (oben). Durch die Spaltung einer N-glykosidischen Bindung (rote Pfeilspitze)
entstehen eine abasische Stelle (AP-Stelle) sowie ein Thymin-Psoralen-Monoaddukt (unten). B: Durch Psoralen sind zwei DNA-
Stringe verkniipft (blau). Durch das Voranschreiten der Replikationsgabeln nihert sich auch die CMG-Helikase dem Psoralen-
induzierten ICL an. Die Glykosylase NEIL3 spaltet auf einer Seite des ICLs die N-glykosidische Bindung zwischen der Desoxyribose
und der Base. Dadurch entsteht eine AP-Stelle (Kreis) sowie ein Monoaddukt (blau, nach auen geklappt). Nach Translisionssynthese
(TLS) und Entfernung der AP-Stelle sowie des Addukts ist der Schaden behoben. ,,G*“: Guanin. ,,A“: Adenin. ,,C*: Cytosin. Veridndert
nach [Semlow et al., 2016].

1.2 Fanconi-Anamie

1.2.1 Erstbeschreibung und Inzidenz

Der Schweizer Kinderarzt Guido Fanconi (Abbildung 6) berichtete erstmals vor
90 Jahren tber den Fall dreier Briider, die im Alter von funf bis sieben Jahren
eine progressiv fortschreitende Animie entwickelten, welche schlieBlich in allen
drei Fillen zum Tode fithrte. Gemeinsame klinische Merkmale dieser Kinder
waren, neben der schweren Andmie, auch diverse Fehlbildungen wie
Mikrozephalie, Hypogonadismus sowie Hyperpigmentierungen der Haut.
Dieses Krankheitsbild veroffentlichte Fanconi im Jahre 1927 als ,,Familidre
infantile perniziosaartige Andmie (pernizidses Blutbild und Konstitution)®

[Fanconi, 1927], welches spiter nach ihm benannt wurde und uns heute als

Fanconi-Animie (FA) bekannt ist.

Abbildung 6: Der Schweizer
Kinderarzt Guido Fanconi auf
einer Aufnahme um 1959 (Quelle:
Ze'ev Aleksandrowicz).
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Mit einer Privalenz von 1-5 pro 1 000 000 zihlt FA zu den seltenen Erkrankungen, welche in allen ethnischen
Gruppen auftritt [Joenje und Patel, 2001]. Die Heterozygoten-Frequenz liegt bei rund 1:200 [Rosenberg et al.,
2011], allerdings ist diese Rate in bestimmten Populationen weit héher. So betrigt die Trigerschaft bei
Aschkenasim 1:89, bei der Afrikaans-sprechenden Bevélkerung Siidafrikas 1:77 und ist unter den Gitanos,
einer Gruppe spanischer Roma, sogar mit 1:64-1:70 angegeben [Rosendorff et al., 1987; Vetlander et al., 1995;
Callen et al., 2005].

1.2.2 Zelluldrer und klinischer Phinotyp

Die Ursache der Erkrankung war lange Zeit unbekannt. 1964 konnte erstmals gezeigt werden, dass FA mit
chromosomaler Instabilitit einhergeht, welche sowohl spontan auftritt als auch durch die Zugabe von
alkylierenden, DNA-quervernetzenden Substanzen wie Mitomycin C (MMC) oder Diepoxybutan (DEB)
induziert und verstirkt werden kann [Schroeder et al., 1964|. Diese zelluldre Hypersensitivitit ldsst sich zur
Differentialdiagnostik nutzen, indem man die Chromosomenbruchrate und die Anzahl von Rearrangements
von behandelten und unbehandelten Zellen am Mikroskop bestimmt. Aufgrund der erhéhten Instabilitit
lassen sich dabei charakteristische Chromatidbriiche und Chromosomenaberrationen, sogenannte
Radialfiguren, beobachten, welche durch die Zusammenlagerung nicht-homologer Chromatiden entstehen.
Des Weiteren ldsst sich der klastogene und zytotoxische Effekt von MMC und DEB auch via
Durchflusszytomettie nachweisen, da Zellen von FA-Patienten wihrend der spiten S-Phase/frithen G2-Phase
des Zellzyklus arretieren [Seyschab et al,, 1993]. Dieser Zellzyklusarrest grenzt FA deutlich von anderen
Syndromen ab, welche ebenfalls ecine erhShte Chromosomenbrichigkeit, nicht aber den FA-typischen
Zellzyklusarrest aufweisen. Dazu zdhlen beispielsweise NBS [New et al., 2005], Ataxia telangiectasia (AT)
[Taniguchi et al., 2002], das Warsaw-Breakage- oder auch das Roberts-Syndrom [van der Leljj et al., 2010].
Klinisch erscheint FA sehr heterogen [Shimamura und Alter, 2010], wobei selbst innerhalb von Familien
Unterschiede beztiglich des Phinotyps auftreten kénnen [Koc et al., 1999; Neveling et al., 2009]. Dabei ist
eine Beteiligung von Umwelteinfliissen, epigenetischer Faktoren oder die Wirkung von Modifier-Genen fir die
unterschiedliche Ausprigung desselben Genotyps méglich. Die Bedeutung des ethnischen Hintergrundes
konnte beispielsweise durch Untersuchungen des FANCC-Gens gezeigt werden. In westlichen Lindern sind
biallelische Mutationen in diesem Gen bei etwa 10-15% der FA-Patienten ursichlich. Diese Gruppe zihlt
nach FA-A (~60%) und noch vor FA-G (~10%) zu den hiufigsten FA-Komplementationsgruppen.
Aufgrund einer Founder-Mutation liegt der Anteil von FA-C-Patienten bei den Aschkenasim allerdings bei etwa
80 % [Verlander et al, 1995]. Die hdufigste Mutation ist hier die als IVS4+4A>T veroffentlichte Splei3-
Mutation ¢.456+4A>T, die lange nur innerhalb dieser Gruppe bekannt war und dort mit einem schweren
Phinotyp assozilert ist [Verlander et al, 1994; Verlander et al, 1995]. Hingegen konnte bei einer
Untersuchung von japanischen FA-Patienten diese Mutation bei acht Patienten im homozygoten Zustand

nachgewiesen werden, wobei diese einen deutlich milderen Phinotyp zeigten [Futaki et al., 2000].
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Zu den hiufigsten phinotypischen Auffilligkeiten von FA-Patienten zidhlen das progressive
Knochenmarksversagen sowie eine Vielzahl verschiedener kongenitaler Fehlbildungen, die in Tabelle 1
zusammengefasst sind. Dazu gehéren Radialstrahlanomalien, Minderwuchs, Organfehlbildungen sowie
Pigmentierungsstérungen, die hiufig in Form von Café-au-lait-Flecken, aber auch als hypopigmentierte
Vitiligo-Flecken auftreten kénnen. Allerdings ist hierbei ist zu beachten, dass rund 25-30 % der FA-Patienten
keine angeborenen Fehlbildungen zeigen. Typischerweise manifestiert sich das progressive
Knochenmarksversagen bereits im Alter von sieben bis acht Jahren, welches bis hin zur Panzytopenie fithren
kann [Kutler et al., 2003]. Zur Wiederherstellung des hdmatopoctischen Systems ist deshalb in vielen Fillen
eine Stammzelltransplantation nétig. Weiterhin besteht fiir FA-Patienten ein stark erthéhtes Risiko, schon frih
an einer akuten myeloischen Leukimie (AML) oder soliden Tumoren, insbesondere Plattenepithelkarzinome
des Mund- und Rachenraumes, zu erkranken.

Einigen seltenen FA-Untergruppen wird allerdings nur ein FA-dhnlicher Phinotyp zugeschrieben, da bei den
wenigen zugeordneten Patienten bislang das fiir FA charakteristische Knochenmarksversagen ausblieb. Dazu
zihlt beispielsweise der einzige bekannte FA-O-Patient, bei dem weder himatologische Auffilligkeiten noch
cine Tumorentstchung beobachtet wurden [Vaz et al, 2010]. Dies gilt ebenso fiir beide FA-R-Patienten
[Ameziane et al., 2015; Wang et al., 2015] wie auch fiir den einzigen bisher identifizierte FA-U-Patienten [Park
et al., 2016]. Bei der kiirzlich beschriebenen FA-S-Patientin wurde mit 23 Jahren Brustkrebs beschrieben,

allerdings blieb auch hier ein Versagen des Knochenmarks bislang aus [Sawyer et al., 2015].

Tabelle 1: Ubersicht iiber hiufige kongenitale Fehlbildungen bei FA-Patienten. Verindert nach [Shimamura und Alter, 2010].

Fehlbildungen Haiufigkeit [%0]
Kleinwuchs 40
Pigmentierungsstorungen der Haut 40
Obere Extremititen (Daumen, Hand, Radius, Ulna ) 35
Skelett (Kopf, Gesicht, Hals, Witbelsdule) 20
Nieren 20
Augen 20
Ohren 10
Herz 6
Genitaltrakt und Keimdrisen

Minner 25

Frauen 2
Entwicklungsverzogerungen 10
Untere Extremititen (Ful3, Bein) 5
Gastrointestinal 5
Zentrales Nervensystem 3
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1.2.3 Genetischer Hintergrund

Wie beim klinischen Phinotyp zeigt sich auch genetisch eine hohe Heterogenitit. FA wird, mit Ausnahme von
FANCB und FANCR, autosomal-rezessiv veretbt (FANC-A, -C, -D1/BRCA2, -D2, -E, -F, -G, -I, -]/ BRIP1, -
L, -M, -N/PALB2, -O/RAD51C, -P/S1.X4, -Q/ERCC4, -S/BRCAT1, -T/UBEZ2T, -U/XRCC2, -17/RE177).
Die Komplementationsgruppe FA-M muss allerdings kritisch betrachtet werden, da die Gruppe um Singh et
al. 2009 [Singh et al., 2009] zeigen konnte, dass der zuvor beschriebene FA-M-Indexpatient [Meetei et al.,
2005] auch Triger biallelischer FANCA-Mutationen ist. Zudem konnte die defiziente FANCD2-
Monoubiquitinierug der untersuchten Zelllinie durch ektopische Expression von FLANCA, nicht aber von
FANCM, behoben werden. Allerdings blieb die Hypersensitivitit der Patientenzellen gegeniiber DNA-
quervernetzenden Substanzen auch nach der Korrektur der Zellen mit FZANCA erhalten.

Eine Ausnahme zur autosomal-rezessiven Vererbung von FA bildete bislang nur F.ANCB, welches einem X-
chromosomalen Erbgang folgt. Dagegen wurde ecine autosomal-dominante Vererbung per se bislang nicht
beschtieben. Jedoch wurden kurzlich zwei Arbeiten uber de novo-Mutationen in FANCR/RADS57 bei FA-
Patienten verbffentlicht, wobei fiir die jeweiligen Mutationen ein dominant-negativer Effekt auf die
Proteinfunktion nachgewiesen werden konnte [Ameziane et al., 2015; Wang et al., 2015]. Somit sind aktuell 21
Gene bekannt, die mit FA in Verbindung gebracht werden kénnen (Tabelle 2). Spezifische Mutationen in
FANCQ sind zudem nicht nur mit der Entstehung von FA, sondern auch mit Xeroderma pigmentosum
sowie dem XFE-Progeroid-Syndrom assoziiert. Dies unterstreicht die schwietige phinotypische Abgrenzung
und genetische Komplexitit, die FA zugrunde liegt.Da nach wie vor einige Patienten keiner bekannten
Komplementationsgruppe zugeordnet werden konnten, scheint die Existenz weiterer FA-assoziierter Gene
wahrscheinlich.

Eine hiufig diskutierte Frage stellt die erthéhte Krebspradisposition fiir heterozygote Anlagentriger von FA-
Mutationen dar. In einer Studie des Internationalen Fanconi-Animie-Registers (IFAR) konnte fiir die meisten
heterozygoten Triger kein erhéhtes Krebstisiko festgestellt werden [Berwick et al., 2007]. Bei bestimmten FA-
Genen besteht allerdings auch fur heterozygote Triger, wie Eltern oder Geschwister, eine Pridisposition fiir
bestimmte Krebserkrankungen. So sind monoallelische Mutationen in den Genen FANCDT7/BRCAZ2,
FANC]/BRIP1, FANCN/PALB2, FANCO/RAD51C sowie FANCS/BRCAT mit einem erthéhten Risiko
fir Brust- und Ovarialkarzinome assoziiert [Ford et al., 1998; Wong et al.,, 2011], wihrend heterozygote
Funktionsverlustmutationen in F.PANCM mit dreifach-negativen Brustkrebs in Verbindung gebracht wurden
[Neidhardt et al., 2016]. Eine schwache Assoziation zwischen monoallelischen FA-Mutationen und einer
erthohten Pridisposition fiir Brustkrebs besteht weiterhin fir die Gene FANCC und FANCP/SLX4. Hier
sind allerdings noch weitere Studien nétig, um diese zu bestitigen [Berwick et al., 2007; Landwehr et al., 2011;

Bakker et al., 2013].
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Tabelle 2: Ubersicht der bislang identifizierten FA-Gene. Aufgelistet sind die Bezeichnungen der Gene, ihre chromosomale
Lokalisation sowie die Funktion wihrend der ICL-Reparatur. Weiterhin ist der jeweilige ungefihre Anteil an FA-Patienten, welche
cindeutig der entsprechenden Komplementationsgruppe zugeordnet werden konnten, aufgefiihrt. Modifiziert und erweitert nach
[Mehta und Tolar, 1993-2017] sowie den Angaben der offiziellen FA-Mutationsdatenbank (http://www.rockefeller.edu/fanconi/).

Bez:fce}iltne;flgen Genlocus Funktion im FA/BRCA-Signalweg Unﬁfﬂf[‘o/o"\]meﬂ
FANCA - 16q24.3 Kernkomplex 60-70
FANCB FAAP90; FAAPIS Xp22.2 Kernkomplex ~2
FANCC - 9q22.3 Kernkomplex ~14
FANCD1 BRCA2 13q12.3 Homologe Rekombination ~3
FANCD2 - 3p25.3 ID-Komplex ~3
FANCE - 6p21.31 Kernkomplex ~3
FANCF - 11p14.3 Kernkomplex ~2
FANCG XRCCY 9p13.3 Kernkomplex ~10
FANCI KILAAT794 15g26.1 ID-Komplex ~1
FANCG |  BRIP1; BACHT 17q23.2 Homoff‘_g;,_RHe;‘fginmon’ ~2
FANCL PHF9; FAAP43 2pl6.1 Kernkomplex; E3-Ubiquitin-Ligase ~0,3
FANCM FAAP250 14213 Kernkomplex;A IF)FNRfthrii?:rlsrl:;se; wichtig far ~01
FANCN PAILB2 16p12.2 Homologe Rekombination ~0,6
FANCO RAD51C 17q22 Homologe Rekombination ~0,1
asce | oo | wptns | SR e e e ST |
FANGQ ERCC#; XPF 16p13.12 S“uké‘;i;}'ﬁfﬁ;?:i‘:ﬁ‘ggéﬁse m ~0,1
FANCR RAD51 15q15.1 Homologe Rekombination ~0,1
FANCS BRCAT 17q21.31 Homologe Rekombination ~0,1
FANCT | UBEZ2T; HSPC150 1932.1 E2-Ubiquitin-konjugierendes Enzym ~0,2
FANCU XRCC2 7q36.1 Homologe Rekombination ~0,1
FANCY REV7/MAD21.2 1p36.22 Transldsions-Synthese ~0,1

1.2.4 Der FA/BRCA-Signalweg

Die Proteinprodukte aller bislang identifizierten FA-Gene sind Teil des sogenannten FA/BRCA-

Doppelstrangbruch-Reparaturweges und fiir die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit entscheidend.

DNA-quervernetzende Substanzen wie MMC oder Cisplatin verknlipfen beide Stringe kovalent und

irreversibel. Dadurch wird die Replikationsgabel am Voranschreiten entlang des DNA-Stranges gehindert und

stagniert an der Schadensstelle. Essenzielle Prozesse, wie Replikation und Transkription, kénnen nicht

erfolgen, wodurch es zur Apoptose der Zelle kommt, insofern der Schaden nicht behoben wird. Als Folge

von blockierten Replikationsgabeln wird der Replikations-Kontrollpunkt des Zellzyklus durch die ATR-

Kinase aktiviert, welche spezifisch auf Replikationsblockaden wie auch auf Replikationsstress reagiert. Das

wiederum hat die Aktivierung des FA/BRCA-Signalweges zur Folge, wodurch der Schaden repariert werden
kann [Andreassen et al., 2004; Wang et al., 2007; Collis et al., 2008; Tomida et al., 2013].

19




Einleitung

Zur Reparatur von DNA-Interstrang-Quervernetzungen ist ein komplexes Netzwerk an DNA-
Reparaturfaktoren nétig, dessen exakter Ablauf sowie alle daran beteiligten Faktoren bis heute nicht
vollstindig geklirt sind. Obwohl fir einige FA-Proteine Orthologe in anderen Organismen beschrieben
wurden, ist der ICL-DNA-Reparaturweg nur in Vertebraten hoch konserviert, wie aus Abbildung 7 ersichtlich

wird.
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Abbildung 7: Konservierung der FA-Gene bei Eukaryoten. Die Proteine des Kernkomplexes (links), des ID-Komplex (Mitte) sowie
downstream davon agierenden Effektoren (rechts) sind jeweils in Gruppen zusammengefasst. ,,>“: Die Existenz bzw. Identitit eines
Orthologs ist unklar. ,,O* sf-7 ist das einzige RAD51-Paralog in C. elegans [Ward et al., 2007]. ,,J***: CHLI besitzt Ahnlichkeit zu
humanem FANC] und DDX11 [Amann et al., 1997; Skibbens, 2004].

Im Zentrum dieses DNA-Reparaturweges steht die Monoubiquitinierung des so genannten ID-Komplexes,
ecines Heterodimers bestehend aus FANCI und FANCD2. Diese Modifikation wird durch den Kernkomplex
vermittelt, der aus acht FA-Proteinen (FANC-A, -B, -C, -E, -F, G, -L, -M) sowie mehreren FA-assozilerten
Proteinen (FAAPs) zusammengesetzt ist, wie FAAP20, FAAP24 und FAAP100. Die FA-Proteine des
Kernkomplexes werden hdufig auch als Upstream-Gene bezeichnet, da ihre Funktion vor der
Monoubiquitinierung des ID-Komplexes liegt, was sich an der fehlenden FANCD2-Monoubiquitinierung bei
der Analyse von Upstream-Patienten per FANCD2-Immunblot zeigt. Die fehlende Modifikation von
FANCD?2 kann zudem auch bei FANCI-Patienten beobachtet werden[Levitus et al., 2004; Smogorzewska et
al., 2007]. Dagegen werden FA-Effektor-Proteine, die nach der FANCD2-Monoubiquitinierung aktiviert
werden, auch als Downstream-Gene bezeichnet werden. Eine Ubersicht iiber die verschiedenen FA-Proteine ist

in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des FA/BRCA-Signalweges. FA-Proteine sind farbig, assoziierte Faktoren in grau abgebildet.
Eine DNA-Quervernetzung (rotes Symbol) fiihrt zu einer Aktivierung des FA/BRCA-Signalweges. 1: Ein Komplex um FANCM
(gelb) erkennt stagnierte Replikationsgabeln. Es folgt die Rekrutierung der Kernkomplex-Proteine (Orange- und Rotténe) an die
Schadensstelle. 2: In seiner aktiven Form ubertrigt der Kernkomplex durch die E3-Ligase-Aktivitit von FANCL Ubiquitin (U) vom
Ubiquitin-konjugierenden Enzym UBE2T (gelb) auf den ID-Komplex (grin), welcher bereits an der Schadensstelle an die DNA
gebunden ist. Der ubiquitinierte ID-Komplex rekrutiert Effektorproteine zur Schadensaufhebung (3. =5.). 3: Zunichst wird die
Quervernetzung durch Endonukleasen aus dem Doppelstrang gelést (Pfeilspitzen). 4: Die entstandene Liicke des einen Stranges wird
durch Translisions-Polymerasen wie REV1 und Pol { (FANCV+REV3) aufgefiillt. 5: Die Reparatur des verbleibenden Bruches wird
schliefllich durch Homologe Rekombination vermittelt, an welcher verschiedene FA-Proteine (violett) beteiligt sind. Verindert nach
[Schindler et al., 2011].

Fir die initiale Erkennung einer DNA-Quervernetzung wihrend der S-Phase ist FANCM im Signalweg
essenziell. Es besitzt eine N-terminale Helikase-Domine, die eine ATP-abhingige DNA-Translokase-Aktivitit
enthilt [Meetei et al., 2005; Mosedale et al., 2005]. Anders als alle anderen Kernkomplex-Proteine ist FANCM,
zusammen mit seinem Bindungspartner FAAP24, konstitutiv ans Chromatin gebunden [Kim et al., 2008].
Gemeinsam mit dem MHF1-MHF2-Heterodimer bilden FANCM-FAAP24 einen stabilen Komplex, welcher
eine hohe Affinitit fur verzweigte DNA-Strukturen, wie Holliday Junctions oder Replikationsgabeln aufweist
und diese stabilisiert [Ciccia et al., 2007; Singh et al., 2010; Yan et al., 2010]. Zudem ist der Komplex zur
Aktivierung des ATR-vermittelten S-Phase-Kontrollpunktes nétig [Collis et al., 2008; Huang et al., 2010],
wodurch es folglich zur Phosphorylierung von FANCA, FANCE, FANCG, FANCM sowie FANCD2 und
FANCI kommt [Andreassen et al., 2004; Qiao et al., 2004; Wang et al., 2007; Collis et al., 2008; Ishiai et al.,
2008; Collins et al., 2009; Singh et al., 2013]. Uber diesen positiven Feedback-Loogp zwischen FANCM und ATR
wie auch durch die Bindung des FANCM-FAAP24-Komplexes an die Schadensstelle wird die Anlagerung der
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tbrigen Kernkomplex-Proteine vermittelt. Der genaue Prozess der Rekrutierung des Kernkomplexes ist
jedoch nicht in allen Details geklirt. Allerdings ist die Bindung des Kernkomplexes sowohl von der
Zellzyklus-Phase als auch von FANCM abhingig [Mi und Kupfer, 2005; Kim et al., 2008].

Die Funktion des Kernkomplexes besteht in der Ubertragung von Ubiquitin auf den ID-Komplex. Dieser
Prozess folgt ciner Enzymkaskade, bestehend aus El-, E2- und E3-Enzymen. Im Einzelnen wird dabei
zunichst in einem ATP-abhingigen Schritt freies Ubiquitin Uber eine Thioesterbricke an das Ubiquitin-
aktivierende Enzym (E1) gebunden. Das aktivierte Ubiquitin wird im Anschluss, ebenfalls unter Ausbildung
einer Thioesterbriicke, auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2) tbertragen. Im FA-Signalweg konnte
hierfir UBE2T, welches mit FANCT identisch ist, als entscheidendes E2-Enzym identifiziert werden
[Machida et al., 2006; Alpi et al., 2007; Alpi et al., 2008; Rajendra et al., 2014]. Letztlich wird Gber eine E3-
Protein-Ligase das Substrat erkannt und Ubiquitin auf einen Lysinrest des spezifischen Zielproteins

transferiert. Die katalytische E3-Ligase-Aktivitit wird hierbei von FANCL vermittelt.

Durch verschiedene Co-Immunprizipitations (Co-1P)-Studien und Pulldown-Assays sowie unter Zuhilfenahme
von Tiermodellen konnte eine Aufteilung des Kernkomplexes in drei Subkomplexe beobachtet werden
[Thomashevski et al., 2004; Medhurst et al., 2006; Huang et al., 2014; Swuec et al., 2017; van Twest et al.,
2017]. Es besteht eine direkte Interaktion zwischen FANCB und FANCL sowie FAAP100, die zusammen
einen Subkomplex innerhalb des Kernkomplexes bilden [Medhurst et al., 2006; Ling et al., 2007; Swuec et al.,
2017; van Twest et al, 2017]. Dieser wird als BL100-Komplex bezeichnet und scheint die einzelnen
Komponenten vor proteolytischer Degradierung zu schiitzen. In vitro ist die Bildung des BL100-Komplexes
nicht fir die E3-Ligase-Aktivitit von FANCL essenziell, wie Studien mit rekombinanten Proteinen belegen
[Alpi et al., 2008; Sato et al., 2012]. Allerdings wird die Aktivitit der E3-Ligase-Funktion von FANCL um das
finf- bis sechsfache gesteigert, wenn eine Interaktion mit FANCB und FAAP100 stattfinden kann [Rajendra
et al., 2014]. Strukturelle Analysen zeigten, dass der BL100-Komplex als Homodimer (BL100)2 vorliegt, mit je
zwei FANCB-Proteinen im Zentrum [Swuec et al., 2017; van Twest et al., 2017]. Diese bilden zusammen mit
zwei FAAP100-Proteinen eine Art Gerlst, um zwei FANCL-Proteine zur Monoubiquitinierung des ID-
Komplexes entsprechend auszurichten (Abbildung 8).

Zur Bildung bzw. Lokalisation des BLL100-Komplexes im Zellkern ist neben FANCM auch FANCA wichtig,
das im Komplex mit FANCG und FAAP20 vorliegt (AG20-Komplex) [Garcia-Higuera et al., 1999; Garcia-
Higuera et al.,, 2000; Ali et al., 2012; Huang et al., 2014]. Die Bindung zwischen FANCA und FANCG, die
sich gegenseitig stabilisieren, ist vermutlich konstitutiv und ein frithes Ereignis im FA-Signalweg. Ein
stimulatorischer Effekt des AG20-Komplexes auf den BL100-Komplex scheint hingegen nicht zu bestehen
[van Twest et al., 2017]. Stattdessen wird iber FANCG die Verbindung zum dritten Subkomplex, bestehend
aus FANCC, FANCE und FANCF (CEF-Komplex), vermittelt [Garcia-Higuera et al., 1999; de Winter et al.,
2000c; Gordon und Buchwald, 2003]. Bei FANCC handelt es sich um ein vorwiegend cytoplasmatisches
Protein, das, abhingig von FANCE, in den Zellkern transloziert [Yamashita et al., 1994; Youssoufian, 1994;
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Pace et al.,, 2002; Taniguchi und D'Andrea, 2002]. Dort interagieren beide Proteine mit FANCEF, welches
wiederum Uber seine N-terminale Domine an FANCM binden kann und so die Verbindung des tbrigen
Kernkomplexes mit FANCM herstellt [Deans und West, 2009]. Im Gegensatz zum AG20-Komplex stimuliert
der CEF-Komplex die katalytische Aktivitit des BL100-Komplexes deutlich. Bei einem gemeinsamen
Vortliegen der BL100- und CEF-Komplexe ist die Aktivitit der Ligase-Funktion um das 250-fache erhéht, im
Vergleich zur isolierten Aktivitit von FANCL [van Twest et al., 2017]. Zudem stellt der CEF-Komplex eine
Verbindung zwischen BLL100 und dem ID-Komplex her. Dabei kénnen sowohl FANCC als auch FANCE an
den ID-Komplex binden, wohingegen FANCF ecine stabilisiecrende Rolle dabei innezuhaben scheint [van
Twest et al., 2017].

Die Proteine des ID-Komplexes stellen Paraloge dar und dhneln sich in Gré3e und Struktur. Im Gegensatz zu
FANCD?2 scheint die Ubiquitinierung von FANCI fiir die DNA-Reparatur nicht essenziell zu sein. Vielmehr
wird angenommen, dass Phosphorylierungen regulierend auf die Funktion und Lokalisation von FANCI
wirken und auch dessen unmodifizierte Form wichtige Aufgaben wihrend der Rekrutierung des
Kernkomplexes innehat [Ishiai et al, 2008]. Lange war unklar, ob der ID-Komplex erst nach der
Ubiquitinierung an die Schadensstelle rekrutiert wird oder schon vorher dorthin transloziert. In einer kirzlich
erschienenen Studie konnte durch Kryo-Elektronenmikroskopie eine Struktur des humanen ID-Komplexes
erstellt werden, anhand dessen eine neue, funktionell entscheidende Domine des FANCD2-Proteins
identifiziert werden konnte [Liang et al., 2016]. Diese als Tower-Domine bezeichnete C-terminale Struktur
wird fir die Bindung des ID-Komplexes an ICLs bendtigt, was sowohl 7z vitro als auch in vivo nachgewiesen
werden konnte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Komplex aus FANCD2 und FANCI schon vor
der Ubiquitinierung durch blockierte Replikationsgabeln an die DNA bindet, was schlielich den Ausloser fiir
die Monoubiquitinierung des ID-Komplexes durch den Kernkomplex darstellt. Der modifizierte ID-Komplex
rekrutiert anschlieBend Downstream-Effektor-Proteine an die Schadensstelle, mit welchen er in DNA-
Reparatur-Foci kolokalisiert. Bei diesen Proteinen handelt es sich um Bestandteile der Transldsionssynthese

(TLS) und der Homologen Rekombination, welche zur Schadensauflésung beitragen.

Um die Quervernetzung der DNA-Stringe zu 16sen und den entstandenen Schaden zu reparieren, ist ein
Zusammenspiel von TLS, HR sowie NER nétig (Abbildung 8). Zunichst wird SLX4/FANCP durch
ubiquitiniertes FANCD2 an die Schadensstelle rekrutiert. Dort rekrutiert sowie aktiviert das Geriistprotein
verschiedene Struktur-spezifische Endonukleasen, wie die Heterodimere ERCC4/FANCQ-ERCC1, MUSS81-
EME1 und SLX1. Nachdem jeweils auf beiden Seiten des ICLs geschnitten wurde, kann dieser von einem der
kovalent verbundenen Stringe gelést werden.

Im Gegensatz zu den an der Replikation beteiligten Polymerasen kénnen Transldsions-Polymerasen, wie
REV1 und Pol ¢ deten katalytische Unteteinheit aus REV3 und FANCV/REV7 besteht [Gan et al., 2008;

Kim et al., 2012], auch tiber Schiden hinweg replizieren. So wird gewihrleistet, dass der intakte Strang, an dem
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der ICL noch gebunden ist, dennoch repliziert werden kann. Der neu synthetisierte Strang dient anschlieBend
als Vorlage fir die Homologe Rekombination, um den Doppelstrangbruch am komplementiren Strang zu
beheben. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Rekombinase RAD51 (FANCR), indem sie zundchst RPA von
den einzelstringigen DNA (ssDNA)-Enden des Doppelstrangbruches verdringt und anschlieBend den
Strangaustausch der HR vermittelt. Hierfiir sind die RAD51-Paralogen FANCO und FANCU sowie weitete
RADb51-assoziierte Faktoren nétig. Dazu zdhlen FANCD1 sowie dessen Bindungspartner FANCN, welcher
fir die Stabilisierung und Lokalisation von FANCD1 notwendig ist und die Bindung von FANCD1 mit
FANCS vermittelt [Zhang et al., 2009]. Aufgrund dieser Proteininteraktionen kénnen in Zelllinien dieser
Subgruppen nach ICL-Schadensinduktion keine oder nur sehr stark vermindert RADS51-Foci detektiert
werden [Godthelp et al., 2002; Reid et al., 2007; Vaz et al., 2010; Sawyer et al., 2015; Park et al., 2016], im
Gegensatz zu FANCJ-defizienten Zellen [Litman et al., 2005]. Damit scheint die Helikase FANC], welche
tiber BRCT-Dominen mit FANCS interagiert [Cantor et al, 2001], eine Funktion nach der RADS51-
Filamentbildung aufzuweisen. Die exakte Funktion dieser zweiten Helikase im FA-Reparaturweg ist nach wie
vor nicht geklirt. Allerdings konnte anhand von FANC]-£nockonts in DT40-Zellen gezeigt werden, dass die
Interaktion mit FANCS nicht fir die Reparatur des DNA-Schadens durch Quervernetzungen notig ist, wohl
aber die funktionelle Helikase-Domine [Bridge et al., 2005]. Die Entfernung des noch gebundenen ICLs
erfolgt im Anschluss iiber den NER-Signalweg [Mouw und D'Andrea, 2014|. Nachdem die DNA-Reparatur
abgeschlossen ist, vermittelt USP1-UAF1 die Deubiquitinierung des ID-Komplexes [Nijman et al., 2005;

Smogorzewska et al., 2007] und die beteiligten Faktoren dissoziieren vom Chromatin.

1.2.5 Therapiemdglichkeiten

Die derzeitige Standardbehandlung von FA-Patienten besteht vor allem aus einer symptomatischen Therapie.
Durch chirurgische Malinahmen kénnen angeborene Fehlbildungen, wie beispielsweise der Hand oder von
inneren Organen, korrigiert bzw. operativ behandelt werden. Zudem spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Behandlung von Tumorerkrankungen, v. a. bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches (bead
and neck squamons cell caricnomas; HNSCCs), da Chemo- und Radiotherapie bei FA-Patienten mit erheblichen
Nebenwirkungen verbunden sind und nur sehr schlecht toleriert werden.

Androgenderivate, wie Oxymetholon oder Danazol und/oder Zytokine, wie G-CSF (granulocyte-colony
stimulating factor), werden hiufig bei beginnendem Knochenmarksversagen eingesetzt [Rackoff et al., 1996;
Scheckenbach et al., 2012]. Der genaue Wirkmechanismus von Androgenen ist noch immer nicht vollstindig
geklirt, doch die Therapie bewirkt in der Regel einen Anstieg bzw. eine Stabilisierung des Himoglobin-Levels
sowie der Thrombozytenzahl. Allerdings sprechen viele Patienten nach einer gewissen Behandlungszeit nicht
mehr und manche Patienten iberhaupt nicht auf diese Therapiema3nahme an. Zu den Nebenwirkungen zihlt
ein erhohtes Risiko fiir die Entstehung von Lebertumoren, weshalb ecine regelmiBige Kontrolle beachtet

werden sollte. Weibliche Patienten reagieren zudem haufig mit einer Virilisierung auf die Androgentherapie.
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Die einzige dauerhafte Behandlungsmoglichkeit zur Wiederherstellung des blutbildenden Systems besteht
zurzeit in der allogenen himatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT). Damit kénnen jedoch nicht die
Schiden in den tbrigen Koérperzellen behoben werden. Das erhéhte Tumortisiko, z. B. fir HNSCCs, bleibt
somit weiterhin bestehen. Als Spender kommen neben Geschwistern auch unverwandte Spender zunehmend
in Frage. Entscheidend fiir die Fortschritte der HSZT bei FA-Patienten war u.a. cine entsprechende
Anpassung der Protokolle bei der Konditionierung. Dabei wird das Knochenmark des Empfingers zerstort
sowie dessen Immunsystem unterdriickt, wodurch allerdings auch die Gefahr von Infektionen steigt. Neben
der Abstofung des Transplantats durch den Empfinger ist zudem ecine Graft-versus-Host-Disease (GvHD)
méglich. Dabei handelt es sich um eine immunologische Reaktion, ausgelést durch die T-Lymphozyten des
Spenders (,,Graff), die das Gewebe des Empfingers (,,Hos7) als fremd erkennen und angreifen. Durch eine
T-Zell-Depletion der Spenderzellen vor der Transplantation wird versucht, die GvHD méglichst zu
vermeiden [Zecca et al., 2014].

Diese Probleme lieBen sich durch ecine Lentivirus-vermittelte Gentherapie umgehen, da hierbei die
himatopoetischen Stammzellen (bematopoetic stem cells; HSCs) des Patienten genutzt werden. Momentan laufen
verschiedene Gentherapie-Studien [Gonzalez-Mutillo et al., 2010; Rio et al., 2014], beispielsweise fur die
Korrektur von FLANCA, die sich aber noch in der Versuchsphase befinden. Das Ziel besteht darin, tiber einen
retroviralen Gentransfer HSCs des Patienten ex »ivo zu korrigieren und anschlieBend zu reimplantieren.
Aufgrund eines Wachstumsvorteils der korrigierten Zellen gegentiber der FA-Zellen, wie er auch bei FA-
Mosaikpatienten nach der Reversion einer Mutation beobachtet werden kann, sollten sich diese in der
Zellpopulation allmihlich durchsetzen. Des Weiteren bestehen Ansitze zur Genom-Editierung bei FA durch
das CRISPR/Cas9-System. Anders als beim Finsatz von Viren ldsst sich hietbei der Einbau zielgerichtet
leiten. Bei ersten Versuchen mit Patientenzellen konnte 7z vitro die Korrektur des betroffenen Gens in

induzierten pluripotenten Stammezellen gezeigt werden [Osborn et al., 2015; Osborn et al., 2016].

1.3 Identifizierung von FA-Genen und Mutationsanalyse

1.3.1 Methoden zur Komplementationsgruppen-Bestimmung und Identifizierung von FA-Genen

a. Komplementationsgruppen-Bestimmung
Erstmals konnte im Jahr 1980 durch somatische Zellhybridisierung gezeigt werden, dass es sich bei FA um
cine genetisch heterogene Erkrankung handelt [Zakrzewski und Sperling, 1980]. Das Prinzip der
Komplementationsgruppen-Bestimmung untersucht die Aufhebung des Defektes von FA-Zellen nach der
Fusion mit nicht-verwandten Patientenzellen durch Testung FA-typischer Eigenschaften. Ist die erzeugte
Hybridzelllinie weiterhin sensitiv gegentiber DNA-quervernetzenden Substanzen, gehéren beide Patienten
derselben  Komplementationsgruppe — an.  Handelt es sich  hingegen um  unterschiedliche

Komplementationsgruppen, so kann durch Zellfusion der zugrunde liegende Defekt korrigiert und die
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Sensitivitit der Hybridzelllinie aufgehoben werden. Durch diese Strategie konnten bis zum Jahr 2004 elf
verschiedene Komplementationsgruppen identifiziert werden, welchen bis dahin nur neun Gene zugeordnet
werden konnten [Levitus et al., 2004].

Eine moderne Variante der oben beschriebenen Methode stellt die retrovirale Komplementation dar. Dabei
werden Patientenzellen unbekannter Komplementationsgruppe mit retroviralen Vektoren transduziert. Diese
Vektoren enthalten jeweils die Wildtypsequenz eines einzelnen FA-Gens, die in die Zellen eingebracht und
dort exprimiert wird [Hanenberg et al., 2002]. Die Zellen werden anschlieBend ebenfalls auf die typische
Hypersensitivitit gegenitber DNA-quervernetzende Substanzen untersucht [Chandra et al., 2005]. Ist diese
aufgehoben, so gehort der Patient der durch das lentivirale Konstrukt bestimmten Komplementationsgruppe
an. AnschlieBend kann die Mutationsanalyse, beispielsweise durch Sanger-Sequenzierung des entsprechenden

Gens, beginnen.

b. Strategien zur Identifizierung von FA-Genen

Die Kartierung und Klonierung von FA-Genen begann 1992 mit der Identifizierung von FANCC [Strathdee
et al.,, 1992a]. Dazu wurde eine FA-C-Linie mit einer cDNA-Expressionsbibliothek transfiziert, um mogliche
Kandidaten durch das Testen der MMC- bzw. DEB-Hypersensitivitit zu testen. Diese Strategie fihrte in den
folgenden acht Jahren zur Identifizierung von FANCA, FANCG, FANCF und FANCE [Lo Ten Foe et al.,
1996; de Winter et al., 1998; de Winter et al., 2000b; de Winter et al., 2000a]. Mit einer alternativen Strategie
konnte FANCA, zeitgleich mit Erscheinen der Arbeit tiber die erfolgreiche Expressionsklonierung, auch
durch Positionsklonierung identifiziert werden [Apostolou et al., 1996]. Die Entdeckung, dass F.LANCG mit
dem Reparaturgen XRCCY identisch ist, das zuvor in chinesischen Hamsterzellen untersucht und beschrieben
worden war, war ein erster konkreter Hinweise fiir die Beteiligung von FA-Genen an der DNA-Reparatur [de
Winter et al., 1998]. Kurze Zeit spiter konnte gezeigt werden, dass FANCA mit FANCC und FANCG einen
Protein-Komplex im Zellkern bildet [Garcia-Higuera et al., 1999], ohne jedoch dessen genaue Funktion zu
kennen.

Positionsklonierungen spielten ferner bei der Identifizierung des hochkonservierten Gens FANCD?2 eine
wichtige Rolle. Zunichst waren zwei Patientenzelllinien zur Komplementationsgruppe FA-D
zusammengefasst worden, charakterisiert durch die Referenzzelllinie HSC62 sowie die Zelllinie PD20
[Strathdee et al., 1992b]. Durch die Fusion von PD20-Zellen mit Mikrozellen, welche jeweils einzelne
Chromosomen enthielten, konnte zunichst die Authebung der MMC-Hypersensitivitit durch Chromosom 3
gezeigt werden [Whitney et al, 1995]. Die chromosomale Position von FANCD konnte mit Hilfe von
Positionsklonierungen in PD20-Zellen auf einen Bereich von 200 kb auf 3p25.3 eingegrenzt werden [Hejna et
al., 2000]. Die Mutationsanalyse von Kandidatengenen innerhalb dieser Region durch die Arbeitsgruppe um
Timmers et al. fithrte 2001 schlieBlich zum Erfolg [Timmers et al., 2001]. In der gleichen Arbeit konnte
gezeigt werden, dass beide bis dato bekannten FA-D-Zelllinien unterschiedlichen Komplementationsgruppen

angehbren. So wurde die FA-D-Referenzzelllinie HSC62 der Komplementationsgruppe FA-D1, PD20
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hingegen der Komplementationsgruppe FA-D2 zugeordnet. Zeitgleich erschien eine Studie von Garcia-
Higuera et al. [Garcia-Higuera et al., 2001], in der gezeigt wurde, dass ein intakter Kernkomplex zur
Modifizierung von FANCD2 nétig ist, FANCD1 hingegen nicht. Weiterhin wurde darin die Interaktion von
FANCD2 mit BRCA1 beschrieben. Aus den Ergebnissen konnte man schliefen, dass FA-Proteine in einem
linearen Signalweg interagieren. Zudem konnte erstmals eine direkte Verbindung zwischen dem Kernkomplex
und der DNA-Reparaturmaschinerie hergestellt werden. Aufgrund dieser Verknipfung wurden fortan
verschiedene Kandidatengene getestet, was kurz darauf zur Identifizierung von FANCD7/BRCA?2 fihtte
[Howlett et al., 2002].

Dutch eine Studie von Meetei et al. im Jahr 2003, die eigentlich die Mechanismen zur Entstehung des Bloom-
Syndroms untersuchen wollten, konnte ein groB3er Proteinkomplex aus Hel.a-Zellextrakten isoliert werden
[Meetei et al., 2003a]. Dieser als BRAFT bezeichnete Komplex bestand aus den bis dahin fiinf bekannten FA-
Kernkomplex-Proteinen (FANCA, -C, -E, -F, -G), der BLM-Helikase, Topoisomerase Illa, RPA und
weiteren BLM- und FA-assoziierten Proteinen (FAAPs). Nach Zugabe von Salz dissoziierte der Bloom-
Syndrom- vom FA-Kernkomplex, der so erstmals mit allen assoziierten Faktoren aufgereinigt und analysiert
werden konnte. Die verschiedenen FAAPs (FAAP250, FAAP100, FAAP90, FAAP43) wurden spiter durch
Massenspektrometrie und Co-IP nidher charakterisiert und die entsprechenden Gene folglich in noch nicht
zugeordneten  Patienten auf Mutationen  gescreent. Dies  fihrte zur Identifizierung von
FANCL/FAAP43/PHIF9, FANCB/FAAPY95/FAAPIO sowie FANCM/FAAP250/KIAAT596 [Meetei et
al., 2003b; Meetei et al., 2004; Meetei et al., 2005]. Nachdem 2006 ebenfalls tiber ecine Co-IP-Analyse PALB2
als BRCA2-Bindungspartner bestitigt wurde, konnte auch dieses Gen nur Jahr spiter von zwel
Arbeitsgruppen einer weiteren Komplementationsgruppe (FA-N) zugeordnet werden [Reid et al., 2007; Xia et
al,, 2007]. Auch SL.X4 wurde aufgrund seiner beschriebenen Funktion iber einen Kandidatengen-Screen als
FA-Gen identifiziert [Kim et al., 2011; Stoepker et al., 2011].

In drei unabhingigen Untersuchungen konnte FLANCI im Jahr 2007 als weiteres FA-Gen bestimmt werden.
Dabei fihrten sowohl Kopplungsanalysen [Dorsman et al., 2007], ein Substrat-Screen fir die Kinasen ATM
und ATR [Smogorzewska et al., 2007] sowie eine bioinformatische Suche nach Sequenzhomologien zu
FANCD?2 [Sims et al., 2007] zum Erfolg. Uber die Strategie der Homozygotiekartierung konnten ferner
FANC], das zeitgleich auch tber eine klassische Positionsklonierung zugeordnet werden konnte, sowie
FANCO identifiziert werden [Levitus et al., 2005; Levran et al., 2005b; Vaz et al., 2010].

Bei den zuletzt beschriebenen FA-Genen FANCQ, -R, -5, -T, -U und -7 wurden erstmals Hochdurchsatz-
Sequenzierungen (next-generation sequencingg NGS) zur ldentifizierung neuer FA-Gene genutzt. So wurden die
Komplementationsgruppen FA-Q, -S, -U und -V durch Gesamt-Exom-Sequenzierung (whole exome sequencing
WES) identifiziert [Bogliolo et al., 2013; Sawyer et al., 2015; Bluteau et al., 2016; Park et al., 2016]. Zudem
konnte bei FA-R ein Patient tber WES, ein anderer tiber eine Gesamt-Genom-Sequenzierung (whole genome
sequencing, WGS) [Ameziane et al., 2015; Wang et al., 2015] zugeordnet werden. Des Weiteren fithrte WES zur

Identifizierung eines der beiden beschriebenen FA-T-Patienten [Hira et al, 2015], wohingegen die
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biallelischen Mutationen des zweiten FA-T-Patienten durch zwei unterschiedliche Arbeitsgruppen mit
verschiedenen Methoden bestimmt werden konnten. So fiihrte 2015 bei Rickman et al. [Rickman et al., 2015]
eine Sequenzierung des gesamten Transkriptoms (RNA-Seq), bei Virts et al. [Virts et al., 2015] eine retrovirale
Komplementation zum Ziel. Die Entdeckung von UBEZT als neues FA-Gen unterstreicht nochmals, wie

vielfiltig die Methoden zur Identifizierung neuer FA-Gene sein kénnen.

1.3.2 Mutationsanalyse in der FA-Routinediagnostik

a. Bestitigung der Verdachtsdiagnose
Um die Verdachtsdiagnose FA bestitigen oder ausschlieBen zu kénnen, nutzt man in der klinischen
Diagnostik die Hypersensitivitit von FA-Zellen gegeniiber DNA-quervernetzenden Substanzen. Man
kultiviert dazu zur Zellteilung stimulierte periphere Blutlymphozyten oder immortalisierte Zelllinien in
Medium, welchem verschiedene Konzentrationen an DEB oder MMC zugegeben wurden. Anschlieend
werden die Zellen entweder am Mikroskop auf eine erhéhte Chromosomenbriichigkeitsrate untersucht
[Oostra et al., 2012] oder hinsichtlich des Zellzyklusprofils mittels Dutrchflusszytometrie analysiert [Schindler
et al., 1987; Seyschab et al.,, 1995]. FA-Patienten zeigen schon bei geringen Konzentrationen an DEB oder
MMC eine erhohte Briichigkeit, die mit zunehmender ICL-Reagenz-Konzentration weiter ansteigt. Durch
beide Methoden lassen sich auch Mosaik-Patienten von gesunden Kontrollen und FA-Patienten
unterscheiden, sofern sich die Reversion im untersuchten Material nicht vollstindig durchgesetzt hat. Bei der
Chromosomenbruchanalyse grenzen sich dabei mit steigender Konzentration an DEB oder MMC immer
deutlicher zwei Zellpopulationen ab. Dabei zeigt eine Population kaum Bruchereignisse, dhnlich wie es bei
Kontrollen der Fall ist. Die zweite Population hingegen weist eine stark erh6hte Chromosomenbruchrate auf,
wie sie bei FA-Patienten beobachtet wird. Fillt die Untersuchung einer Blutkultur in der
Chromosomenbruchanalyse oder Durchflusszytometrie negativ aus, sollte bei bestehendem Verdacht auf FA
eine Fibroblastenkultur untersucht werden. Zeigt diese nach Behandlung mit DEB oder MMC eine erhdhte
Rate an Zellen, die in der G2-Phase arretiert sind (typischerweise 40 % oder mehr), kann die Diagnose FA

dennoch bestitigt und auf einen Mosaikstatus des Patienten geschlossen werden.

b. Molekulargenetische Mutationsanalyse
Sofern die Diagnose FA beim Patienten bestitigt wurde, schliel3t sich iiblicherweise eine Mutationsanalyse an.
Obwohl im Allgemeinen keine Genotyp-Phinotyp-Korrelation bei FA vorliegt [Neveling et al., 2009], hat die
Identifizierung der Mutationen, die der Erkrankung zugrunde liegen, sowohl fiir den Patienten, als auch fiir
dessen Angehdrige einigen Nutzen. Fir die genetische Beratung kann bei einem Kinderwunsch das Wissen
tber die ursichlichen Mutationen fiir die Risikoabschitzung genutzt werden, sowohl fiir den Patienten, dessen
Geschwister oder andere Verwandte. Dies ist insbesondere bei konsanguinen Verbindungen von Bedeutung.

Bei einer erneuten Schwangerschaft haben Eltern eines FA-Patienten zudem die Moglichkeit, eine
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mutationsspezifische prinatale Untersuchung durchfithren zu lassen. Weiterhin kann man das Vorliegen der
Erkrankung in bislang nicht diagnostizierten Geschwisterkindern untersuchen, bei welchen sich die Symptome
noch nicht manifestiert haben oder die generell phinotypisch unauffillig sind. Da bestimmte FA-Gene mit
einer Pridisposition fiir Brust- und Ovarialkarzinome assoziiert sind, ist das Wissen iiber einen méglichen
Heterozygotenstatus flr alle Angehdrigen von Patienten dieser Komplementationsgruppen von Bedeutung.

Ferner kann bei Verlaufskontrollen ein méglicher Mosaikstatus auf DNA-Ebene abgeklirt werden.

Da Mutationen in FANCA die hiufigste Ursache bei FA sind, wird in der Regel mit der Mutationsanalyse
durch Sanger-Sequenzierung dieses Gens begonnen. Dabei ist das Mutationsspektrum sehr heterogen und die
Mutationen finden sich iber alle 43 Exons von FANCA verteilt [Levran et al., 2005a; Castella et al., 2011].
Weiterhin handelt es sich bei den meisten pathogenen Vatianten um private Mutationen, d. h. diese sind sehr
selten und treten meist nur innerhalb einer Familie oder einer bestimmten Population auf. Bei rund einem
Dirittel aller FA-A-Patienten finden sich groe Deletionen, die ein bis mehrere Exons betreffen kénnen oder
sogar das ganze FFANCA-Gen einschlieen. Eine mégliche Ursache dafiir liegt in den zahlreichen Alu-Repeat-
Elementen, die sich in der FANCA-Sequenz finden. Es konnte gezeigt werden, dass rund 75% aller
FANCA-Deletionen tber Alu-vermittelte Rekombination entstehen [Flynn et al.,, 2014]. Eine schr sensitive
und effiziente Methode zur Detektion solcher Deletionen stellt die Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) dar. Diese wird in der Regel der konventionellen Sanger-Sequenzierung oder NGS
vorgeschalten [Ameziane et al., 2008; Ameziane et al., 2012; Gille et al., 2012]. Eine weitere Méglichkeit zur
Detektion von gro3en Deletionen ist die Durchfithrung einer Microarray-basierten komparativen genomischen
Hybridisierung (Array-CGH). Der Vorteil dieser Methode gegeniiber einer MLPA besteht darin, dass
gleichzeitig mehrere Gene auf strukturelle Verdnderungen hin untersucht werden kénnen [Chandrasekharappa
et al., 2013]. Dazu sind allerdings spezielle, meist selbst erstellte Arrays nétig, um die entsprechenden Gene
analysieren zu kénnen.

Sofern der Patient nicht zur Komplementationsgruppe FA-A gehdrt, sollten sukzessive weitere FA-Gene
sequenziert werden. Nach FANCA sind Mutationen in EANCC (~14 %) und FANCG (~10 %) die hiufigste
Usrsache fiir FA. Durch die Abklirung dieser Gene sowie von FANCE, FANCF und bei minnlichen FA-
Patienten FANCB, kénnen rund 85% aller untersuchten FA-Patienten einer Komplementationsgruppe
zugeordnet werden [Ameziane et al., 2008; Gille et al., 2012].

Sollte dies weiterhin zu keinem Ergebnis fithren, empfiehlt sich eine funktionelle Testung auf Proteinebene,
sofern eine Zelllinie des Patienten verfiigbar ist. Dafiir macht man sich die Monoubiquitinierung von
FANCD2 zunutze, durch die sich das Molekulargewicht des Proteins von 155 auf 162 kDa erhéht. Diese
Modifizierung lisst sich mithilfe eines Immunblots durch das Vorhandensein einer Doppelbande nachweisen.
Ist diese detektierbar, so muss ein Protein betroffen sein, das downstream des 1D-Komplexes lokalisiert ist.

Fehlt die zweite Bande, konnte FANCD?2 nicht monoubiquitiniert werden und die Mutationen befinden sich
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demnach in einem der Upstream-Gene oder FANCI. Ist keine der Banden detektierbar, so ist FANCDZ selbst
mutiert und sollte direkt durch Sanger-Sequenzierung tiberpriift werden.

Eine Kenntnis tber den ethnischen Hintergrund kann zur Detektion bestimmter Founder-Mutationen ebenso
in die Mutationsanalyse mit einflieBen, wie auch vereinzelt bestimmte phinotypische Auffilligkeiten. So ist bei
Patienten der Komplementationsgruppen FA-D1 und FA-N bereits in jungen Jahren die Entstehung von
Leukdmie oder soliden Tumotren, wie Medulloblastome oder eines Wilms-Tumors, zu beobachten [Alter et al.,

2007; Reid et al., 2007; Xia et al., 2007].

1.3.3 Méglichkeiten durch Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethoden
Durch die Entwicklung von Methoden zur Hochdurchsatz-Sequenzierung ist es moglich, parallel ein
bestimmtes Genset, das gesamte Exom oder sogar Genom in einem einzigen Sequenzierlauf zu analysieren.
Prinzipiell lassen sich alle Verfahren in drei Schritte unterteilen. Zunichst muss eine DNA-Bibliothek erstellt
werden, bevor diese durch klonale Amplifikation vermehrt und schlieSlich parallel sequenziert werden kann.
Die erste Plattform wurde im Jahr 2005 von 454 Life Sciences eingefithrt [Margulies et al., 2005]. Das System,
das spiter von Roche idbernommen wurde und in den GS FLX- sowie GS Junior-Sequenziergeriten
verwendet wird, nutzt das Prinzip der Pyrosequenzierung [Hyman, 1988]. Diese Methode wird bereits seit
Mitte der 1990er-Jahren als Hochdurchsatzverfahren zur Sequenzierung genutzt, insbesondere zur SNP (single
nucleotide polymorphism)-basierten Genotypisierung. Aufgrund der kurzen Leselingen und der hohen Fehlerrate
bei Homopolymeren konnte sie jedoch nicht zur de novo-Sequenzierung eingesetzt werden |[Ronaghi et al.,
1996; Ronaghi et al., 1998; Ronaghi, 2001].
Da die Bestimmung der Basenabfolge einer Matrize wihrend der Strangsynthese stattfindet, wird dieses
Prinzip auch als Sequencing by synthesis bezeichnet. Im Falle einer Pyrosequenzierung wird durch den Einbau
eines Nukleotids Pyrophosphat freigesetzt, was zur Aktivierung einer enzymatischen Kaskade fithrt. Letztlich
wird dabei ein Lichtsignal tber eine Luziferase erzeugt, das proportional zur Anzahl der eingebauten
Nukleotide ist. 454 Life Sciences entwickelte ein Verfahren, bei welchem die Sequenzierreaktion nicht mehr in
Losung, sondern auf ecinem Tridgermaterial stattfindet. Dabei handelt es sich um eine sogenannte
Pikotiterplatte (PTP), die aus Millionen einzelner Vertiefungen (Wells) besteht. Diese Wells dienen als lokale
und voneinander abgegrenzte Reaktionsrdume wihrend der Sequenzierung. Die zu analysierenden DNA-
Fragmente sind zudem, ebenso wie alle bendtigten Enzyme, an Beads gekoppelt und auf der PTP
immobilisiert. Das System wurde schnell fiir verschiedene Anwendungen genutzt, wie die Sequenzierung von
Bakteriengenomen oder des humanen Genoms [Andries et al., 2005; Wheeler et al., 2008]. Mit Hilfe der neuen
Technologie dauerte die Sequenzierung des Humangenoms nur noch wenige Monate und konnte, nur kurz
nach Ver6ffentlichung der ersten Humangenomsequenz durch die Gruppe um Craig Venter [Levy et al,
2007], die noch die klassische Sanger-Sequenzierung genutzt hatten, fertiggestellt werden.
Seit der ersten Einfithrung durch 454 Life Sciences haben sich innerhalb kurzer Zeit verschiedene Systeme
entwickelt und auf dem Markt etabliert. Hauptsichlich haben sich dabei, neben Roche 454, das SOLiD
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(Sequencing by Oligonucleotide ligation and detection)-System von Applied Biosystems sowie die Plattform von
Illumina durchgesetzt, welche ebenfalls auf der Sequencing by synthesis-Methode basiert. Mittlerweile scheinen
jedoch die Sequenziersysteme von Illumina die Konkurrenz zu verdringen. Mit Hilfe der NGS-Systeme
werden Reads einer durchschnittlichen Linge von etwa 100-500 bp (Basenpaare) sowie mehrere Gigabasen
(Gb) an Daten generiert. Nach dem Alignment kénnen die Daten bioinformatisch ausgewertet und die
Varianten bewertet werden. Durch die Entwicklung, Optimierung sowie Automatisierung verschiedener

Methoden zur Anreicherung und Sequenzierung konnten die Kosten zusehends gesenkt werden.

Die Einfiihrung der NGS-Technologie in Forschungslabors hat in kurzer Zeit zur Identifizierung zahlreicher
neuer Krankheits-assoziierter Gene sowie zur molekularen Aufklirung seltener monogener Erkrankungen,
wie dem Miller- oder Sensenbrenner-Syndrom, beigetragen [Gilissen et al., 2010; Ng et al., 2010]. Auch far
heterogene Erkrankungen konnten Kandidatengene als neue krankheitsverursachende Gene bestitigt werden.
Ein Beispiel hierftr ist das ERCC#4-Gen, das 2013 als erstes FA-Gen durch WES in zwei zuvor nicht
zugeordneten Patienten identifiziert werden konnte [Bogliolo et al., 2013].

Durch die Entwicklung verschiedener Anreicherungsstrategien und die Weiterentwicklung der
Sequenziertechnologien, z.B. durch die Einfithrung von Benchtop-Sequenzierern, konnte NGS auch in
Diagnostiklabors etabliert werden. Dies erlaubt eine kosteneffizientere und zeitsparendere Analyse
krankheitsrelevanter Gene, insbesondere bei heterogenen Erkrankungen wie mentaler Retardierung, bei
welcher die Analyse einer Vielzahl von modglichen Kandidatengenen nétig ist [Brett et al, 2014|. Fir
diagnostische Zwecke werden hauptsichlich bestimmte Gensets oder ganze Exome sequenziert, wohingegen
die Genomsequenzierung bislang eher fiir Forschungszwecke eingesetzt wird. Mittlerweile gibt es zahlreiche
kommerzielle Anreicherungspanels, die auf bestimmte Anwendungen zugeschnitten sind, beispielsweise die
simultane Untersuchung bestimmter krebsassoziierter Gene. Zudem besteht bei der Panelsequenzierung die
Moglichkeit, die Anzahl und Art der Gene bzw. Regionen von Interesse (region of interest; ROI), die
angereichert und sequenziert werden sollen, selbst zu bestimmen. Weiterhin ist die Problematik von
Nebenbefunden nicht gegeben bzw. deutlich reduziert, da zur Abkldrung einer bestimmten Fragestellung nur
die entsprechend relevanten Gene sequenziert und analysiert werden [Dorschner et al., 2013]. Dagegen steht,
dass keine weiteren Kandidatengene untersucht werden kénnen, sondern bei einem negativen Ergebnis
weitere Sequenzier- oder Analysemethoden einbezogen werden miissen. Die Wahl der Anreicherungsmethode

sollte demnach auf die jeweilige Anwendung und Zielsetzung abgestimmt werden.

1.4 Fragestellung

FA erscheint sowohl klinisch als auch genetisch sehr heterogen und es ist in der Regel kaum moglich, iber
eine Genotyp-Phinotyp-Korrelation auf die genetische Ursache der Erkrankung zu schliefen. Aus diesem

Grund sind klassische molekulargenetische Methoden sowohl sehr zeitaufwindig als auch kostenintensiv,
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insbesondere bei sehr seltenen Komplementationsgruppen. Zudem kénnen noch immer nicht alle Patienten
einer bekannten Komplementationsgruppe zugeordnet werden, was darauf schlieBen ldsst, dass noch weitere,
bislang nicht identifizierte Gene eine Rolle im FA/BRCA-Signalweg spiclen und bei Defekten zu FA fihren.
Aus diesem Grund soll in der vorliegenden Arbeit die Anwendung verschiedener Anreicherungs- und
Hochdurchsatz-Sequenzierungsmethoden zur Mutationsanalyse bei FA-Patienten untersucht werden, die
sowohl zur Diagnostik als auch zu Forschungszwecken dienen. Im Vordergrund steht dabei zunichst die
Mboglichkeit der gezielten Anreicherung von FA-Genen als Erginzung oder Ersatz zu klassischen
Analysemethoden. Durch die Etablierung und Validierung eines selbst erstellten spezifischen Genpanels
sollen neben der Analyse aller bislang identifizierten FA-Gene auch vielversprechende Kandidatengene
analysiert werden, die sich durch ihre Funktion oder Interaktion im FA/BRCA-Signalweg auszeichnen.
Dadurch soll es moglich sein, bei einem Ausschluss bekannter FA-Gene parallel aussichtsreiche neue FA-
Gene untersuchen zu kénnen.

In einem zweiten Ansatz soll ein kommerzielles Anreicherungspanel auf einen méglichen Einsatz in der
Diagnostik getestet werden, welches einen GrofBteil der FA-Gene enthilt. Dieses wird mit einem anderen
Benchtop-Sequenziergerit analysiert, so dass sowohl der Vergleich verschiedener Anreicherungs- als auch
Sequenziermethoden gegeben ist.

Nachdem manche Patienten trotz einer Panelanalyse keiner Komplementationsgruppe zugeordnet werden
kénnen und die molekulare Ursache damit ungeklirt bleibt, soll fiir einzelne Patienten die Mutationsanalyse
auf das gesamte Exom ausgeweitet werden. Hierbei liegt das Augenmerk auf Patienten mit phinotypisch
auffilligen Merkmalen sowie der Identifizierung potentieller Kandidatengene.

In der Arbeit sollen zudem potentiell krankheitsverursachende Varianten durch verschiedene Methoden, wie
in silico-Analysen oder funktionelle Untersuchungen an Patientenmaterial, auf ihre Pathogenitit untersucht
werden. Dies gilt insbesondere fiir Mutationen, die bislang nicht beschrieben wurden oder bei Varianten in
seltenen Komplementationsgruppen. Damit sollen auch Besonderheiten im Mutationsspektrum einzelner
Gene bestimmt werden kénnen, um diese gegebenenfalls in der Routinediagnostik berticksichtigen zu kénnen.
Da im Vorfeld wihrend der Routinediagnostik sowie durch Kooperation mit einer franzosischen
Arbeitsgruppe mehrere neue FA-D2-Patienten bestimmt werden konnten, soll dieses Gen ebenfalls einer
niheren Betrachtung unterzogen werden. Eine Analyse der FANCDZ2-Pseudogene soll dabei zu einer
effektiven Mutationsanalyse in diesem Gen beitragen und das Mutationsspektrum in  dieser

Komplementationsgruppe erweitert werden.
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2. Materialien

2.1 Antikérper

2.1.1 Primirantikorper

Spezifitit | Bestellnummer | Hersteller Wirt Verdiinnung

FANCA A301-980A-T Bethyl Kaninchen | 1:1 000

FANCB ab186729 Abcam Kaninchen | 1:1 000

FANCD2 | sc-20022 Santa Cruz Maus }ggg gr(r)lcr:xil)unblot)
NB100-182 Novus Kaninchen 12?8(())(()1(3)0(;21munblot)

FANCI AB589 A. Smogorzewska 1:1 000

FANC] NB100-416 Novus Kaninchen | 1:1 000

Histon-H3 | ab1791 Abcam Kaninchen | 1:1 000

NTHI1 ab191413 Abcam Kaninchen | 1:7 500

p84 ab487 Abcam Maus 1:2000

RADS50 GTX70228 GeneTex Maus 1:2.000

RADS51 ab63801 Abcam Kaninchen | 1:800

Tubulin ab44928 Abcam Maus 1:1 000

UBE2T ab140611 Abcam Kaninchen | 1:1 000

Vinculin ab129002 Abcam Kaninchen | 1:10 000

XPF ab17790 Abcam Maus 1:200

YY1 ab199998 Abcam Kaninchen | 1:5000

2.1.2 Sekundirantikorper

HRP-gekoppelte sekundire Antikérper stammten von Abcam bzw. Santa Cruz. Alexa Fluor®-gekoppelte

Sekundirantikérper wurden von Molecular Probes bezogen.

2.2 Enzyme
Bezeichnung Hersteller
BIO-X-ACT™ Short DNA Polymerase Bioline
DNase I, recombinant, RNase-free Roche
ExoSAP-IT Affymetrix

Halt™ Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail

Micrococcal nuclease
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PfuUltra® High-Fidelity DNA Polymerase Agilent Technologies
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase NEB

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase NEB
Restriktionsenzyme NEB

SuperScript® II Reverse Transkriptase Invitrogen

T4 DNA ligase NEB

Taq DNA Polymerase NEB

2.3 GrofBlenstandards

Bezeichnung Hersteller
Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein .

BioRad
Standards
100 bp DNA ladder NEB
1 kb DNA ladder NEB

2.4 NGS-Panels zur Anreicherung
SeqCap EZ Libraries wurden bei Roche NimleGen bestellt. Es wurden sowohl SeqgCap EZ Choice als auch

SeqCap EZ Developer Libraries erstellt und geordert. Zudem fanden Sequenzierungen unter Verwendung des
TruSight Cancer Panels (Illumina) statt. Dieses diente zur spezifischen Anreicherung von 94 Genen sowie 284
SNPs, die mit einer Pridisposition fiir eine erbliche Tumorerkrankung assoziiert sind. Eine Ubersicht tiber die
in den SegCap EZ-Panels enthaltenen Gene ist im Anhang aufgefthrt. Die durch das TruSight Cancer-Panel
angereicherten Gene sowie die rs-Nummern der enthaltenen SNPs sind ebenfalls im Anhang aufgefihrt. Die
entsprechenden Koordinaten der angereicherten Regionen des Krebspanels sind zudem online hinterlegt
(http:/ /support.illumina.com/downloads/ trusight_cancer_product_files.html).

Die Anreicherung sowie Sequenzierung ganzer Exome wurde von kommerziellen Dienstleistern (BGI,
Shenzhen/China; Genome Diagnostics Nijmegen, Nijmegen/Niedetlande) durchgefuhrt, nicht aber die
Datenanalyse, die selbst vorgenommen wurde. Es wurden dabei Agilent SureSelect Human All Exon Kits sowie

das NimbleGen SeqCap EZ Human Exome Library-Kit zur Anreicherung verwendet.

2.5 Primer

Zum Entwerfen von Primern wurde das Programm Primer-BLAST von NCBI genutzt. Es greift auf Primer3
und BLAST zuriick, um spezifische Primer zu generieren [Ye et al, 2012]. NGS-Primer wurden mit
zusitzlicher HPLC-Aufreinigung geordert. Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen Biolegio und Sigma-
Aldrich bezogen. Sie wurden in lyophilisierter Form verschickt, so dass sie zur Herstellung einer Stammlésung
von 100 bzw. 1000 uM zundchst mit demineralisiertem Wasser (ddH»O) geldst wurden. Diese Stammlésungen
wurden bei -20 °C gelagert und zur Herstellung von Arbeitslosungen (10 pM) verwendet. Die Primer zur

Anreicherung sind in den entsprechenden Protokollen angegeben (,,NimbleGen SeqCap EZ Library IR User’s
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Guide, Roche NimbleGen; ,Multiplex Identifier (MID) Adaptors for Rapid Library Preparations™; Roche

NimbleGen). Primer zur Nachsequenzierung von Varianten sind im Anhang angegeben.

2.6 Kit-Systeme

Bezeichnung Hersteller
Agencourt CleanSEQ System Beckman Coulter
Agilent DNA 7500 Kit Agilent

Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
DNA Clean & Concentrator™ Kit

FastStart™ High Fidelity PCR System, dNTPack
Gene]ET Gel Extraction Kit

Gene]ET Genomic DNA Purification Kit

GS FLX Titanium Rapid Library MID Adaptors Kit
GS FLX Titanium Rapid Library Preparation Kit
GS Junior Titanium emPCR Kit (Lib-L)

GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit

GS Junior Titanium Sequencing Kit

HighPure RNA Isolation Kit

illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit
In-Fusion® HD Cloning Kit

Lenti-X™ Expression System (EFlalpha Version)
MinElute PCR Purification Kit

NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit

Pierce™ Crosslink Magnetic IP/Co-IP Kit
PureLink® Quick Gel Extraction Kit

QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QuantiFluor® dsDNA System

Qubit® dsDNA BR Assay Kit

Qubit® Protein Assay Kit

Quick-gDNA™ MiniPrep Kit

SALSA® MLPA® probemix P002 BRCA1 (CE-IVD)
SALSA MLPA P045 BRCA2/CHEK2 probemix
SALSA MLPA probemix P031-B2/P032-B2 FANCA
SeqCap EZ Hybridization and Wash Kit

Subcellular Protein Fractionation Kit

Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit
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Zymo Reseatrch
Roche

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roche

Roche

Roche

Roche

Roche

Roche

GE Healthcare
Clontech Laboratoties
Clontech Laboratories
Qiagen

Thermo Scientific
Machery Nagel
Thermo Scientific
Invitrogen
Qiagen

Qiagen

Promega

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Zymo Research
MRC-Holland
MRC-Holland
MRC-Holland
Roche

Thermo Scientific

Zymo Research
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2.7 Kommerzielle Zelllinien

Bezeichnung Hersteller
Lenti-X™ 293T Cell Line
HAP1 control cells (C665)
Human NTHL1 5bp deletion knockout cell line

Clontech Laboratories
Horizon Discovery

Hortizon Discovery

2.8 Kompetente Bakterienstimme

Bezeichnung Hersteller
One Shot® TOP10 Chemically Competent E. co/i
XL10-Gold Ultracompetent Cells Stratagene
MAX Efficiency® DH50¢™ Competent Cells

Stellar™ Competent Cells

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Clontech Laboratories

2.9 Plasmide

Die Vektorkarten der angegebenen Plasmide sind im Anhang abgebildet.

Bezeichnung | Hersteller
pBlueScript IT SK (+) Agilent Technologies
pLVX-EF1a-IRES-Puro Clontech Laboratories

pWPXL:XPFwt916-HA J. Surallés

2.10Kulturmedien, Puffer und Reagenzien
Gingige Chemikalien, die im Folgenden nicht aufgefithrt sind, wurden von den Firmen Amersham

Biosciences, AppliChem, Catl Roth, Life Technologies, Merck sowie Sigma Aldrich im analytischen

Reinheitsgrad bezogen.

Bezeichnung Hersteller
Agarose Serva

Agencourt AMPure XP Beckman Coulter
Amniopan PAN-Biotech
Ampicillin (Stammlésung 10 mg/ml) Catl Roth
Ampuwa® (ddH,O) Fresenius Kabi
B-Mercaptoethanol AppliChem
COT Human DNA, Fluorometric Grade Roche
Cycloheximid (100 mg/ml) Sigma-Aldrich
DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) Life Technologies
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-Aldrich
DMSO (Dimethylsulfoxid) AppliChem
dNTP Set (100 mM) Bioline

DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) PAN-Biotech
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Dynabeads® M-270 Streptavidin
Ethidiumbromid

Fétales Kilberserum (FCS)
HDGteen® Plus Safe DNA Dye

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure)

HiDi™ Formamid

Hoechst 33342

Hydroxyurea (HU)

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)
Immersionsol

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrat
IP Lysis/Wash Buffer

Kanamycin (Stammlésung 50 mg/ml)

Minimum Essential Media (MEM) + GlutaMAX™.-]
Mitomycin C (MMC)

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer (20x)
NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x)
NuPAGE® Transfer Buffer (20x)

NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer (20x)
Oligo(dT)12-1s Primer

Orange G

PenStrep

Propidiumiodid FluoroPure™ Grade
ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (100x)
Proteinase K solution

Puromycin (10 mg/ml)

QuantiFluot® dsDNA System

Restore™ Immunblot Stripping Buffer

RPMI 1640 + GlutaMAX™-]

SDS solution (20%)

Solution 6 — VB-48™ — PI

PerfeCTa® SYBR® Green FastMix® for iQ™
Tet System Approved Fetal Bovine Serum (FBS)
TrypLE™ Express

Tween® 20
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Invitrogen
AppliChem
Sigma-Aldrich
Intas

Gibco

Applied Biosystems
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Gibco

Catl Roth

Merck Millipore
Thermo Scientific
Carl Roth

Gibco

Medac

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Carl Roth

Gibco

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roche
AppliChem

Life Technologies
Promega

Thermo Scientific
Gibco
AppliChem
ChemoMetec A/S
Quanta Biosciences?
Clontech Laboratories
Gibco
AppliChem
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2.11Sonstige Puffer und Lésungen

Reagenz

Zusammensetzung

DAPI-Firbepuffer Durchflusszytometrie
DMEM + FBS

DNA-Probenpuffer (6x)

DNA-Probenpuffer Orange G (10x)

Einfriermedium

Einfriermedium HAP1-Zellen
2x HEPES Buffered Saline (HeBs) (pH 7,0)

IMDM + FCS + PenStrep
LB-Medium

Lysis-Puffer (pH 7,4)
MEM + FBS

MEM + FBS + Puro

MEM + FCS
PBS-T
RPMI + FCS

Selektionsplatten
SE-Puffer (pH 8,0)
TBE-Puffer (5x)
TBS (10x) (pH 7,6)
TBS-T

TE-Puffer

2.12Sonstige Verbrauchsmaterialien

100 mM Ttis (pH 7,4); 154 mM NaCl; 1 mM CaCly;
0,5 mM MgCly; 0,2 % BSA; 0,1 % NP40

DMEM + GlutaMAX™.T; 10 % FBS

40 % (w/v) Suctose; 0,25 % Bromphenolblau;

0,25 % Xylencyanol

100 mg Orange G; 15 ml Glycerin; 10 ml 0,5 M EDTA;
5 ml 10 % SDS; ad ddH,O 50 ml

RPMI-Medium; 10 % FCS; 10 % DMSO

IMDM; 20 % FCS; 10 % DMSO

1,636 g NaCl; 1,19 ¢ HEPES; 0,0213 g Na,HPOy;
80 ml ddH,O

IMDM; 10 % FCS; 100 U/ml Penicilin;
100 mg/ml Streptomycin

25 g LB-Broth; ad 11 ddH:O
155 mM NH,4CL; 10 mM KHCOs3; 0,1 mM EDTA

MEM + GlutaMAX™-]; 10 % FBS
MEM + GlutaMAX™-]; 10 % FBS; 0,01 % Puromycin
MEM + GlutaMAX™-]; 10 % FCS

1x PBS; 0,1 % Tween®20

RPMI 1640 + GlutaMAX™.T; 15 % FCS
25 g LB-Broth; 15 g Agar; ad 11ddH.0;
1 ml Antibiotikum

75 mM NaCl; 25 mM EDTA

450 mM Ttis; 450 mM Borsaure; 10 mM EDTA
24 g Tris base, 88 g NaCl, ad 11 ddH-O

1x TBS; 0,1 % Tween®20

10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA

Bezeichnung Hersteller
Deckgliser Carl Roth
Einmalspritzen (1ml; 5 ml) Brand
Erlenmeyerkolben (DURAN®) Duran Group

FACS-Rohrchen (unsteril)

Falcons (15 ml; 50 ml)
Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer
Handschuhe (Nitril, Latex)

iBlot® 2 PVDF mini Transfer Stacks
Kanile 21 G)
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BD Biosciences
Greiner Bio-One
Brand

Carl Roth
Thermo Scientific
B. Braun
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Kryoréhrchen
Multiwell-Kulturplatten
NC-Slide A2™

NC-Slide A8™

NuPAGE™ Novex™ Bis-Tris Protein-Gele; 1,0 mm;
10-well

NuPAGE™ Novex™ Tris-Acetat Protein-Gele; 1,0
mm; 10-well

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Reaktionsgefilie (0,2 ml; 8er-Streifen)
Petrischalen

Pipettenspitzen(10 pl; 20 pl; 100 pl; 200 pl; 1250 ul)
Roti®-PVDF, Porengréfie 0,45 pm

Reaktionsgefil3e (200 pl - 2000 pl)

Serologische Pipetten (Glas; 2 ml; 5 ml; 10 ml; 20 ml)
Serologische Pipetten (Kunststoff; 2 ml; 5 ml; 10 ml; 25
ml)

Slide flasks (Zellkulturkammern auf Glasobjekttrigern)
Spritzenvorsatzfilter Minisart®

Zellkulturflaschen (50 ml, 200 ml)

Nunc

Greiner Bio-One, Nunc
ChemoMetec A/S
ChemoMetec A/S

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Pechiney

Brand
Eppendorf
Greiner bio-one
Sarstedt

Carl Roth
Eppendorf
Brand

Greiner Bio-One

Sarstedt, Thermo Scientific
Sartorius AG

Corning, Nunc, Sarstedt

Zubehor fur ABI PRISM 310 Genetic Analyser PE Biosystems
Zubehor fur GS Junior Roche
Zubehor fur QIAvac 24 Plus Qiagen
2.13Gerite
Bezeichnung Modell Hersteller
Analysenwaage MC1 Sartorius
Autoklav Autoclave Systec V-150 Systec GmbH
Bioanalyzer 2100 Bioanalyzer Agilent
Blot-Systeme BlueBlot Wet 100 Tank SERVA Electrophoresis

COs-Inkubator
Drehrad

Durchflusszytometer

Elektrophoresekammern

Fluorometer

Homogenisiersystem

Imaging-Systeme

iBlot® 2 Gel-Transfersystem
NuAire NU-5810E

Reax2

BD™ LSR IT

Compact M

SE260

QuantiFluor®-ST

Qubit®

ULTRA-TURRAX® Tube Drive
FluorChem® HD2
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Thermo Fisher
Integra Biosciences
Heidolph

BD Biosciences
Biometra

AA Hoefer
Promega

Life Technologies
IKA

Alpha Innotech
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Kihlsystem
Magnetrithrer
Magnetstinder
Mikroskop
Netzgerat
pH-Meter
Photometer

Pipettierhilfen

Pipettierroboter
Schiittelinkubator
Schuttler
Schwenktisch

Sequenzierer

Sterilbank

Thermocycler

Thermomixer

Vakuumkonzentrator

Vakuumsystem zur DNA-Priparation
Vortexgerat

Wirmehaube

Wasserbad

Zellzihler

Zentrifugen

MicroChemi

DLK500 FRYKA
Nuova II
DynaMag™-2 Magnet
Axiovert 40C
PowerPac 1000
Digital-pH-Meter 646
NanoPhotometer P-Class P300-30
Mehrkanalpipetten
Mikropipetten
Multipipette® pro
Pipetboy

JANUS

VIBRAX-VXR

Polymax 1040

ABI PRISM 310 Genetic Analyser
ABI PRISM 310 XL Genetic Analyser
ABI PRISM 3730 Genetic Analyser
GS Junior

HiSeq 2000

HiSeq 4000

MiSeq

SOLID 5500xl Genetic Analyzer
LaminAir® HB2448

Biometra TRIO

iCycler®

Mastercyclet® ep Gradient S

TS1 ThermoShaker

RVC-2-18

QIAvac 24 Plus

Vortex-Genie® 2

Certomat®H

Typ B

NucleoCounter® NC-250™
Megafuge® 1.0

Mikro 220 R

MiniSpin® plus

Multifuge 11-R
Rotilabo®-Mini-Zentrifuge
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DNR Bio-Imaging Systems
FRYKA Kiltetechnik
Bioblock Scientific
Thermo Fisher

Catl Zeiss

BioRad

Knick

Implen

Brand, Eppendorf
Gilson

Eppendorf

Integra Biosciences
Perkin Elmer
INFORS AT

IKA

Heidolph

Applied Biosystems

Roche

Tllumina
Tllumina
Tllumina

Applied Biosystems
Heraeus

Analytik Jena
BioRad
Eppendorf
Biometra

Christ

Qiagen

Bender Hobein
B. Braun Biotech
Lauda
ChemoMetec A/S
Hereaus

Hettich
Eppendorf
Hereaus

Carl Roth
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Rotina 420 Hettich

2.14Softwareprogramme und Datenbanken

Programm Quelle

Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems

Alamut Interactive Biosoftware

BoxPlotR http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/
Coffalyser.Net MRC-Holland

Clustal Omega http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Corel DRAW Graphics Suite X6
Elektronenmikroskopie-Datenbank
EndNote X7

Ensembl Genome Browser
ESEFinder

ExAC-Browser

ExPASy

Fanconi Anemia Mutation Database
GeneSplicer

GS Run Browser

Human Splicing Finder

HOPE

In-Fusion® Online Tools

MaxENTScan
Microsoft Office 2010
MiSeq Reporter
MPLUS AV
MutationTaster

NCBI

NextGENe
NextGENe Viewer
NNSPLICE
PolyPhen-2
Primer-BLAST
Rescue ESE
Sequencher 4.7 Demo
SIFT

UCSC Genome Browser

Corel

https:/ /www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/
Thomson Reuters

http:/ /www.ensembl.org/index.html
rulai.cshl.edu/
http://exac.broadinstitute.org/
http://web.expasy.org/ translate/
http:/ /www.rockefelletr.edu/fanconi/
http:/ /www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml
Roche

http://www.umd.be/HSF3/

http:/ /www.cmbi.ru.nl/hope/

http:/ /www.clontech.com/US/Products/Cloning_and_
Competent_Cells/Cloning Resources/Online_In-Fusion_Tools

http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoteseq.html
Microsoft

Illumina

Phoenix Flow Systems

http:/ /www.mutationtaster.org/

http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/

Softgenetics

Softgenetics

http:/ /www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primet-blast/
http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/

Genes Codes Corporation

http:/ /sift.jevi.otg/

http://genome.ucsc.edu/
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3. Methoden

3.1 Allgemeine Methoden der Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von adhirenten und Suspensionszellen

Alle Zellen wurden in Begasungsbrutschrinken bei 37 °C, 5% CO; und eciner relativen Luftfeuchtigkeit von
96-100 % kultiviert. Zugesetztes FCS wurde vor der Verwendung hitzeinaktiviert (56°C, 20 min). Arbeiten
mit Zellkulturen fanden unter sterilen Bedingungen an Sterilwerkbinken statt.

Primire Fibroblasten wurden in Amniopan, T-Antigen-transformierte Fibroblasten in MEM mit 10 % FCS
und HAP1-Zellen in IMDM mit 10 % FCS und 1 % PenStrep kultiviert. Ein Mediumwechsel fand zweimal
pro Woche statt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von etwa 75-90 % erreicht hatten, wurden sie zur
Weiterkultivierung gesplittet. Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 5 ml 1x PBS gewaschen
und anschliefend 5 ml Trypsinlésung zugegeben. Bis zum Ablésen der Zellen wurden diese im Brutschrank
inkubiert und die Zellsuspension in Falcons tiberfithrt. Nach Sedimentation der Zellen wurde der Uberstand
verworfen, das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen und auf neue Zellkulturflaschen mit den
entsprechenden Medien aufgeteilt.

Zur Kultivierung von EBV-transformierten (Epstein-Barr-Virus) lymphoblastoiden Zelllinien (LCL,
lymphoblastoid cell line) wurde RPMI-Medium mit 15 % FCS verwendet. Die Zellen wurden ein- bis zweimal pro

Woche, je nach Zellwachstum, geteilt.

3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Suspensionszellen oder durch Trypsinisierung abgeloste adhdrente Zellen wurden zunichst durch
Zentrifugation fiir 8-10 min bei 209 x g sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in
1,8 ml Einfriermedium (4 °C) resuspendiert und in ein steriles Kryoréhrchen tUberfiihrt. Dieses wurde Gber
Nacht in einem mit Isopropanol gefiillten Einfrierbehiltnis bei —80 °C gelagert, um eine schrittweise
Reduktion der Temperatur zu erreichen. Am nichsten Tag konnten die Kryoréhrchen fiir eine dauerhafte
Lagerung in Tanks mit Flissigstickstoff iberfihrt werden.

Zur Weiterkultivierung kryokonservierter Zellen wurden die Aliquots in einem Wasserbad bei 37 °C ziigig
erwirmt und in vorgewdrmtes Zellkulturmedium uUberfiihrt. Am folgenden Tag wurde das Medium
gewechselt, um das im Einfriermedium enthaltene und bei héheren Temperaturen zelltoxische DMSO zu

entfernen.
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3.1.3 Bestimmung der Zellzahl
Mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer wurde die Anzahl der Zellen/ml einer Zellsuspension
bestimmt. Dazu wurden drei GroBquadrate der Zihlkammer ausgezihlt und der Mittelwert der Zellzahl mit

dem Faktor 5000 multipliziert.

3.2 Gentransfer

3.2.1 Klonierung

a. Restriktionsverdau
Zum Einbringen der XPF-Wildtypsequenz (wt) sowie der Mutation ¢.1765C>T (mut) in einen lentiviralen
Vektor wurden verschiedene Klonierungsstrategien angewendet. Um die Mutation durch Mutagenese (siche
3.0.5¢) in die codierende Sequenz von XPF ecinzufigen, wurde die XPF-cDNA aus dem Vektor
pWPXL:XPFwt916-HA herausgeschnitten und in den deutlich kleineren Vektor pBlueScript II SK (+)
kloniert. Dazu wurden beide Vektoren fiir 1 h bei 37 °C mit Restriktionsenzymen verdaut (siche Ansatz),

gefolgt von einer Hitzeinaktivierung fiir 20 min bei 80 °C und einer Pause bei 4 °C.

EcoRI-HF 1wl (10 U)
Spel 1ul(10U)
Vektor-DNA 1 g
CutSmart Buffer 5pul

ad ddH-O 50 ul

Zur Uberpriifung der ProduktgroBen wurden diese auf ein Agarosegel aufgetragen.

b. Ligation
Um die XPF-cDNA mit dem verdauten pBlueScript-Zielvektor zu ligieren, wurden die Restriktionsprodukte
zunichst auf ein TAE-Agarosegel aufgetragen, die Banden von Interesse ausgeschnitten und aufgereinigt
(siche 3.6.2b). Fiir die Ligation wurden in einem Standardansatz (20 pl) zu 2 pl 10x T4 DNA-Ligase-Puffer
50 ng Vektor, das Insert in 3-fach molarem Uberschuss sowie 1 ul T4 DNA-Ligase zugegeben. Der Ansatz
wurde durch Pipettieren gemischt und fir 10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und bei 4 °C bis zur

Transformation (siche 3.2.2) aufbewahrt.

c. InFusion-Klonierung
Um DNA-Sequenzen tiber Homologe Rekombination in einen lineatisierten Vektor einzubringen, wurde das
In-Fusion HD Cloning Kit genutzt. Als Voraussetzung missen beide DNA-Fragmente linearisiert sein und
jeweils 15 bp Homologie an den Enden aufweisen. Zunichst wurde hierfiir der Vektor durch einen
Restriktionsverdau mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen linearisiert, um eine Religation zu vermeiden.
Mit Hilfe des InFusion Primer Design Tools warden Primer erstellt, die jeweils am 5-Ende einen Uberhang von

15 bp besaBen, die komplementir zu den Enden des linearisierten Vektors waren. Uber eine PCR-Reaktion
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wurden diese Sequenzen an das Insert angehingt und anschlieBend mit der eigentlichen InFusion-Reaktion

nach den Angaben im Protokoll verfahren.

3.2.2 Transformation

Zur Vervielfiltigung wurden Plasmide nach der Klonierung in chemokompetente Bakterien eingebracht. Fir
Standardklonierungen wurden One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli sowie XI.10-Gold Ultracompetent Cells
verwendet. Bei In-Fusion-Klonierungen erfolgte die Transformation in Stellar Competent Cells, wohingegen
lentivirale Plasmide nach der Ligation des Inserts mit dem Zielvektor in MAX Efficiency DH5a Competent Cells
cingebracht wurden. Dabei wurde jeweils nach den Angaben der Hersteller verfahren. Fir alle
Transformationen galt, dass die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und mit der entsprechenden Menge
Plasmid-DNA vorsichtig gemischt wurden. Der jeweilige Ansatz wurde zunichst fir 30 min auf Eis inkubiert,
ehe ein Hitzeschock flr 3045 sec bei 42 °C erfolgte. Nach zweiminiitiger Inkubation auf Eis wurde LB-
Medium zugegeben und der Ansatz 1h bei 37 °C inkubiert, bis er auf Antibiotikahaltigen LB-Platten
ausplattiert wurde. Die Platten wurden bei 37 °C tber Nacht inkubiert, so dass am nichsten Tag Klone

gepickt werden konnten.

3.2.3 Transduktion

Bei einigen Patientenlinien fand bereits im Vorfeld ein Ausschluss bzw. eine Komplementationsgruppen-
Bestimmung durch retrovirale Transduktion im Labor von Herrn Prof. Dr. Helmut Hanenberg (Medizinische
Fakultit, Heinrich-Heine-Universitit, Disseldorf) nach Standardprotokollen statt [Hanenberg et al., 1997;
Hanenberg et al., 2002].

Weiterhin erfolgte eine Verpackung lentiviraler Plasmide sowie die lentivirale Transduktion von
transformierten Fibroblasten mit Hilfe des Lenti-X Expression Systems (EF1alpha Version) nach den Angaben im
Protokoll. Zur Selektion wurden die Zellen in Puromyecin-haltigem (1 pg/ml) MEM + 10 % FBS kultiviert.

3.3 Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz wurden Antigene auf Einzelzellebene detektiert. Bei dieser
Methode bindet zunidchst ein spezifischer Primirantikérper an das Antigen und wird durch einen
Fluoreszenz-markierten Sekundérantikrper sichtbar gemacht.

Zum Nachweis verschiedener DNA-Reparaturfoci wurden jeweils 200 000-300 000 Zellen in Sikde flasks
cingesit. Zur Induktdon des DNA-Schadens wurden die Zellen mit 40 ng/ul MMC fir ca. 16h im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend fir 15 min bei RT mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Von nun an erfolgten alle
Inkubationsschritte auf einem Schwenktisch. Nach der Fixierung wurde die Zellmembran mit eiskaltem 100 %

Methanol fir 30 min auf Eis permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch eine Inkubation
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mit 20 %iger FCS/PBS-Losung blockiert. Danach folgte die Inkubation mit dem Primarantikérper fur 1 h bei
RT. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fir 15min bei RT wurde der Fluoreszenz-markierte
Sekundirantikérper zugegeben und fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach drei Waschschritten mit
PBS fir 20 min bei RT im Dunkeln konnte der Glasobjekttriger von der Zellkulturkammer entfernt werden.
Es wurden einige Tropfen des Eindeckelmediums Prolong Gold Antifade Mountant with DAPI auf den
Objekttriger aufgebracht und ein Deckglas aufgelegt. Das Medium verhindert sowohl das Ausbleichen des
Fluoreszenz-Signals und firbt zum anderen die Zellkerne durch das enthaltene DAPI an. Die Priparate

wurden bis zur Auswertung an einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop im Dunkeln bei RT gelagert.

3.4 Zellzyklus-Analyse am Durchflusszytometer

Zut Untersuchung der Zellzyklusverteilung wurden LCLs fiir 48 h mit 15 ng/ml MMC und Fibroblasten mit
10 ng/ml MMC inkubiert. Die Zellzyklusanalyse fand durch durchflusszytometrische Fluoreszenzmessungen
am BD LSR II statt. Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes wurde die stéchiometrische Bindung von DAPI an
die DNA genutzt. Dazu wurde das Zellpellet in Firbepuffer resuspendiert, 2 pg/ml DAPI zugegeben und
30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.

Um den Anteil an vitalen und apoptotischen Zellen sowie die Zellzyklusverteilung einer Probe zu bestimmen,
wurde zunichst 8 ug/ml Hoechst 33342 zugegeben. Dieser Farbstoff diffundiert durch die Plasmamembran
lebender und fixierter Zellen und bindet an die kleine Furche der DNA. Durch die stirkere Chromatin-
Kondensation zeigen apoptotische Zellen ein stirkeres Signal. Die Proben wurden fiir 30 min bei 37 °C im
Dunkeln inkubiert und durch Zentrifugation erneut sedimentiert. Das Pellet wurde 5 min auf Eis gekuhlt, in
1 ng/ml Propidiumiodid-Losung resuspendiert und fur 1 min inkubiert. Dieser Farbstoff kann die petfortierte
Zellmembran von toten, nicht aber von vitalen Zellen durchdringen. Die Proben wurden am

Durchflusszytometer gemessen und die Daten mit Hilfe der Software MPLUS AV ausgewertet.

3.5 Zellviabilitits-Test

3.5.1 MMC-Sensitivitit

Um die Sensitivitit von Zellen gegeniiber MMC zu ermitteln, wurden diese mit unterschiedlichen MMC-
Konzentrationen iber einen bestimmten Zeitraum kultiviert und anschlieBend einer Lebend-Tot-Messung
unterzogen. Die Daten wurden ebenfalls mit Hilfe der Software MPLUS AV ausgewertet.

Fir die Messung von LCLs wurden 250 000 Zellen in T25-Zellkulturflaschen in RPMI + FCS eingesit und
Konzentrationen von 0-300 ng/ul MMC zugegeben. Nach einer Inkubation von acht Tagen wurden die
Zellen am BD LSR II gemessen. Die Lebend-Tot-Messung fand, wie unter 3.4 beschrieben, durch die
Firbung der Zellen mit Hoechst 33342 und Propidiumiodid statt.

45



Methoden

Bei Fibroblasten-Kulturen wutrden je 10 000-20 000 Zellen/Well einer 6-Well-Platte in MEM + FBS eingesit.
Am nichsten Tag wurde 0~100 ng/ul MMC zu den Zellen pipettiert und die Platten fiir acht Tage inkubiert.
Die Zellen wurden abgeldst, simtlicher Uberstand in Falcons gesammelt und fiir 8 min bei 209 x g
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 ul MEM + FBS vorsichtig resuspendiert. 19 Volumenanteile
Zellsuspension wurden mit einem Volumenanteil Solution 6 gemischt, auf ein NC-Slide aufgetragen und am
NucleoCounter mit dem [izality Assay-Programm gemessen. Das in der Firbelésung enthaltene
Propidiumiodid diente zum Anfirben toter Zellen, wohingegen der Farbstoff VitaBright-48™(VB-48™) zur
Bestimmung vitaler Zellen in Abhingigkeit ihres Gehalts an freien Thiolen diente. Eine Abnahme des
zelluliren Thiolgehalts weist auf einen Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials hin
und ist neben der Chromatin-Kondensation sowie der DNA-Fragmentierung ein frithes Anzeichen fiir

Apoptose. Die Daten wurden direkt am Gerit ausgewertet.

3.5.2 UV-Sensitivitit

Um die UV-induzierte Inhibition des Wachstums von primiren und transformierten Fibroblasten zu
untersuchen, wurden Aliquots von 5000 Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgesit. Nach zwei Tagen wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit 0-12,5 J/m?2 UV-Licht bestrahlt. Nach fiinf Tagen wurden die Zellen fiir
3 h in [Methyl-3H]-Thymidin-haltigem Medium inkubiert, mit PBS gewaschen und fiir 15 min in [Methyl-3H]-
Thymidin-freiem Medium kultiviert, bevor die Ubetlebensrate bestimmt wurde. Der Versuch wurde im Labor
von Herrn Dr. Nicolaas G. J. Jaspers (Department of Genetics, Erasmus University Medical Center,
Rotterdam) durchgefithrt und ausgewertet, wie auch der UDS (unscheduled DNA synthesis)- und RRS (recovery of
RNA  sysnthesis)-Test. Dazu wurden Wildtyp-Fibroblasten mit Polystyren-Beads fiir drei Tage inkubiert.
AnschlieBend wurden sie mit Patientenfibroblasten gemischt und auf Deckgldsern ausgesit. Nach zwei Tagen
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 16 J/m? bestrahlt und fiir 3 h in 0,1 uM 5-Ethynyl-2’-desoxyuridin
(EdU)-haltigem Medium inkubiert. Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen, in EdU-freiem Medium fiir
15 min inkubiert, wieder gewaschen und mit 3,7 % Formaldehyd mit 0,5 % Triton fir 15 min fixiert. Zur
Fluoreszenzfirbung wurden die Zellen 30 min in einem Puffer mit 10 mM CuSO4 und Alexa Fluor 594 Azid
(Click-iT; Invitrogen) inkubiert und anschlieBend mit VVectashield Antifade Monnting Medium with DAPI (Vector
Laboratories) eingedeckt. Fiir RRS-Analysen wurden die Zellen analog zum UDS-Assay behandelt. Allerdings
wurden die Zellen 16 h nach der Bestrahlung fir 2h in 0,1 uM 5-Ethynyl-uridin (EU)-haltigem Medium

inkubiert.
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3.6 Allgemeine molekulargenetische Methoden

3.6.1 Isolation von Nukleinsiuren

a. Isolation genomischer DNA
Zur Isolaton genomischer DNA (gDNA) aus Vollblut, LCLs und Fibroblasten, wurde entweder die
modifizierte Aussalzmethode nach Miller [Miller et al., 1988] angewendet oder erfolgte mit Hilfe des Gene]ET
Genomic DNA Purification Kits.
Bei der Aussalzmethode wurde Blut mit dem dreifachen Volumen an Lysispuffer (4 °C) gemischt und bis zur
vollstindigen Lyse fiir etwa 15min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fir 10 min bei 700 x g,
zweimaligem Waschen des Zellpellets durch Vortexen mit 5-10 ml Lysispuffer und erneuter Zentrifugation,
erfolgte die Lyse der kernhaltigen Lymphozyten. Dazu wurde das Zellpellet in 5 ml SE-Puffer resuspendiert
und 130 pl Proteinase K (10 mg/ml) sowie 250 pl 20 % SDS zugegeben. Nach einer Inkubation fir 3 h bei
55 °C oder tber Nacht bei 37 °C wurden 2,5 ml SE-Puffer sowie 2 ml 6 M NaCl zugegeben. Der Ansatz
wurde gevortext, bis sich eine milchige Triibung einstellte. Durch Zentrifugation fiir 15 min bei 2700 x g
wurden die iibrigen Zellbestandteile sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues Falcon iiberfiihrt und die
hochmolekulare DNA durch Zugabe des doppelten Volumens an 100 % Ethanol gefillt. Mit Hilfe einer
gebogenen Pasteurpipette wurde der DNA-Faden kurz in 70 % Ethanol getaucht, bei RT getrocknet und in
200—600 ul ddHO iiber Nacht auf dem Drehrad gelést. LCLs und Fibroblasten wurden analog behandelt,
hier fielen allerdings die Schritte der Lyse und des Waschens mit Lysispuffer weg. Stattdessen wurden die
Zellen bei 150 x g fiir 10 min sedimentiert und das Pellet mit 5 ml PBS gewaschen. Der Uberstand wurde
verworfen, che die Resuspension mit SE-Puffer erfolgte.
Das Gene[E'T Genomic DNA Purification Kit wurde nach den Angaben des Herstellers verwendet. Allerdings
wurde bei der Verarbeitung von Vollblut ein RNase A-Verdau nach der Inkubation mit Proteinase K solution
eingefiigt. Dazu wurde dem Ansatz 20 ul RNase A solution zugegeben, durch Vortexen gemischt und fir
10 min bei RT inkubiert. Zur Elution der DNA wurden 50 ul ddH>O zugegeben.
Zur Isolation von gDNA aus LCLs und Fibroblasten wurde zusitzlich das Quick-gDNA MiniPrep nach den
Angaben des Herstellers genutzt, allerdings erfolgte die Elution der DNA mit 20-50 ul ddH-O.

b. Isolation von RNA
Um die Gesamt-RNA aus Zellen zu isolieren, wurde ein Drittel einer gut wachsenden LCL- oder primiren
Fibroblastenkultur abgenommen, durch Zentrifugation fir 10 min bei 209 x g pelletiert und mit PBS
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes wurde weiter nach den Angaben
des Herstellers mit dem High Pure RINA Isolation Kit gearbeitet. Die isolierte RNA wurde in 50 ul RNase-freiem
ddHO eluiert.
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Um Allele zu stabilisieren, wurden Zellen fur 4,5 h mit 250 pg/ml Cycloheximid (CHX) inkubiett, bevor diese
zur RNA-Isolation verwendet wurden. CHX inhibiert die Translation durch Bindung an die 60S-Untereinheit
von Ribosomen und kann so u.a. zur kontrollierten Blockierung der Proteinneusynthese in der Zellkultur

sowie zur Detektion kurzlebiger Proteine genutzt werden.

c. Isolation von Plasmid-DINA aus Bakterien
Die Extraktion von Plasmiden aus verschiedenen Bakterienkulturen basierte auf dem Prinzip der alkalischen
Lyse der Zellen und Bindung der freigesetzten DNA an eine Sdule aus adsorbtiven Material. Durch
aufeinanderfolgende Waschschritte und Zentrifugation bzw. Uber Vakuum wurde die gebundene Plasmid-
DNA gewaschen und schlieBllich in ddH»O eluiert. Die Isolation erfolgte jeweils nach den Angaben des
Protokolls des Herstellers. Fir analytische Zwecke wurde das Zyppy Plasmid Miniprep Kit verwendet, fir

grolere Ausbeuten, beispielsweise nach der Retransformation eines Plasmides, das Plasmid Plus Maxi Kit.

3.6.2 Aufreinigung von DNA

a. Ethanol-Fillung
Eine klassische Methode zur Aufreinigung von DNA mit gleichzeitiger Konzentrierung stellt die Ethanol-
Fillung dar. Dazu wurde ein Volumenanteil DNA-Lésung mit 2,5 Volumenanteilen 100 % Ethanol und 0,1
Volumenanteilen 3 M Natriumacetat gemischt und fiir 15 min bei 24 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet mit 5 Volumen 70 % Ethanol unter denselben Bedingungen gewaschen. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde bei RT getrocknet, bis das
zuriickgebliebene Ethanol verdampft war und anschlieBend in einem entsprechenden Volumen an

Losungsmittel, wie ddH>O oder Formamid, aufgenommen.

b. Aufreinigung durch Bindung an eine Silica-Membran

Silica-basierte Membranen kénnen vielfiltig zur Aufreinigung von DNA verwendet werden und finden in
vielen Kitsystemen Anwendung. Sie binden DNA reversibel bei hohen Salz- oder Alkohol-Konzentrationen
und geben sie bei niedrigen Konzentrationen wieder ab. Die verschiedenen Kitsysteme wurden, wenn nicht
anders angegeben, entsprechend der Angaben des Herstellers angewendet.

Mit Hilfe des DNA Clean and Concentrator Kit konnte DNA gleichzeitig aufgereinigt und konzentriert werden.
Nach gelelektrophoretischer Auftrennung von DNA-Fragmenten, beispielsweise PCR-Produkten, wurden sie
fiir bestimmte Anwendungen aus dem Gel ausgeschnitten. Zur Aufreinigung der DNA aus den Gelstiicken
wurden das Gene]ET Gel Extraction Kit sowie das NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit verwendet. Zudem
erfolgte die Aufreinigung fragmentierter DNA nach der Nebulisierung (siche 3.7.2) mit dem MinE/ute PCR
Purification Kit, das ebenfalls Silica-Sdulen nutzt. Spiter wurde bei der Probenvorbereitung fiir NGS das
QL Aquick PCR Purification Kit zur Aufreinigung der amplifizierten DNA nach der emPCR (Emulsions-PCR)

eingesetzt.
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c. Enzymatische Aufreinigung
Zur Vorbereitung von PCR-Produkten fiir die Sanger-Sequenzierung wurden diese enzymatisch aufgereinigt.
Durch die im ExoSAP-IT (Affymetrix) enthaltene Exonuklease I (Exo) werden einzelstringige Produkte, wie
Primer, abgebaut. Das Enzym Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) hydrolisiert nicht eingebaute dNTPs
(Desoxyribonukleosidtriphosphat). Es wurde folgender Ansatz gewihlt:

PCR-Produkt 1-3 ul
ExoSAP-IT 0,5 wl
ad ddH,O 7wl

Die Reaktion wurde fiir 15 min bei 37 °C im Cycler inkubiert, gefolgt von einer Hitzeinaktivierung fiir weitere

15 min bei 80 °C. Zur Aufbewahrung wurden die Proben bei 4 °C gelagett.

d. Aufreinigung durch paramagnetische Beads
Neben der Ethanol-Fillung wurden Sequenzier-Reaktionen auch mit Hilfe von Magnetbeads von stérenden
Substanzen wie Primern, Enzymen oder Salzen befreit. Dabei bindet DNA reversibel an paramagnetische
Beads und Verunreinigungen kénnen mit Ethanol weggewaschen werden. Durch Verwendung eines Pipettier-
Roboters konnte dieser Vorgang automatisiert ablaufen. Dazu wurde das Agencourt CleanSEQ System benutzt.
Weiterhin wurden paramagnetische Agencourt AMPure XP Beads zur Entfernung kleinerer DNA-Fragmente
nach der Nebulisierung verwendet (siche 3.7.2). Streptavidin-gekoppelte Dynabeads M-270 wurden nach der

emPCR genutzt, um die angereicherte Library zu selektieren und aufzureinigen (siche 3.7.3).

3.6.3 Quantifizierung von DNA

Zur Quantifizierung von DNA wurden sowohl photometrische als auch fluorometrische Verfahren
angewendet. Um gleichzeitig die Konzentration und Reinheit von DNA-Proben zu bestimmen, wurden diese
am Nanophotometer gemessen. Dieses detektiert das Absorptionsmaximum einer Probe bei verschiedenen
Wellenlingen. Aus dem Verhiltnis der Extinktionen kann man so neben der Konzentration auch auf den
Reinheitsgrad einer Probe schliefen, da beispielsweise das Absorptionsmaximum von Nukleinsiuren bei
260 nm, das von Proteinen bei 280 nm liegt. Verunreinigungen kénnen jedoch die Konzentrationswerte
verfilschen.

Eine hohere Messgenauigkeit kann man mit einer fluorometrischen Messung erzielen, da hierzu Molekiile wie
doppelstringise DNA (dsDNA) indirekt Giber die Verwendung eines Fluorophors nachgewiesen werden.
Dabei ist zunichst die Erstellung einer Standardkurve nétig, wobei bekannte Nukleinsdure-Konzentrationen,
sogenannte Standards, mit dem jeweiligen Fluoreszenz-Farbstoff versetzt werden und die relative Fluoreszenz
(RFU) gemessen wird. Zur Anwendung kamen das Qubit dsDNA BR Assay Kit, der RL Standard des GS FLLX
Titaninm Rapid Library Preparation Kits sowie das QunantiFlnor dsDNA System, jeweils nach den Angaben im
Protokoll.
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3.6.4 cDNA-Synthese

Zur Synthese komplementirer DNA (cDNA) aus isolierter Gesamt-RNA (siehe 3.6.1b) wurde das Enzym
SuperSeript I Reverse Transkriptase genutzt. Die verwendeten Oligo(dT)io.1s-Primer binden an das Poly(A)-
Segment der mRNA, so dass diese selektiv aus dem RNA-Pool synthetisiert und amplifiziert werden kann.

Dafiir wurde folgender Ansatz pipettiert:

Oligo(dT)u_m—Primer 2 p.l
Gesamt-RNA 20 pl
ddH-O 24 ul

Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 70 °C im Cycler inkubiert. AnschlieBend wurde auf Eis folgendes dazu

pipettiert:
5x First Strand Buffer 8l
DTT 4 ul
dNTPs 2 ul

Nach einer Inkubation des Ansatzes fir 2 min bei 42 °C wurden direkt im Cycler 1,3 ul des Enzyms
zugegeben. Der Ansatz wurde fiir weitere 50 min bei 42 °C inkubiert, ehe ein Inaktivierungsschritt bei 70 °C

fir 18 min folgte.

3.6.5 PCR-Amplifikation

Eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ermdglicht eine selektive und exponentielle
Amplifikation einer bestimmten DNA-Sequenz mit Hilfe von thermostabilen Polymerasen [Mullis und
Faloona, 1987; Saiki et al., 1988]. Die Reaktion findet in der Regel in drei Schritten unterschiedlicher
Temperatur statt.. Diese untergliedern sich in eine Denaturierung, um die DNA-Doppelhelix zu trennen,
einen Annealing-Schritt, bei dem sich die Primer an komplementire Sequenzen der DNA-Einzelstringe
anlagern, sowie der Synthese durch die Polymerase. Diese verlingert die Primer durch den Einbau von dNTPs
komplementir zum DNA-Strang. Eine exponentielle Vervielfiltigung wird durch eine zyklische Wiederholung
dieser Schritte erreicht. Vielfach miissen die Bedingungen der Reaktion angepasst werden. Dabei spielt die
Schmelztemperatur der Primer oder auch die Linge des DNA-Fragments eine wichtige Rolle. Optimierungen
kénnen durch die Anzahl der Zyklen, der verwendeten Polymerase oder durch bestimmte Zusitze

vorgenommen werden.

a. Standard-PCR
Zur Amplifikation wurden verschiedene Polymerasen mit den zugehdrigen Puffern nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Bei Standard-PCRs kamen dabei die Tag DN.A Polymerase sowie die BIO-X-ACT Short
DNA Polymerase zam Einsatz. Weiterhin wurde die Q5 High-Fidelity DNA Polymerase und, vor allem fiir lingere
und GC-reiche Sequenzen, die Phusion High-Fidelity DIN.A Polymerase verwendet.
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b. Amplifikation gesamt-genomischer DNA
Zur Amplifikation von gDNA-Proben, die von Patienten stammten, von welchen kein weiteres Zellmaterial
mehr votlag, wurde das #lustra GenomiPhi 172 DNA Amplification Kit verwendet. Dieses beinhaltet die Phi29-
Polymerase, welche eine 3°-5°-Exonuklease-Aktivitdt und damit eine hohe Prozessivitit besitzt. Im Gegensatz
zu anderen Polymerasen bricht sie die Amplifikation nicht ab, wenn sie auf ein bereits tepliziertes Fragment
stoBt, sondern verdringt dieses und setzt die Replikation fort. Dadurch entsteht am Ende der PCR-Reaktion
ein Gemisch aus verschieden langen Fragmenten. Diese besitzen eine durchschnittliche Gréfle von
10 Kilobasen (kb) und decken das Genom zu 99,82% ab [Pacz et al, 2004]. Im Reaktionsansatz sind
Hexamer-Primer enthalten, die sich unspezifisch an die DNA anlagern kénnen. Die Reaktion lief wie folgt ab:

Original-DNA (50 ng/ul) 1wl
Sample buffer 9l

Die Probe wurde fir 3 min bei 95 °C denaturiert und dann auf 4 °C abgekihlt. AnschlieBend wurde auf Eis
folgendes dazu pipettiert:

Reaction buffer 9 ul
Enzyme Mix 1wl

Der Ansatz wurde fir 90 min bei 30 °C inkubiert und die Exonuklease-Aktivitit der Polymerase durch eine

Inkubation bei 65 °C fiir 10 min inaktiviert.

c. Mutagenese und Dpnl-Verdau
Zum Einbringen einer spezifischen Mutation in eine DNA-Sequenz, beispielsweise der XPF-Mutation
¢.1765C>T im pBlueScript-Vektor (siche 3.2.1), wurde die Mutagenese mit Hilfe einer Two-S7age PCR nach
Wang und Malcom [Wang und Malcolm, 2002] durchgefithrt. Zunichst wurden zwei Extensions-Reaktionen
in separaten Tubes angesetzt (Phase 1). Dabei enthielt ein Tube nur den Forward-, das andere nur den
Reverse-Primer.

10x Pfu Polymerase Reaction Buffer 5ul

100 ng Template 2l
10 pmol Primer 1wl
dNTP-Mix (0,2 mM/dNTP) 1ul
ddH.O ad 49 pl

Nach einer Denaturierung des Ansatzes bei 95 °C fir 3 min wurden je 2,5U PfuUltra DNA Polymerase

zugegeben. Beide Ansitze wurden im Cycler bei folgendem Programm inkubiert:

95°C 30 sec

55°C 1 min :|’ 4 Zyklen
68 °C  2x Plasmidlidnge in kb

4°C  Pause

In Phase 2 wurden beide Reaktionsansitze gemischt und im Cycler mit obigem Programm inkubiert,
allerdings nun fiir 16 Zyklen. AnschlieBend wurde die Reaktion bis zum Dpnl-Verdau bei 4 °C aufbewahtt.
Das Restriktionsenzym erkennt eine spezifische Sequenz und schneidet, wenn diese methyliert vorliegt, wie es

fir das Ausgangsplasmid der Fall ist. So bleibt am Ende der Reaktion nur das Mutationstragende Plasmid
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Ubrig. Dazu wurden 10 U Dpnl zum Reaktionsansatz gegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend

konnte mit der Transformation (siche 3.2.2) fortgefahren werden.

d. MLPA

Dutch eine MLPA ist es moglich, Deletionen oder auch Duplikationen eines Gens oder einzelner Exons zu
detektieren [Schouten et al., 2002]. Sie basiert auf der Hybridisierung von gDNA mit Sequenz-spezifischen
Sonden, die jeweils aus zwei Oligonukleotiden bestehen und an benachbarte Sequenzen binden. Durch eine
Ligation werden die Sonden zundchst verkniipft, bevor eine Amplifikation mittels Sondenspezifischer Primer
stattfindet. Durch kapillarelektrophoretische Auftrennung werden die MLPA-Fragmente analysiert und die
Daten mit Hilfe einer Software ausgewertet. Bei einer homozygoten Deletion kann die Ligation fir kein Allel
erfolgen. Daher kann kein Fragment amplifiziert und detektiert werden. Ist hingegen nur ein Allel von einer
Deletion betroffen, kann nur das nicht betroffene amplifiziert werden. Bei der Auswertung mit einer
entsprechenden Software erscheint dieses Fragment als reduzierte Peakfliche, im Vergleich zu einer gesunden
Kontrolle.

Zur Untersuchung von Deletonen des FANCA-Gens wurde das SALSA MLPA Kit P031/P032. Um
Deletionen in BRCA7 und BRCA2 auszuschlieBen, wurde cbenfalls eine MLPA durchgefiihrt, unter
Verwendung des SALSA MILPA PO02 probemix und des SALSA MILPA P045 probemix. Zur Auswertung

wurde das Programm Coffalyser.Net genutzt.

3.6.6 GroBlenauftrennung von DNA-Fragmenten

a. Gelelektrophoretische Auftrennung
Zur GroéBenauftrennung von DNA-Fragmenten wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die Methode
beruht auf der elektrophoretischen Mobilitit von Fragmenten, welche gréBenabhingig unter Einfluss eines
elektrischen Feldes durch ein Gel wandern, das in einer Pufferldsung liegt.
Abhingig von der Fragmentgréfle und der spiteren Anwendung wurden 1-2 %ige TBE- oder TAE-Gele
hergestellt. Dabei diente Ethidiumbromid oder HDGreen zum Anfirben der Nukleinsduren. Diese Farbstoffe
wurden in das noch fliissige Gel gegeben. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei einer Spannung von

150 V. Bei jedem Lauf wurde auch ein GréBenstandard zur Abschitzung der FragmentgroBe aufgetragen.

b. Kapillarelektrophorese
Eine weitere analytische Trennmethode von DNA-Fragmenten stellt die Kapillarelektrophorese dar. Die
Trennung findet hierbei in einem dinnen Kapillarrohr in einer Elektrolytldsung statt. Zur Qualititsprifung
der DNA-Fragmente wurden die Proben zum einen nach der Library-Vorbereitung auf High Sensitivity DNA
Chips, zum anderen jeweils nach der LM-PCR auf DNA 7500 Chips am Bioanalyzer 2100 gemessen. Eine
Fragment-Analyse nach einer MLPA-Reaktion wurde auf einem ABI3100 durchgefiihrt. Ebenso erfolgte eine
kapillarelektrophoretische Auftrennung bei der Sanger-Sequenzierung,.
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3.6.7 Methoden zur Sequenzierung

a. Sanger-Sequenzierung
Die Sequenzierung nach Sanger [Sanger et al, 1977] beruht auf der Didesoxymethode, die auch als
Kettenabbruch-Methode bezeichnet wird. Fur die Sequenzierung von aufgereinigten DNA-Fragmenten oder
Plasmiden (siche 3.6.2) wurde das BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit verwendet. Im Gegensatz zur PCR
wird pro Ansatz nur ein Primer eingesetzt, so dass es zur kontinuierlichen Synthese eines Einzelstranges
kommt. Im verwendeten Puffer sind neben dNTPs auch Fluoreszenz-markierte ddNTPs (Didesoxynukleotid-
Triphosphate) enthalten. Sobald ein solches Nukleotid wihrend der Strangsynthese eingebaut wird, kommt es
zum Abbruch der Kettenverlingerung. Der Grund liegt in der fehlenden 3“OH-Gruppe, die zur
Verkntipfung mit der Phosphatgruppe des nichsten Nukleotids nétig wite. Ein typischer Sequenzieransatz

nach einer ExoSAP-Aufreinigung (siche 3.6.2¢) setzte sich wie folgt zusammen:

ExoSAP-Verdau 7 ul
Sequenzierpuffer 2ul
BigDye 1wl
Primer 0,5l

Die Aufreinigung erfolgte wie unter 3.6.2a oder d beschriecben. Die Proben wurden an einem
Kapillarsequenzierer analysiert, der die Proben zum einen elektrophoretisch auftrennt und zum anderen durch
Laser die Fluorochrome der ddNTPs anregt und detektiert. Die Auswertung der generierten

Chromatogramm-Daten erfolgte mit Hilfe der Sequencher 4.7 Demo-Software.

b. NGS

Durch die Entwicklung von verschiedenen Verfahren der Hochdurchsatz-Sequenzierung kénnen parallel in
einem einzigen Lauf Millionen von DNA-Fragmenten analysiert werden. Zur Sequenzierung mittels NGS
wurden fiir diese Arbeit verschiedene Systeme und Ansitze verwendet.

Sequenzierungen mit selbstdesignten Genpanels (siche 2.4) wurden am GS Junior vorgenommen. Bei diesem
System wird darauf abgezielt, dass je ein DNA-Molekiil der vorbereiteten DNA-Bibliothek an ein sogenanntes
Capture Bead bindet. Dazu wird eine definierte Menge an DNA mit den Capture Beads und allen notwendigen
PCR-Reagenzien in einem Emulsionsél vermischt. In dieser Wasser-Ol-Emulsion entstehen kleine
Mikroreaktoren, in welchen die gebundenen DNA-Molekiile klonal amplifiziert werden (emPCR). Im
Anschluss wird die Emulsion aufgebrochen, die Capture Beads angereichert und mit Sequenzierprimern
hybridisiert. Diese werden zusammen mit Packing Beads auf eine Pikotiterplatte aufzentrifugiert. Die Platte
besitzt mehrere Millionen kleiner Vertiefungen, in welchen jeweils nur ein Capture Bead Platz findet. Dazu
kommen Pyrophosphatase- sowie Enzym-Beads. Im Anschluss kann die eigentliche Sequenzierung im Gerit
stattfinden, die auf dem Prinzip der Pyrosequenzierung beruht und zu den Sequencing-by-Synthesis-Methoden
zihlt. Sequenziell werden Fluoreszenz-markierte dNTPs zugegeben. Durch den Einbau eines

komplementiren Nukleotids durch die Polymerase wird Pyrophosphat freigesetzt. Dieses wird durch das
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Enzym ATP-Sulfurylase in Adenosintriphosphat (ATP) umgesetzt, welches wiederum als Substrat fir die
Luziferase-vermittelte Umsetzung von Luziferin zu Oxyluziferin dient. Dabei wird Licht freigesetzt, das durch
eine CCD (charge-coupled device)-Kamera detektiert wird. Dieses Lichtsignal ist proportional zur Anzahl der
eingebauten Nukleotide. Bei Homopolymeren wird es allerdings ab einer bestimmten Linge schwierig, die
Lichtintensitit mit der genauen Anzahl an angebauten Nukleotiden zu korrelieren. Dies stellt eine Schwiche

des Systems dar. Dem gegeniiber stehen grofle Leseweiten von 450—550 bp.

Anreicherungen mit Hilfe des TruSight Cancer-Panels wurden am MiSeq sequenziert. Dies wurde nicht selbst
durchgefihrt. Exom-Anreicherungen wie auch -Sequenzierungen wurden von kommerziellen Dienstleistern
ausgefihrt (siche 2.4). Dabei kamen sowohl die Sequenziersysteme des SOLID 5500x] Genetic Analyzer als
auch des HiSeq 2000 sowie 4000 zum Einsatz.

Die Systeme von Illumina beruhen ebenfalls auf der Seguencing-by-Synthesis-Methode. Die Amplifikation der
Library sowie die Sequenzierung finden auf beschichteten Glasobjekttrigern, sogenannten Flow Cells, statt.
Uber spezifische Adaptoren werden die Molekiile der Library kovalent auf der Glasoberfliche gebunden.
Uber Briicken-Amplifikation werden zunichst Cluster, Kopien desselben DNA-Fragmentes, erzeugt. Fiir die
Sequenzierung werden modifizierte ddNTPs genutzt, die mit Fluorophoren gekoppelt sind. Pro
Sequenzierzyklus kann nur ein Nukleotid eingebaut werden, da die Fluorophore als 3°-Terminatoren wirken.
Nach der Signaldetektion wird das Fluorophor abgespalten, so dass die Base fiir den nichsten Synthesezyklus
zuginglich wird. Mit dem MiSeq lassen sich so maximal 15 Gb, mit dem HiSeq 2000 1500 Gb an
Sequenzierdaten generieren, die eine maximale Linge von 2 x 300 bp bzw. 2 x 150 bp aufweisen.

Die klonale Amplifikation des SOLiD-Systems dhnelt der emPCR. Ein malgeblicher Unterschied besteht
allerdings in der Art der Sequenzierung. Diese findet, wie bei den Illumina-Systemen, auf einem
Glasobjekttriger statt, beruht jedoch auf dem Prinzip der Ligation. Zundchst bindet ein Sequenzierprimer,
bevor eine Mischung aus 3‘-Fluoreszenz-markierten 8-mer-Oligonukleotiden zugegeben wird. Wenn diese an
die DNA binden, werden sie an den Primer ligiert und das Fluoreszenz-Signal wird von einem Laser
detektiert. Die ersten beiden Basen des Oligonukleotids definieren dabei die Farbe. Es wird also zunichst ein
Farbcode generiert, der erst spiter in eine Nukleotidsequenz Ubersetzt wird. Das Oligonukleotid wird dann
zwischen der fiinften und sechsten Base gespalten, so dass das Fluorophor entfernt wird und in einer nichsten
Runde eine weitere 8-mer-Sonde binden und daran ligiert werden kann. Nach einigen Zyklen werden der
Universalprimer und die daran ligierten Sonden durch Aufschmelzen der Bindungen von der Matrize getrennt.
Es folgen Zyklen mit weiteren Universalprimern, die jeweils um eine Base verschoben sind (n-1, n-2, n-3,
usw.). So wird jede Base zweimal sequenziert und mit zwei unabhingigen Fluoreszenz-Signalen codiert. Es

werden grof3e Datenmengen generiert, allerdings ist die Leseweite mit maximal 85 bp vergleichsweise kurz.
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3.7 Spezielle Methoden: Anreicherung mit FA-Genpanels und NGS

3.7.1 Sondendesign zur Erstellung eines FA-Genpanels

Zur Anreicherung von FA- und ausgewihlten Kandidaten-Genen wurde eine zn-solution Antreicherung durch
das SegCap EZ-System von Roche NimbleGen gewihlt. Entsprechend der Angaben im Protokoll zur
Sondenerstellung  (,,NibleGen  Sequence Capture Custom  Designs Guide to Submitting Your Target Sequence;
NimbleGen*“; Roche NimbleGen) wurde die Gene Sorter- und Table Browser-Funktion des UCSC-Browsers
genutzt, um eine bed-Datei mit den Koordinaten der Zielregion zu erstellen. Diese umfasste zunichst die
codierenden Exons der Zielgene, plus je 60 bp #p- und 10 bp downstream davon, welche durch tberlappende
Sonden abgedeckt wurden (SeqCap EZ Choice Library). Spiter wurde die Sondendichte in schlecht abgedeckten
Regionen erh6ht sowie bekannte intronische Mutationen in das Design aufgenommen (SeqCap EZ Developer
Library). Diese beinhalteten eine beschriebene pathogene, intronische Insertion eines Alu-Elementes in Intron
4 von PFANCD?2 (c.274-57_-56insinvAluYb8nt36_319+dup ¢.274-69_-57). Diese wurde durch Sanger-
Sequenzierung bestimmt und zusammen mit der entsprechenden Wildtypsequenz zum Sondendesign
tbermittelt. Nach der Erstellung von potentiellen Sonden wurden diese, entsprechend der Angaben im
Protokoll (,,Guide for Reviewing and Approving Custom Designs - NimbleGen,; Sequence Capture Array and SeqCap EZ
Choice Library”; Roche NimbleGen) Giberpriift, bevor sie zur Herstellung freigegeben wurden.

Die Anzahl an ausgewihlten Kandidatengenen variierte dabei je nach Kenntnisstand, wie auch die Anzahl an

bekannten FA-Genen. Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Designs ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Ubersicht verschiedener Kriterien, die zur Erstellung der Sondenlibraries beriicksichtigt wurden. Eine bestimmte Mutation
(Insertions-Mutation eines Alu-Elementes) in FANCD2 wurde speziell angereichert oder auch bekannte pathogene Mutationen weit
im Intron in die Anreicherung eingeschlossen. Bei allen Designs wurden die codierenden Exons ausgewihlter Gene sowie je 60 bp 5°
und 10 bp 3 davon angereichert. ,,**: Anzahl der zum Zeitpunkt der Designerstellung bekannten FA-Gene; ,,x“: im Design enthalten;
-t nicht im Design berticksichtigt.

Sonden-Library OID38614 OID41218 0ID42419 0ID43014
Referenzgenom (UCSC-Version) | GRCh37 (hgl9) GRCh37 (hg19) GRCh38 (hg38) GRCh37 (hg19)
FA-Gene” 15 16 17 19
Kandidatengene 40 39 43 41
FANCD2 Alu-Mutation - X X X
Intronische Mutationen - X X X

3.7.2 Probenvorbereitung zur Anreicherung

a. Erstellung einer Rapid Library

Die Fragmentierung und Vorbereitung der Patienten-DNA zur Sondenhybridisierung orientierte sich am
Rapid Library Preparation Method Manual von Roche und ist in Abbildung 9 zur Ubersicht schematisch

dargestellt. Je zwei DNA-Proben wurden parallel angereichert. Die eingesetzte DNA-Menge vartiierte
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zwischen 500 ng und 3pg. Bei der Herstellung eciner Probenlibrary wurde mittels Nebulisierung
doppelstringige DNA durch hohen Druck des eingeleiteten inerten Stickstoff-Gases (30 psi/2,1 bar) zufillig
in Sttcke von 50-900 bp fragmentiert.

Reparatur der Enden I
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Abbildung 9: Ubersicht iiber die Herstellung einer Rapid Library. Die genomische DNA wird zunichst durch Nebulisierung in
zufillig groBle Stiicke fragmentiert (oben rechts). Nach der Erzeugung von blunt ends werden die 5“-Enden der DNA-Fragmente
phosphoryliert (P), wohingegen den 3“Enden ein A-Uberhang angefiigt wird (unten links). AnschlieBend koénnen die MID-Adapter
(rot und grin) ligiert werden (unten rechts). Diese enthalten, neben einer spezifischen MID-Sequenz, die Schliisselsequenz fiir Rapid
Libraries (GACT) sowie die Adaptersequenzen A und B, welche die Amplifikation und Sequenzierung der Fragmente erméglichen.
Durch einen Fluotreszenzfarbstoff (FAM) ist zudem eine Quantifizierung der Library moglich.

Nach einer Aufreinigung (siche 3.6.2b) werden zunichst die Enden der DNA-Fragmente fiir die Ligation mit
den MID (Multiplexc Identifier)-Adaptern zum Multiplexing vorbereitet. Eine T4 DNA-Polymerase erzeugt
zuerst blunt ends. Im Anschluss werden die 5“-Enden der DNA-Fragmente unter Verwendung einer
Polynukleotid-Kinase phosphoryliert und den 3“Enden durch die Tag-Polymerase ein Adenosin-Uberhang
angefiigt, woran die Y-férmigen doppelstringigen MID-Adapter wihrend des folgenden Schrittes ligiert
werden konnen. Diese Adaptersequenzen bestehen zum einem aus einer spezifischen 11 bp langen MID-
Sequenz, welche eine Unterscheidung der gepoolten Proben nach der Sequenzierung erlaubt. Weiterhin ist
eine Schliisselsequenz (GACT fir Rapid Libraries) enthalten. Diese unterscheidet die Library von den bei der
Sequenzierung mitgefiihrten internen Kontrollsequenzen, welche durch die Kontroll-Beads eingefiihrt werden
(CATG fir Kontroll-Typ I, ATGC fiir Kontroll-Typ II). SchlieBllich sind die 454-Adapter A und B enthalten,
deren Sequenzen sich nur geringfiigic unterscheiden und komplementir zu den Primern der LM-PCR
(Lzgation-mediated PCR) und Sequenzierung sind. Somit kénnen beide Stringe eines Fragmentes sequenziert
werden. Zusitzlich befindet sich am 5“Ende der Adapter-A-Sequenz ein Fluoreszenzfarbstoff, der eine
Quantifizierung der Library nach deren Aufreinigung erméglicht.

Durch eine Aufreinigung der Proben mit SPRI (So/id Phase Reversible Immobilisation beads)-Beads (siche 3.6.2d)

werden im Anschluss kleine Fragmente entfernt, um eine optimale GroBenverteilung der Fragmente von etwa
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600-900 bp zu erreichen. Die Elution der DNA-Fragmente von den dazu verwendeten SPRI-Beads erfolgte
mit ddH»O statt, wie im Protokoll angegeben, mit TE-Puffer, da das darin enthaltenen EDTA mit Mg2* des
PCR-Puffers Komplexe bilden und somit die Amplifikation wihrend der LM-PCR beeintrichtigen wiirde.

Zur Qualititsbestimmung der fragmentierten DNA-Libraries wurden die Proben entweder auf High Sensitivity
DNA Chips (Agilent) am Bioanalyzer gemessen oder auf einem 1,2 %igem TBE-Gel aufgetrennt. Letzteres
geschah analog zu den Angaben im Protokoll, das die Benutzung des FlashGel Systems (Lonza) beschreibt. Es
wurden je 5 ul Library und zur GréBenabschitzung ebenfalls 5 pl 100 bp- sowie 1 kb-Ladder aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei 150 V fiir etwa 25-30 min.

Die Quantifizierung der Library erfolgte am QuantiFluor-ST. Eine weitere Abweichung vom Protokoll
bestand darin, dass die Libraries nach der Quantifizierung am QuantiFluor-ST-Fluorometer mit ddH>O auf
eine RFU von etwa 150 eingestellt wutden, was etwa einer Konzentration von 1¥10° Molekulen/ul entsprich,

statt durch Verdiinnungen mit TE-Puffer Arbeitslésungen mit 1*107 Molekiilen/ul herzustellen.

b. LM-PCR und Sonden-Hybridisierung

Zunichst wurde nach den Angaben im NimbleGen SeqCap EZ Library LR User’s Guide (Version 2.0) verfahren.
Aufgrund unzureichender Amplifikation wurde, nach Riicksprache mit Roche, ein abgeindertes Protokoll
erarbeitet. Dieses orientierte sich im Wesentlichen am Dowble Capture-Protokoll (INimbleGen SeqCap EZ Rapid
Library Small Target Capture LK), welches als alternatives Protokoll fiir schwierige oder kleinere Targets
erschienen ist. Ein Vergleich der wesentlichen Schritte in beiden Protokollen ist in Abbildung 10 zur
Ubersicht dargestellt. Weiterhin werden die Abinderungen im Folgenden beschrieben.

Zunichst wurden je 50 pl der unter 3.7.2a vorbereiteten Proben fir eine LM-PCR zur Amplifikation der
Proben-Library eingesetzt. Die verwendeten Primer binden dabei spezifisch an die zuvor an die Fragmente
ligierten Adapter. Nach Zugabe von je 50 ul LM-PCR-Mastermix wurde der Ansatz durch Pipettieren
gemischt und im Cycler inkubiert. Die Konzentration der Primer wurde von 40 uM auf 10 uM reduziert. Der
LM-PCR-Ansatz setzte sich pro Reaktion folgendermallen zusammen:

FastStart High Fidelity Buffer w/18 mM MgCl, 10 pl

DMSO 2l
PCR Grade Nucleotide Mix 2ul
10 uM 454 Rapid-A Oligo 10
10 uM 454 Rapid-B Oligo 10
PCR grade water 15wl
FastStart High Fidelity Enzyme Blend 1wl
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Das PCR-Programm fir die sogenannte Pre-Capture Rapid Library-Vorbereitung
. . . « Nebulisierung
LM-PCR-Reaktion war wie folgt: + Reparatur der Fragmentenden
o : + MID-Adapter-Ligation
95 OC 10 min » Entfernung kleiner Fragmente
95°C 30 sec + Qualitats- und Quantitatsbestimmung
o
64°C 30 sec :|» 12 Zyklen
72°C 3min Amplifikation der Proben-Libra
o . plifikati er Proben-Library
72°C 7 min + Pre-Capture LM-PCR (12 Zyklen)
4°C  Pause
4 4
Double Capture
Die darauf folgenden Schritte waren bis zur Vorbereitung Hybridisierung
. . . * 2,25 ul SeqCap EZ Lib
der Proben fiir die Hybridisierung mit den Angaben im = e1qz_1a g P S
User's Guide identisch. Vor dem Hybridisieren wurde Hybridisierung Ampli#kati on
e 45l SeqCap EZ
allerdings die Konzentration der amplifizierten Proben- pLibriry : : POSt‘(%aZF’;iT:n'-)M'PCR
* 64-72 h
Library zusitzlich am Qubit gemessen und mit den dabei
Hybridisierung
bestimmten Werten weitergearbeitet. Je 500 ng Proben- + 2,25 ul SeqCap EZ Library
« 1216 h

Library wurden mit 2,25 pl statt 4,5 ul der jeweiligen

SeqCap EZ-Library zur Hybridisierung verwendet Das Amplifikation der Proben-Library
. .. . « Post-Capture LM-PCR (15 Zyklen)

fehlende Volumen wurde mit ddH>O aufgefiillt und die

Proben iber Nacht bei 47 °C im Cycler inkubiert. Am

. . R PCR & S i
nichsten Tag wurde die PCR-Reaktion mit Hilfe von

Streptavidin—Dynabeads aufgereinigt und die Proben Abbildung 10: Vergleich der Abliufe des Standard-
Protokolls mit dem Double Capture-Protokoll.

einer weiteren LM-PCR unterzogen. Der Ansatz sowie

das PCR-Programm waren mit der vorherigen Reaktion identisch, allerdings wurde die Zyklenzahl auf finf
verringert. Danach wiederholte sich die Hybridisierung sowie die Aufreinigung der Probe ein weiteres Mal, bis
sich, analog zum User’s Guide, eine weitere LM-PCR-Reaktion mit 15 Zyklen anschloss. Die quantitative PCR

entfiel.

3.7.3 Klonale Amplifikation durch emPCR

Die emPCR dient der klonalen Amplifikation der DNA-Library als Vorbereitung zur Sequenzierung. Dazu
gibt man die einzelstringige DNA-Library zu einem Uberschuss an Capture Beads. Zusammen mit den PCR-
Reagenzien wird diese Mischung in ein Emulsionsél gegeben. Durch Emulgieren entstehen so etwa 106
Mikroreaktoren pro ml, in welchen die PCR ablaufen kann. Die Bindung des DNA-Molekdls an ein Capture
Bead wird dabei iiber Oligonukleotide vermittelt, welche die komplementire Sequenz zur Adapter-B-Sequenz
aufweisen und mit der Oberfliche des Caprure Beads verbunden sind. Nach der Amplifikation werden durch
Aufbrechen der Emulsion und Denatutierung die DNA-gekoppelten Beads der Aufreinigung und
Anreicherung zuginglich gemacht (Bead recovery). Dabei nutzt man Biotin-gekoppelte Primer, welche an die
freien Enden der Adapter-A-Sequenzen binden kénnen. Durch Zugabe von Streptavidin-gekoppelten

Magnetbeads kénnen so liber einen Magneten die DNA-Beads isoliert werden, welche eine ausreichende
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Anzahl an DNA-Molekiilen tragen, was rund 10 % der eingesetzten Capture Beads entspricht. Eine Ubersicht

der einzelnen Schritte ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Ubersicht der emPCR zur klonalen Amplifikation der DNA-Library. Capture Beads (braun) werden mit der
vorbereiteten, denaturierten Probenlibrary sowie den PCR-Reagenzien und dem Emulsions6l gemischt. Im Wasser-Ol-Gemisch bilden
sich dabei kleine Mikroreaktoren aus. Uber die Adapter-B-Sequenz kann das DNA-Molekiil komplementir an die Linker (hellgriin) der
Capture Beads binden und wird durch die Polymerase (gelb) vervielfiltigt. Nach dem Aufbrechen der Emulsion werden die DNA-
Capture Beads aufgereinigt und angereichert. Nach einem Denaturierungsschritt kénnen Biotin-gekoppelte Enrichment-Primer (orange)
an die Adapter-A-Sequenzen binden, an welche wiederum Streptavidin-gekoppelte magnetische Enrichment Beads (blau) binden.

Die Vorbereitung und Durchfithrung der emPCR richtete sich nach den Angaben im ewPCR Amplification
Method Manual (Lib-L). Zunichst wurde die Konzentration der angereicherten Library mit dem QuantiFluor
dsDNA System fluorometrisch bestimmt. Mit Hilfe folgender Formel konnte schlieBlich die Anzahl der
Molektile/ul in der angereicherten Library berechnet werden:

Molekiile]

Konzentration [n_g] X 6,022 X 10%
ul mol

Molekile/pl = g
656,6  10° [-£5] x Amplikontinge [bp]

Die Formel berticksichtigt dabei neben der gemessenen Konzentration auch die Avogadro-Konstante, welche
die Anzahl der Molekile/mol angibt und mit 6,022 x 102 angegeben ist. Weiterhin flieBt im Nenner das
durchschnittliche Molekulargewicht von Nukleotidpaaren sowie die Amplikonlinge ein. Ausgehend von der
berechneten Anzahl an Molekiilen/ul wurden Verdiinnungsreihen hergestellt, um Ausgangsldsungen mit einer

Konzentration von 1*¥106 bzw. 1*105 Molekiilen/pl fiir die emPCR zu erhalten.
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Um anschlieBend das Volumen zu bestimmen, welches von der angereicherten Library fir die emPCR

einzusetzen ist, wurde folgende Formel verwendet:

gewiinschte Anzahl an Molekiilen pro Bead X (10 X 10° Beads)

Konzentration der Library [%]

pul DNA Library =

Die Zentrifugationen zum Waschen der Beads direkt nach der emPCR-Reaktion wurden, anders als

angegeben, bei 906 x g fiir jeweils 6 min durchgefiihrt.

3.7.4 Sequenzierung am GS Junior

Die Vorbereitungen zur Sequenzierung fanden groBtenteils gemidll der Beschreibung im Seguencing Method
Manual statt. Abweichungen gab es in der Menge an zugegebenem Puffer BB2 zu den gewaschenen Packing
Beads. Statt 200 ul wurden 220 pl zugegeben. Ebenso erhdhten sich die Volumina bei Abschnitt 3.2.3.4 des

Manuals. Der Ansatz dnderte sich wie folgt:

Polymerase 44 ul
Polymerase Cofactor 22 ul
BB2 72wl

Die Menge an Packing Beads, die zu oben dargestellten Ansatz gegeben wurde, erhéhte sich von 175 auf 185 pl.

Zur Sequenzierung wurden folgende Parameter ausgewihlt:

Run Group Applications 11
Number of cycles 200 cycles, approximately 500 bases
Run processing type Full processing for Rapid, Paired End or cDINA Rapid libraries

3.7.5 Auswertung von NGS-Daten

Eine erste Auswertung der GS Junior-Sequenzdaten erfolgte direkt am Sequenzierer mit dem integtierten G§
Run Browser. Im Falle des MiSeq stand dafiir die MiSeq-Reporter-Software zur Verfiigung. Mit Hilfe beider
Programme konnten so erste Riickschliisse sowohl auf die Qualitit des Laufes als auch der generierten Daten
gezogen werden. Im Fall des GS Run Browsers lassen verschiedene Filter auf Probleme wihrend der
Anreicherung oder des Sequenzierlaufes selbst schlieBen. Dies wird beispielsweise durch die mitgefiihrten
Kontrollen mdglich. So sind in den Kontrollen des Typs II (Schlisselsequenz ATGC) DNA-Sequenzen
enthalten, die so designt sind, dass bei jedem Nukleotid-Fluss mindestens ein Signal erzeugt wird. Besondere
Bedeutung kommt der Filter-Registerkarte zu, die eine Statistik iiber Reads angibt, welche aufgrund
mangelnder Qualitit ausgesondert wurden.

Die Daten aller NGS-Sequenzierungen wurden anschlieBend mit der Analyse-Software NextGENe von
Softgenetics ausgewertet. Dazu mussten die Rohdaten zunichst in ein FASTA-Standardformat konvertiert
werden. Im Falle von Multiplex-Proben konnte diesem Schritt eine Zuordnung der Reads anhand ihres MID-
Barcodes voran geschaltet werden. Die Software schloss Reads mit niedriger Qualitit von weiteren Analysen
aus. Nach der Konvertierung wurden die Daten gegen das entsprechende Referenzgenom alignt und konnten

schliellich analysiert werden. Durch die Auswahl verschiedener Filter konnten z. B. stille Mutationen aus der
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Analyse ausgeschlossen werden oder, bei bekannter Verwandtschaft der Eltern eines Patienten, zunichst
ausschlieBlich homozygote Mutationen betrachtet werden. Durch die Auswahl einer ROI, die beispielsweise
den Koordinaten der Zielregionen des SeqCap EZ-Panels entsprach, konnten spezifisch nur diese Regionen
angezeigt und ausgewertet werden. Falsch gemappte Reads wurden so nicht weiter in Betracht gezogen. Um
eine Filterung der Varianten vorzunehmen, wurde die Frequenz zur Nachweisbarkeit von Varianten auf 15 %
gesetzt. Diese wurde nur dann weiter erniedrigt, wenn keine potentiell pathogene Mutation bestimmt werden
konnte. Im Fall der GS Junior-Sequenzierungen wurde eine minimale Abdeckung von 1x, bei allen anderen
Sequenzierungen von 10x gewihlt. Synonyme Mutationen wurden nur dann niher analysiert, wenn sie an
essenziellen SpleiBistellen lagen. Trunkierende oder Frameshift-Mutationen wurden zunichst als pathogen
eingestuft und ebenso wie Missense-Mutationen oder potentielle SpleiBmutationen einer 7z silico-Analyse
unterzogen. Dazu wurde in erster Linie das Softwareprogramm Alamut genutzt, welches auf verschiedene
Datenbanken, Mutations- (Align-GVGD, MutationTaster, SIFT) sowie Spleilvorhersageprogramme (u. a.
MaxEntScan, NNSPLICE, ESEfinder) zuriickgreift. Weiterhin werden Daten zur Allelfrequenz angegeben
und es bestehen Links zu weiteren Programmen wie PolyPhen-2- oder dem ExAc-Browser. Varianten, die
nach dieser Analyse als pathogen ecingestuft wurden, wurden anschlieBend per Sanger-Sequenzierung auf
g¢DNA-Ebene validiert. Ferner wurden potenzielle SpleiBmutationen auf cDNA-Ebene auf einen méglichen
Effekt hinsichtlich des aberranten Spleiiverhaltens untersucht, sofern entsprechendes Patientenmaterial

vorhanden watr.

3.8 Proteinanalytische Methoden

3.8.1 Proteinextraktion

Um die Monoubiquitinierung des FANCD2-Proteins zu induzieren, wurden Zellen fiir 16 h mit 40 ng/ul
MMC inkubiert. Die Zellen wurden gegebenenfalls abgel6st und bei 209 x g fiir 8~10 min sedimentiert, das
Pellet mit kaltem PBS gewaschen und bei 4 °C erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Gewicht des Pellets bestimmt. Pro 125 mg Proteinpellet wurden 50 ul IP Lysis/ Wash Buffer sowie Protease
Inhibitor Cocktail im Verhiltnis 1:100 dazu gegeben und das Pellet resuspendiert. Die Suspension wurde 5 min
auf Eis inkubiert und wihrenddessen gelegentlich gemischt. AnschlieBend wurde die Probe bei 16 000 x g fiir
10 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues, vorgekiihltes Eppi tiberfiihrt.

Zur Extraktion von cytoplasmatischen Proteinen wurde das NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit
verwendet. Nachdem der cytoplasmatische Extrakt isoliert und in ein neues Eppi uberfithrt worden war,
wurde mit dem Zellpellet die Extraktion der Zellkern- und Chromatin-spezifischen Proteine fortgefithrt. Dazu
wurde das Swbcellular Protein Fractionation Kit nach den Angaben des Herstellers angewendet. Der dabei isolierte

Membranextrakt wurde fiir weitere Analysen nicht benétigt und daher verworfen.
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3.8.2 Quantifizierung von Proteinextrakten
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen fand analog zur DNA-Quantifizierung (siche 3.6.3) statt. Zur

fluorometrischen Messung wurde hier das Qubit Protein Assay Kit verwendet.

3.8.3 SDS-Gelelektrophorese

Die denaturierende gelelektrophoretische  Auftrennung dient der Analyse von Proteinen. Zur
Probenvorbereitung wurden die Extrakte (30-50 pg) zunichst mit 4x NuPAGE LDS Sample Buffer sowie 10x
NuPAGE Sample Reducing Agent gemischt und fur 10 min bei 70 °C denaturiert. Nach einer Abkihlung
wurden die Proben auf kommerzielle Minigele aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in einer, mit den
entsprechenden Puffern gefiillten, Elektrophorese-Kammer. Dabei war die Kammer an ein Kuhlsystem
angeschlossen. Die Elektrophorese fand bei 150 V fiir einige Stunden oder tiber Nacht bei 70-80 V statt, bis
die gewunschte Auftrennung erreicht war. Zur Abschitzung der Gréflen wurde immer ein vorgefirbter

Proteinstandard auf das Gel mit aufgetragen.

3.8.4 Proteintransfer

Der Transfer des aufgetrennten Proteingemisches auf eine PVDF-Membran erfolgte per Elektrotransfer
entweder uber das Tank-Blot- oder das Dry-Blot-System.

Beim Tank-Blot-System wurde zunichst die Membran kurz in 100 % Methanol aktiviert und in Transferpuffer
Uberfihrt. Ebenso wurden das Gel sowie alle verwendeten Schwimme und Filterpapiere in Transferpuffer
dquilibriert bzw. befeuchtet. Der Transfer mit angeschlossener Kihlung erfolgte entweder bei 75V fir
mindestens 2 h oder bei 30 V tber Nacht. Beim Dry-Blot wurde das iBlot2 Geltransfer-System verwendet,

wobei die enthaltene PVDF-Membran bereits aktiviert und gebrauchsfertig ist.

3.8.5 Immunblot-Analyse

Nach dem Transfer miissen zunichst die freien Bindungsstellen auf der Membran blockiert werden, um die
spezifische Bindung eines Antikérpers an das entsprechende Antigen zu ermdglichen. Dazu wurde die
Membran fir 1h bei RT in 5% Milch/PBS-T inkubiert. Danach folgte die Inkubation mit dem
Primirantikérper fir mindestens 1 h bei RT oder bei 4 °C tber Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-
T wurde ein HRP-gekoppelter Sekundirantikérper fiir 1 h bei RT auf die Membran gegeben. AnschlieBend
wurde die Membran vier Mal fiir mindestens 15 min in PBS-T gewaschen. Zur Detektion der gebundenen
Antikérper mussten die beiden Lésungen des Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrats, eine Peroxidase
und ein Luminol, zu gleichen Volumina gemischt und auf die Membran aufgetragen werden. Die Membran
wurde durch das Auflegen einer Folie gegen Austrocknung geschiitzt. Die Detektion der Chemilumineszenz

erfolgte an einem Imaging-System tber eine integrierte CCD-Kamera.
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3.8.6 Entfernen von Antikérperbindungen an Membranen

Um gebundene Antikdrper nach der Immundetektion von der Membran zu entfernen, damit diese fiir weitere
Analysen mit anderen AntikGrpern verwendet werden konnte, wurde sie fiir 15 min bei 37 °C mit Restore
Inmmunblot Stripping Buffer inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS-T wurde die Membran wieder in 5%
Milch/PBS-T fiir 30 min bis 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Erneute Immundetektionen

konnten folgen.
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4. Ergebnisse

Insgesamt wurden 55 verschiedene FA-Patienten mit vier unterschiedlichen Versionen der SeqCap EZ-Library
analysiert. Mit Hilfe des TruSight Cancer-Panels wurden 19 und mittels WES sechs Patienten auf pathogene
Mutationen in FA-Genen untersucht. Zunichst soll die Etablierung des selbst erstellten FA-Genpanels und
die dabei erzielten Ergebnisse etldutert werden, ehe Alternativen in Form des kommerziellen Krebspanels
sowie die Resultate der Gesamtexom-Sequenzierung gezeigt werden. Weiterhin schlielt sich eine

Charakterisierung bestimmter Patienten bzw. Komplementationsgruppen an.
4.1 Etablierung eines FA-Genpanels

4.1.1 Abdeckung der ROI durch Sonden

Zur Anreicherung wurden insgesamt vier verschiedene SeqCap EZ-Panels erstellt, welche unterschiedliche
Zielregionen umfassten. Auf einige Charakteristika dieser Sondenlibraries soll im Folgenden eingegangen
werden.

Bei der Erstellung des ersten Designvorschlages wurden zunichst stringente Bedingungen zur Auswahl der
Sonden gewihlt, so dass eine Sonde nur exakt einmal im Genom an der entsprechenden Zielsequenz binden
durfte. Die so generierten Sonden wurden im Anschluss 7z silico auf die Abdeckung der Zielregionen hin
tberprift. Fir die SegCap EZ Choice Library ergaben sich dabei 37 Sequenzabschnitte, welche weder direkt
noch durch flankierende Sonden abdeckbar waren und spiter vermutlich nicht hitten angereichert werden
koénnen. Dies entsprach knapp 5% der gesamten ROI (Tabelle 4). Darunter befanden sich auch ein
Kandidatengen (FOXO03), welches unter diesen Bedingungen komplett bei der Anreicherung gefehlt hitte, wie
auch acht Exons des FA-Gens FANCD?2.

Tabelle 4: Vergleich der méglichen Abdeckung bei unterschiedlichen Vorgaben zur Erstellung der SeqCap EZ Choice Library
(OID38614). Unter stringenten Bedingungen waren deutlich mehr Basen der Zielregionen nicht abgedeckt als wenn die Sonden an bis
zu maximal fiinf Regionen im Genom binden dutften (maximum matches 5; mmb). ,,Offset* gibt die Vetlingerung der Sonden auf
beiden Seiten an, um eine zusitzliche Abdeckung der Targets durch die Sequenzierung zu simulieren. Kleinere Zielregionen wurden
auf eine minimale Linge von 100 bp verlingert, um eine effektive Auswahl an Sonden zu erméglichen. Uberlappende Regionen
wurden zusammengefasst. Daraus ergibt sich die Anzahl an Zielregionen.

Parameter OID38614 (stringent) OID38614 (mmb5)
Offset [Basen] 0 100 0 100
Zielregionen 858 858 858 858
Target-Basen 224 408 224 408 224 608 224 608
Abgedeckte Target-Basen 213495 218483 223088 224512
Abgedeckte Target-Basen [%0] 95,14 97,36 99,32 99,96
Nicht abgedeckte Target-Basen 10913 5925 1520 96
Nicht abgedeckte Target-Basen [%o] 4,86 2,64 0,68 0,04
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Eine Nachbesserung dieses ersten Designvorschlages erlaubte schlieBlich, dass eine Sonde an bis zu finf
Stellen im Genom binden konnte, sofern fiir eine Region unter stringenteren Bedingungen keine Sonden
erstellt werden konnten (maximum matches 5; mmb5; Tabelle 4). Dies bedeutet, dass pro Sonde bis zu finf
Insertionen, Deletionen oder Fehlpaarungen etrlaubt waren. Dadurch blieben lediglich noch vier Regionen
bestehen, welche nicht direkt durch Sonden abgedeckt werden konnten. Bei drei dieser Regionen war die
Moglichkeit gegeben, diese durch Sonden in unmittelbarer Nihe indirekt abzudecken. Fir die vierte Region,
ein alternatives Exon des BRCA7-Gens (NM_007300), wurde der Target-Abschnitt verlingert und speziell
Sonden fir die flankierenden Bereiche der eigentlichen Zielsequenz generiert, um eine indirekte Abdeckung
zu erméglichen. Abbildung 12 zeigt die Abdeckung von BRCA7 mit Sonden in der Ansicht des UCSC-
Browsers sowie das beschriebene alternative Exon. Weiterhin wird anhand der Abbildung deutlich, dass im
Bereich des beschriebenen alternativen Exons von BRCAT ein Pseudogen (PGOHUMO00000250838) gelistet

ist.
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Abbildung 12: Darstellung der Sondenverteilung der SeqCap EZ Choice Library (OID38614) im mm5-Design in der Ansicht des
UCSC-Browsers. Sonden sind als schwarze Balken dargestellt. Darunter sind die Exons (blaue Balken) der verschiedenen Isoformen
von BRCAT abgebildet. Das Referenztranskript (NM_007294) ist blau hinterlegt (links). Pfeilspitzen geben die Leserichtung des Genes
an. Das nicht direkt durch Sonden abdeckbare alternative Exon sowie die erstellten flankierenden Sonden sind rot hinterlegt. Das in
dieser Region gelistete Pseuodgen PGOHUMO00000250838 ist als roter Balken unter den Transkripten dargestellt. Darunter befindet
sich der GC-Gehalt der Region, dargestellt in Prozent, sowie die Position von Repeat-Elementen.

Fir alle weiteren Designs wurde ebenfalls die nicht-stringente Variante gewdhlt. Bei den letzten beiden
Designs waren dabei 20 (mm20) statt 5 (mm5) maximale Fehlpaarungen seitens NimbleGen vorgegeben. Eine
Ubersicht iiber die entsprechende Abdeckung dieser Libraries ist in Tabelle 5 zusammengefasst. Daran ist
abzulesen, dass die Anzahl der Zielbasen von Design zu Design jeweils leicht anstieg, da unterschiedliche
Zielregionen gewdhlt worden waren. Allen vier Panels war ein Genset aus 47 Genen gemeinsam (siche
Anhang). Hinzu kamen unterschiedliche Kandidaten- bzw. neue FA-Gene. Die angereicherten Gene waren

jeweils zwischen OID38614 und OID41218 sowie zwischen OID42419 und OID43014 identisch.
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Tabelle 5: Vergleich der méglichen Abdeckung bei unterschiedlichen Vorgaben zur Erstellung der einzelnen SeqCap EZ Developer
Libraries. Bei der Auswahl der Sonden waren bis zu fiinf (mmb5) bzw. 20 (mm20) Fehlpaarungen erlaubt Unter ,,Offset® ist die Anzahl
an Basen angegeben, um welche die Sonden auf beiden Seiten verlingert wurden, um die zusitzliche Abdeckung der Targets durch die
Sequenzierung zu simulieren. Kleinere Zielregionen wurden auf eine minimale Linge von 100 bp vetlingert, um cine effektive
Auswahl an Sonden zu erméglichen. Uberlappende Regionen wurden zusammengefasst. Daraus ergibt sich die Anzahl an
Zielregionen.

Parameter 0OID41218 (mmb5) 0ID42419 (mm20) OID43014 (mm20)
Offset in Basen 0 100 0 100 0 100
Zielregionen 872 872 903 903 900 900
Target-Basen 227257 227257 227 645 227 645 228 688 228 688
Abgedeckte Target-Basen 225178 226932 223553 227186 224936 228 403
Abgedeckte Target-Basen [%0] 99,09 99,86 98,20 99,80 98,40 99,90
Nicht abgedeckte Target-Basen 2.079 325 4092 459 3752 285
Nicht abgedeckte Target-Basen [%] 0,91 0,10 1,80 0,20 1,60 0,10

Die Developer-Libraries unterschieden sich von der Choice-Library durch die Aufnahme verschiedener
intronischer Mutationen, welche als pathogen beschrieben wurden. Dazu wurde die FA-Mutationsdatenbank
(Rockefeller-Universitit) auf solche Varianten hin niher analysiert. Aktuell (Stand Januar 2017) sind in darin
tber 900 individuelle Mutationen gelistet, wovon rund ein Viertel groBe Insertionen oder Deletionen
ausmachen. Substitutionen oder kleinere Indel-Mutationen im Intron haben mit 16 % den geringsten Anteil,
der Rest entfillt auf Mutationen in codierenden Exons. Zur genaueren Analyse der in der FA-
Mutationsdatenbank aufgefihrten intronischen Mutationen wurden diese auf den jeweiligen Abstand zum

Exon untersucht. Abbildung 13 stellt die Verteilung dieser Abstinde grafisch dar.
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Abbildung 13: Hiufigkeitsverteilung intronischer Mutationen in FA-Genen. Die Varianten wurden nach ihrem Abstand zum Exon in
Klassen aufgeteilt und entsprechend der Haufigkeit aufgetragen.
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Anhand des Histogramms ist zu erkennen, dass der Hauptteil der Mutationen die kanonischen Spleiidonot-
und -akzeptorstellen, je zwei Basenpaare 3° bzw. 5° des Exons, betrifft. Die Einstellungen fiir das
Sondendesign waren jeweils so gewihlt, dass zusitzlich zu den codierenden Exons je 60 bp #pstrean und 10 bp
downstream enthalten waren. Damit waren per se bereits 85 % aller intronischen Mutationen enthalten. Dieser
Wert bezieht sich auf den aktuellen Kenntnisstand und kann als GréBenordnung fiir alle Panels angesehen
werden. Bei der am weitesten im Intron liegenden Mutation, die zur Anreicherung aufgenommen wurde,
handelt es sich um die Basensubstitution ¢.375-2003C>G in F.ANCL, welche aberrantes Spleilen zur Folge
hat [Chandrasekharappa et al, 2013]. Fir nicht alle der in der FA-Mutationsdatenbank aufgefithrten

intronischen Mutationen war allerdings ein pathogener Effekt nachgewiesen worden.

4.1.2 Anreicherung und Sequenzierung von Patienten bekannter Komplementationsgruppe

Zu Beginn wurden FA-Patienten mit bereits bekannten Mutationen unter Verwendung einer selbst erstellten
SeqCap EZ Choice Library angereichert und am GS Junior sequenziert. Dies geschah, um die Methode zu testen
und soweit zu etablieren, dass ecine Mutationsanalyse mit Proben von Patienten unbekannter
Komplementationsgruppe moglich war. Des Weiteren sollte tiberpriift werden, inwieweit die ROI tatsichlich
abgedeckt wird und ob beteits bekannte Mutationen in den Daten bestitigt werden kénnen. Dazu wurden vier

FA-Patienten unterschiedlicher Komplementationsgruppen untersucht (Tabelle 6).

Tabelle 6: FA-Patienten mit bekannten Mutationen zur Etablierung der FA-Panelanreicherung. Jeweils zwei FA-Patienten mit zuvor
bestitigten biallelischen Mutationen wurden zur Anreicherung ausgewihlt und am GS Junior sequenziert. Die jeweilige
Komplementationsgruppe sowie die compound-heterozygoten Mutationen sind, zusammen mit dem entsprechenden Effekt auf
Proteinebene, aufgelistet.

D Komplementations- Mutation Allel 1 Mutation Allel 2
gruppe cDNA Protein cDNA Protein
FA-01 FA-D2 c.2204G>A p-R735Q ¢.3888+2T>G pI11260_K1283del
FA-02 FA-Q c.689T>C p.L735P ¢.2371_2398dup p.I800Tfs*24
FA-03 FA-P ¢.1093del p-Q3655£s*32 c.1163+3dup p-R317_F387del
FA-04 FA-L c.217-20T>G p-R73_1.91del c.935G>A p.C312Y

Es waren sowohl ein Upstream- (FA-L) als auch zwei Downstream-Patienten, welche den
Komplementationsgruppen FA-P und FA-Q angehdren, enthalten. Ferner wurde fiir die Analyse ein Patient
der Komplementationsgruppe FA-D2 ausgewihlt, von welcher eine Beeintrichtigung der Mutationsanalyse
durch das Vorhandensein von Pseudogenen bekannt ist. Zudem wurde bei der Auswahl der Patienten auf eine
Diversitit der Mutationen geachtet. So waren neben Basensubstitutionen auch Duplikationen, eine Deletion
sowie ein Basenaustausch im Intron (c.217-20T>G in FANCL) enthalten, von welcher ein Effekt auf das

aberrante Spleilen bekannt ist.
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a. Erstellen einer Probenlibrary
Zur selektiven Anreicherung der Probenlibrary musste zunichst die Menge der einzusetzenden DNA
optimiert werden. Diese war im Protokoll mit 500 ng angegeben. Bei der fluorometrischen Messung am
Bioanalyzer konnte bei dieser Ausgangsmenge nur eine sehr niedrige Signalintensitit von < 10 FU (fuorescence
unif) gemessen werden (Abbildung 14A), was deutlich von den Angaben des Protokolls abwich. Dieses
Ergebnis lief3 auf eine geringe Menge an Probenlibrary schlieen. Dennoch konnte man anhand der Messung
erkennen, dass die Fragmentierung und GroBenselektion erfolgreich und die GroéB3enverteilung der Fragmente
gleichmifBig war. So sollte die durchschnittliche FragmentgréBie laut Protokoll in einer Gréflenordnung von
600-900 bp liegen, mit einer GroBenverteilung von 500-1250 bp. Zudem sollten nur weniger als 10 % der

Fragmente eine GroBe von weniger als 350 bp aufweisen. Diese Vorgaben lieBen sich bereits grotenteils

erfullen.
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Abbildung 14: Bioanalyzer-Ergebnis der Fragmentierung von Probe FA-01 wihtend der Optimierung des Protokolls. A: Es wurden
zunidchst 500 ng DNA zur Nebulisierung und Erstellung einer Probenlibrary eingesetzt. Eine gleichmiBige GréBenverteilung von etwa
500-1500 bp ist ersichtlich, das Maximum der Fluoreszenzeinheiten (FU) liegt aber deutlich unter 10. B: Beim Einsatz von 3 ug DNA
zur Nebulisierung lag das Maximum hingegen bei tiber 160 FU. Die beiden flankierenden Peaks stellen jeweils interne Marker des
Bioanalyzer-Chips dar.

Eine drastische Erhohung der Ausgangsmenge auf 3 pg ergab eine ausreichende Konzentration an
fragmentierter DNA, wieder bestimmt anhand der Fluoreszenzintensitit der Bioanalyzer-Messung (Abbildung
14B). Die GréBienverteilung war dabei mit der vorherigen Messung vergleichbar. Bei beiden in Abbildung 14
gezeigten Elektropherogrammen liegt das Maximum bei etwa 900 bp, die FragmentgroBen umfassen dabei
einen Bereich von rund 500-2000 bp. Ein vergleichbares Ergebnis zeigte sich in der Regel auch bei den
folgenden Anreicherungen, sofern wihrend der Libraryerstellung keine Probleme auftraten, und war somit
reproduzierbar. Eine Reduktion der Ausgangsmenge auf 2pg erbrachte ecine dhnlich starke

Fluoreszenzintensitit, so dass mit dieser Ausgangsmenge fortan gearbeitet wurde.

b. Amplifikation der Probenlibrary durch LM-PCR
Wihrend der Anreicherung fanden, je nach verwendetem Protokoll, zwei bis drei klonale

Amplifikationsschritte der verschiedenen DNA-Proben mittels LM-PCR statt. Eine Uberpriifung der LM-
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PCR-Produkte mithilfe von Bioanalyzer-Messungen ergab zu Beginn der Etablierung eine unzureichende
Amplifikation der Proben. Wie in Abbildung 15A ersichtlich, war nur eine minimale Signalintensitit messbar.
Dagegen zeigte sich ein zusitzlicher Peak in unmittelbarer Nihe des internen Standards, was auf eine Primer-

Dimerbildung schlieBen lieB3.

Az B
£ gg' b
P 1 P
Hy
-E 60 -
§ 507 f |
E 401 | -
N
€ 301 \
(/]
§ 20 [y & ‘
£ 101 4 l
R | P L. 1 ) S {1 — 1517 — Ne—
- : ; s 1200 — S—
50 300 500 700 1000 300010380 1000 — ‘Se—
FragmentgrdéBe [bp] 800 — -
= 80 4 | 600 — ==
Cz sy 500/517 — -
f:!: 60- 400 — ==~
g 504 300 — ==
E 404 200 —
c 30+
gl’ 20-
g | P 100 —
g 101 | &£~ il
(TR 0 F : A " : : . . Yy
50 300 500 1000 300010380

FragmentgroRe [bp]

Abbildung 15: Unzureichende Amplifikation der gDNA-Fragmente durch die LM-PCR. A: Mit dem im Protokoll angegebenen LM-
PCR-Ansatz wurde nach der ersten Amplifikationsreaktion am Bioanalyzer eine Primer-Dimerbildung (Pfeil) deutlich. Ein Peak
zwischen 500 und 1000 bp zeigt eine schwache Amplifikation der Probe an. Die flankierenden Peaks bei 50 und 10 380 bp sind
interne Groflenstandards. B: Bei einer Agarose-Gelelektrophorese nach der LM-PCR waren deutlich nicht-inkorporierte Primer (roter
Rahmen) zu erkennen. Aufgetragen wurden ein 100 bp-GrofBenstandard, die LM-PCR-Produkte der Proben FA-01 und FA-02 sowie
ein LM-PCR-Kontrollansatz ohne DNA (H20). Die GréBen des Markers sind in Basenpaaren (bp) angegeben. C: Nach Verringerung
der eingesetzten Primerkonzentration ging die Dimerbildung (Pfeil) zuriick und die Amplifikation wurde deutlich gesteigert.

Zunichst wurde am PCR-Ansatz keine Anderung vorgenommen, sondern verschiedene Parameter der
Amplifikationsreaktion sowie die Aufreinigung nach jeder PCR-Reaktion auf ihre Effektivitit hin Gberprift.
Dabei konnten die Enzymaktivitit der verwendeten Polymerase wie auch die Elution der Proben von den
verwendeten Silica-Saulen als mégliche Fehlerquelle ausgeschlossen werden. Eine Gelelektrophorese der LM-
PCR-Reaktion machte hingegen sichtbar, dass eine erhebliche Menge an nicht eingebauten Primern nach der
Amplifikation im Reaktionsgemisch vorhanden war (Abbildung 15B). Aus diesem Grund wurde die
Primerkonzentration der 454 Rapid-A- und -B-Primer von 40 uM auf 10 pM verringert, was im Anschluss
auch zu einer effizienteren Amplifikation fithrte (Abbildung 15C). Folglich wurde fiir jede LM-PCR-Reaktion
die Konzentration der Primer entsprechend verringert. Anhand der Bioanalyzer-Messung wie auch durch die
Gelelektrophorese in Abbildung 15 wird deutlich, dass sich die Spanne der GréBenverteilung verkleinert hatte.

So reichte sie ab diesem Schritt nur noch von etwa 500—1000 bp, statt wie zuvor von 500-2000 bp.
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c. Optimierung der emPCR und Sequenzierung

Anreicherung der Capture Beads

Zunichst musste die einzusetzende Menge an DNA-Molekilen pro Capture Bead fir die emPCR bestimmt
werden. Dieses Verhiltnis ist essenziell fiir eine monoklonale Amplifikation im Wasser-Ol-Gemisch und
folglich auch fir die Generierung einer adiquaten Menge von Reads am GS Junior, welche die nétigen
Qualititsanforderungen erfillen.

Fir die erste emPCR des Probenpools aus FA-01 und FA-02 wurden zwei Molekile der angereicherten Rapid
Library-DNA pro Capture Bead cingesetzt, da dieses Verhiltnis laut Protokoll optimaler Weise in einer
Anreicherung von etwa 5-20 % wihrend der emPCR resultiert, was als Ziel einer erfolgreichen emPCR
anzuschen ist. Unter Verwendung des Bead Counters zeigte sich jedoch, dass das gewihlte Verhiltnis von
DNA-Molektlen pro Capture Bead mit 2:1 zu hoch war. Die Zahl der angereicherten und zuriickgewonnenen
DNA-Capture Beads tberstieg deutlich die Marke von 2*¥106 Beads und damit die Obergrenze der
Anreicherung von 20 %. Damit galt die Anreicherung als fehlgeschlagen. Mit der Sequenzierung wurde
trotzdem fortgefahren, um Erfahrung mit den Abliufen und den Sequenzierergebnissen zu sammeln. Als
Konsequenz aus dem ersten Versuch wurde die eingesetzte Molekilmenge fiir die zweite Anreicherung um
30 % reduziert, was 1,4 DNA-Molekilen pro Capture Bead entsprach. Dennoch wurde bei der Rickgewinnung
der angereicherten DNA-Capture Beads die obere Matke von 2*10¢ Beads am Bead Counter deutlich
tberschritten. Daher wurde das Verhiltnis wihrend der Anreicherung von Patienten unbekannter
Komplementationsgruppe weiter angepasst. Eine Reduktion auf 0,6 DNA-Molekile pro Capture Bead ergab
schlieBlich ein Ergebnis im erwiinschten Bereich von 0,5-2*106 angereicherter Beads. Dieses Verhiltnis
wurde fiir die meisten Anreicherungen gewihlt. Dennoch wurden weitere Ratios getestet und so ein Minimum
von 0,09 DNA-Molekillen pro Capture Bead bestimmt, um eine Anreicherung von mindestens 5% zu
erreichen. Bei diesem Verhiltnis lag die Zahl an zuriickgewonnenen DNA-tragenden Capture Beads knapp

oberhalb der 0,5*%106-Marke.

Sequenzierung am GS Junior

Zur Sequenzierung wurden jeweils rund 0,5%106 zurickgewonnene DNA-Capture Beads eingesetzt. Bei der
ersten Sequenzierung (FA-01 und FA-02), bei welcher die Anreicherung als nicht erfolgreich anzusehen war,
konnten rund 50000 Reads hoher Qualitit generiert werden (Tabelle 7). Dies entspricht nur etwa der Hilfte
der Anzahl an Reads, die in den Protokollen fiir Rapid Libraries angegeben sind. Zur Ubersicht sind einige
Rohdaten der ersten beiden Sequenzierungen am GS Junior in Tabelle 7 wiedergegeben.

Anhand der Tabelle lisst sich erkennen, dass sich die Anzahl an Reads mit hoher Qualitit (passed filter wells)
beim zweiten Sequenzierlauf am GS Junior um etwa 20 % auf knapp 60 000 steigern lie3. Insgesamt betrachtet
war die Effizienz der Sequenzierung aber nicht erhht. Dies wird ersichtlich, wenn man Zahl der Wells mit

gliltiger Library-Schlisselsequenz (key pass wells) betrachtet und mit der Anzahl an Reads vergleicht, welche die
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Qualititsprifung bestanden hatten. Wihrend im ersten Sequenzietlauf noch ein Viertel aller Reads fiir die
weitere Auswertung verfiighbar watren, betrug das Verhiltnis beim zweiten Lauf nur noch rund 21 %. Damit

wurde die Notwendigkeit nach einer weiteren Optimierung der emPCR zusitzlich unterstrichen.

Tabelle 7: Ergebnisse der ersten Sequenzierungen (Projekt 1 und 2) des GS Run Browsers. Jedes Well mit eindeutigem Lichtsignal
wurde detektiert (raw wells) und auf eine giltige 4-Basenpaar-Anfangssequenz (GACT fir die Library) tberpriift (key pass wells). Die
Anzahl an hochqualitativen Reads (passed filter wells) sowie die Anzahl der darin enthaltenen Basen (fotal bases) sind angegeben.
Herausgefiltert wurden alle Reads mit zu vielen negativen (failed dof) oder positiven (failed mixed) Nukleotid-Inkorporationen. Die
Anzahl an Reads, die eine Mindestlinge aufgrund von 3“Resektion zur Qualititsoptimierung (fziled short quality) oder durch die
Entfernung der angehingten Primersequenz (failed short primer) unterschritten hatten, sind ebenfalls angegeben.

: FA- Raw =~ Koy Passed g Failed Failed led | Failed
Projekt . pass filter . short short
Patienten wells bases dot mixed . .
wells wells quality primer
1 01/02 213189 | 192085 | 49903 | 20585257 9515 36212 92801 74
2 03/04 293088 | 283971 | 59629 | 21278367 | 20687 | 41975 158953 6

Trigt man den Prozentsatz der verworfenen (failed) Reads und derer, welche die Qualititspriiffung bestanden
hatten (passed filter wells), in einem gestapelten Sdulendiagramm grafisch auf, wird die Verringerung der
Effizienz im zweiten Lauf weiter deutlich (Abbildung 16). So ist in Abbildung 16A klar die Abnahme an
qualitativ hochwertigen Reads erkennbar. Betrachtet man die verschiedenen Kategorien des GS Run
Browsers, anhand derer Reads herausgefiltert wurden, ist nur eine Verbesserung bei der Anzahl der failed
mixed-Reads zu verzeichnen. Entfiel bei der ersten Anreicherung noch fast jeder finfte Read auf diese
Gruppe, waren es im zweiten Lauf nur knapp 15 %. Dagegen war die Zahl der Reads in der failed dot-Gruppe
leicht angestiegen, bei denen die Software zu wenige Nukleotid-Einbauten pro Nukleotidfluss detektiert hatte.
Den grofiten Anteil an verworfenen Reads hatte allerdings die Gruppe der short guality-Reads. Darin enthalten
sind Reads, die zur Verbesserung ihrer Qualitit soweit getrimmt wurden, dass sie eine Mindestlinge
unterschritten und deshalb aussortiert wurden.

Vergleicht man die Histogramme von Abbildung 16 (B+C), welche die Verteilung der Readlingen beider
Sequenzierungen darstellen, so fillt beim zweiten Lauf eine erhéhte Zahl an kurzen Reads von < 150 bp sowie
ein zusitzlicher Peak bei etwa 60 bp auf. Dies spiegelte sich bei der Bestimmung der durchschnittlichen
Readlinge wider, welche mit 357 bp deutlich kleiner war als beim ersten Lauf, bei dem sie mit 413 bp

bestimmt wurde.
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Abbildung 16: Vergleich verschiedener Qualititsmerkmale der ersten beiden Sequenzierungen am GS Junior. A: Nur ein geringer
Anteil der Reads mit giiltiger Schliisselsequenz hatte alle Qualititsfilter bestanden (passed filter wells; blau). Den geringsten Anteil hatten
Reads mit zu vielen negativen (rot; failed do), gefolgt von Reads mit zu vielen positiven Nukleotid-Einbauten (failed mixed; grin). Die
meisten verworfenen Reads hatten aufgrund von 3“Resektionen zur Qualititsoptimierung eine Mindestlinge unterschritten (shorz
gnality; orange). Die Anzahl der Short primer-Reads (Mindestlinge nach Entfernung der Primersequenz unterschritten) war zu gering,
um hier sichtbar dargestellt zu werden. B + C: GréBenverteilung der Reads der ersten beiden Sequenzierldufe mit angereicherter DNA
von FA-01/-02 (B) sowie von FA-03/-04 (C). Dargestellt ist die Haufigkeit der Readlingen ab ciner GroBe von 40 bp. Durch
gestrichelte Linien sind die durchschnittliche Linge (rot), der Median (blau) sowie der Modalwert (griin) eingetragen.

Auswertung der NGS-Daten mit Hilfe der NextGENe-Software

Im Anschluss an die Sequenzierung wurden die auswertbaren Reads zur Mutationsanalyse mit Hilfe der
NextGENe-Software analysiert (Tabelle 8). Bei beiden Projekten war der Anteil der beiden angereicherten
Patienten an der Gesamtzahl der Reads vergleichbar. Eine Steigerung der auswertbaren Rohdaten machte sich
bei FA-03 und FA-04 in einer erthéhten Abdeckung bemerkbar. Da alle vier Patienten keinen bekannten
konsanguinen Hintergrund hatten, wurden unbekannte heterozygote Varianten weiter nach der Art der
Veridnderung unterschieden. Deutlich fillt hier die hohe Rate von 21-46 % an Indel-Mutationen unter allen
detektierten unbekannten Varianten auf (Tabelle 8). Bei nidherer Betrachtung konnte ein erheblicher Anteil
dieser Mutationen innerhalb oder angrenzend an Homopolymer-Abschnitten nachgewiesen werden, weshalb

viele dieser Varianten als Sequenzierfehler vernachlissigbar sind.
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Tabelle 8: Auswertung der ersten beiden Sequenzierliufe am GS Junior mit Hilfe der NextGENe Software v2.2. Die detektierten
Varianten wurden durch die Software mit der dbSNP-Datenbank abgeglichen, um SNPs von unbekannten Varianten (UVs) zu
unterscheiden, welche als potentielle Mutationen anzuschen sind. Alle Angaben zur Abdeckung sowie den detektierten Varianten
beziehen sich auf die ROL. Als essenzielle Splei3stellen wurden die kanonischen Spleiidonor- und -akzeptorstellen zwei Basenpaare 3¢
bzw. 5° eines Exons untersucht.

Auswertung | FA-01 FA-02 FA03 |  FA-04
Gesamtzahl konvertierter Reads 20137 25869 26 446 31245
Alignte Reads 18 823 24154 23155 27 804
Dutchschnittliche Abdeckung (x) 6,2 7,1 9,5 12,3
Gesamtzahl Varianten 85 117 300 154
Bekannte SNPs (dbSNP 134) 59 87 151 88
UVs in Exons 27 29 73 65
UVs an essenziellen Spleistellen 1 1 2 2
Homozygote UVs 2 1 5 2
Heterozygote UVs 27 31 175 66
Synonyme UVs 5 4 25 3
Missense UVs 3 5 30 12
Nonsense UVs 1 1 24 2
Indel-UVs 20 24 139 54

Trotz der geringen durchschnittlichen Abdeckung von maximal 12,3x (Tabelle 8) konnten alle bereits
bekannten krankheitsverursachenden Mutationen der vier Patienten in den Sequenzierungsdaten
nachgewiesen werden. Alle dieser pathogenen Varianten wurden von der Software als Mutationen erkannt
und im von der Software erstellten Mutationsbericht gelistet. Abbildung 17 zeigt die Duplikation in Exon 11
des ERCC4-Gens bei Patient FA-02.

A Position 16:14,041,825
[ 10 ERCCH
L L
Translation L L
Reference [ T T T T T
Consensus c T TCTTHOCTTCACTIOICHGCTAOFC T T
Pile-Up Cc T T C T T
Cc T T o4 T T
c T T T
c T TATGATOOIIDGT BT T T
5 C T TOTACOTOOTAIDGKTATEC T T
C T
o T TOTACOTOO UG AR T T
C Li TATSGATOC TG AT T L
Cc T TATACOTOC TG ATHC T T
c T TOTACOTOT UG AC T T
C T TATAATCO TG AT T T
C T TOTAOTOTAOGTATEC T T
B ™ 2399
FANCQExon11 TA C GG ATTCTCTGGTGCCCCTCTCCTCATGCAACGGCGGA
c.2371_2398dup TA C G G ACTTACACTTCACTTCCCCAGACTACGGATTCTCT
b 2371 L» ¢.2399
/\ *\ ’\ M_/\ i VAN /\
FA-02 Blut i ﬂ[\ ANAAN A A WARAAAA \AA/

Abbildung 17: Nachweis der 28 bp-Duplikation ¢.2371_2398dup im ERCC4/FANCQ-Gen bei FA-02. A: Darstellung durch das
Softwareprogramm NextGENe. Die Duplikation ist blau markiert. B:. Im Elektropherogramm der Sanger-Sequenzierung ist die
heterozygote Duplikation (unterstrichen), durch die eine Ubetlagerung der Sequenzen entsteht, zu erkennen.
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4.2 Analyse von Patienten unbekannter Komplementationsgruppe mit Hilfe von

SeqCap EZ-Anteicherungspanels

4.2.1 Anreicherung mit verschiedenen SeqCap EZ-Libraries und Sequenzierung am GS Junior
Nach der Etablierung wurden 27 weitere Anreicherungen und Sequenzierungen durchgefithrt und damit 51
verschiedene Patienten analysiert. Diese waren zuvor noch durch kein anderes Panel angereichert und per

NGS untersucht worden. Einige wichtige Rohdaten der Sequenzierungen sind in Tabelle 9 zusammengefasst

Tabelle 9: Ubersicht der GS Run Browser-Daten der unklassifizierten FA-Patienten. Jedes Well mit eindeutigem Lichtsignal wurde
detektiert (raw wells) und auf cine gliltige 4-Basenpaar-Anfangssequenz (GACT fur Library) Gberprift (&ey pass wells). Die Anzahl an
hochqualitativen Reads (passed filter wells) sowie die Anzahl der darin enthaltenen Basen (#ofa/ bases) sind angegeben. Herausgefiltert
wurden alle Reads mit zu vielen negativen (failed do?) oder positiven (failed mixed) Nukleotid-Inkorporationen. Die Anzahl an Reads, die
eine Mindestlinge aufgrund von 3“Resektion zur Qualititsoptimierung (failed short quality) oder durch die Entfernung der angehingten
Primersequenz (failed short primer) unterschritten, sind ebenfalls dargestellt. ,,n.a.“: keine Angabe. ,,*: der Patient wurde wiederholt
angereichert und sequenziert

SeqCap
EZ- Projekt

Key Passed Total Failed Failed Failed | Failed
pass filter . short short
bases dot mixed

FA- Raw
Patienten wells

Panel wells wells quality | primer
3 05/06 | 303473 | 292403 | 182063 | 75816345 | 7853 | 6737 | 93658 | 2
4 05+/07 | 247230 | 239372 | 133565 | 57825542 | 6954 | 8930 | 88417 | 0
5 07+/08 | 272890 | 262518 | 158867 | 69973671 | 4984 | 20355 | 76439 | 4
6 09/10 | 257739 | 246854 | 126608 | 52364334 | 3656 | 36005 | 79585 | 8
7 11/12 | 299959 | 293580 | 203907 | 93476855 | 4513 | 7417 | 76195 | 3
322?4 8 13/14 | 284002 | 273181 | 167383 | 73359532 | 5452 | 6988 | 90354 | 2
9 15/16 | 269108 | 260867 | 149104 | 67053108 | 4473 | 8638 | 97232 | 1
10 16/17 | 275637 | 263496 | 164071 | 71197238 | 4193 | 13711 | 80135 | 2
11 18/19 | 261004 | 251523 | 131675 | 54965195 | 2579 | 15177 | 100580 | 2
12 20/21 | 212840 | 204363 | 138834 | 62284160 | 3357 | 5919 | 54841 | 0
13 22/23 | 268866 | 259442 | 147072 | 63886095 | 5427 | 18825 | 85085 | 6
14 24/25 | 248877 | 238823 | 151031 | n.a, 3725 | 7039 | 75067 | 0
15 26/27 | 317556 | 300541 | 131611 | 55885170 | 13827 | 19329 | 142652 | 6
16 28/29 | 312889 | 302429 | 161702 | 68866312 | 10752 | 13863 | 114010 | 5
17 30/31 | 248562 | 236926 | 156089 | 68244973 | 4989 | 7467 | 65585 | 5
3;11)8 18 32/33 | 282181 | 263937 | 166401 | 70680965 | 20431 | 6295 | 68223 | 4
19 34/35 | 227906 | 218871 | 137746 | 53919220 | 3294 | 6221 | 70430 | 5
20 36/37 | 207066 | 196715 | 154360 | 63134826 | 5596 | 4556 | 30336 | 3
21 38/39 | 216529 | 207496 | 156773 | 67859244 | 6152 | 4329 | 39508 | 0
2 40/41 | 305252 | 291112 | 169902 | 70282442 | 27792 | 5912 | 84339 | 1
23 42/43 | 273414 | 259743 | 143037 | 27290836 | 9538 | 12780 | 89841 | 7
24 44/45 | 252705 | 243098 | 199610 | 88127773 | 7137 | 3098 | 31790 | 6
:2)41111)9 25 46/47 | 275748 | 264920 | 199546 | 90226369 | 5860 | 4123 | 53239 | 4
26 48/49 | 314299 | 304620 | 197520 | 86314364 | 4247 | 5556 | 95680 | 10
27 50/51 | 285790 | 265001 | 191491 | 81111847 | 21109 | 4062 | 44891 | 9
oID 28 52/53 | 288815 | 279807 | 183302 | 81781622 | 5483 | 5968 | 83260 | 5
43041 29 54/55 | 333660 | 324123 | 198958 | 86112157 | 11264 | 8719 | 103003 | 14
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Nicht in Tabelle 9 eingetragen sind einige Merkmale zu den Readlingen, welche ebenfalls durch den GS Run
Browser angezeigt werden. So umfasste die groBte detektierte Readlinge 1196 bp, wohingegen die
durchschnittliche Readlinge 420 bp betrug.

Vergleicht man zunichst den Anteil der Wells mit gtiltiger Schliisselsequenz (key pass wells) an allen Wells mit
Lichtsignal (raw wells) vor (Tabelle 7) und nach der Etablierung (Tabelle 9) miteinander, ldsst sich kein
Unterschied zwischen den verschiedenen Projekten erkennen. Demnach hatten zwischen 90 % und 98 % der
raw wells eine glltige Erkennungssequenz, so dass diese als key pass wells weiter hinsichtlich bestimmter
Qualititsmerkmale gefiltert werden konnten. Im Schnitt bestand etwa 60% der Wells mit giltiger
Schltsselsequenz alle Filterkritetien (passed filter wells), was eine deutliche Steigerung gegeniiber der ersten
beiden Sequenzierungen darstellt, bei welchen nur jedes vierte (Projekt 1) bzw. fiinfte Well (Projekt 2) zur
weiteren Analyse verwendet werden konnte (vgl. Tabelle 7). Dies wird besonders deutlich, wenn man diese
Werte grafisch auftridgt (Abbildung 18). Anhand von Abbildung 18A ist zu erkennen, dass die Anzahl der raw
und key pass wells aller am GS Junior durchgeftihrten Sequenzierungen zwar streuen, aber alle innerhalb der
sogenannten Whisker-Grenzen des Boxplots liegen, welche hier den 1,5-fachen Interquartilsabstand anzeigen
und anhand derer sich Ausreiler bzw. Extremwerte erkennen lassen. Dieses Bild dndert sich erst nach der
Filterung der Daten, welche ebenfalls in Abbildung 18A unter passed filter wells dargestellt ist. Hier ist die
deutliche Steigerung der Effizienz nach der Etablierung zu erkennen. So liegen die Ergebnisse der ersten
beiden Sequenzierungen weit auBlerhalb des Interquartilsabstandes (Abbildung 18A, blau gefillte Kreise),

womit sie als Ausreiler gelten.
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Abbildung 18: Verteilung der Reads vor und nach dem Filtern sowie Darstellung der sequenzierten Basen nach Anreicherung und
Sequenzierung mit verschiedenen Libraries. Die Grenzen der Box markieren jeweils die 25. bzw. 75. Perzentile, die Linie im Inneren
den Median. Ein schwatrzes Kreuz markiert zudem den Durchschnitt. Die dulleren Begrenzungen (Whisker) entsprechen dem 1,5-
fachen Interquartilsabstand (nach Tukey). Die Ergebnisse der einzelnen Projekte (A: n = 29; B: n = 28) sind farbig eingezeichnet.
Blau: OID38614 (ausgefiillt: Projekt 1 und 2). Gran: OID41218. Orange: OID42419. Rot: OID43014. A: Dargestellt ist die Anzahl
der Wells, die mit einem eindeutigen Lichtsignal detektiert (raw wells) und auf eine giiltige 4-Basenpaar-Anfangssequenz (GACT fir
Libraty) gepriift wurden (key pass wells). Nach verschiedenen Qualititsfiltern blieben die Reads ibrig, welche zur Mutationsanalyse
genutzt werden koénnen (passed filter wells). B: Verteilung aller sequenzierten Basen nach dem Filtern und Trimmen der Reads.
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Ferner wird aus Abbildung 18B ersichtlich, dass nach der Etablierung durchschnittlich rund 69*106 Basen pro
Lauf zur Mutationsanalyse vorhanden waren, wihrend vor der Etablierung im Durchschnitt nur rund 21*10¢
Basen auswertbar waren (Abbildung 18B). Erneut sind hier nur die ersten beiden Projekte als Ausreiller zu
erkennen (Abbildung 18B, blau gefiillte Kreise). Dagegen finden sich die Ergebnisse der mit OID42419
(orange Kreise) und OID43014 (rote Kreise) angereicherten Proben jeweils oberhalb des 75. Perzentils der
Boxplots (Abbildung 18A und B). Eine Ausnahme bildete dabei nur Projekt 23 (O1D42419). Bei der Anzahl
der Wells, die alle Qualitdtskriterien erfilllten (passed filter wells), lag der Wert im Vergleich mit den anderen
Ergebnissen nahe des unteren Quartils der Box (Abbildung 18A) und stellte sogar das Minimum der
sequenzierten Basen (Abbildung 18B) dar. Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwihnt, war bei diesem
Projekt die Umgebungstemperatur sehr hoch und verschiedene Parameter am GS Junior auBlerhalb des
Optimums.

Analog zu Abbildung 16 wurden die Filter genauer analysiert, die alle Reads mit giiltiger Schliisselsequenz zur
Qualititsoptimierung durchlaufen hatten und in einer Abbildung dargestellt (Abbildung 19).

m Passed filter wells  mFailed dot = Failed mixed = Failed short quality
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Abbildung 19: Vergleich verschiedener Qualititsmerkmale aller Reads mit giiltiger Library-Schliisselsequenz bei FA-Patienten mit
unbekannten Mutationen (n=51). Blau: Hochqualitative Reads zur weiteren Auswertung (passed filter wells); Rot: Reads mit zu vielen
negativen Nukleotid-Einbauten (failed dof); Grin: Reads mit zu vielen positiven Nukleotid-Einbauten (failed mixed); Orange: Anzahl an
Reads, welche aufgrund von 3“Resektion zur Qualititsoptimierung eine Mindestlinge unterschritten hatten (shor quality). Die Anzahl
der Short primer-Reads (Mindestlinge nach Entfernung der Primersequenz unterschritten) war zu gering, um hier sichtbar dargestellt zu
werden.

Den geringsten Anteil an Reads, welche die Filterkriterien bestanden hatten, wies Projekt 15 (FA-26/FA-27)
mit nur 43 % auf, das beste Ergebnis wurde bei Projekt 24 (FA-44/FA-45) mit 83 % erzielt. Die wenigsten
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Reads entfielen jeweils auf den ,,Short Primer*“-Filter (Tabelle 9). Weiterhin wurden auch nur sehr wenige
Reads durch die ,,Dots“- und ,,Mixed“-Filter verworfen. Der Anteil betrug dabei durchschnittlich nur 3 %
bzw. 4 %. Im Allgemeinen hatten sich beide Werte nach der Etablierung verbessert, was insbesondere fir den
-Mixed“-Filter-Anteil gilt. Nach wie vor entfielen die meisten herausgefilterten Reads auf die 3*-Resektion zur
Qualititsoptimierung, welche den anderen besprochenen Filtern nachgeschaltet ist und die Signalintensititen
der Reads beurteilt. Zwar lagen alle Werte noch unterhalb der Ergebnisse von Projekt 1 und 2, dennoch war

im Schnitt jeder dritte Read durch das Trimmen verworfen worden.

4.2.2 Alignment mit Hilfe der NextGENe-Software

a. Abdeckung der gesamten ROI nach der Sequenzierung am GS Junior
Die am GS Junior generierten Rohdaten wurden zum Alignment in die NextGENe-Software geladen und mit
deren Hilfe ausgewertet. Durch die Barcode-Sortierung und Datenkonvertierung wurden so zunichst weitere
Reads herausgefiltert, welche eine Priifung der vorgegebenen Qualititsparameter nicht bestanden hatten. Die
tbrigen Reads konnten fiir das Alignment und somit auch zur Mutationsanalyse verwendet werden. In

Abbildung 20 ist die Anzahl der konvertierten Reads nach der Etablierung fiir jeden Patienten dargestellt.
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Abbildung 20: Anzahl an Reads nach Barcode-Sortierung und Datenkonvertierung (n = 51) durch die NextGENe-Software. Der
erstgenannte Patient ist jeweils als blaue, der zweitgenannte Patient als rote Sdule dargestellt. Eine schwarze gestrichelte Linie markiert
den Mittelwert, die graue Fliche die Standardabweichung.

Anhand der Grafik ist abzulesen, dass im Durchschnitt knapp 80 000 Reads pro Patient zur Mutationsanalyse

herangezogen werden konnten. Durch die eingezeichnete Standardabweichung wird deutlich, dass bei finf

Patienten unterdurchschnittlich wenige Reads zur weiteren Analyse zur Verfigung standen. Dazu gehéren
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FA-05 und FA-24, bei welchen bereits nach der ersten LM-PCR-Reaktion kaum noch Produkt bei der
Qualitits- und Quantititsprifung nachzuweisen waren. Nach der Barcode-Sortierung entfielen nur 1 395 bzw.
3322 Reads auf die jeweiligen Patienten. Bei FA-21 wiedersprachen sich die Ergebnisse der Bioanalyzer- und
NanoDrop-Messung. Wihrend am Bioanalyzer kein Signal nachweisbar war, wurde durch den NanoDrop
eine Konzentration angegeben, die mit dem Ergebnis von Patient FA-20 vergleichbar wat, welcher parallel zu
FA-21 in Projekt 12 angereichert wurde. Dennoch entfielen von insgesamt 138 834 sequenzierten Reads nur
knapp 10% auf FA-21, wovon schlieBlich 13556 Reads erfolgreich ins FASTA-Format zum Alignment
konvertiert werden konnten. Im Gegensatz dazu waren bei FA-07 und FA-48 keine Auffilligkeiten wihrend
der Anreicherung aufgetreten. Dennoch lag das Ergebnis auch hier weit unterhalb des Durchschnittes. Bei
FA-05 sowie FA-07 wurde aufgrund der nicht zufriedenstellenden Abdeckung die Anreicherung und
Sequenzierung wiederholt, FA-24 wurde hingegen mit anderen Anreicherungsmethoden sowie einer
FANCD2-Immunblotanalyse weiter untersucht. Bei FA-21 sowie FA-48 war die Mutationsanalyse trotzdem

erfolgreich (Tabelle 12), weshalb auf eine Wiederholung verzichtet wurde.

Nachdem die konvertierten Reads durch die Software gegen das Referenzgenom gemappt wurden, konnte die

gesamte ROI auf ihre Abdeckung tiberpriift werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 zusammengefasst.
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Abbildung 21: Abdeckung der ROI nach Datenkonvertierung und Alignment der GS Junior-Sequenzierungsdaten von FA-05-FA-55
durch die NextGENe-Software. Die ROI wurde nach dem Mappen der Reads auf ihre durchschnittliche Abdeckung hin Gberpriift.
Die Grenzen der Box markieren jeweils die 25. bzw. 75. Perzentile, die Linie im Inneren den Median. Ein schwarzes Kreuz markiert
zudem den Durchschnitt. Die Whisker (horizontale Linien) entsprechen dem 1,5-fachen Interquartilsabstand (nach Tukey). Ausreiler
sind als schwarze Kreise auBerhalb der Whisker dargestellt. (n = 54).
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Anhand des Boxplots in Abbildung 21 ist zu erkennen, dass bis zu einer durchschnittlichen Abdeckung von
10x die Hilfte der Werte sehr nahe am Median lagen, da hier die Box sehr klein ist. Auch die Streuung ist
gering, so dass die Whisker sehr klein sind. Mit zunehmender Streuung der Daten werden die Boxen dagegen
breiter, was besonders deutlich bei ciner Abdeckung von 40x wird. Danach werden die Boxen wieder
schmiler. Bei einer Analyse der Ausreiller bei einer einfachen Abdeckung zeigte sich, dass es sich dabei um
FA-05, FA-07, FA-21, FA-22, FA-24, FA-42 sowie FA-48 handelt, also groftenteils um Patienten mit
auffallend niedriger Anzahl an konvertierten Reads (vgl. Abbildung 20). Betrachtet man die Mittelwerte in
Abbildung 21 so ist zu erkennen, dass diese den Verlauf einer Kurve beschreiben, welche mit zunehmender
Abdeckung abfillt. Dabei besteht der stirkste Abfall zwischen einer Abdeckung von 20x zu 40x. Der
Mittelwert einer 40-fachen Abdeckung der ROI liegt hier bereits bei nur noch 46 %, wohingegen im Schnitt
noch 72 % eine Abdeckung von 20x aufwiesen. Will man weniger die Extremwerte der jeweiligen Abdeckung
berticksichtigen und nimmt dazu die Mediane als Grundlage einer Kurve heran, so ist hier der Abfall in der
Abdeckung der ROI im Vergleich von 40x auf 60x am gréBten. So lag der Median einer 40-fachen Abdeckung
noch bei 51 %, wohingegen er bei 60x auf 21 % abgefallen war. Die hochste durchschnittliche Abdeckung
konnte mit 109x bei FA-49 bestimmt werden. Hier wiesen sogar noch knapp 13 % der ROI eine Abdeckung

von 200x auf.

b. Abdeckung einzelner Zielregionen

Die theoretische Abdeckung von Zielregionen der nicht-stringenten Designoption war durch Roche
NimbleGen jeweils mit annihernd 100 % angegeben und nach der Berechnung der Vorhersage wiren nur
wenige hundert Basen selbst durch die Sequenzierung nicht abdeckbar (Tabelle 5). Zur Uberpriifung wurden
die einzelnen Targets nach der Sequenzierung auf ihre tatsichliche Abdeckung untersucht. Dies erméglichte
eine Nachbesserung des Designs und eine gezielte Bewertung der nicht abgedeckten Regionen. Sobald
mindestens eine Base einer Zielregion nicht durch minimal einen Read abgedeckt war, wurde sie als ,,Liicke®
bewertet. Wenn hingegen ein gesamter Targetabschnitt durch keinen einzigen Read abgedeckt war, wurde
dieser als ,,Totalausfall“ aufgelistet. In Abbildung 22 ist der Anteil der jeweils liickenhaften bzw. fehlenden
Zielregionen fir die einzelnen Libraries grafisch dargestellt.

Anhand der Grafik wird deutlich, dass die Anzahl der Totalausfille relativ konstant war und der GrofB3teil der
Werte unterhalb des Mittelwertes von 1,8 % lag, wihrend dieser Wert fiir lickenhafte Zielregionen mit 3,5 %
bestimmt wurde. Ausreiller sind anhand der Grafik klar erkennbar, beispielsweise FA-01. Dieser fillt
insbesondere im Vergleich mit Patient FA-02 auf, welcher parallel dazu angereichert und sequenziert wurde.
Obwohl die durchschnittliche Abdeckung wihrend der Etablierungsphase sehr niedrig war (Tabelle 8), konnte
dennoch ein GroB3teil der Zielregion abgedeckt werden. Ferner lisst sich eine unzureichende Abdeckung bei
Patient FA-07 nach der ersten Sequenzierung erkennen, weshalb der Patient auch wiederholt angereichert und
sequenziert wurde (FA-07*). Daneben wurden die Patienten FA-05 und FA-16 je zwei Mal angereichert und

sequenziert, weil das Ergebnis nach der ersten LM-PCR und damit vor der Sondenhybridisierung nicht
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zufriedenstellend war. Bei FA-05 spiegelte sich die unzureichende erste Anreicherung deutlich in den
lickenhaften Sequenzierdaten wider, so dass dieser erste Versuch komplett von weiteren Analysen
ausgeschlossen wurde. Weiterhin war die Anzahl an Liicken bei den Patienten FA-08, FA-07*, FA-09 sowie
FA-10 auffallend hoch. Hierbei ist anzumerken, dass zwischen der Rickgewinnung der angereicherten DNA-
Capture Beads nach der emPCR und dem Zeitpunkt der Sequenzierung finf (FA-08/FA-07*) bzw. zehn (FA-
09/FA-10) Tage lagen. Bei allen anderen Anteicherungen wurde hingegen direkt am Tag det DNA-Capture

Bead-Riickgewinnung am GS Junior sequenziert.
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Abbildung 22: Anteil der Targets an der jeweiligen ROI, welche nur liickenhaft (blau) oder iibethaupt nicht (rot) durch Reads nach
der Sequenzierung aller am GS Junior sequenzierten Patienten abgedeckt waren. ,*“ markiert Patienten, welche wiederholt
angereichert und sequenziert wurden. Die erste Sequenzierung von FA-05 war fehlgeschlagen, weshalb die Ergebnisse hier nicht
cinflieBen. Vertikale gestrichelte Linien markieren die Grenzen der verschiedenen Libraries. Horizontale gestrichelte Linien geben die
Mittelwerte des Anteils an Liicken (blau) und komplett fehlender Targets (rot) an. Die jeweilige Standardabweichung der Mittelwerte
ist als blaue (Liicken) bzw. rote Fliche (Totalausfall) eingezeichnet.

Die Anzahl an Liicken sowie vollstindig fehlenden Zielregionen waren auch bei den verschiedenen Developer-
Libraries relativ konstant. Eine klare Ausnahme stellt FA-24 dar, bei welchem etwa ein Drittel aller Targets
unzureichend abgedeckt war und fast 14 % in den Sequenzierdaten fehlten Allerdings war hier bereits
wihrend der Anreicherung ein Problem aufgetreten. So war bei der Messung der Probenlibrary am
Bioanalyzer nach der ersten LM-PCR-Reaktion kein Fluoreszenzsignal nachweisbar, obwohl am NanoDrop
eine Konzentration von 13,5 [ng/pul] bestimmt wurde und somit fiir eine Anreicherung ausreichte.

Betrachtet man die Ergebnisse der dritten Sondenlibrary (O1D42419; FA-42-FA-51), so fallen deutliche
Schwankungen bei der Anzahl der Liicken auf. Bei der Sequenzierung von FA-42 und FA-43 ist anzumerken,
dass die Raumtemperatur bei der Sequenzierung deutlich erth6ht war. Dies hatte zur Folge, dass bestimmte
Werte von Sensoren des GS Juniors, wie die CCD- oder PTP-Heiztemperatur, im obersten Maximum bzw.
aullerhalb davon lagen und der Lauf nicht optimal durchgefiihrt werden konnte, was sich anhand

verschiedener Fehlermeldungen am Sequenzierer zeigte. Einen hohen Anteil an Liicken und Totalausfillen (n
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= 65 und n = 51) wies zudem FA-48 auf. Hier watren dhnliche Probleme wie bei FA-24 aufgetreten, welche
sich ebenfalls in der Abdeckung der Zielregionen widerspiegelte. Die Probengré3e der letzten verwendeten
Library (O1D43014) war mit vier Patienten sehr klein. Ausreiller waren hier nicht aufgetreten.

Neben dem Anteil an Regionen mit unvollstindiger oder fehlender Abdeckung wurden die NGS-Daten auf
immer wiederkehrende nicht-abgedeckte Regionen tberpriift. Die Ubersicht iiber Zielregionen mit
unzureichender Abdeckung, welche fiir Abbildung 22 erstellt wurde, diente dabei als Ausgangspunkt. Alle
Regionen, die bei mehr als der Hailfte der auswertbaren Patienten nicht oder nicht vollstindig abgedeckt
waren, wurden zusammengetragen. Diese Targets wurden im ndchsten Panel, sofern noch enthalten, mit einer
héheren Konzentration an Sonden versehen, um die Abdeckung dieser Regionen zu verbessern. In Tabelle 10
sind diese Targets flir jedes Panel aufgelistet. Man erkennt, dass sich die Anzahl auf je 25 bis 29 Targets

beschrinkt.

Tabelle 10: Ubersicht iiber die Regionen, welche jeweils bei mehr als der Hilfte der per FA-Genpanel angereicherten und am GS
Junior sequenzierten Patienten durch Liicken unterbrochen waren oder komplett fehlten. Fur jedes dieser Targets sind das
Chromosom (Chr) auf dem das Gen liegt, das jeweils betroffene codierende Exon (coding sequence; CDS) sowie der GC-Gehalt der
Zielregion gelistet. Die verschiedenen Libraries sind mit der Anzahl der jeweils angereicherten Patienten angegeben. ,x“: die Region
war bei >50% der analysierten Patienten nicht oder unzureichend abgedeckt. ,,0°: das Target war bei > 50 % der analysierten

Patienten abgedeckt. ,,-“: die Zielregion war im entsprechenden Panel nicht enthalten.
GC [%] OID_38614 OID_41218 OID_42419 OIDE3014
(n = 25) (n =18) (n =10) (n=4)
1 FAAP20 1 84,1 o o X X
1 APITD1 1 65,6 X X X X
1 SFPQ 1 74,2 X X X X
2 REV1 3 32,1 X X X o
2 RIF1 28 24,6 o) X - -
3 ATRIP 1 73,9 X X X X
3 ATR 27 36,2 X X X X
3 ATR 41 33,0 X X o) o)
3 HEST 4 70,1 X X X X
4 CTBP1 1 76,6 X X X X
4 HELQ 10 33,8 o X o) X
4 HEILQ 11 30,1 X X X X
5 RAD50 2 33,1 - - X o)
5 RADS50 17 29,1 - - o X
5 RADS50 22 49,7 - - X X
6 FANCE 1 77,4 X X X X
6 MMS221. 17 28,5 X X X X
6 FOXO03 1 72,3 X X - -
6 RET3L 1 66,2 - - X X
6 REV3L 4 329 - - X o
6 RETV3L 18 28,0 - - X X
7 MILIL3 1 67,2 X X - -
8 TONSL 1 75,0 X X X X
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TONSL 2 76,0 X X X X

TONSL 3 74,3 X X o X
8 TONSL 26 73,2 X o X o
11 MUS81 1 73,8 X X o) o
14 FANCM 7 32,0 X X X X
14 FANCM 17 33,7 o o X o
14 RAD51B 4 322 X o X o
14 XRCC3 3 70,4 o X o o
16 PAILB2 4 39,2 X X X o
16 SLXT1B 2 69,1 - - X X
16 SL.X1B 3 74,1 - - X X
16 FANCA 1 77,3 X X X X
17 BRIP1 16 342 X X X X
17 FAAP100 1 76,3 X X X X
17 FAAP100 2 74,0 X X X X
17 STRAT3 1 72,0 X X o o

Bereits bei der Auswertung der ersten Library war ein hoher Anteil an codierenden ersten Exons aufgefallen,
von denen ein hoher GC-Gehalt und damit einhergehende Schwierigkeiten auch von der Routine-Analyse
mittels Sanger-Sequenzierung bekannt sind. Daher wurde fiir alle Targets, welche in Tabelle 10 gelistet sind,
der prozentuale Anteil an Guanin und Cytosin bestimmt, um mdgliche Riickschlisse auf die fehlende
Abdeckung zu zichen. Der GC-Gehalt der in der Tabelle gelisteten ersten Exons betrug zwischen 66 % und
84% und lag somit deutlich Giber dem Durchschnitt von 41 %. Insgesamt hatten tber die Hilfte der
problematischen Regionen einen hohen GC-Gehalt. Bei den restlichen Regionen lag dieser bei 25-50 %.
Nachdem diese Targets identifiziert waren, wurde fiir jede neu designte Library die Konzentration an Sonden
in dieser Region um das Sechs- bis Zehnfache erhdht. Beim Vergleich des Ergebnisses zwischen der Choice-
und der ersten Developer-Library fillt dabei zunichst keine Verbesserung auf. Stattdessen waren nun drei
zusitzliche Regionen bei tiber der Hilfte aller analysierten Patienten nicht abgedeckt, die diesen Schwellenwert
zuvor nicht Uberschritten hatten. Dabei handelte es sich um Exon 28 im RIF7-Gen, Exon 10 in HELQ sowie
Exon 3 in XRCC3. Nur Exon 26 in TONSL war besser abgedeckt und nicht mehr gelistet. FANCE war
insgesamt geschen ebenfalls besser abgedeckt. So fehlte Exon 1 bei diesem Gen unter Verwendung der
Choice-Library bei 24 von 25 Patienten komplett und war nun immerhin bei 17 von 18 Patienten vorhanden,
aber mit Liicken unterbrochen. Beim Erstellen des Designs der zweiten Developer-Library (O1D42419)
wurde die Anzahl aller Replikate um den Faktor 10 erh6ht. Dennoch zeigten alle Targets, die nun mit mehr
Sonden abgedeckt waren, keine bessere Abdeckung. Dazu zihlen REI”7 Exon 7, ATR Exon 27, HELQ
Exon 11, MMS221. Exon 17, TONSL. Exons 1-3, PAL.B2 Exon 4 sowie BRIP7 Exon 16.
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4.2.3 Zuordnung der Patienten zu Komplementationsgruppen

a. MLPA- und Immunblot-Analyse zur Eingrenzung der Komplementationsgruppe
Sofern geeignetes bzw. gentigend Patientenmaterial vorhanden war, wurde zusitzlich zur Anreicherung eine
FANCA-MLPA-Analyse durchgefiihrt sowie ein FANCD2-Immunblot angefertigt (Tabelle 11). Diese
Versuche halfen dabei, die Komplementationsgruppe weiter einzuschrinken oder die Ergebnisse der
Sequenzierung zu bestitigen. Tabelle 11 zeigt, dass bei insgesamt 43 Patienten das F.ANCA- Gen auf grofe
Deletionen und Duplikationen tiberpriift wurde. Bei zwei dieser Patienten (Patient FA-06 und FA-19) konnte

jeweils eine heterozygote Deletion in FFANCA festgestellt werden, welche ein bzw. vier Exons umfasste.

Tabelle 11: Ergebnis der FANCA-MLPA- sowie FANCD2-Immunblot-Analysen. ,,ohne Befund*: keine Auffilligkeiten. ,,A“:
Deletion ,,-“: nicht durchgefiihrt. ,, het*: heterozygot.

Patienten- Patienten- FANCA- FANCD2-
FANCA-MLPA FANCD2-Immunblot D MLPA Immunblot
FA-05 ohne Befund downstream FA-31 ohne Befund -
FA-06 A Exon 40 (het) - FA-32 - -
FA-07 ohne Befund downstream FA-33 ohne Befund upstream
downstream,
FA-08 - Geschwisterkind FA-34 ohne Befund upstream
FANCD2-defizient
FA-09 ohne Befund FANCD2-defizient FA-35 ohne Befund upstream
FA-10 ohne Befund upstream FA-36 - :
FA-11 - - FA-37 ohne Befund -
FA-12 ohne Befund upstream FA-38 ohne Befund -
FA-13 ohne Befund upstream FA-39 ohne Befund upstream
FA-14 ohne Befund upstream FA-40 ohne Befund -
FA-15 ohne Befund - FA-41 ohne Befund upstream
FA-16 ohne Befund downstream FA-42 ohne Befund upstream
FA-17 - upstream FA-43 ohne Befund upstream
FA-18 ohne Befund upstream FA-44 ohne Befund -
FA-19 A Ex(()}r;:t)l 114 upstream FA-45 ohne Befund upstream
FA-20 ohne Befund upstream FA-46 - downstream
FA-21 ohne Befund upstream FA-47 ohne Befund -
FA-22 ohne Befund upstream FA-48 ohne Befund -
FA-23 ohne Befund upstream FA-49 ohne Befund downstream
FA-24 ohne Befund FANCD2-defizient FA-50 ohne Befund -
FA-25 ohne Befund - FA-51 ohne Befund -
FA-26 ohne Befund - FA-52 - -
FA-27 - FANCD2-defizient FA-53 ohne Befund -
FA-28 ohne Befund - FA-54 ohne Befund -
FA-29 ohne Befund downstream FA-55 ohne Befund -
FA-30 ohne Befund upstream
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Eine weitere Klassifizierung wurde durch FANCD2-Immunblots erreicht. Insgesamt acht FA-Gene bilden
zusammen eine funkdonelle, FANC-D2/I-spezifische E3-Ligase. Ist diese defekt oder liegen Mutationen in
FANCI vor, witrd FANCD2 nicht mehr monoubiquitiniert, d.h. im Immunblot ist in diesem Fall die
modifizierte Variante nicht mehr nachweisbar und der Patient wird ciner Upstream-Komplementationsgruppe
zugeordnet. Bei Mutationen in FANCD? ist hingegen kein bzw. nur sehr schwach Restprotein nachweisbar,
wohingegen bei Mutationen in einem Gen nach der FANCD2-Monoubiquitinierung (downstrean) beide
Isoformen detektiert werden kénnen. Bei 30 Patienten konnte eine lymphoblastoide oder transformierte
Fibroblasten-Zelllinie fir diese funktionelle Untersuchung herangezogen werden. Zwei Drittel dieser
Patienten lieBen sich demnach einer Upstream-Gruppe zuordnen, wohingegen sieben Patienten FANCD2-
Doppelbanden aufwiesen (Tabelle 11). Bei drei Patienten fehlten beide Banden, was als klarer Hinweis auf
biallelische Mutationen in F.ANCDZ2 galt. Dabei handelte es sich um FA-09, FA-24 sowie FA-27. Bei einem
weiteren Patienten, FA-08, existierten bereits mehrere FANCD2-Immunblots eines betroffenen
Geschwisterkindes (FA-08.2), welches aufgrund der FANCD2-Defizienz der Komplementationsgruppe FA-
D2 zugeordnet worden war. Ein Beispiel fiir solch einen FANCD2-Immunblot ist in Abbildung 23
dargestellt. Darauf ist zu erkennen, dass bei dem Geschwisterkind FA-08.2, im Vergleich zu einem bereits
bekannten FA-D2-Patienten, Restprotein nachweisbar war. Im Gegensatz dazu waren bei der Analyse einer
transformierten Fibroblastenkultur von FA-08 beide FANCD2-Banden deutlich zu erkennen (Abbildung 23).
Zusitzlich waren noch weitere Banden einer geringeren GroBe erkennbar. Um Mutationen in FANCD?2
nachweisen oder ausschlieBen zu kénnen, wurden die cDNAs beider Geschwister tiberpriift. Allerdings

konnte dabei keine potentiell pathogene Mutation detektiert werden.

N N o
gy &g
I & & & &«

MMC + + 4 + + + o+
KO3 T g FANCD2-L
150 —| A— —— - —~FANCD2-S

FANCD2

RADS0 150 | sy sy oy gt -—-|

Abbildung 23: FANCD2-Immunblot der Geschwister FA-08 (links) und FA-08.2 (rechts) sowie von FA-12. Bei einer Kontrolle ist
deutlich nicht-ubiquitiniertes (FANCD2-S) und ubiquitiniertes (FANCD2-L) FANCD2-Protein zu erkennen, welches bei einem
bekannten FA-D2-Patienten (FA-D2) nicht nachweisbar war. RADS50 diente als Ladungskontrolle.

b. Erfolgreiche Komplementationsgruppen-Zuordnung
37 der 51 am GS Junior sequenzierten Patienten konnten eindeutig einer Komplementationsgruppe
zugeordnet sowie die jeweils zugrunde liegenden Mutationen identifiziert werden. Bis auf FA-36, bei dem das
komplette Material zur Anreicherung verwendet worden war, konnten bei allen klassifizierten Patienten die

Mutationen per Sanger-Sequenzierung validiert werden. Allerdings konnte durch Sequenzierung der
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eltetlichen DNAs von FA-36 zumindest die Segregation der Mutation ¢.1761-2A>C in FANCG bestitigt
werden. Die parentale Segregation der Mutationen konnte bei weiteren 25 Fillen verifiziert werden (£
67,6 %), wohingegen bei drei Patienten nur ein Elternteil und bei den Gibrigen zehn Patienten kein Material der
Eltern zur Verfigung stand. In Tabelle 12 sind die Ergebnisse der Mutationsanalyse aller zugeordneten
Patienten aufgelistet. Darin ist neben dem Effekt auf Proteinebene auch vermerkt, ob die jeweilige Mutation
bereits einen Eintrag in der FA-Datenbank hat und somit schon bei einem anderen FA-Patienten beschrieben
wurde.

Pathogene Mutationen konnten in insgesamt zehn verschiedenen Komplementationsgruppen bestimmt
werden. Ein GroBteil entfiel dabei auf die Untergruppen FA-A (19 Patienten), FA-C (funf Patienten) sowie
FA-G (vier Patienten). Des Weiteren konnte bei drei Patienten die Komplementationsgruppe FA-D2 (FA-09,
FA-24, FA-27) auf molekularer Ebene bestitigt werden. Dabei waten die Mutationen von FA-27 bereits im
Vorfeld bekannt und der Patient war lediglich zur Bestitigung der Anreicherung der Alu-Mutation in
FANCD? in die Analyse ecingeschlossen worden. Zwei neue FA-I-Patienten (FA-33, FA-43) konnten
ebenfalls identifiziert werden sowie je ein Patient der seltenen Komplementationsgruppen FA-E, -F, -L, -N
und -T

Aus Tabelle 12 ist abzulesen, dass insgesamt 54 verschiedene Varianten detektiert werden konnten, wovon 19
in homozygotem Zustand vorlagen. Den geringsten Anteil hatten dabei Missense-Mutationen (n = 10). Des
Weiteren konnten zwo6lf Nonsense- sowie 14 Indel-Mutationen bestitigt werden. Dabei umfasste die Deletion
c.4268_4368+37del, die heterozygot bei FA-13 sowie FA-45 nachgewiesen wurde, beinahe das komplette
Exon 43 in FANCA. In der MLPA-Analyse war diese Deletion bei beiden Patienten zuvor nicht
nachgewiesen worden. Ebenso konnte diese Deletion, wie auch die Deletion der Exons 11-14 in F.ANCA bei
FA-19, nicht mithilfe des CNV-Tools der Auswertesoftware detektiert werden, welche zum Nachweis von
Kopienzahl (copy number variation; CNV)-Varianten in den NGS-Daten genutzt werden kann. Den gré3ten
Anteil (n = 18) an allen nachgewiesenen Mutationen hatten Spleimutationen. Bei drei bereits bekannten und
z.'T. auch in der Literatur beschriebenen Varianten konnte ein neuer Effekt auf Proteinebene gezeigt werden.
Dazu zihlt die 1-bp-Deletion ¢.3639del in FANCA, welche von Balta et al. [Balta et al., 2000] bei einem
tirkischen Patienten als Frameshift-Mutation mit dem Effekt p.E1214Rfs*33 beschrieben wurde. Dieselbe
Mutation wurde bei Patientin FA-13 detektiert, welche ebenfalls tiirkischer Abstammung ist. Eine Analyse der
cDNA der Patientin ergab jedoch, dass es zum Skipping von Exon 37 kommt (Abbildung 24A), was ecine
Verschiebung des Leserasters sowie ein vorzeitiges Stoppcodon (p.F1210Yfs*10) zur Folge hat.

Eine ndhere Untersuchung der mutierten Sequenz mit Hilfe der Mutationsanalyse-Software Alamut, welche
u.a. auf das Programm ESEFinder zugreift, ergab, dass es durch die Deletion zu einer Verinderung

verschiedener exonischer Splicing Enbancer-Motive (ESE) kommt (Abbildung 24B).
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Thabelle 12: Ergebnis der Mutationsanalyse unter Verwendung der Auswertesoftware von NextGENe. ID: Patienten-1D; FA-Gruppe: Komplementationsgruppen-Zuordnung; Ref: Referenz.
LOVD-ID: Die jeweilige ID der Mutation aus der Fanconi-Animie-Mutationsdatenbank (http://www.rockefeller.edu/fanconi/) ist gelistet. Die in der Datenbank vorangestellten ,,0° jeder
ID wurden hier zur Ubersichtlichkeit weggelassen. ,,-“: keine Angabe. ,,2*: unklar.

ID

FA-

Mutation Allel 1

Protein

LOVD-ID

Mutation Allel 2
Protein

Gruppe

LOVD-ID |

[Wijker et | ¢.4010+1_4010+18d [Wijker et
- - *k *
FA-06 | FA-A ¢.856C>T p-Q286 FANCAG4 Yoo ) pDI3I2VA*26  FANCA294  iog

] ] . ] p.[H1229Wfs*4;H122 [Kalb et
FA-09 | FA-D2 ¢.982C>T p.R328 Neu ¢3707G>A O] FANCD22 ™00
FA-12 | FAC c1585A>C p.T529P - Neu c.1585A>C p.T529P Neu

[Balta et al [Moghrabi
FA-13 | FA-A ¢.3639del pFI2I0YE*10  FANCA259 1700 0% | c.4268 4368+37del  p.A1423Efe*15  FANCA_543  eral,
] 2009]

FA-14 | FAA | c893+1G>A p.? - Neu ¢3391A>G pT1131A FANCA_241 ge;roa&z]t
FA-15 | FA-A | c3348+1G>A  pRITI7Ifs*23 - Neu c3348+1G>A pRIT171f5%23 - Neu
FA-17 | FAA | cl567-1G>T  p.V523Kfs*79 - Neu c4009A>T p.D1312V£s¥26 - Neu
FA-18 | FA-A ¢.2851C>T pRISIW  FANCA_205 562%153 2222+1G>T pR7418fs*2 - Neu

[Strathdee
FA-20 | FAC c45G>A pW15* - Neu c.67del p.D231fs*23 FANCC_6 etal,
1992a]
FA21 | FAA c1015G>A p.A339T - Neu c1015G>A p.A339T - Neu
FA22 | FA-A | c2316+1G>A Q742 - Neu c2316+1G>A p.Q742* - Neu

FA-23 | FAC | cl65+1G>T p.? FANCC_24 - c165+1G>T p.? FANCC_24 -

] ] ] pS232insQNNF ~ FANCD2_2  [Kalb etal,, ] . . FANCD2_2  [Kalbet
FA24 | FAD2 | c696-121C>G ; ; 2007 c.696-121C>G p.5232insQNNF - al, 2007]
FA25 | FAG c.787C>T p.Q263* - Neu ¢.787C>T p.Q2063* - Neu
FA-26 | FAA c.2528A>C p.Y843S - Neu ¢3391A>G p.T1131A FANCA_241 5"‘%‘5153

c.274-57_-56insinv
FANCD2_2 [Kalb et al AluYb8 nt36_ [Kalb et
- _ * 5 *
FA-27 | FA-D2 | c3453_3456del  p.N1151Kfs¥46 5 2007 | 319:+dup 27469, p192Yfs*7 FANCD2.8 ™00
57
FA-28 | FA-A c.2638C>T p.R880* FANCA_499 - c.2638C>T p-R880* FANCA_499 -
FA-30 | FAF c.193C>T p.Q65* FANCE_G - c.604del pL.202* FANCE_11 -
[Murer- [Murer-
FA-31 | FAC c.1642C>T pR548* FANCC_5  Orlando et c.1642C>T pR548* FANCC_5 Oiaido
al.,, 1993] 1993
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FA-32 | FAN c.945_954del p.P316Lfs*3 - Neu c.945_954del p.P316Lfs*3 - Neu
FA-33 | FA1 | 2957 2969del  p.V98G6Afs*39 - Neu c3041G>A p.C1014Y - Neu
. [Auerbach
FA-34 | FAG .313G>T pE105* FANCG_15 e[f:l\’?g;%r] c.1182_1192delinsC p.E395Ws*5 FANCG_46  etal,
5 2003]
FA-35 | FA-A C'“f}iéjgdeh p-A454Gfs¥20 - Neu °'1361—1§gd6hn5G p.A454Gf5¥20 - Neu
FA-36 | FAG c.1761-2A>C p? - Neu .1761-2A>C E - Neu
FA-37 | FAL C1A>G pMI? . Neu ¢.1096_1099dup p.T367Nfs13 FANCL._3 [Azhoggi“l"
FA-38 | FA-A c.2796G>A p.W932% - Neu c.2796G>A p.W932% - Neu
FA-39 | FAE c350_351del  p.VI17Afs*11 - Neu c49IT>C p.L164P - Neu
FA-40 | FA-A c4261-2A>C p.L1421Sfs%7 - Neu c4261-2A>C p.L1421Sfs*7 - Neu
FA-41 | FAC c.382del p.D128Tfs*16 - Neu c521+1G>A p.M153Nfs*23 FANCC_28 -
FA-42 | FAA .2557C>T p.R853* FANCA_399 - c.2557C>T p.R853* FANCA_399 -
FA43 | FAI c.2636+4A>G  p.D820_R879del - Neu c3041G>A p.C1014Y - Neu
[Moghrabi
FA-45 | FA-A | c3919_3923dup  p.L1308Ffs*3 - Neu C.4268_4368+37del p.A1423Efs*15 FANCA_543  etal,
2009]
. [Moghrabi
FA-46 | FA-A .1304G>A p.R435H FANCA_599  [Moghrabi c1304G>A p.R435H FANCA_599  etal,
et al., 2009]
2009]
FA-48 | FA-A ¢.2606A>C p-Q869P FANCA_189 56%3153 c2779-1G>T p? - Neu
C.- .
[Rickman p-[G96_1128del;
- - ? -
FA-49 | FA-T 65+60$£168+38 p. UBE2T4 o 0ns) C.384+4A>G - S120VEer2) Neu
FA-50 | FA-A c.1267C>T p.Q423* FANCA_355  Callenct ¢.1267C>T p.Q423* FANCA_355 |Callenct
' ' - al., 2005] ' ' - al., 2005]
FA-51 | FA-A | c¢.3520_3522del pW1174del  FANCA_253 levranct €.3520_3522del p.\W1174del FANCA_253  [Levran et
al, 1997] al,, 1997]
[Demuth et [Demuth
FA-54 | FAG c.1649del PS50 FANCG_I1 ) c.1649del p.T550Tfs*9 FANCG_11 ctal,
5 2000]
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An diese Motive koénnen verschiedene Serin-Arginin-reiche (SR) Proteine binden, welche essenzielle
Spleififaktoren darstellen. Durch die Deletion des Thymins an Position ¢.3639 fillt jeweils ein Sequenzmotiv
fur die SpleiBfaktoren SF2/ASF, SC35, SRp40 sowie SRp55 weg, was eine mogliche Ursache des Exon-
Skippings darstellt.

A Exon 36 Exon 37 B
FANCACcDNAC A G C G A T T T CTCT -
it N\ IJ'\ /\ A\
[\ BIAVAY, / -!!!!F
Kontrolle /\ ! /\/\ /\-" 'u/\ / \JI ﬂ/\ J k‘

SRp55 (3,19)

CTGTCCCAG[TTTCCTCTCCCCTGAGGCTGCCT

FA-13 LCL . — i
CA GC G A:C T AT TG
Exon 36 Exon 38

Abbildung 24: Alternatives Spleilen bei FA-13 aufgrund einer 1-bp-Deletion in FANCA. A: ¢.3639del fithrt auf cDNA-Ebene zum
Skipping von Exon 37, nachgewiesen anhand von ¢cDNA einer lymphoblastoiden Linie (LCL) von FA-13 im Vergleich zu einer
Kontrolle. B: Ubergang von IVS 36 zu Exon 37 (grau). Die kryptische SpleiBakzeptorstelle (AG) in Intron 36 ist fett gedruckt. Die
deletierte Base (rot) ist Teil von Erkennungssequenzen verschiedener Spleif3faktoren. Die Serin-Arginin-reichen (SR)-Proteine sind mit
dem im ESEFinder angegebenen Score fiir die Wildtypsequenz (oberhalb des Exons) sowie fir ¢.3639del (unterhalb des Exons)
entsprechend zu ihrer Erkennungssequenz angegeben.

Im Gegensatz zur vorherigen Mutation war fir ¢.3707G>A in FANCD2 bereits eine Auswirtkung auf das
aberrante Spleilen nachgewiesen worden [Kalb et al., 2007]. Die Sequenzierung der cDNA von Patientin FA-
09 ergab neben der beschriebenen Deletion von 44 bp (c.3684_3727del) noch ein weiteres Splei3produkt, das
durch das Skipping der ersten 31 bp von Exon 37 zustande kommt (Abbildung 25A und B).

A MUT: CGTATGA & —on2 e
: FANCD2¢cDNA C A G:G C AT A C T T T
WT:. CGTGTGA :
Exon 36 Exon 37 Exon 38 FA-09 Fib AN AA AAABRDAA
L Mg et c.3684 3714del C A G'A T G G C T G A A
"~ e c.3684 3727del C A G:A G A A G A C G G
C Exon 6 Exon 7

FANCCcDNAA A G G C G:A A TG G C

A AA AAT.C TCAALZG
Exon 5 Exon 7

Abbildung 25: Nachweis von aberrantem Spleiflen bei bereits beschriebenen Mutationen. A: Schematische Ubersicht verschiedener
aberranter Spleiprodukte, welche durch ¢.3707G>A (rot) in FANCDZ2 hervorgerufen werden. Schwarze gestrichelte Linien oberhalb
der Exons symbolisieren das Spleifen im Wildtyp (WT). Unterhalb ist das Spleimuster bei Vorliegen der Mutation als gestrichelte
und/oder gepunktete Linie dargestellt. Verinderungen dutrch die Mutation sind in rot hervorgehoben. B: Durch Sanger-Sequenzierung
konnten die verschiedenen Spleiprodukte, wie in (A) dargestellt, verifiziert werden. C: Der Effekt von ¢.521+1G>A in FANCC
konnte bei FA-41 als Skipping von Exon 6 bestimmt werden.
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Eine weitere Mutation, c.521+1G>A in FANCC, fand sich bereits zwei Mal in der FA-Rockefeller-
Datenbank (FANCC_000028, Tabelle 14), allerdings war noch kein Effekt der Mutation bestimmt worden.
Da es sich hierbei um die kryptische Splei3donorstelle in Intron sechs handelt, war eine Auswirkung auf das
normale SpleiBmuster zu erwarten. Diese Annahme konnte durch die Sequenzierung der cDNA von FA-41

bestitigt werden, indem das Skipping von Exon 6 nachgewiesen werden konnte (Abbildung 25C).

c. Charakterisierung neuer Mutationen in verschiedenen FA-Genen
Neben einer Vielzahl bereits bekannter Mutationen fanden sich 27 neue Mutationen im untersuchten
Patientenkollektiv. Diese wurden durch in siico-Analyse auf ihre Pathogenitit tberprift. Im Fall einer
potentiellen SpleiBmutation wurde diese, sofern geeignetes Patientenmaterial zur RNA-Isolation vorhanden

war, auf cDNA-Ebene weiter charakterisiert.

Missense-Mutationen
Zu einem Aminosiureaustausch aufgrund einer Basensubstitution kam es auf 15 Allelen bei 13 Patienten,
wovon uber die Hilfte der Mutationen (n = 6/10) bislang bei keinem FA-Patienten beschrieben worden wat.

Diese sind zur Ubersicht in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 13: Neue Missense-Mutationen. Die Klassifizierung der Varianten durch drei verschiedene Mutations-Vorhersageprogramme
ist angefiihrt. Der vom jeweiligen Programm bestimmte Score ist in Klammern angegeben.

. MutationTaster PolyPhen-2
Protein
(p-value) (score)
Disease cansing Deleterions Probably damaging
- J -
FA-21 | FANCA 12 c.1015G>A p-A339T (1) 0) (0,996)
Disease cansing Deleterions Possibly damaging
- J .
FA-26 | FLANCA 27 c.2528A>C p.Y843S (0,99) (0,01) (0,753)
Disease cansing Tolerated Probably damaging
FA-12 | FANCC 15 c.1585A>C p.T529P (0,691) 0,07) (0,940)
Disease cansing Deleterions Probably damaging
- ICE :
FA-39 | FANCE 2 c491T>C p.L164P (1) ) (0,953)
FA-33, . Disease cansing Deleterions Probably damaging
FA-43 FANCI 28 c.3041G>A p.C1014Y () 0) (0,969)
FA-37 | FANCL | 1 c1A>G p.M1? b ”“”("1 §””””g b ”’g)‘;g’”g B zggg”

Vier dieser Varianten betreffen hoch konservierte Aminosiuren in den Upstream-Genen FANCA, FANCE
und FANCIL So zeigte sich bei Patient FA-21 ein homozygoter Austausch eines Alanins nach Threonin
(p-A339T) in Exon 12 von FANCA, welches bis zum Ortholog des Zebrafisches (Danio rerio) konserviert ist
(Abbildung 26A), wohingegen das verdnderte Tyrosin an Position 843 (p.Y843S) in Exon 27 (FA-26) nur bis
zur Ebene des Kugelfisches (Tetraodon nigorividis) vorkommt (Abbildung 26B).
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Exon 12 Exon 27

FAN C A v a M 0 R R aa— T A A I S T

136 340 835 840
¥4 Orthologues {Source: Ensembl]
Human A ] 0 M R K F T A A S ¥
Chimp A v 1} M R K F T A A S Y
Morthern white-cheeked gibbon
Ofive baboon A ¥ 1} M R K F T A A 1 5 ¥
Rat v 1 1} M K K F T A A | S Y
Mouse v 1 1] M K N F T [ A ¥ S Y
Dog v ] R L R K F T (] A | S Y
Piatypus A | R M R R F T A A v S ¥
Chicken v | H K R R F T A A v S Y
Frog v 1 0 C A K F T ] A | S Y
Tetraodon v v A L K R F L L A v c Y
Zebrafish v I A v § [} v C v c v |

Abbildung 26: Hoch konservierte Aminosiuren in Exon 12 und 27 von FANCA, welche bei zwei FA-A-Patienten durch eine
Missense-Mutation verdndert sind. Dargestellt ist die Ansicht des Softwareprogramms Alamut, welches u.a. auf die Datenbank
Ensembl zugreift. Je hoher die Konservierung, desto dunkler sind die Aminoséduren hinterlegt. Bei FA-21 kommt es in Exon 12 durch
die homozygote Mutation ¢.1015G>A zum Austausch eines Alanins (roter Rahmen) gegen ein Threonin. Bei FA-26 fiihrt dagegen die
heterozygote Substitution ¢.2528 A>C zum Austausch eines konservierten Tyrosins in Exon 27 (p.Y843S).

Im N-terminalen Bereich von FANCE konnte auf dem maternalen Allel einer indischen Patientin (FA-39) der
Austausch einer hochkonservierten Aminosiure nachgewiesen werden. So wird durch die Substitution

c.491C>T (Abbildung 27A) in Exon 2 ein Leucin durch ein Prolin ersetzt.

A B o4l 42

FANCEEx2 G ACA G C T C CA A AG
990 10@0 1010 1@2@

988 LSRLLEPTSPQFVQMLSWTS ICKEYSQEDASFCKSLMNLF mouse

A/ /\ /\/\ M /\ /\ 992 LSKLLEPSSPQFVOMLSWTSKICKENSREDALFCKSLMNLL human

FA-39 Blut 984 | SKLLEPSSPQFVQMLSWTSKIICKENSWEDASFCKGLMNLL pig
/\ /\/\AA/\ 991 LSKLLDPGSQQFLQFLTWTVKI

Mutter FA-39 Z\

ENALEDLSCCKGLLTLL chick
998 LSRLLAPSSPQFVQMLSWTVKICKETNIEDVQFCKGLMNLL frog

989 LSRQLSPSSQOFLQMITWTVKICKETNFEDIALTKGLLSLL fish

Position | 9:97 864,075 9.97 864,080 9:97 864,085 D
C 7540 FANCLEXI C G A G CCIATG GC G G
530
L T Q D
Translation L P Q D A *
A L A A G G T c T G G T c \
C%?.,fseéﬁgﬁg 4 C A A 6 6 6 C T 6 6 T ¢ MI' | /\ A /\ /\/V\ /\
PieUpla ¢ A A G GEGIIC T G G T C FA-37 Blut [ JAY
A C A A G CEE T 6 6 T ¢
A C A A G CHEEES: T G G T C
(A C A A G GBI T G G T ¢C . *
A C A A G GEEE T G 6 T C "
1111 11l A/
3
A C A A G MBS T G G T C Mutter FA-37 : :

Abbildung 27: Missense-Mutationen in weiteren FA-Genen. A: Die Substitution ¢.491T>C (Stern) in FANCE konnte bei FA-39
sowie deren Mutter heterozygot nachgewiesen werden. B: Das Cystein an Position 1014 in FANCI (roter Rahmen) ist hoch

konsetviert und befindet sich in einer a-helikalen Solenoid-Domine (griin). Alle konsetvierten Aminosduren sind gelb hinterlegt.
Verindert nach [Joo et al., 2011]. C: NextGENe-Darstellung der homozygoten Missense-Mutation ¢.1585A>C in F.ANCC bei FA-12.
Angegeben ist die revers-komplementire Sequenz. D: Bestitigung von ¢.1A>G (Stern) in FANCL bei FA-37. Die Mutter war hier
Ubertrigerin der Mutation. Das Startcodon ist grau hinterlegt. ,,Ex“: Exon.

Des Weiteren sind beide neu identifizierten FA-I-Patientinnen (FA-33 und FA-43) heterozygot fir die
Missense-Mutation ¢.3041G>A (rs140404896), welche zum Austausch eines konservierten Cysteins durch cin
Prolin in der Solenoid-3-Domine fithrt (p.C1014Y) (Abbildung 27B). Im Browser des Exome Aggregation
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Consortinm (ExAC) findet sich diese Variante, als einzige der neu beschriebenen Missense-Mutationen, mit
einer Allelfrequenz von 7,42*%10-5 gelistet.

Nur eine moderate Konservierung weist hingegen die Aminosédure Threonin in Exon 15 des FANCC-Gens an
Position 529 auf. Der zugrunde liegende Basenaustausch c.1585A>C (rs587778326) wurde mit einer
Abdeckung von 67x homozygot in FA-12 detektiert und ist in Abbildung 27C dargestellt. Der Patient war
zuvor mittels FANCD2-Immunblot-Analyse als #pstream eingestuft worden (Abbildung 23). Die parentale
Segregation der Mutation konnte hier bestitigt werden. Dies galt ebenso fur Patient FA-37, fir den die
Mutation c¢.1A>G in FANCL dem maternalen Allel zugeordnet wurde (Abbildung 27D). Eine verldssliche
Vorhersage durch SIFT und PolyPhen-2 war hier nicht gegeben, da beide Programme den Vetlust des
Startcodons nicht berticksichtigen, sondern vielmehr den Aminosdureaustausch an sich bewerten. Da die
Startsequenz zur Translation verloren geht, kann diese Mutation als krankheitsverursachend eingestuft

werden.

Nonsense-Mutationen

Substitutionen, die ein Basentriplett zu einem Stopp-Codon dndern, werden von MutationTaster automatisch
als krankheitsverursachend ecingestuft. Bei den anderen beiden verwendeten Mutationsvorhersage-
Programmen, SIFT und PolyPhen-2, ist die Vorhersage eines solchen Austausches nicht méglich.

Die meisten Nonsense-Mutationen (n = 5/12) konnten in FFANCA nachgewiesen werden. Darunter befand
sich eine unbeschriebene homozygote Substitution in Exon 29 (c.2796G>A), welche bei FA-38, ciner
Patientin syrischer Abstammung, identifiziert werden konnte (Tabelle 12). Abbildung 28A zeigt diese
Mutation, welche zum Austausch eines Tryptophans gegen ein Stoppcodon an Aminosdureposition 932 fiihrt.
Die Segregation der Mutation innerhalb der Familie konnte ebenfalls bestitigt werden.

Da bei den Eltern von FA-25 asiatischer Abstammung cin konsanguiner Hintergrund vorlag, wurde auch hier
nach homozygoten Varianten gefiltert. Im Vorfeld war die Diagnose FA aufgrund von klinischen Merkmalen
gestellt und durch die Untersuchung des G2-Phase-Arrests per Durchflusszytometrie gesichert worden. Als
besondere Merkmale wurde ein duplizierter Daumen sowie die Graufirbung der Haare im Kleinkindesalter
beschrieben, welche spiter aber nachdunkelten. In FANCG fand sich die homozygote Mutation ¢.787C>T
(rs149721361) (Abbildung 28B), die bereits in Exon 7 zu einem vorzeitigen Stopp-Codon (p.Q263*) fithrt und
bei beiden Eltern heterozygot vorlag. Diese Variante hatte als einzige der neu entdeckten Nonsense-
Mutationen eine dbSNP-Nummer sowie einen Eintrag im ExAC-Browser. Dort wird die Variante einmal
heterozygot bei einer Person aus Siidasien aufgefihrt und mit einer Allelfrequenz von 8,238%10-6 angegeben.
Weiterhin konnte bei FA-20 aus Deutschland in EANCC eine Basensubstitution ermittelt werden, welche auf
Proteinebene zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation fithrt. In diesem Fall (c.45G>A) kommt es
bereits schon in Exon 2 zu einem Stoppcodon (p.W15%). Die Mutation war in den NGS-Daten 56x
abgedeckt. Nur wenige Basen weiter downstream konnte zudem die zweite Mutation, c.67del, auf denselben

Reads detektiert werden (Abbildung 28C). Anhand der NGS-Daten wird deutlich, dass die Mutationen auf
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unterschiedlichen Allelen liegen, da auf einem Read jeweils nur eine Mutation vorkommt. Eine parentale
Zuordnung war aus Ermangelung elterlicher DNA allerdings nicht mdéglich. Anders verhielt es sich bei einer
weiteren deutschen Patientin, FA-09. Durch einen FANCD2-Immunblot war diese vor der Anreicherung
schon durch eine Defizienz an FANCD2-Protein aufgefallen (Abbildung 28D). Neben einer paternalen
Missense-Mutation (c.3707G>A) in Exon 37 von FANCD?2 konnte die compound-heterozygote Nonsense-
Mutation ¢.982C>T (p.R328*) in Exon 12 eindeutig dem maternalen Allel zugeordnet werden, wohingegen

das paternale Allel die Wildtypsequenz an dieser Stelle aufwies (Abbildung 28E).

Positi :
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H L w D *
Translation H L X D A A ,\" : " A
G T G T A A C { ] A G T [ T i ! { B A |
Qoferencel g 1 6 T A A T C A 6 T C T i wf"- '.fl'/\'./\'l'/\
17 1 | i\ | X
Plele) 6 1T 6 1 A AGEERC A G T C T FA-25Blut  Lawld \ AR ALY ER VR
8 T G T A AGEE A G T € T
] 6 T 6 T A AGNES A G T C T A A * 3
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Abbildung 28: Neu identifizierte Nonsense-Mutationen in verschiedenen FA-Genen. A: Ansicht der homozygoten Nonsense-
Mutation ¢.2796G>A (blau) in Exon 29 von FANCA bei FA-38 in der NextGENe-Software (oben). Dargestellt ist die
komplementire Sequenz. Sanger-Sequenzierung von DNA aus Blut bestitigte die Mutation (Stern) (unten). B: Segregation der
Substitution ¢.787C>T (Stern) in FANCG bei FA-25, welche ebenfalls zu einem vorzeitigen Stopp fithrt. C: Bei FA-20 konnte
heterozygot eine Substitution (c.45G>A; blau) sowie eine 1 bp-Deletion (c.67del; rosa) in Exon 2 von FANCC detektiert werden.
Abgebildet ist die Reverssequenz in der Darstellung der NextGENe-Software. D: Patientin FA-09 (roter Rahmen) war per FANCD2-
Immunblot der Komplementationsgruppe FA-D2 zugeordnet worden. E: Eine heterozygote Nonsense-Mutation (c.982C>T) (Stern)
in FANCD?2 konnte in gDNA aus primiren Fibroblasten (Fib) bei FA-09 detektiert und die familidte Segregation per Sanget-
Sequenzierung bestitigt werden. ,,Ex“: Exon.
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Indel-Mutationen

Die Mehrzahl aller identifizierten Indel-Mutationen (n = 12/14) hatte auf cDNA-Ebene eine Vetschiebung
des Leserasters zur Ursache. Eine Ausnahme bildet dabei die grole Deletion in UBE2T von FA-49, welche
die Exons zwei bis sechs umfasst und auch das in Exon zwei befindliche Startcodon betrifft (Tabelle 12).
Zudem wurde eine zn-frame Deletion der Aminosidure Tryptophan an Position 1174 in Exon 36 des FANCA-
Gens bei FA-51 homozygot nachgewiesen. Mit der Vorhersage beziiglich der Pathogenitit von Indel-
Mutationen verhilt es sich wie bei den Nonsense-Mutationen.

Sechs Indel-Mutationen waren vorher noch bei keinem FA-Patienten beschrieben worden und werden im
Folgenden kurz erldutert. In FANCA konnte zunichst eine homozygote Indel-Mutation in Exon 15
(c.1361_1374delinsGAG) bei FA-35 bestimmt werden. Die Deletion von neun Nukleotiden mit gleichzeitiger
Insertion der Sequenz GAG war von der NGS-Mutationsanalysesoftware zwar erkannt worden (Abbildung
29A). Im Mutationsbericht der Software war sie allerdings als ¢.1361_1370del aufgefiihrt, da die Insertion von
drei Basen nicht mit bertcksichtigt wurde. Durch Sanger-Sequenzierung lieB sich die Mutation richtig
definieren. Neben der bei bereits zwei FA-L-Patienten beschriebenen Duplikation ¢.1096_1099dup
(FANCL_000003), die auch bei FA-37 heterozygot nachgewiesen wurde (Tabelle 12), war ¢.3919_3923dup in
FANCA bei FA-45 die einzige pathogene Duplikation, welche bei den untersuchten Patienten gefunden
wurde (Abbildung 29B).

Daneben konnten vier kleinere Deletionen in der untersuchten FA-Patientengruppe ermittelt werden. Dazu
zihlt ¢.382del in FANCC (p.D128Ifs*16), welche heterozygot bei einer aus Afrika stammenden Patientin (FA-
41) detektiert wurde. Die Bestitigung der Mutation durch Sanger-Sequenzierung ist in Abbildung 29C
dargestellt. Bei FA-39 konnte in Exon 2 von FANCE neben der bereits beschriebenen Missense-Mutation
c.491T>C die Deletion ¢.350_351del bestitigt werden. Die Deletion betrifft eine kurze, 2-bp-Repeatsequenz.
Diese Mutation fand sich allerdings nicht in den NGS-Daten wieder (Abbildung 29D), sondern wurde erst
durch Sanger-Sequenzierung der Patienten-cDNA nachgewiesen (Abbildung 29E). Wie sich herausstellte,
handelte es sich bei der zur Anreicherung verwendeten DNA nicht um die der Indexpatientin, sondern um ein
nicht-betroffenes Geschwisterkind, das lediglich heterozygoter Triger der Missense-Mutation ist. Aus einer
lymphoblastoiden Linie der Patientin wurde gDNA isoliert und diese Mutation verifiziert (Abbildung 29E).
Weiterhin konnte die Deletion dem paternalen Allel zugeordnet werden.

Auch bei FA-33 finnischer Abstammung konnte die zweite compound-heterozygote Mutation in Form einer
Deletion identifiziert werden. Hier war bereits die Missense-Mutation ¢.3041G>A (p.C1014Y) in FANCI dem
paternalen Allel zugeordnet worden, wohingegen die Deletion ¢.2957_2969del (rs762390984) in Exon 27 von
der Mutter der Patientin Ubertragen wurde. In den Daten des 7000 Genomes Projects findet sich diese
Sequenzverinderung nicht, im ExAC-Browser ist sie hingegen 24 Mal, jeweils heterozygot, gelistet. Am
hiufigsten (n = 19) wurde diese Variante in Probanden finnischer Abstammung (n = 6614) nachgewiesen, was

einer Allelfrequenz von 2,873*10- entspricht. Betrachtet man die Mutation der finnischen Personen im IGV-
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Viewer, so ist zu erkennen, dass die Deletion im Viewer nicht entsprechend der tatsichlichen Bruchpunkte

alignt wurde. Ein Ausschnitt dieser Ansicht ist in Abbildung 29E dargestellt.
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Abbildung 29: Neu identifizierte Indel-Mutationen in verschiedenen FA-Genen. A: Die Indel-Mutation ¢.1361_1374delinsGAG
(blau) in Exon 15 von FANCA wurde bei FA-35 homozygot nachgewiesen. Abgebildet ist die Mutation in der Darstellung der
NextGENe-Software, welche die revers-komplementire Sequenz angibt. B: Eine Duplikation von 5 bp (unterstrichen) konnte in Exon
39 von FANCA bei FA-45 nachgewiesen werden. C: Bei FA-41 fand sich dagegen eine 1 bp-Deletion in FANCC (c.382del;
unterstrichen). D: In den NGS-Daten konnte ¢.350_351del in FANCE (roter Rahmen) nicht identifiziert werden, da es sich um das
nicht betroffene Geschwisterkind handelte. Durch die Analyse der cDNA und gDNA eciner lymphoblastoiden Zelllinie (LCL) der
Index-Patientin (FA-39) konnte die compound-heterozygote Mutation identifiziert werden. E: IGV-Ansicht zu ¢.2957_2969del (roter
Rahmen) in FANCI bei einem finnischen Probanden, der im ExAC-Browser mit dieser Mutation heterozygot gelistet ist. Grau:
Abdeckung. Rot: Forward-Reads. Blau: Revers-Reads. Schwarze Linie: Deletion. Orange: Austausch C>G. F: Ansicht der
Anreicherungsdaten zu FA-32 im IGV-Viewer. Dargestellt ist die Deletion ¢.945_954del (roter Rahmen) in PAILB2. Farbgebung: siche
E. ,,Ex®“: Exon.
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Auch die letzte neue Indel-Mutation, ¢.945_954del (rs781282667) in PAIBZ2, fand sich heterozygot im ExAC-
Browser wieder und war dort mit einer Allelfrequenz von 8,25*¥10¢ angegeben. Bei den Eltern von FA-32 war
eine Konsanguinitit bekannt und erwartungsgemil lag diese Mutation homozygot vor (Abbildung 29F). Des
Weiteren war im Vorfeld aufgrund des schweren Phinotyps (u.a. Wilms-Tumor im Kleinkindesalter) der
Verdacht auf Mutationen in PAILLB2 gestellt worden, was anhand der NGS-Datenanalyse bestitigt werden

konnte.

SpleifSmutationen

Am hiufigsten (n = 18) konnten Mutationen nachgewiesen werden, die sich auf den Spleiivorgang auswirken
und so zu einer verinderten mRNA-Synthese fiihren. Darunter befanden sich elf Substitutionen, die noch
nicht in der internationalen FA-Mutationsdatenbank gelistet waren und in Tabelle 14 zusammengefasst sind.
In zwei Fillen war kein Patientenmaterial zur RNA-Isolation vorhanden, so dass ein Effekt auf das Splei3en
nicht nachgewiesen werden konnte. Dazu gehért die Verdnderung der kanonischen Spleilakzeptorsequenz in
Intron 28 von FANCA, verursacht durch ¢.2779-1G>T (FA-48). Zudem konnte der Effekt von ¢.1761-
2A>C in FANCG (rs765150956) nicht bestimmt werden (FA-36). Diese Variante fand sich im ExAC-

Browser bei einer Person heterozygot aufgefiihrt, die, wie FA-306, siidasiatischer Abstammung war.

Tabelle 14: Ubersicht iiber neu identifizierte SpleiBmutationen in FA-Genen.

ID Gen Exon/ cDNA Protein RNA Bemerkung
Intron

} . 5 1.[888_893delins893 | Insertion Exon 10a &
FA-14 | PANCA | IVS10 | c893+1G>A p- +87_893+2157] | Exonisicrung IVS 10a
FA-17 | FANCA | 1VS16 | c1567-1G>T | p.V523Kfs*79 £.1567_1576del Skipping von 10 bp

von Exon 17

) . " 1.2222_2223ins2222 .

FA-18 | FANCA IVS24 c.2222+1G>T p-R741Sfs*2 +1_2202+304 Exonisierung IVS 24
[r.2222_2223ins2222
+1_2222+304;1.231 Exonisierung IVS 24

- J ? = >

FA-22 | FANCA IVS25 c2316+1G>A p.r 6._2317ins2316+1 2 & IVS 25
316+141]
FA-48 | FANCA IVS28 c.2779-1G>T p-? r.? -

} . . 1r.3348_3349ins3348 Exonisierung von
FA-15 | FANCA IVS33 c3348+1G>A | p.R1117Ifs*23 +1 33484205 205 bp von IVS 33
FA-17 | FANCA | Exon 40 c.4009A>T p-D1312V£s*26 1.3935_4010del Exon 40 Skipping

) . . p.L1421_D1427 | 1.4260_4261ins4261- Exonisierung von
FA-40 ) FANCA V542 c.4261-2A>C delinsSPSPVV* 66_4261-1 66 bp von IVS 42
FA-36 | FANCG 1VS13 c.1761-2A>C p.? r.? -

FA-43 | FANCI 1VS24 c.2636+4A>G | p.D820_R879del 1.2457_26306del Exon 24 Skipping
[r.286_384del;r.384_ Exon 5 Skipping &
FA-49 | FANCT IVS5 c.384+4A>G p-G96_1128del | 385ins384+1_384+1 | Exonisierung von IVS
42] 5

Wie alle der in Tabelle 14 aufgelisteten neuen SpleiBmutationen wurden die beiden nicht niher untersuchten

Varianten von MutationTaster als krankheitsverursachend eingestuft (p-value 2

95

0,995). Verschiedene
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Spleilvorhersageprogramme hatten jeweils den Wegfall der kanonischen Spleilakzeptorstelle angezeigt
(Abbildung 30A+B). Wie in Abbildung 30A dargestellt, wurde fiur ¢.2779-1G>T in FANCA von drei
Programmen, die mit der Alamut-Software verlinkt sind, die Aktivierung einer kryptischen Akzeptorstelle in

Exon 29 angegeben.

A NM_000135.2(FANCA):c.2779-1G>T B NM_004629. 1(FANCG):c. 1761-2A>C - [c.1760+54 (Intron 13) - c.
SpliceSiteFinder-like | [0-100] SpliceSiteFinder-like | [0-100]
MaxEntScan [0-12] MaxEntScan [0-12] -11
NNSPLICE 5 . 0-1] NNSPLICE 5 1 101
GeneSplicer [0-15] GeneSplicer [0-15]
Human Splicing Finder | [0-100] Human Splicing Finder | [0-100] 0742
2779-10 2779 2790 1761-10 1761 1770 1780
Reference Sequence TGCTCTCTTTCTCA@TAACTTACCAA@CTGGTT |Re(erence§equence CTTCTTTCTCTCCZ:(#TCTCTCCCCCTGTACCTAQ\A
SpliceSiteFinder-like | [0-100] s2.7ll SpliceSiteFinder-like | [0-100] op.oll
MaxEntScan [0-16] 9.8 MaxEntScan [0-16] 15.30
NNSPLICE 3 T [01] ol e 3 ' = ol
GeneSplicer [0-15] i ia GeneSplicer 0-15] s Eher
Human Splicing Finder | [0-100 so.4fl : Human Splicing Finder | [0-100] 95.3]
Branch Points [0-100] I “‘, Branch Points [0-100]
SpliceSiteFinder-like | [0-100] SpliceSiteFinder-like 0-100]
MaxEntScan [0-12] MaxEntScan 0-12]
NNSPLICE 5 v [0-1 NNSPLICE 5 v [0
GeneSplicer [0-15] GeneSplicer [0-15]
Human Splicing Finder | [0-100] Human Splicing Finder | [0-100] H69.4
2779-10 2779 2790 1761-10 1761 1770 1780
Mutated Sequence TGCTCTCTTTCTCATITTAACTTACCAAGACTGGTT Mutated Sequence CTTCTTTCTCTCCEGFTCTCTCCCCCTGTACCTAG‘AA
SpliceSiteFinder-like | [0-100] 71.60 SpliceSiteFinder-like | [0-100]
MaxEntScan [0-16] . MaxEntScan [0-16]
NNSPLICE 3 : [0-1] NNSPLICE 3 b [0-1
GeneSplicer [0-15] 200 GeneSplicer [0-15] 65
Human Splicing Finder | [0-100 Human Splicing Finder | [0-100]
Branch Points [0-100] ] J Branch Points [0-100]

Abbildung 30: Spleivorhersage durch die Software Alamut. A: Fiir ¢.2779-1G>T in FAANCA gaben alle finf Vorhersageprogramme
den Verlust des kryptischen Spleiakzeptors an. Durch drei Programme wurde die Entstehung ciner alternativen Akzeptorstelle
vorhergesagt und bewertet. B: Bei ¢.1761-2A>C in FANCG wurde ebenfalls von allen Programmen der Verlust der
SpleiBakzeptorstelle angegeben.

Fir die tbrigen neun Varianten konnte eine Auswirkung auf das Spleifen durch die Analyse der cDNA
bestitigt werden. Dazu zihlt die Substitution ¢.893+1G>A (IVS 10) in F.ANCA, welche heterozygot bei FA-
14 tirkischer Abstammung sowie einem ebenfalls betroffenen Geschwisterkind nachgewiesen werden konnte.
Fir die kanonische Spleildonorstelle von Intron 10 ist bereits der Austausch G>T (FANCA_000069) bei
italienischen Patienten in der Literatur beschrieben [Savino et al., 1997; Savino et al., 2003]. Darin wird neben
der Insertion des alternativ gespleiiten Exons 10a (Aewession No. AJ131188), welches eine GrdB3e von 129 bp
besitzt, die Exonisierung von 86 bp von Intron 10a (Sequenz zwischen Exon 10 und 10a) beschrieben. Das
Vorhandensein von Exon 10a wurde auch bei Kontrollen gezeigt, was durch eigene cDNA-Analysen bestitigt
werden konnte. Analog zur bei Savino et al. 2003 [Savino et al., 2003] angegebenen PCR konnten bei FA-14
ebenfalls drei PCR-Produkte bestimmt werden. Diese wurden jeweils aus dem Agarosegel ausgeschnitten,
aufgereinigt und sequenziert. Neben der Wildtypsequenz, welche dem kleinsten PCR-Produkt entsprach, lie3
sich die Exonisierung von Intron 10a bestitigen (Produkt mittlerer GréBe) (Abbildung 31A). Allerdings kam
es schon sechs Basen weiter #pstream als zuvor beschrieben zur Uberlagerung der Sequenzen. Dies lisst sich
auf die Verwendung eines kryptischen Spleildonors in Exon 10 zurtckfiihren (Abbildung 31A+C), welcher

von verschiedenen Vorhersageprogrammen (MaxEntScan, GeneSplicer, Human Splicing Finder) als
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kryptische SpleiBistelle angegeben war. Eine Erhohung des Scores fur diese Stelle durch die Mutation
c.893+1G>A hatte jedoch keines der Programme angegeben. Die komplette Sequenz des grofiten PCR-
Produktes war nicht auswertbar, der Ubergang von Exon 11 zu Exon 10a konnte mit dem Revers-Primer

jedoch nachgewiesen werden (Abbildung 31B). Zusitzlich wurde die Exonisierung von Intron 10a bestimmt.

A Exon 10 Exon 11 B Exon 10 Exon 11
FANCACDNATGAGEGTGCTGGTTCG FANCACDNAG T G C TG:GTTCGG AGT
VNARARS Ny
f d N Ny TR M H ! r/
FA-14 M* { \ /\ Va\TAV/AY. AMAM FA-14 L“ 4 v /
T GAGAGCTTCAGC AG CGGAAG:GTTCGG A GT
Exon 10 Exon 10a Exon 10a Exon 11
C  mur

WT

Abbildung 31: Aberrantes Spleien durch ¢.893+1G>A in FANCA, das bei FA-14 nachgewiesen werden konnte. A: Bei der Isolation
und Sequenzierung des PCR-Produktes mittlerer Lange (M) konnte neben der Wildtypsequenz die Insertion von Exon 10a
nachgewiesen werden. Dabei kommt es zum Skipping der letzten sechs Basen von Exon 10 (unterstrichen). B: Das lingste Produkt
(L) zeigte neben der Insertion von Exon 10a die Exonisierung von Intron 10a. C: Eine Ubersicht des beschriebenen aberranten
SpleiBens ist schematisch zusammengefasst. In der unteren Hilfte der Darstellung ist das alternative Spleifen durch die
Wildtypsequenz abgebildet, welches auch die Insertion von Exon 10a beinhaltet (graue gestrichelte Linie). Die Substitution von
c.893+1G>A (Pfeil) fithrt zur Aktivierung einer kryptischen Spleilstelle in Exon 10 (rot) und hat die Insertion von Exon 10a (rote
gestrichelte Linie) oder zusitzlich die Exonisierung von Intron 10a (gepunktete rote Linie) zur Folge. Verdndert nach [Savino et al.,
2003].

Wie aus Tabelle 14 ersichtlich und in Abbildung 32 dargestellt, konnten drei weitere neue Substitutionen an
kanonischen Splei3donorstellen in FLANCA identifiziert werden, welche jeweils die Exonisierung intronischer
Sequenzen zur Folge haben. Die Diagnose FA war bei FA-18 anhand von peripheren Blutlymphozyten
gestellt worden, bei der es keine Hinweise fiir eine Mosaikbildung gab. Zur Anreicherung war deshalb gDNA
aus einer Blutprobe verwendet worden, die wenige Monate nach der Diagnosestellung zur Subtypisierung
eingesandt wurde. Erst nachdem in den NGS-Daten nur eine als pathogen eingestufte heterozygote Mutation
in FANCA gelistet und diese Missense-Mutation (c.2851C>T) per Sanger-Sequenzierung bestitigt worden
war, wurde DNA aus primiren Fibroblasten auf weitere Varianten tiberprift. Anhand dieser Probe konnte
€.2222+1G>T (rs775388912) als zweite compound-heterozygote Mutation festgestellt (Abbildung 32A) und
der Nachweis fir ein bestehendes Mosaik im hidmatopoetischen System erbracht werden. Beide Mutationen
konnten formal jeweils einem paternalen Allel zugeordnet werden. In den Spleiivorhersageprogrammen war
durch diese Mutation, neben dem Verlust der kanonischen Spleiidonorstelle, auch der Ausfall einer
SF2/ASF-SpleiBlenhancerstelle angegeben. Auf cDNA-Ebene konnte schlieSlich die Exonisierung der Intron

24-Sequenz nachgewiesen werden (Abbildung 32B). Die Exonisierung eines ganzen Introns wird ebenfalls
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durch ¢.2316+1G>A ausgeldst, welche homozygot bei FA-22 in den NGS-Daten gelistet war. Hier konnte
auf cDNA-Ebene die homozygote Exonisierung von Intron 25 (Abbildung 32C) nachgewiesen werden.
Zusitzlich wurde die heterozygote Exonisierung von Intron 24 sowie einer Teilsequenz von Intron 24 ab
Position ¢.2222+102 festgestellt (Abbildung 32D). Bei der NGS-Analyse von FA-15 konnte in Intron 33 mit
¢.3348-1G>A eine weitere Spleiidonor-Verinderung in FANCA belegt werden. Diese Substitution hat die
Aktivierung einer kryptischen Spleildonorstelle in Intron 33 zur Folge (Abbildung 32E), was zur
Exonisierung von 205 bp fihrt (r.3348_3349ins3348+1_3348+205).

A [ranca GG AG AGGTGAAGG | B Exon 24 : Exon 25
Ex24/IVS24 FANCAC(DNAG G AG AG.GCA GG G

A/\ W\ /\ /\;ﬂ'\\ /\ 4 /\ [\ P AVAV A /\ /\A N A A\
FA-18 Blut o AA P /\N\/\/\/\/\

* ,’\
\ G G AG AG'T TG A AG
20 M| m—
FA-18 Fib A/_\ f\ A/\* !/_\ /\ Exon 24 IVS 24

C Exon 25 Exon 26 D Exon 24 Exon 25
FANCACDNA C AC CA G:G G C CC G FANCACcDNA G G A G AGEGCAGGG

Kontrolle /\\ j\ A /\N\AN\/\ Kontrolle M AN N\A A M
D% ;
FA-22 LCL /\ /\/\ /\ AVAN /\ /\ O I RRVAVAN AA AVAVAVAVN

CACC CAG.GTGAC G G G AG AG:GT G A AG
Exon 25 IVS 25 Exon 24 IVS 24
E Exon 33 Exon 34

FANCACDNAG A G A TGEA G A AAC
I/.\ E

NANSN \L\;_* ANNAN

.M N\

FA15LCL £\ JAVAVAVVAY) ‘-.,5/\/.&#*

G A GATG:GTA GG T
Exon 33 VS 33

Abbildung 32: Spleildonormutationen in FLANCA. A: Bei der Sequenzierung von DNA aus Blut und Fibroblasten (Fib) von FA-18
konnte die Reversion der Substitution ¢.2222+1G>T (Stern) nachgewiesen werden. B: Auf ¢cDNA-Ebene wurde als Folge dieser
Spleimutation die Exonisierung von Intron 24 bestimmt. C: Die Substitution ¢.2316+1G>A (Stern) in Intron 25 von FANCA
konnte bei FA-22 verifiziert werden. Durch ¢cDNA-Sequenzierung wurde die Exonisierung der IVS 25-Sequenz nachgewiesen. D:
Daneben konnte die Exonisierung von IVS 24 belegt werden. Dabei fiel ecin weiteres SpleiBprodukt auf, das sich als
1.2222_2223ins2222+102_2213-1 herausstellte und als heterozygote Uberlagerung erkennbar ist. E: Bei FA-15 fiihrt die homozygote
Mutation ¢.3348+1G>A (Stern) in FANCA zur Exonisierung der ersten 205 bp von IVS 24. [ Ex“: Exon. ,,JVS“: Intron. ,,LCL:
Lymphoblastoide Zelllinie.

Ferner konnten in FANCA zwei Mutationen bestimmt werden, welche die kanonische Spleilakzeptorsequenz
verandern. Dazu zihlt ¢.1567-1G>T in Intron 16, die bei FA-17 in den NGS-Daten bestimmt wurde.
Spleiivorhersageprogramme hatten die potentielle Nutzung einer kryptischen SpleiBlakzeptorstelle innerhalb

von Exon 17 angezeigt (Abbildung 33A).
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A

SpliceSiteFinder-like |[0-100]

MaxEntScan [0-12) =
NNSPLICE 5 ¥ [0-1]

GeneSplicer [0-15]

Human Splicing Finder | [0-100] I732

21567-20 1567-1 567 1580

=19

1590 1600 1610 1626

Reference Sequence [TCATTCTGTGTCTT CCCT GAA@TTT CTATAGAAAACAT GGGACT CTACGAGGATTT GT CAT CAGCT GGGGACAT TACT GAGGTAATGTTG

SpliceSiteFinder-like |[0-100] 82.6l
MaxEntScan [0-16] 9.0 0.5=
NNSPLICE 3' [0-1] opll ol
GeneSplicer [0-15] wp=
Human Splicing Finder |[0-100] sa.1ll 76.70

0
Branch Points

SpliceSiteFinder-like
MaxEntScan
NNSPLICE 5'
GeneSplicer [0
Human Splicing Finder | [0-100

Mutated Sequence T C. 'I;T CTGTGT CTfCCCT GAAW&ATGGGACTC'I;AC GAGGATT;I; GT CATCACf’T GGGGACATTACT GA@+AAT GTTG

SpliceSiteFinder-like 7s.20
MaxEntScan 7.08
NNSPLICE 3 x 0.9
GeneSplicer 0 e
Human Splicing Finder | [0-100] 2040

Branch Points [0-100]

FANCA CCTGAAGG T T TCT
IVS16/Ex17

RIS AVAVS \/\ .Vf /\A/W\/\/\
FA-17 Fib [\.A/ A -‘"';\‘I"‘-‘ [ ;\\/\/\N [WAVAY

FANCAEx40 T T T TAC A G GTA C C

FA-17 LCL /\/\/\J\ A */7@/\1\/\70(
FA-17 Fib AL/&/\ A"““I‘ I‘M\ j\/\/\ gf\ N m

MUT
¢-""““h-.-.-—--- en
(eI Exon 40 ... TACAG I I IENe GA  ACG... Exon 41
WT - e
Exon 39 Exon 40 Exon 42 Exon 43
FANCA cDNA A G A G TG A C CTC A FANCACDNA G C A G A G'C TG C TG
Kontrolle Kontrolle /\[\I /\ MA\
NN i
FA-17 Fib AV /\/\ f\/\f\ﬂN\ /\/\ /\/\/\/\/\/\/\/K\
c.3035 4010del A G A G T G:. T C TTOCT FA-40 Blut .
c30354033de|AGAGTGACGCGG T CACATG!C TGC TG
Exon 39 Exon 41 VS 42 Exon 43

Abbildung 33: Spleiakzeptormutationen in FAANCA. A: Von verschiedenen Vorhersageprogrammen wurde als Folge von ¢.1567-

1G>T in Intron 16 die Aktivierung eines kryptischen SpleiBakzeptors in Exon 17 angegeben. Datgestellt ist die Ansicht in Alamut.

Das Skipping von 10 bp (rot hintetlegt) konnte auf cDNA-Ebene bestitigt werden. B: Die Mutation ¢.1567-1G>T (Stetn) war nicht in
ciner lymphoblastoiden Linie (LCL), aber in DNA aus primiren Fibroblasten (Fib) nachweisbar. C: Dagegen wurde die Mutation

c.4009A>T in Exon 40 bei FA-17 in beiden Zelltypen bestitigt. D: Schematische Ubersicht des aberranten Spleiens, ausgelst durch

c.4009A>T. Wildtypisches SpleiBlen ist in der unteren Hilfte abgebildet. Durch die Substitution in Exon 40 (Pfeil) kommt es sowohl
zum Skipping von Exon 40 (c.3035_4010del) (rote gestrichelte Linie) als auch zur Aktivierung einer kryptischen Spleilakzeptorstelle in
Exon 41 (rot), welche das Skipping von Exon 40 sowie der ersten 23 bp von Exon 41 zur Folge hat (rote gepunktete Linic). E:
Bestitigung des unter (D) beschriebenen aberranten Spleiiens bei FA-17 aufgrund von ¢.4009A>T. F: Bei FA-40 konnte homozygot
die Exonisierung von 66 bp von IVS 42 beobachtet werden, ausgeldst durch ¢.4261-2A>C (Stern). ,,Ex*: Exon. ,,IVS®: Intron.
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Die Sequenzierung von cDNA aus primiren Fibroblasten von FA-17 bestitigte das Skipping der ersten 10 bp
von Exon 17. Dies war allerdings erst nach der Stabilisierung der Allele durch Zugabe von CHX méglich, da
sonst die Sequenz aufgrund zu schwacher Signalintensititen nicht auswertbar war. In einer lymphoblastoiden
Linie zeigte sich die Mutation revertiert (Abbildung 33B). Ob diese Reversion auch im Blut vorlag bzw. sich
dort dutrchgesetzt hatte, konnte nicht ermittelt werden, da keine weiteren Blutproben von FA-17 zur
Verfigung standen. In den NGS-Daten des Patienten war zudem die als Missense-Mutation bewertete
Variante c.4009A>T in Exon 40 gelistet. Diese war sowohl in der lymphoblastoiden Linie als auch in
primiren Fibroblasten verifizierbar (Abbildung 33C). Da die Mutation die 5°-Spleilkonsensus-Sequenz
betrifft, wurde auch der entsprechende Bereich der cDNA auf Verinderungen iberprift. Tatsichlich konnte
das Skipping von Exon 40 detektiert werden (Abbildung 33D+E), womit die Mutation als SpleiBmutation
einzuordnen ist. Daneben zeigte sich ein weiteres Spleiprodukt, das sich als ¢.3035_4033del bestimmen lie3
und durch die Verwendung ecines kryptischen SpleiBlaktzeptors in Exon 41 zustande kommt (Abbildung
33D+E). Bei der zweiten Spleilakzeptormutation handelte es sich um ¢.4261-2A>C, welche bei FA-40
homozygot im Mutationsbericht der NGS-Auswertesoftware NextGENe aufgefiihrt war. Durch Sanger-
Sequenzierung konnte die familidre Segregation verifiziert und durch cDNA-Sequenzierung die Exonisierung
von 66 bp aus IVS 42 als Resultat der verinderten SpleiBakzeptorsequenz aufgezeigt werden (Abbildung 33F).
Anhand von Tabelle 14 wird deutlich, dass zwei weitere heterozygote Mutationen je vier Basenpaare 3° vom
jeweiligen Exon in detektiert wurden, fir die ein Effekt auf das aberrante Spleilen nachgewiesen werden
konnte. Dabei handelt es sich um ¢.2636+4A>G in FANCI sowie um ¢.384+4A>G in UBE2T/FANCT.

Auf diese Spleimutationen soll in den folgenden Abschnitten gesondert eingegangen werden.

Alternatives und aberrantes Spleifsen bei FANCI und Charakterisierung neuer FANCI-Mutationen

Bei FA-43, einer Patientin mit klassischen phinotypischen Merkmalen wie Kleinwuchs und
Daumenfehlbildungen, aber nur leichten hdmatologischen Auffilligkeiten, war zunichst die paternal vererbte
Missense-Mutation ¢.3041G>A in FANCI aufgefallen, welche auch schon fir FA-33 bestimmt wurde
(Tabelle 13). In unmittelbarer Nihe der Substitution wurde in den NGS-Daten die heterozygote Deletion
c.3058+1del angezeigt, welche durch Sanger-Sequenzierung nicht bestitigt wurde. Dagegen konnte
€.2636+4A>G sowohl bei FA-43 als auch bei deren Mutter verifiziert werden. Das Programm RESCUE-ESE
zeigte als Resultat den Verlust einer Spleilenhancer-Hexamersequenz an. Durch cDNA-Sequenzierung
konnte eine Verinderung des kryptischen Spleifiens nachgewiesen werden, welches nicht nur bei der Patientin,
sondern auch bei verschiedenen Kontrollen bestimmt werden konnte (Abbildung 34A). Unter den Kontrollen
befanden sich auch verschiedene FA-I-Patienten, die im Vorfeld durch Immunblot-Analysen oder klassische
Sanger-Sequenzierung der Komplementationsgruppe zugeordnet worden waren. Die Mutationen dieser
Patienten sind in Tabelle 15 zusammengetragen. Zudem wurden zwei bereits veréffentlichte FA-I-Patienten,
EUFA961 [Dotsman et al., 2007] und F010191 [Sims et al., 2007], als Kontrollen verwendet. Auch hierzu

finden sich die Mutationen in Tabelle 15 wieder.
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Tabelle 15: F.ANCI-Mutationen aller neu zugeordneten Patienten dieser Komplementationsgruppe. FA-33 und FA-43 wurden durch
NGS-Analysen identifiziert, die anderen Patienten durch klassische Mutationsanalyse-Methoden.

Patienten- Mutation Allel 1 Mutation Allel 2

ID Protein Bemerkung Protein Bemerkung
FA-33 C'2957—12%9de p.V986Afs*39 - c3041A>G p.C1014Y -
FA-43 | c2636+4A>G  pD820_R879del  xon 24 c.3041A>G p.C1014Y -

Skipping

FAI-01 c.881A>T p.L.253% Bron 1010 190041G>A  prLe3i_Lesadel  Lxon 2
Skipping Skipping

FAI-02.1 | c3853C>G p.R1285G - ¢.3853C>G p.R1285G -

FAI-02.2 | c3853C>G p.R1285G - .3853C>G p.R1285G -

FAI-03 3907G>T p.E1303* €.3949C>T p.Q1317* -
FALO4 | S3293-3293de pinogdel - c3058+4A>G  p.F1003Rfs*9 Bixon 28
1 Skipping
EUFA961 | ¢2572C>T  p.H858_R879del inframe €:3437_3455de p.E1117fs Fixon 32
Deletion 1 Skipping

F010191 c.1840C>T p.R614% - ¢.3895C>T p.R1299* -

Bislang findet sich aus Tabelle 15 nur ¢.3058+4A>G sowie der Austausch cines Arginins gegen Glutamin an
Position 1285 in der internationalen FA-Mutationsdatenbank wieder. Ein Effekt der potentiellen
SpleiBmutation ¢.3058+4A>G ist darin nicht angegeben. Durch Sequenzierung der cDNA von FAI-04
konnte das Skipping von Exon 28 als Effekt der Substitution in Intron 28 belegt werden. Dem in der FA-
Mutationsdatenbank gelisteten Aminosdureaustausch p.R1285G lag die Substitution ¢.3854G>A zugrunde,
wihrend bei den Geschwistern FAI-02.1 und FAI-02.2 homozygot der Austausch ¢.3853C>G nachgewiesen
werden konnte, welcher zur selben Aminosduresubstitution fithrt (Tabelle 15).

Anhand des in Abbildung 34A dargestellten Agarosegels sowie der Elektropherogramme in Abbildung 34B
wird ersichtlich, dass bei FA-43 quantitativ gesehen das Skipping von Exon 24 deutlich stirker war als bei den
Kontrollen. Die Pathogenitit der biallelischen F.ANCI-Mutationen bei FA-43 konnte durch einen FANCI-
Immunblot bestitigt werden, da hierdurch die fehlende Ubiquitinierung des Proteins gezeigt werden konnte.
Gleichzeitig war neben der FANCI-S-Bande eine zweite Bande verminderter Gro3e zu erkennen, wie es auch
bei FAI-01 der Fall war (Abbildung 34C). Eine Ubiquitinierung des FANCI-Proteins war bei allen
untersuchten FA-I-Patienten ebenfalls nicht nachweisbar. Zudem war bei FAI-03 die FANCI-S-Bande leicht
in ihrer Grofle vermindert. Allen FA-I-Patienten war gemeinsam, dass keine biallelischen Nullmutationen

vortlagen und uberall Restprotein vorhanden war (Abbildung 34C+D).
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Abbildung 34: Charakterisierung von FANCI-Mutationen. A: Die Gelelektrophorese einer cDNA-PCR mit Primern in Exon 23 und
25 (ProduktgréBe 373 bp) macht deutlich das Skipping von Exon 24 bei FA-43 sowie schwach bei allen weiteren Proben erkennbar
(roter Rahmen), wodurch ein Produkt von 193 bp entsteht. Bei EUFA961 liegt heterozygot eine Deletion von 66 bp in Exon 24 vor,
nachweisbar dutrch cine weitere Bande bei 307 bp. Die GréBien des 100 bp-Standards (Ladder) sind links neben dem Gelbild
angegeben. B: Nachweis des Exon-24-Skippings bei FA-01 sowie FAI-43 und einer Kontrolle. Bei FA-43 dominiert die Sequenz des
Skippings. C: Ein FANCI-Immunblot zeigt bei allen FA-I-Patienten sowie einem FA-C-Patienten die fehlende Monoubiquitinierung
(FANCI-L). Bei FA-43 (roter Rahmen) ist ein verkirztes Protein zu erkennen. Bei allen FA-I-Patienten ist Restprotein vorhanden.
Vinculin diente als Ladungskontrolle. D: Schematische Ubersicht der FANCI-Proteinstruktur und zu den neu identifizierten
Mutationen der sicben Patienten aus sechs Familien. Funktionelle Dominen sind in der Proteinstruktur farbig abgesetzt und die
entsprechenden Aminosiuren (awino acid; aa) sind dazu angegeben. Unterhalb des Schemas sind die unbeschriebenen Mutationen mit
dem jeweiligen Effekt auf die Proteinlinge dargestellt. GroBere Deletionen sind als rotes Rechteck an der betroffenen Stelle
cingezeichnet. Mutationen, welche nur eine Aminosiure betreffen, sind mit einem roten Pfeil markiert. ,,Ub*: Ubiquitinierung. ,,SIM*:
SUMO-like  domain-interacting motif. , NLS*“: Kernlokalisierungs-Signal (nuclear localization signal). ,,ARM*“: Armadillo. ,,EDGE®“:
Aminosiureabfolge (Glutaminsiure-Asparaginsiure-Glycin-Glutaminsiure).
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Identifizierung und Charakterisierung eines FA-T-Patienten

Patient FA-49 wurde als erstes Kind deutscher Eltern mit einem Anhingsel an einem Daumen, Café-au-lait-
Flecken sowie einem Ventrikelseptumdefekt geboren. In der zweiten Lebensdekade wurde er erstmals
aufgrund einer Thrombozytopenie und Makrozytose sowie einer Leukopenie auffillig, wobei keine weiteren
phinotypischen Auffilligkeiten festgestellt werden konnten. Beide Eltern sind gesund, die GroBmutter sowie
eine GrofB3tante mitterlicherseits waren an einem Mamma- bzw. Uteruskarzinom erkrankt wohingegen beim
GroBvater viterlicherseits ein Pankreaskarzinom diagnostiziert worden war.

Eine Untersuchung petipherer Lymphozyten auf einen erhéhten spontanen (XG2/GF = 0,430) sowie MMC-
induzierten G2-Phase-Arrest (XG2/GF = 0,581) bestitigte die Verdachtsdiagnose FA. In den NGS-Daten
fand sich homozygot die potentielle SpleiBmutation ¢.384+4A>G im UBE2T/FANCT-Gen (Abbildung
35A), welche per Sanger-Sequenzierung bestitigt werden konnte. Eine Uberpriifung der parentalen

Segregation zeigte, dass nur der Vater, nicht aber die Mutter, heterozygoter Ubertriger der Mutation war

(Abbildung 35B).
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Abbildung 35: SpleiBmutation in UBE2T bei FA-49 und ihr Effekt auf cDNA- und Proteinebene. A: In den NGS-Daten wurde die
potentielle Spleimutation ¢.384+4A>G (blau) in Intron 5 bei FA-49 homozygot angezeigt. Dargestellt ist die Ansicht im NextGENe-
Viewer, welcher die revers-komplementire Sequenz angibt. B: Bestitigung der Mutation (Stern) per Sanger-Sequenzierung. Der Vater
war heterozygoter Ubertriger, die Mutter zeigte die Wildtypsequenz an dieser Stelle. C: Die gelelektrophoretische Auftrennung einer
cDNA-PCR mit Primern in Exon 3 und 7 zeigte drei deutliche Banden beim Patienten (776 bp, 633 bp und 534 bp) (roter Rahmen).
Bei der Kontrolle war schwach eine zweite Bande bei 776 bp zu erkennen. Die GroBen des 100 bp-Standards (Ladder) sind links
angegeben. D: Die Sequenzierung des PCR-Produkts bestitigte alternatives Spleiien bei FA-49. ,,Ex“: Exon. ,,IVS: Intron.

Durch Untersuchung der ¢DNA konnte die Mutation als SpleiBmutation bestitigt werden. Bei der
elektrophoretischen Auftrennung des PCR-Produktes war bei FA-49 jeweils eine Bande zu erkennen, die
gréBer (776 bp) bzw. kleiner (534 bp) als die zu erwartende Bande der Wildtypsequenz (633 bp) war
(Abbildung 35C). Bei der Kontrolle konnte man ebenso schwach eine Bande bei 776 bp erkennen, allerdings
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nur, wenn eine grole Menge des PCR-Produktes aufgetragen wurde. Bei der Sequenzierung der Kontrolle
konnte dennoch nur die Wildtypsequenz nachgewiesen werden (Abbildung 35D). Dagegen konnte beim
Patienten sowohl die Exonisierung von Intron 5 (£ 776 bp) als auch das Skipping von Exon 5 (£ 534 bp)
neben Vorhandensein der Wildtypsequenz (£ 633 bp) verifiziert werden (Abbildung 35D).

Als mogliche Ursache fiir das vermeintlich homozygote, moglicherweise aber hemizygote Votliegen der
SpleiBmutation wurde eine grole Deletion in UBEZ2T angenommen. Fiir einen der zwei bisher beschriebenen
Patienten war cine grof3e Deletion, entstanden durch die Rekombination zweier Alu-Elemente in UBEZ2T,
bereits beschrieben [Rickman et al., 2015; Virts et al., 2015]. Durch die Amplifikation der cDNA mit Primern
in der 5 und 3“UTR konnte beim Vater von FA-49 sowie einer Kontrolle nur eine Bande der GréBe von
knapp 800 bp detektiert werden. Beim Patienten wie auch bei dessen Mutter war zusitzlich eine zweite Bande
bei etwa 250 bp vorhanden. Durch Gelisolation und Sequenzierung dieser kleineren Bande konnte schlieBlich

die Deletion c.-64_468del bestitigt werden (Abbildung 36A).
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Abbildung 36: Deletion in UBEZ2T bei FA-49. A: Auf cDNA-Ebene konnte bei FA-49 nach der Gelisolation verschiedener PCR-
Produkte die Deletion c.-64_468del ermittelt werden. Die Mutter erwies sich als Ubertrigerin. B: Gelelektrophorese einer gDNA-PCR
zum Nachweis der Rekombination zweier Alu-Elemente in IVS 1 und IVS 6, welche die Deletion zur Folge haben. Links sind die
GréBen des 100 bp-Standards (Ladder) angegeben. Das Prinzip der PCR ist in (C) abgebildet (verdndert nach [Rickman et al., 2015]).
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Codierende Exons sind dunkelgrau, nicht-codierende Exons sowie die UTRs hellgrau dargestellt. Primer sind schematisch als blaue
Pfeile abgebildet. Der Ubergang der Introns 1 und 6 zum dazwischen liegenden Alu-Element konnte per Sequenzierung bestitigt
werden (D+E). 732 ist heterozygoter Triger dieser Deletion und diente als Positivkontrolle.

Mit Hilfe einer spezifischen PCR, welche nur die Amplifikation cines durch Deletion verkiirzten Templates
ermoglicht, konnte auf gDNA-Ebene sowohl bei FA-49, bei dessen Mutter, als auch bei einer Positivkontrolle
ein Produkt bestitigt werden (Abbildung 36B+C). Bei dieser Kontrolle handelt es sich um eine revertierte
lymphoblastoide Zelllinie des bei Rickman et al. 2015 [Rickman et al., 2015] und Virts et al. 2015 [Virts et al.,
2015] beschriebenen FA-T-Patienten. In dieser Zelllinie wie auch im Blut des Patienten war nicht die
Deletion, sondern die zweite compound-heterozygote Mutation revertiert, bei der es sich um eine Duplikation
handelt (c.110-280_468+264dup). Diese revertierte LCL wird im Folgenden als 732 bezeichnet.

Per Sanger-Sequenzierung konnte die Rekombination zweier Alu-Elemente in Intron 1 und 6 bestitigt
werden, wodurch es zur Deletion der dazwischen liegenden Sequenz kommt (Abbildung 36D+E). Allerdings
ist auf Abbildung 36B zu erkennen, dass auch beim Vater eine schwache Bande bei der Gelelektrophorese
erkennbar war. Kontaminationen von daneben liegenden Gelspuren sowie des PCR-Ansatzes konnten
ausgeschlossen werden. Das schwache PCR-Produkt lie3 sich jedoch nicht sequenzieren. Eine Untersuchung
des UBE2T-Proteins durch eine Immunblot-Analyse ergab, dass bei FA-49 noch schwach Restprotein auf
Hohe des wildtypischen Proteins nachweisbar war (Abbildung 37A). Zudem wurde ein FANCD2-Blot zur
Bestitigung der Upstream-Komplementationsgruppe durchgefuhrt. Allerdings konnten hier beide Banden
detektiert werden (Abbildung 37B). Eine Positivkontrolle in Form von Protein eines anderen UBE2T-

Patienten stand dabei nicht zur Verfiigung, es konnte nur die revertierte Linie von Patient 732 verwendet

werden.
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Abbildung 37: Immunblot-Analysen mit FA-49. A: Ein Antikrper gegen UBE2T wies bei FA-49 Restprotein nach. Zudem sind
unspezifische Banden zu erkennen B: Beim Nachweis der FANCD2-Monoubiquitinierung konnten bei einer revertierten UBE2T-
Zelllinie (732) wie auch bei FA-49 und dessen Vater die nicht-ubiquitinierte Isoform (FANCD2-S; 155 kDa) sowie die
monoubiquitinierte  Form (FANCD2-L; 162 kDa) detektiert werden. Vinculin diente jeweils als Ladungskontrolle.
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d. Nicht zugeordnete Patienten trotz Mutationsanalyse

Von insgesamt 51 unklassifizierten Patienten, die mithilfe des FA-Genpanels angereicherten und am GS
Junior sequenziert wurden, war bei zwei Patienten (FA-05, FA-11) der Verdacht auf FA bereits auf
funktioneller Ebene ausgeschlossen worden. Hier diente die Mutationsanalyse dem Ausschluss von
pathogenen Vatianten in bekannten FA- oder bestimmten Kandidatengenen. Dagegen konnten 11 weitere
Patienten nicht oder nicht eindeutig einer FA-Komplementationsgruppe zugeordnet werden, obwohl
durchflusszytometrische Untersuchungen die Diagnose FA bestitigt hatten. Die Ergebnisse zu diesen
Patienten sollen im Folgenden erldutert werden.

Bei sechs Patienten ohne Klassifizierung konnte keine potentiell pathogene Mutation bestimmt werden. Dabei
handelte es sich um FA-08, FA-29, FA-47, FA-52, FA-53 sowie FA-55. Drei dieser Patienten (FA-29, FA-47,
FA-55) ergab die Untersuchung peripherer Blutlymphozyten am Durchflusszytometer ein grenzwertiges bzw.
negatives Ergebnis (Abbildung 38), wohingegen primire Fibroblastenkulturen ecine Hypersensitivitit

gegentiber MMC aufwiesen (Tabelle 16).
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Abbildung 38: Zellzyklusanalyse des G2-Phasen-Anstieges PHA-stimulierter peripherer  Blutlymphozyten —potentieller
Mosaikpatienten nach 72-stiindiger Inkubation ohne (links) bzw. mit 10 ng/ml MMC (rechts) sowie BrdU. Zur Zellfirbung wurde
EtBr sowie HOECHST 33258 verwendet. Aufgetragen ist das Verhiltnis der Summe der G2-Phasen zur Wachstumsfraktion gegen
den Anteil nicht-proliferierender Zellen. Blau: FA-29; Grin: FA-47; Rot: FA-55; Graue Kreise: Kontrollen. Graue Rauten: FA-
Patienten

Deshalb wurde hier jeweils eine Reversion im Blut vermutet und DNA aus priméren Fibroblasten zur
Mutationsanalyse herangezogen. Dennoch konnten keine potentiell krankheitsverursachenden Varianten
festgestellt werden. Fiir FA-29 wurde spiter ein WES durchgefiihrt, dessen Ergebnisse gesondert in Abschnitt

4.4.42 beschrieben werden.
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Tabelle 16: Zellzyklusverteilung potentieller Mosaikpatienten. Je eine Fibroblastenkultur blieb unbehandelt oder wurde fiir 48 h mit
12 ng/ml MMC inkubiert. Zur Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen mit DAPI gefirbt. Zum Vergleich ist das
Ergebnis einer normalen Kontrolle sowie eines bekannten FA-Patienten angegeben.

Fibroblasten tMMC G1-Phase S-Phase G2-Phase
Normale Kontrolle -MMC 86,8 16,7 12,4
Normale Kontrolle +MMC 79,5 6,3 14,2

FA-Kontrolle -MMC 78,7 3,8 17,5

FA-Kontrolle +MMC 52,3 4,8 429

FA-29 -MMC 80,2 10,2 9,6
FA-29 +MMC 60,2 6,7 33,1
FA-47 -MMC 61,2 8,1 30,7
FA-47 +MMC 50,4 6,3 433
FA-55 -MMC 65,3 11,7 23,8
FA-55 +MMC 46,7 5,1 48,2

Nur jeweils eine monoallelische, potentiell pathogene Mutation konnte bei der Auswertung der NGS-Daten
von FA-07 und FA-16 detektiert und per Sanger-Sequenzierung bestitigt werden. Unterschiedliche
Mutationsvorhersage-Programme stuften diese beiden Varianten Gibereinstimmend als pathogen ein (Tabelle
17). Dabei handelt es sich um die heterozygote Substitution ¢.1972C>T in FLANCM, die bei FA-07 bestitigt
wurde und auf Proteinebene ein vorzeitiges Stoppcodon zur Folge hat (p.R658*). Zum anderen konnte bei
FA-16 die monoallelische Missense-Mutation ¢.1765C>T (p.R589W) in F.ANCQ nachgewiesen werden. Beide
Patienten wurden spiter noch mit dem TruSight Caner-Panel angereichert oder durch WES analysiert.

Bei FA-10, FA-19 sowie FA-44 konnten dagegen lediglich verschiedene Varianten unbekannter Signifikanz
(VUS) ermittelt werden, welche in Tabelle 17 aufgelistet sind. Die Einstufung der Verdnderungen durch
verschiedene Mutationsvorhersage-Programme war nicht eindeutig sondern z.T. sogar widersprichlich.
Beispielsweise wurde die Missense-Mutation ¢.280A>T in FANCB, welche bei FA-10 hemizygot vorlag
(Abbildung 39A), sowohl als Polymorphismus als auch als schidlich eingestuft (Tabelle 17). Die formale
Bestitigung der Segregation zeigte, dass die Mutter nicht Trigerin der Mutation ist (Abbildung 39B) und die
Variante folglich e novo entstanden sein muss. Da DNA aus Blutlymphozyten zur Anreicherung verwendet
worden war, wurde im Anschluss auch DNA aus primiren Fibroblasten auf die Variante hin untersucht um
auszuschlieBen, dass es sich um einen Effekt der entsprechenden Linie handelt. Dabei konnte die Mutation

auch in diesem Gewebetyp bestitigt werden (Abbildung 39B).
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Tabelle 17: Mono- und biallelische Varianten in FA-Patienten, die nicht eindeutig einer Komplementationsgruppe zugeordnet werden
konnten. Die Abdeckung der Variante in der NextGENe-Software ist angegeben, ebenso die Klassifizierung durch drei verschiedene

Vorhersageprogramme. Der jeweils vom Vorhersageprogramm bestimmte Score ist in Klammern eingetragen. ,,-“: keine Angabe.
Mutation PolyPhen-
Protein | dbSNP deglau-ng Taster (Sifr:) y)
(p-value) (score)
FA-07 | FANCM | c1972C>T | pResgs | ™50/ | 13 Disease - -
66 cansing (1)
Polymor- Dele- Possibly
FA-10 | FANCB c.280A>T p.194F - 7x phism terious damaging
(1) (0,01) 0,847)
514710 Disease Dele- Probably
FA-16 | FANCQ | c1765C>T p-R589W =770 60x cansing terions damaging
M 0 (1.0)
. c.894- p.F299Pfs*
FALY | PANCA | 5 1350+2del 72 . . i i i
Polymor- Dele- Possibly
FA-44 | FANCA | ¢3782T>C p.F1261S - 27x phism terious damaging
) (0,01) (0,773)
556351 Disease Dele- Probably
FA-44 | FANCL c.238C>G p-L8OV 30 8 1 33x cansing terions damaging
0 0 (0,999)

Dagegen war bei FA-19 bereits durch eine MLPA-Analyse die heterozygote Deletion der Exons 11-14 in
FANCA nachgewiesen worden (Tabelle 11), worauthin dieses Gen auf weitere Varianten untersucht wurde.
Allerdings fand sich bei der Durchsicht der GS Junior-Daten keine pathogene Verinderung, sodass die cDNA
analysiert wurde. Dabei zeigte sich neben der bereits detektierten Deletion das Skipping von Exon 30
(.2853_2981del) (Abbildung 39C), welches auf Proteinebene zu einer in-frame Deletion von 43 Aminosduren
fithrt. Jedoch konnte dieses aberrante Spleiliverhalten auch bei Kontrollen beobachtet werden (Abbildung
39C), weshalb eine krankheitsverursachende Wirkung als unwahrscheinlich eingestuft wurde. Bei einem
FANCA-Immunblot konnte dagegen kein FANCA-Protein bei FA-19 nachgewiesen werden (Abbildung
39D), weshalb der Patient vermutlich dennoch der Komplementationsgruppe FA-A zuzuordnen ist.

Bei FA-44 konnten hingegen gleich mehrere Varianten in den NGS-Daten bestimmt werden, deren
Vorhersage hinsichtlich der Pathogenitit teilweise unterschiedlich ausfiel (Tabelle 17). Dabei handelt es sich
zum einen um die homozygote Missense-Mutation ¢.3782C>T in Exon 38 von FANCA, welche zum
Austausch von Phenylalanin zu Serin an Position 1261 fihrt. Wie in Abbildung 39E ersichtlich, konnte die
Variante per Sanger-Sequenzierung bestitigt werden. Sie findet sich bislang nicht in der FA-
Mutationsdatenbank der Rockefeller-Universitit aufgefithrt. Zum anderen fand sich die heterozygote
Substitution ¢.238C>G in FANCL (Abbildung 39F). Diese wurde von allen Vorhersageprogrammen als
pathogen Klassifiziert, wie in Tabelle 17 dargestellt. Allerdings konnte keine zweite Mutation in EANCL in
den NGS-Daten gefunden werden. Elterliche DNA zur Bestitigung der Segregation beider Mutationen lag

nicht vor. Aus diesen Griinden galt dieser Fall als nicht eindeutig geklirt.
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Abbildung 39: Varianten unbekannter Signifikanz, die bei FA-10, FA-19 sowie FA-44 bestimmt werden konnten. A: Ansicht der
Mutation ¢.280A>T in FANCB im NextGENe-Analyseprogramm (revers-komplementire Sequenz) nach Anreicherung und
Sequenzierung von gDNA aus peripheren Blutlymphozyten von FA-10. B: Die Mutation (Stern) konnte auch in gDNA aus priméren
Fibroblasten des Patienten, nicht aber bei dessen Mutter nachgewiesen werden. C: Die Sequenzierung der FANCA ¢cDNA-Sequenz
wies bei FA-19 das Skipping von Exon 30 nach, welches auch bei Kontrollen detektiert werden konnte. D: Durch einen FANCA-
Immunblot konnte die Defizienz des Proteins bei verschiedenen Patienten detektiert werden, darunter auch bei FA-19 (roter Rahmen).
E: Bei FA-44 fand sich die homozygote Substitution (c.3782T>C, Stern) in 4 bei der Analyse von DNA aus primiren Fibroblasten
(,,Fib*). F: Zudem konnte die heterozygote Missense-Mutation ¢.238C>G (Stern) in FLANCL verifiziert werden. ,,Ex“: Exon.

4.3 Mutationsanalyse von FA-Patienten mit Hilfe eines kommerziellen Krebspanels

Mit Hilfe des TruSight Cancer-Panels wurden 19 verschiedene Patienten angereichert. Darunter befanden sich
finf Patienten, welche zuvor schon mit Hilfe eciner SegCap EZ-Library angereichert und am GS Junior
sequenziert worden waren. Drei dieser Patienten dienten dabei als Positivkontrollen (FA-02, FA-13 und FA-
34). Hier waren die Mutationen bereits bekannt und das TruSigh?-Panel sollte damit auf die Einsatzmoglichkeit
in der FA-Diagnostik getestet werden. Dagegen war bei FA-07 und FA-24 die Komplementationsgruppen-
Zuordnung trotz FA-Panelanalyse nicht erfolgt. Alle Sequenzierungen fanden am MiSeq statt und auf den

entsprechenden Datensatz soll zunichst im Folgenden eingegangen werden.

4.3.1 Alignment mit Hilfe der NextGENe-Software

a. Abdeckung der gesamten ROI nach der Sequenzierung am MiSeq
Ahnlich zum GS Run Browser von Roche kann mit Hilfe der MiSeq-Reporter-Software von Illumina eine
Rohdatenanalyse erfolgen. Im Bericht dieser Software wurde der Prozentsatz an Basen mit einer
Sequenzgenauigkeit von 99,9 % (Q30-Wert) aller mittels MiSeq sequenzierten Patienten mit Werten zwischen

92,8 und 96,8 % angegeben. Weiterhin wurde die mediane Readlinge mit 120 bis 150 bp bestimmt. Beide
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genannten Werte lagen fiir FA-07 und FA-24 nicht vor, da der vollstindige Report der Software nicht
verfigbar war.
Die Anzahl der am MiSeq generierten Reads sowie die Verteilung der Reads nach Konvertierung und

Alignment durch die Auswertesoftware NextGENe ist fiir alle 19 FA-Patienten in Abbildung 40A dargestellt.
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Abbildung 40: Ubersicht zu ausgewihlten Rohdaten der 19 Patienten, die mit dem TruSight Cancer-Panel angereichert und am MiSeq
sequenziert wurden. A: Anzahl der Reads nach der Sequenzierung am MiSeq sowie der Datenkonvertierung und Alignment durch die
NextGENe-Software. Die Grenzen der Box markieren jeweils die 25. und 75. Perzentile, die Linie im Inneren den Median. Ein
schwarzes Kreuz markiert den Durchschnitt. Die Whisker (gestrichelte vertikale Linien) entsprechen dem 1,5-fachen
Interquartilsabstand (nach Tukey). Die ecinzelnen Patienten sind als schwarze Kreise ecingetragen. B: Aufgetragen ist die
durchschnittliche Abdeckung der ROI des TruSight Cancer-Panels. Erklirung der Symbole: siche A.

Nur wenige Reads wurden aufgrund der Filtereinstellungen, die in der Auswertesoftware bei der
Datenkonvertierung und dem Alignment gesetzt wurden, herausgefiltert. Im Durchschnitt konnten von
3,17%10¢ Reads, welche am MiSeq sequenziert wurden, 3,06¥10¢ Reads alignt werden. Die durchschnittliche
Abdeckung der Zielregionen in den NGS-Daten der einzelnen Patienten ist in Abbildung 40B grafisch
aufgetragen. Diese reichte von 380x bis 891x, wobei alle Werte innerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstand

lagen.

Betrachtet man verschiedene Grenzwerte zur durchschnittlichen Abdeckung (Abbildung 41), so erkennt man,
dass bis zu 200x die Werte aller Anreicherungen sehr nahe beieinander lagen. Im Mittel lag bei 96,3 % der
Zielregion eine 100-fache Abdeckung vor und selbst bei 200x waren noch 90 % abgedeckt. In der Darstellung
der Daten als Boxplot sind dennoch einzelne AusreiBler zu erkennen (Abbildung 41). Dabei handelt es sich
jeweils um FA-07 sowie bei 100x und 200x zusitzlich um FA-24. Dennoch lagen die Ergebnisse sehr nahe
beieinander, der Abstand zum unteren Whisker betrigt nur maximal drei Prozent. Bei einer hoheren
Abdeckung war die Streuung hingegen deutlich gréBer und die Boxen deshalb auch breiter. Auch in
Abbildung 41 wiirden sich, dhnlich wie bei Abbildung 20, die Mittelwerte zu einer abfallenden Kurve

verbinden lassen. Die deutlichste Abnahme hinsichtlich der durchschnittlichen Abdeckung wire demnach von
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200x zu 400x auszumachen. Bei einer 1000-fachen Abdeckung waren im Durchschnitt noch immer 13,3 %

der ROI enthalten.
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Abbildung 41: Abdeckung der ROI nach Datenkonvertierung und Alignment der 19 am MiSeq sequenzierten FA-Patienten. Die ROI
wurde nach dem Mappen der Reads auf ihre Abdeckung tiberpriift. Die Grenzen der Box markieren jeweils die 25. bzw. 75. Perzentile,
die Linie im Inneren den Median. Ein schwarzes Kreuz markiert zudem den Dutchschnitt. Die Whisker (gestrichelte vertikale Linien)
entsprechen dem 1,5-fachen Interquartilsabstand (nach Tukey). Ausrei3er sind als schwarze Kreise aulerhalb der Whisker dargestellt.

b. Abdeckung einzelner Zielregionen
Analog zur Auswertung der Sequenzierungsdaten des GS Juniors wurde die Abdeckung der ROI der MiSeqg-
Daten auf Lucken und Ausfille cinzelner Targets uberprift. Insgesamt umfasste die Zielregion des
Krebspanels 1737 Regionen. Eine Liicke in einem Read wurde auch hier als Unterbrechung von mindestens
ciner Base gewertet. In Abbildung 42 ist der jeweilige Prozentsatz der lickenhaften oder vollstindig fehlenden
Zielregionen dargestellt. Im Durchschnitt waren nur 0,58 % der Targets durch eine Liicke unterbrochen. Die
Anzahl an Zielregionen, welche durch keine Base abgedeckt war, lag mit knapp 0,2 % noch niedriger. Alle
Werte lagen konstant bei unter 1% und es gab zwischen den verschiedenen Projekten keine Ausfille zu

verzeichnen.

111



Ergebnisse

—o-Licke -®Totalausfall

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Zielregion [%]

X ox  x X X O M 0O O O = N M < OV O N~ 0 O
g5 23 FLLLr e oo v o9
< < < <« « T I L O L L L L L L L LK
I_I_LI_‘_I_‘_I_LI_LI_L1_L|_LI_LI_LLLI_LI_LI_Ll_u_LI_LI_IL

Patienten-ID

Abbildung 42: Anteil der Targets an der ROI des TruSight Cancer-Panels, welche nur liickenhaft (blau) oder tiberhaupt nicht (rot)
durch Reads nach der Sequenzierung abgedeckt waren. ,,** markiert Patienten, welche zuvor bereits durch ein SeqCap EZ-Panel
angereichert und am GS Junior sequenziert worden waren. Horizontale gestrichelte Linien geben die Mittelwerte des Anteils an
Liicken (blau) und komplett fehlenden Targets (rot) an. Die jeweilige Standardabweichung der Mittelwerte ist als blaue (Liicken) bzw.
rote (Totalausfall) Fliche eingezeichnet.

Nur wenige Targets zeigten wiederkehrend eine unzureichende Abdeckung. Regionen, welche bei = 50 % der
Patienten Liicken aufwiesen oder komplett fehlten, sind in Tabelle 18 zusammengefasst. Dabei fillt auf, dass
kein einziger Totalausfall einer kompletten Region zu verzeichnen war. GréBtenteils besalen die unvollstindig
abgedeckten Bereiche einen hohen GC-Gehalt. Lediglich ein FA-Gen, FANCE, war in diesen Regionen

enthalten.

Tabelle 18: Ubersicht iiber Regionen, welche bei mehr als der Hilfte der analysierten Patienten (n = 19) durch Liicken unterbrochen
waren (Liicke) oder komplett fehlten (x). Fiir jede dieser unzureichend abgedeckten Zielregionen ist die chromosomale Position (Chr
= Chromosom), das Gen sowie das jeweils betroffene Exon (CDS = coding sequence) angegeben. Der GC-Gehalt der Region sowie die
Hiufigkeit einer liickenhaften Abdeckung bzw. des kompletten Fehlens der Zielregion wurden bestimmt.

Chr | Chr Position Start | Chr Position Ende | Gen GC [%] I(Licke) | Z(x)
2 48010373 48010 633 MSH6 1 71,6 17 0
2 96 930 876 96 931 120 TMEM127 | 1 72,7 14 0
4 41747 824 41748 340 PHOX2B | 3 72,3 19 0
5 176 562 105 176 563 032 NSD1 1 427 10 0
6 35 420 323 35420 571 FANCE 1 79,1 17 0
11 2905 900 2906 720 CDKN1C | 1 76,9 19 0
11 32456 246 32456 892 W 1 72,8 16 0
19 33792244 33793321 CEBPA 1 74,8 19 0

21 36 164 432 36 164 908 RUNXT 8 71,5 19 0

4.3.2 Bestitigung bereits zuvor bekannter Mutationen
Wie anfangs erwihnt waren fiinf Patienten bereits mit einem SeqCap-Panel angereichert und am GS Junior

sequenziert worden, wobei bei drei Patienten damit auch die jeweils compound-heterozygot vorliegenden
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Mutationen bestimmt werden konnten. Dazu gehéren FA-02 (FA-Q), FA-13 (FA-A) sowie FA-34 (FA-G)
(Tabelle 6 und Tabelle 12). In Tabelle 19 sind die Ergebnisse zur Abdeckung und Allelfrequenz der
Mutationen dieser drei Patienten zusammengefasst. Wie es sich bereits in den bisher beschriebenen Daten
widerspiegelte, war die Abdeckung am MiSeq generell und auch fir die betrachteten Mutationen um ein

Vielfaches hoher als am GS Junior.

Tabelle 19: Ubersicht zur Abdeckung und Allelfrequenz der pathogenen Mutationen von drei Patienten, die auf verschiedene Weise
angereichert und sequenziert wurden. Bei Indel-Mutationen wurde jeweils die minimale und maximale Abdeckung bzw. Allelfrequenz
angegeben.

SeqCap EZ/GS Junior TruSight Cancer/MiSeq
Abdeckung Allelfrequenz Abdeckung Allelfrequenz
[x] [%o] [x] [%o]
c.689T>C 15 40 353 56
FA-02 | FANCQ
€.2371_2399dup 19 58 424 11
¢.3639del 24 44 208 42
FA-13 | FANCA
c.4268_4368+37del 41-47 43-49 38-174 17-79
c.313G>T 26 23 444 35
FA-34 | FANCG
¢.1182_1192delinsC 22-23 44-46 170-177 57-59

Fir FA-13 und FA-34 konnten die bekannten Mutationen durch die Anreicherung mit dem Krebspanel und
Allerdings heterozygote
c.4268_4368+37del nicht durch das CNV-Tool der NextGENe-Software detektiert (vgl. 4.2.3b). Die
heterozygote Duplikation ¢.2371_2399dup in FANCQ bei FA-02 wurde hingegen in den NGS-Daten der

MiSeq-Sequenzierung  bestitigt werden. wurde auch hier die Deletion

TruSight Cancer-Anreicherung als Sequenzierfehler markiert und nicht im Report aufgefithrt, obwohl dieselben
Einstellungen zur Mutationsanalyse wie bei der Auswertung der GS Junior-Daten gewihlt worden waren. Zur
Erkennung einer Variante waren hier jeweils als Schwellenwert 15% eingestellt worden. Erst durch ein
Herabsetzen des Grenzwertes wurde die Duplikation erkannt, da die Allelfrequenz der Mutation bei einer

Abdeckung von 424x nur knapp 11 % betrug.

4.3.3 Nachweis von Mutationen, die mittels SeqCap EZ-Panelsequenzierung nicht detektiert
wurden
Bei der zum Zeitpunkt der Analyse 38 Jahre alten Patientin FA-07 war die Diagnose FA anhand einer
Blutprobe durch eine durchflusszytometrische Untersuchung des spontanen und induzierten G2-Phase-
Arrestes bestitigt worden. Neben klassischen Merkmalen, wie ein niedriges Geburtsgewicht (ca. 2600 g),
Pigmentierungsstérungen der Haut und Panzytopenie, lagen auch ein Tonsillenkarzinom sowie Lungenkrebs
vor. Letzterer war zuvor durch Radio- sowie Chemotherapie, bei welcher Cisplatin zum FEinsatz kam,
behandelt worden. In den Sequenzdaten des GS Juniors war bereits die heterozygote Nonsense-Mutation
c.1972C>T (p.R658*) in FANCM bestimmt worden (Tabelle 17), die auch in den NGS-Daten des

Krebspanels detektiert wurde. Diese Variante findet sich in der LOVD-Datenbank einmal bei einem Patienten
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mit Polycythaemia vera gelistet, der zunichst eine Anidmie und spiter eine AML entwickelte. Durch cine
somatisch erworbene uniparentale Disomie (UPD) des langen Arms von Chromosom 14 war dieser Patient
homozygot fir die Nonsense-Mutation in F.ANCM geworden [Harutyunyan et al., 2011]. Zudem ist die
Variante acht Mal im ExAC-Browser, jeweils heterozygot, gelistet. Fiir nicht-finnische Europider ergab sich
dadutch eine Allelfrequenz von 1,05%104. Neben dieser Mutation konnte in den MiSeq-Daten eine weitere
heterozygote Mutation in F/ANCM nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um c.1241dup, welche zum
Frameshift und einem vorzeitigen Stoppcodon fithrt (p.N414Kfs*12). Fur diese Duplikation konnte die
Mutter als Ubertriigerin bestitigt werden. DNA des Vaters lag zur Segregationsanalyse nicht vor. Ein
FANCD2-Immunblot ordnete die Patientin einer Downstream-Komplementationsgruppe zu, so dass die im
Panel enthaltenen FA-Downstream-Gene noch genauer analysiert wurden. Dabei fiel auf, dass sowohl in
BRCAT als auch in BRCA2 eine Reihe von aufeinander folgenden SNPs homozygot vorlag (Abbildung 43).
Eine MLPA-Analyse beider Gene zeigte keine Verinderungen. Bevor noch weitere Downstream-Gene einer
niheren Uberpriifung unterzogen wurden, wurden die Daten des Krebspanels mit den WES-Daten

verglichen. Die Ergebnisse werden in 4.4.3 beschrieben.

BRCA1 (NM_007294.3)
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Abbildung 43: Ubersicht homozygoter SNPs in BRCA7 und BRCAZ2 bei FA-07. Nach der Anreicherung mit dem Krebspanel und

Sequenzierung am MiSeq fielen in BRCA7 und BRCAZ jeweils eine Reihe homozygoter SNPs bei FA-07 auf (rote Pfeile), welche von

heterozygoten SNPs flankiert wurden (schwarze Pfeile). Das jeweilige Referenztranskript ist mit angegeben. Alle Exons sind
nummeriert. Nicht codierende Exons sowie die UTR sind dunkel gefiillt.
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Auch FA-24, ein Patient pakistanischer Abstammung, war zuvor mit Hilfe des SeqgCap EZ-Panels angereichert
und am GS Junior sequenziert worden. Allerdings war die Anreicherung fehlgeschlagen, so dass die NGS-
Daten fiir eine Mutationsanalyse nicht nutzbar waren. Zudem lag die Information vor, dass dieser Patient
extern bereits auf alle bekannten FA-Gene gescreent worden war und dabei keine Mutation nachgewiesen
werden konnte. Daher wurde parallel zur Anreicherung mit dem TruSight Cancer-Panel ein WES durchgefiihrt
sowie ein FANCD2-Immunblot mit einem Proteinlysat der Patientenzelllinie angefertigt. Dieser zeigte das
Fehlen beider Banden an, so dass die Daten des Krebspanels auf Mutationen in FANCDZ2 tberprift wurden.
Tatsichlich fand sich an Position ¢.696-121 die homozygote Substitution C>G, welche in der Literatur bereits

bei einem indischen Patienten beschrieben worden war [Kalb et al., 2007]. Durch die Mutation kommt es zur
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Aktivierung einer kryptischen Spleildonor- sowie -akzeptorstelle, welche auf cDNA-Ebene die Exonisierung

von 34 bp (c.695_696ins696-126_0696-159) zur Folge hat, was auch bei FA-24 bestitigt werden konnte.

4.3.4 MLPA- und Immunblot-Analyse zur Eingrenzung der Komplementationsgruppe

Die dbrigen 14 Patienten waren zuvor noch keiner Mutationsanalyse unterzogen worden. Insofern
entsprechendes Patientenmaterial vorhanden war, wurden eine durchflusszytometrische Untersuchung zur
Bestimmung der G2-Phase-Blockierung, eine FANCA-MLPA-Analyse sowie ein FANCD2-Immunblot
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind zur Ubersicht in

Tabelle 20 cingetragen. Bei zwei Patienten (FA-67, FA-69) wurden vorab keine durchflusszytometrischen
Analysen durchgefihrt, die Diagnose FA basierte hier auf klinischen Merkmalen. Eine zugesandte B-
Lymphozyten-Zelllinie von FA-69 erwies sich hingegen bei dieser Untersuchung als nicht MMC-sensitiv.
AuBler gDNA aus Blut stand von FA-69 kein weiteres Material fir die Durchflusszytometrie oder

Mutationsanalyse zur Verfiigung.

Tabelle 20: Ergebnisse zur Durchflusszytometrie, FANCA-MLPA- sowie FANCD2-Immunblot-Analyse (FANCD2-IB). Unter
Flow* ist das Zellmaterial eingetragen, welches einen spontanen sowie MMC-induzierten G2-Phase-Arrest des Zellzyklus zeigte. ,,*
zeigt dabei ein Mosaik im himatopoetischen System an. ,,*** weist darauf hin, dass die Untersuchung von Fibroblasten ein negatives
Ergebnis ergeben hatte. ,,ohne Befund*: keine Auffilligkeiten. ,,-*: nicht durchgefithrt. LCL: Lymphoblastoide Zelllinie.

ID Flow Ff/[i[gf- FAl\IIg D2- ID Flow Fﬁi[gjf- FAl\IIg D2-
FA-56 | Fibroblasten* | ohne Befund - FA-63 Blut** ohne Befund downstream
FA-57 Blut ohne Befund - FA-64 Amnionzellen | ohne Befund -
FA-58 Blut ohne Befund - FA-65 Fibroblasten ohne Befund -
FA-59 Blut ohne Befund - FA-66 Fibroblasten - -
FA-60 | Fibroblasten* - - FA-67 - - -
FA-61 Blut* ohne Befund - FA-68 Blut ohne Befund upstream
FA-62 Blut ohne Befund - FA-69 LCL negativ ohne Befund -

Die Untersuchungen von FA-56, FA-60 sowie FA-61 am Durchflusszytometer ergaben hingegen, dass
vermutlich ein somatisches Mosaik im himatopoetischen System vortliegt. Die Zellzyklusanalyse PHA-
stimulierter Blutlymphozyten mit Hilfe der BrdU/Hoechst-Methode ergab bei der Auswertung des
Verhiltnisses der Summe der G2-Phasen zur Wachstumsfraktion (growth fraction; GF) Werte von 0,172 (FA-
56), 0,118 (FA-60) sowie 0,109 (FA-61) und lag damit jeweils im Bereich normaler Kontrollen (Abbildung 44).
Eine bei FA-61 extern durchgefiihrte Chromosomenbruchanalyse hatte allerdings zuvor eine erhohte
Bruchrate ergeben und die Anreicherung erfolgte, bevor eine Blutprobe auf einen G2-Phase-Anstieg

untersucht werden konnte.
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Abbildung 44: Zellzyklusanalyse zur Bestimmung des G2-Phasen-Arrestes PHA-stimulierter peripherer Blutlymphozyten.
Aufgetragen ist das Verhiltnis der Summe der G2-Phasen zur Wachstumsfraktion gegen den Anteil nicht-proliferierender Zellen nach
72-stiindiger Inkubation ohne (links) bzw. mit 10 ng/ml MMC (rechts), bestimmt mit der BrdU-HOECHST-Methode. Grin: FA-56;
Blau: FA-60; Rot: FA-61; Schwarz: FA-63; Graue Kreise: Kontrollen. Graue Rauten: FA-Patienten.

Die Analyse kultivierter Fibroblasten von FA-56 ergab einen, im Vergleich zu Kontrollen, unverhiltnismifig
hohen Anstieg der G2-Phase als Reaktion auf MMC von 15,5 % (spontan) auf 52,6 % (mit MMC) (Tabelle
21). Ein vergleichbares Ergebnis wurde ebenso fir FA-60 bestimmt (Tabelle 21). Im Gegensatz dazu zeigte
die Untersuchung peripherer Blutlymphozyten von FA-63 einen hohen spontanen G2-Phase-Arrest
(2G2/GF: 0,409) (Abbildung 44), welcher bei der Analyse von Fibroblastenkulturen nicht bestitigt werden
konnte (Tabelle 21). AuBler fir FA-66 und FA-67 lag bei allen untersuchten Patienten das Ergebnis einer
FANCA-MLPA-Analyse vor, die jeweils keine Auffilligkeiten zeigte. Dagegen war nur bei zwei Patienten ein
FANCD2-Immunblot angefertigt worden. Demzufolge war FA-63 downstream einzuordnen, wohingegen bei

FA-68 nur die nicht-ubiquitinierte Bande von FANCD2 nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 21: Ergebnis der Zellzyklusverteilung bei Fibroblastenkulturen von FA-56, FA-60 sowie FA-63. Je ecine Kultur blieb
unbehandelt oder wurde fir 48 h mit 12 ng/ml MMC inkubiert. Zellen wurden vor der Messung am Durchflusszytometer mit DAPI
gefirbt. Zum Vergleich ist das Ergebnis einer normalen Kontrolle sowie eines bestitigten FA-Patienten mit eingetragen.

Fibroblasten + MMC G1-Phase [%] S-Phase [%] G2/M-Phase [%]
Normale Kontrolle -MMC 80,6 6,7 6,5
Normale Kontrolle +MMC 79,5 6,3 14,2

FA-Patient -MMC 78,7 3,8 17,5
FA-Patient +MMC 52,3 4,8 42,9
FA-56 -MMC 66,6 17,9 15,5
FA-56 +MMC 37,3 10,1 52,6
FA-60 -MMC 60,2 21,9 17,9
FA-60 +MMC 43 13,5 43,5
FA-63 -MMC 67,1 8,4 245
FA-63 +MMC 64,8 13,5 21,7
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4.3.5 Erfolgreiche Komplementationsgruppen-Zuordnung

Mit Hilfe des Krebspanels konnten neun FA-Patienten einer Komplementationsgruppe zugeordnet werden. Die Ergebnisse der Mutationsanalyse sind in

Tabelle 22 zusammengefasst. Die Segregation der Mutationen konnte nur bei FA-58 und FA-68 bestitigt werden. Fir alle anderen Patienten stand kein

Material der Eltern zur Verfiigung. Wie man der Tabelle entnehmen kann, konnten finf neue Mutationen bestimmt werden, welche bislang nicht in der

internationalen FA-Mutationsdatenbank eingetragen sind. Der Effekt von ¢.521+1G>A in FANCC (FA-66) war bereits bei FA-41 auf cDNA-Ebene als

Skipping von Exon 6 nachgewiesen worden (Abbildung 25).

Tabelle 22: Ergebnis der Mutationsanalyse unter Verwendung der Auswertesoftware von NextGENe. ID: Patienten-1ID; FA-Gruppe: Komplementationsgruppen-Zuordnung; ,,Ref.:
Referenz. ,,LOVD-ID*: Die jeweilige ID der Mutation aus der Fanconi-Animie-Mutationsdatenbank (http://www.rockefeller.edu/fanconi/). Die in der Datenbank vorangestellten ,,0“ jeder

ID wurden hier zur besseren Ubersicht weggelassen. ,,-: keine Angabe.
Mutation Allel 1 Mutation Allel 2
Protein LOVD-ID Protein LOVD-ID
FA-57 FA-A c.121C>T p.Q41* - - c.121C>T p.Q41* - -
[Ameziane et [Ameziane

- _ * *

FA-58 FA-A €.2535_25306del p-C846Qfs*20 FANCA_180 al, 2008] €.2535_25306del p-C846Qfs*20 FANCA_180 et al., 2008]
FA-59 FA-D2 c.3996G>T p-Q1332H - - ¢.3996G>T p-Q1332H - -
FA-62 FA-B c.592C>T p.-Q198* - - - - . -

: p-R964_Q1002d [Dorsman et [Dorsman et
FA-65 FA-I ¢.3006+3A>G o FANCI_17 al., 2007] c.3006+3A>G  p.R964_Q1002del FANCI_17 al,, 2007]
FA-66 FA-C c521+1G>A p-M153Nfs*23 FANCC_28 - c521+1G>A p-M153Nfs*23 FANCC_28 -

[de Winter et [de Winter

- _ * *

FA-67 FA-F c.484_485del p.L162Dfs*103 FANCF_4 al,, 2000a] c.484_485del p.L162Dfs*103 FANCF_4 et al., 2000]
FA-68 | FAA .862G>T p.E288* FANCA_G5 ﬂﬁorlg;;g;t c.3783delC p.F1262Sfs*4 - -
FA-69 FA-P c.1744C>T p-R582%* - - c.2137C>T p-R713* - -
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Unter den neuen Mutationen befanden sich zwei Varianten in FZANCA. So war bei FA-57 mit VACTERL-H-
Assoziation die homozygote Nonsense-Mutation ¢.121C>T (p.Q41%*) in den NGS-Daten gelistet, welche
bereits in Exon 2 ein vorzeitiges Stoppcodon zur Folge hat (Abbildung 45A). Im ExAC-Browser war diese
Variante mit einer Allelfrequenz von 8,243*10¢ angegeben. Daneben fand sich in Exon 38 die compound-
heterozygote 1-bp-Deletion ¢.3783del bei FA-68. Die deletierte Base ist Teil eines Triplettrepeats und fithrt
zur Verschiebung des Leserahmens, wodurch ebenfalls ein vorzeitiges Stoppcodon entsteht (p.F1262Sfs*4).
Die Mutation konnte dem Vater zugeordnet werden (Abbildung 45B), wobei die Mutter sowie nicht

betroffene Geschwister die Wildtypsequenz zeigten.

A Position WBBSSSZF:‘IASUCA 16:89,882,355 B FANCA Ex38 CEeETFT TTT LT T CTT C
40 A
K Q A R P ! MoA R ~ N
— AR AN N /\/' f\
F;Ee?;:(;g AT : T c ; R ?3 T c T: T Mutter FA-68 /\/\’ WRYRVAVAVA '/ 4 \J ‘/\
Consensus| & T T T C T A T G C C C T
ISEERY T NE AAAARAAARS
AT T T € I i 6 6 & €6 7T J IAVRYRAVAV VAV AVAVAVYAY.
AT I T C TGN ¢ ¢ ¢ ¢ 1 FA-68 Blut A AA VAN VAN
55A T T 1T ¢ T4NST ¢ ¢ ¢ ¢ 1
AT I I C TONEEST G C C T K f\ Ip
A T T T ¢ 14 ¢ ¢ & ¢ 1 /\ /{'\ fl | F
* \ } ‘ w a ‘
N A A /\A Vater FA-68 AR ://\f\ AN
\J ‘I‘ ‘\ ‘I I‘ \I ] 1 |I I‘\ { I\
FA-57 Blut _ 'AYR [\y 'R N\ ¢.3783del cCcCTTTTTTCTTCT

FANCBEx3 T G TA CT C A A G A G C DSLX4EX8 AGCG AGCGAAGGT

Kontrolle /F“J\/’\ f\g‘f\\/\ ATATAYA /\/\ FA-69 LCL -\ /M\ /’\76(\ M/
FA-69 Blut « /\[\/\ /\{\/\

FA-62 Blut “f I\ " L\ ;“1 | \‘k N “"‘. /\ I““ -“‘

E Position 16:3,644 475 16:3 644 450
SLX4

c R A Y

Translation C RX A ¥
Referencel G 6 € A T C€C 6 G G C A T A
Consensus) G G C A& T C A/GG G C A T A
Pl 6 6 ¢ A 7T colEEG G C A T A
G G C AT CGGGTCAT A
G G C AT cCEAS: G C AT A
G G CATUCGGGT CAT A
2006 G C A T cC. G G G C A T A
G G C A CCA G G C A T A

o AN

Abbildung 45: Unbeschriebene Mutationen in FA-Genen, die mit Hilfe des TruSight Cancer-Panels nachgewiesen werden konnten. A:
Im Blut von FA-57 wurde die neue Nonsense-Mutation ¢.121C>T in Exon 2 von FFANCA homozygot detektiert (blau/Stern). Oben
ist die revers-komplementire Sequenz in der Ansicht der NextGENe-Software dargestellt, darunter das Elektropherogramm der
Sanger-Sequenzierung (reverse Sequenz). B: Die Segregation von ¢.3783del (unterstrichen) in F.ANCA konnte bei FA-68 bestimmt
werden. C: Die Analyse von DNA aus Blut von FA-62 erbrachte den Nachweis der hemizygoten Nonsense-Mutation ¢.592C>T
(Stern) (p.Q198*) in FANCB. D: Bei FA-69 war die heterozygote Substitution ¢.1744C>T in SL.X4 in gDNA aus Blut nachweisbar
(Stern), nicht aber in einer lymphoblastoiden Zelllinie (LCL). E: Im Blut von FA-69 wurde die neue Nonsense-Mutation ¢.2137C>T in
Exon 10 von SL.X4 heterozygot bestimmt(blau/Stern). Oben ist die revers-komplementire Sequenz in der Ansicht der NextGENe-
Software dargestellt, darunter das Elektropherogramm der Sanger-Sequenzierung. ,,Ex“: Exon.
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Weiterhin konnten insgesamt drei neue Nonsense-Mutationen in den seltenen Komplementationsgruppen
FA-B und FA-P detektiert werden. Dabei war bei FA-62, einem minnlichen Patienten, der hemizygote
Austausch ¢.592C>T in FANCB nachweisbar, welcher in den NGS-Daten 788x abgedeckt war und durch
Sanger-Sequenzierung bestitigt werden konnte (Abbildung 45C). Diese Substitution fithrt an Position 198 in
Exon 3 zu einem vorzeitigen Stoppcodon. Dagegen waren bei FA-69 zwei heterozygote Nonsense-
Mutationen in Exon 8 (c.1744C>T) und Exon 10 (c.2137C>T) (rs760126773) in FANCP im
Mutationsbericht der Analysesoftware aufgefiihrt. Beide Substitutionen konnten durch Sanger-Sequenzierung
von DNA aus Blut bestitigt werden (Abbildung 45D+E). Die Mutation in Exon 8 war in einer
lymphoblastoiden Zelllinie revertiert (Abbildung 45D), welche keine MMC-Sensitivitit mehr aufwies.

Eine weitere neue Mutation war zudem im Mutations-Report von FA-59 in FANCD?2 gelistet. Dabei handelt
es sich um die homozygote Missense-Mutation ¢.3996G>T, die zum Austausch eines hochkonservierten
Glutamins gegen ein Histidin im C-terminalen Bereich von FANCD?2 fithrt (p.QQ1332H), welcher die kiirzlich
beschriebenen Tower-Domine im ID-Komplex bildet (Abbildung 46A+B). Somit konnte mit Hilfe von
gezielter Anreicherung ein dritter FA-D2-Patient identifiziert werden. Da es sich bet FANCD2 um ein
Schliisselprotein des FA/BRCA-Signalweges handelt, wurden weitere FA-D2-Patienten, welche wihrend der
Routinediagnostik oder durch andere Forschungsprojekte identifiziert wurden, niher charakterisiert. Dies soll

separat in Abschnitt 4.5 behandelt werden.
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Abbildung 46: Eine bisher unbeschricbene Missense-Mutation ¢.3996G>T in der Tower-Domine von FANCD2. A: 3D-
Rekonstruktion der Kryo-Elektronenmikroskopie-Aufnahme des FANCD2-FANCI-Komplexes (EMDB-8141, nach [Liang et al.,
2016]). Die gabelférmige Tower-Domine ist hervorgehoben. Hierin liegt die bei FA-59 homozygot nachgewiesene Missense-Mutation
p-Q1332H. B: Schematische Ubersicht der Proteindominen von FANCD2. Uber der Struktur sind wichtige regulatorische
Aminosiurereste angegeben, welche durch Phosphorylierung (P) oder Ubiquitinierung (U) modifiziert werden. Die Bezeichnung sowie
Position (amino acids; aa) der Dominen ist unter der Struktur vermerkt. Die Mutation p.Q1332H ist mit einem Stern markiert. NLS™:
(clear localization signal. ,,CUE*: conpling of ubiguitin to ER degradation. ,,PIP*“: PCNA-interacting peptide. ,EDGE: Aminosduren-Abfolge.

4.3.6 Nicht zugeordnete Patienten trotz Mutationsanalyse

Uber ein Drittel der Patienten (n = 5/14) konnte trotz NGS-Analyse keiner Komplementationsgruppe
zugeordnet werden. Dazu zihlen die drei mutmaBlichen Mosaikpatienten FA-56, FA-60 sowie FA-61. Bei FA-
60 fiel auf, dass alle SNPs in FFANCA homozygot vorlagen. Allerdings hatte die MLPA-Analyse keine
Deletion angezeigt. Dagegen wurden bei FA-61 zwei compound-heterozygote Varianten in PAILB2 ermittelt.
Die maternal vererbte Mutation ¢.2674G>A wurde von allen drei Mutationsvorhersage-Programmen als
schidlich eingestuft, wihrend die paternale compound-heterozygote Variante unterschiedlich bewertet wurde
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(Tabelle 23). Dagegen konnten bei FA-56, FA-63 sowie FA-64 keine pathogenen Mutationen in FA-Genen

nachgewiesen werden.

Tabelle 23: Mono- und biallelische Varianten in FA-Patienten, die nicht eindeutig einer Komplementationsgruppe zugeordnet werden
konnten. Die im ExAC-Browser angegebene Allelfrequenz der Variante wie auch die Klassifizierung durch drei verschiedene
Vorhersageprogramme sind aufgefiihrt. Der jeweils vom Vorhersageprogramm bestimmte Score ist in Klammern eingetragen.

Mutation
Protein = dbSNP Taster SIF;T POlyP}:_en_Z
(p-value) (score) (score)
. . . Probably
FA61 | PALB2 | c2674G>A | pE8o2K | “*¥0 | ¢ sgouqqs | Diseast cansing | Deleterions |0y
495 (0,996) (0,02) ,
(0,996)
. . Probably
FA61 | PALB2 | c2794G>A | pvosaM | 4024 | 5o7puqqs | Disease cansing | Lokerated | Gy
036 (0,717) (0,23)
(0,993)
. . . Probably
FA63 | FANCC | c584A>T | pD195v | S0 | 50g5uqqs | Disease cansing | Deleterions | i
65 1) (0,03) 0971

4.4 Mutationsanalyse mit Hilfe von WES

Sechs Patienten, welche bereits mit mindestens einem Genanreicherungspanel analysiert worden waren,
wurden zusitzlich einer Exomanalyse unterzogen. Dabei handelte es sich vornehmlich um Patienten, die einen
auffilligen bzw. ungewdhnlichen Phinotyp zeigten. Bei zwei Patienten, FA-16 sowie FA-24, konnte durch das
WES eine Komplementationsgruppen-Zuordnung erfolgen. Hier lagen biallelische Mutationen in bereits
bekannten FA-Genen vor. Bei FA-07 und FA-10 konnten dagegen keine weiteren potentiell pathogenen
Mutationen nachgewiesen, sondern nur bereits bekannte Mutationen in FA-Genen bestitigt werden. Dagegen
wurden bei FA-29 sowie FA-63 pathogene Mutationen in Nicht-FA-Genen bestimmt. Bei beiden Patienten
schlossen sich weitere Untersuchungen zur Charakterisierung der Mutationen an. Die Ergebnisse zu den
verschiedenen Projekten werden in den folgenden Abschnitten niher beschrieben.

Insgesamt wurden somit 69 verschiedene Patienten per NGS analysiert, wovon 64 zuvor keiner
Komplementationsgruppe zugeordnet worden waren. Wihrend bei vier Patienten (FA-05, -11, -29 und -63)
die Verdachtsdiagnose FA nicht bestitigt werden konnte, blieben 13 Patienten nach allen durchgefithrten
Analysen weiterhin ohne Komplementationsgruppen-Zuordnung. Diese sind zur Ubersicht in Tabelle 24

zusammengefasst. Hier sind noch weitere Untersuchungen, wie beispielsweise WES, zur Klassifizierung notig.
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Tabelle 24: Ubersicht der FA-Patienten, die trotz NGS-Analyse nicht klassifiziert werden konnten. Das per Durchflusszytometrie
untersuchte Material mit dem jeweiligen Ergebnis, das Resultat ciner FANCA-MLPA sowie die Klassifizierung anhand eines
FANCD2-Immunblots sind cingetragen. Die Methode zur Anreicherung des Patientenmaterials ist weiterhin vermerkt. ,,ohne
Befund“: keine Auffilligkeiten. ,,A*“: Deletion ,,-“: nicht durchgefiihrt. ,,x*: durchgefiihrt.

NGS

Patienten- FANCA- FANCD2-
Dutchflusszytometrie SeqCap

ID MLPA

EZ Cancer

TruSight

Immunblot

FA-07 Blut + Fibroblasten positiv ohne Befund downstream X X X
FA-08 Fibroblasten positiv - downstream X - -
FA-10 Blut + Fibroblasten positiv ohne Befund upstream X - X
FA-19 Blut positiv A Exon 11-14

FA44 Blut (vor Transplantation) + ohie Befund ) . ) )

Fibroblasten positiv

FA-47 Blut negativ, Fibroblasten positiv | ohne Befund - X - -
FA-52 Blut positiv - - X - -
FA-53 Fibroblasten positiv ohne Befund - X - -
FA-55 Blut negativ, Fibroblasten positiv | ohne Befund - X - -
FA-56 Blut negativ, Fibroblasten positiv | ohne Befund - - X -
FA-60 Blut negativ, Fibroblasten positiv | ohne Befund - - X -
FA-61 Blut negativ, keine Fibroblasten ohne Befund - - X -
FA-64 Fibroblasten positiv ohne Befund - - X -

4.4.1 Alignment mit Hilfe der NextGENe-Software

Die Anzahl der Reads, die beim WES generiert wurden und nach Datenkonvertierung und Alignment durch
die Auswertesoftware NextGENe fiir die Mutationsanalyse zur Verfiigung standen, ist in Abbildung 47A fiir
alle sechs Patienten dargestellt. Eine Ubersicht tiber die durchschnittliche Abdeckung der einzelnen Patienten
findet sich dagegen in Abbildung 47B wiedergegeben.

In beiden Abbildungen fillt auf, dass FA-24 bei allen betrachteten Parametern das schlechteste Ergebnis
zeigte. Dieser war als einziger per NimbleGen SeqCap EZ Human Exome Library-Kit angereichert und an einem
SOLID 5500x1 Genetic Analyzer sequenziert worden. Der Patient mit dem besten Ergebnis, FA-63, zeigte im
Vergleich 46 % mehr sequenzierte Reads und eine durchschnittliche Abdeckung von 133x, im Gegensatz von
nur 15x bei FA-24. Dementsprechend zeigte die Analyse aller bekannten FA-Gene bei FA-24 eine erhebliche
Anzahl an Liicken. Dieser Anteil konnte mit 12 % bestimmt werden, wohingegen bei FA-63, als einziges von
allen WES-Projekten, alle codierenden Exons der FA-Gene vollstindig abgedeckt waren. Als wiederkehrende
Bereiche mit mangelnder Abdeckung in diesen Genen konnten funf Exons in FANCD2 (Exon 12, 13, 16, 21,
24) sowie Exon 1 von FANCE identifiziert werden, da sie bei mindestens drei der per WES analysierten

Patienten nicht oder liickenhaft abgedeckt waren.
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Abbildung 47: Ubersicht ausgewihlter Rohdaten der sechs Patienten, die mit unterschiedlichen Exom-Panels angereichert wurden. A:
Anzahl der Reads nach der Sequenzierung am jeweiligen Sequenzierer sowie der Datenkonvertierung und dem Alignment durch die
NextGENe-Software. Die Grenzen der Box markieren jeweils die 25. und 75. Perzentile, die Linie im Inneren den Median. Ein
schwarzes Kreuz markiert den Durchschnitt. Die Whisker (gestrichelte vertikale Linien) entsprechen dem 1,5-fachen
Interquartilsabstand (nach Tukey). Die einzelnen Patienten sind als schwarze Kreise eingetragen, die quantitativen Extreme sind farbig
hervorgehoben (rot: FA-24; blau: FA-63). B: Durchschnittliche Abdeckung der ROI der Exomsequenzierungen. Erklirung der
Symbole: siche A.

Im Mittel wurden bei den WES-Projekten 6,23*107 Reads durch die Sequenzierung erzeugt, wovon 6,07*107
konvertiert und 5,76*107 gegen das Referenzgenom alignt werden konnten. Dadurch ergab sich eine
durchschnittliche Abdeckung von 74x fiir die Sequenzierung des gesamten Exoms.

Betrachtet man verschiedene Grenzwerte zur Abdeckung der gesamten ROI (Abbildung 48), so erkennt man
auch hier die deutlich reduzierte Abdeckung des Exoms bei FA-24. Nur 72 % der ROI waren 1x und weniger
als die Hilfte 10x abgedeckt. Dagegen fiel erneut FA-63 durch eine sehr gute Abdeckung auf. Hier waren
noch knapp 20 % der ROI 200x abgedeckt. Generell ist bereits ab einer geringen Abdeckung die Streuung
zwischen den einzelnen Projekten groB3, was anhand der Breite der Boxen veranschaulicht wird. Unter
Bertcksichtigung der Mediane war der deutlichste Abfall bei einer Abdeckung von 20x auf 40x zu

verzeichnen. Aufler bei FA-63 waren kaum Bereiche mit einer Abdeckung von 200x versehen.
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Abbildung 48: Abdeckung der ROI (bed-File der entsprechenden Exom-Anreicherung) nach Datenkonvertierung und Alignment der
sechs per WES analysierten FA-Patienten. Die ROI wurde nach dem Mappen der Reads auf ihre Abdeckung tberpriift. Die Grenzen
der Box markieren jeweils die 25. bzw. 75. Perzentile, die Linie im Inneren den Median. Ein schwarzes Kreuz markiert zudem den
Durchschnitt. Die Whisker (gestrichelte vertikale Linien) entsprechen dem 1,5-fachen Interquartilsabstand (nach Tukey). Austeiler
sind als Kreise (tot: FA-24; blau: FA-63) aulerhalb der Whisker dargestellt.

4.4.2 Erfolgreiche Komplementationsgruppen-Zuordnung durch WES: Identifizierung eines dritten
FA-Q-Patienten
Anhand von Kklinischen Merkmalen war die Diagnose FA bei FA-16 aus GrofBbritannien bereits im
Kindesalter gestellt worden. Dazu zihlten bilaterale Radialstrahlanomalien mit fehlendem rechten und
hypoplastischem linken Daumen sowie einer Thrombozytopenie. Daneben zeigte die Patientin noch eine
Vielzahl an weiteren phinotypischen Auffilligkeiten wie Kleinwuchs, Mikrozephalie, Café-au-lait-Flecken,
Nierenanomalien und Schwerhérigkeit. Im  Alter von 44 Jahren wurde ein milder Typ-1-Diabetes
diagnostiziert. Zudem berichtete die Patientin iiber eine Uberempﬁnd]jchkeit gegeniiber Sonnenlicht, welche
bereits im Kleinkindalter aufgefallen war. Durch Chromosomenbruchanalysen im Alter von 21 und 33 Jahren
konnte die Verdachtsdiagnose FA bestitigt werden. Der klinische Hintergrund der Familie war unauffillig und
bei der Patientin waren auch im Alter von 46 Jahren keine Tumoren diagnostiziert worden. Ebenso lag das
Ergebnis einer Knochenmarksuntersuchung vor, welche eine milde Hypoplasie, aber keine klonalen

Chromosomenaberrationen ergab. Ein Blutbild bestitigte die Thrombozytopenie und eine Makrozytose.

a. Komplementationsgruppen-Zuordnung
Aufgrund der stabilen Blutwerte, auch noch im Alter von 46 Jahren, wurde zunichst das Vorliegen eines
somatischen Mosaikes im blutbildenden System untersucht. Durchflusszytometrische Untersuchungen zur

Bestimmung des G2-Phase-Arrestes von primiren Fibroblastenzellen ergaben, dass sich bereits ohne die
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Zugabe ciner DNA-quetrvernetzenden Substanz 46,6 % der Zellen in der G2-Phase befanden. Nach Zugabe
von MMC stieg der Wert der arretierten Zellen auf 67,2% an. Bei der Analyse von peripheren
Blutlymphozyten konnte ebenfalls ein erhéhter G2-Phase-Arrest nachgewiesen werden. Hier lag das
Verhiltnis von 2G2/GF bei 0,515 (0 pg/ml MMC) bzw. 0,585 (10 ug/ml MMC) und damit im Bereich
anderer FA-Patienten (XG2/GF >0,4). Wie bereits in Tabelle 11 vermerkt, zeigte eine FANCA-MLPA-
Analyse keine Auffilligkeiten, wohingegen ein FANCD2-Immunblot die Patientin einer Downstream-
Komplementationsgruppe  zuordnete  (Abbildung 49A). Anhand der RAD51-Foci-Bildung nach
Schadensinduktion konnten zu diesem Zeitpunkt die Untergruppen FA-D1, -N sowie -O ausgeschlossen
werden, da diese unauffillig war. Das Ergebnis zu dieser Untersuchung ist in Abbildung 49B dargestellt.
Durch eine Exomsequenzierung von genomischer DNA aus primiren Fibroblasten konnten zwei pathogene
Mutationen in FANCQ nachgewiesen und durch Sanger-Sequenzierung bestitigt werden. Die maternale
Mutation ¢.793-2A>G betrifft die kanonische Spleiflakzeptorstelle von Intron 4 (Abbildung 49C). cDNA-
Analysen bestitigten aberrantes Spleilen. Durch Ausschneiden der Banden nach der GréBenauftrennung in
cinem Agarosegel und Aufreinigung derselben konnte das HauptspleiBprodukt sequenziert werden
(Abbildung 49D). Dabei wurde das Skipping von Exon 5 nachgewiesen, welches einen Frameshift zur Folge
hat und zur vorzeitigen Termination der Translation (p.T265V{s*13) fihrt. Diese Mutation war aufgrund
mangelnder Abdeckung (4x) nicht bei der Anreicherung mit dem SegCap EZ-Panel nachgewiesen worden. In
den Exomdaten betrug die Abdeckung der Substitution dagegen 27x.

Die Missense-Mutation c¢.1765C>T (rs147105770) (Abbildung 49E), welche in den WES-Daten als zweite
Mutation in FANCQ gelistet war und von verschiedenen Vorhersageprogrammen als pathogen eingestuft
wurde, konnte bereits durch bei der Sequenzierung am GS Junior bestimmt werden (4.2.3d). Diese paternal
vererbte Mutation in Exon 8 fihrt zum Austausch eines hoch konservierten Arginins gegen Tryptophan
(p-R589W). Im ExAC-Browser finden sich acht jeweils heterozygote Eintrige zu dieser Mutation, die dort mit
einer Allelfrequenz von 6,603*10- angegeben ist. Ein pathogener Effekt dieser Mutation ist zudem schon von
anderen Erkrankungen bekannt. So wurde sie bereits bei drei Patienten der Xeroderma pigmentosum-
Untergruppe F (XP-F), XP24BR, XP32BR und AS871 [Gregg et al., 2011; Fassihi et al., 2016] sowie dem
Patienten XPCS1CD mit kombiniertem XP/CS-Phinotyp und Merkmalen von FA [Kashiyama et al., 2013]
identifiziert. Als funktionelle Bestitigung der Pathogenitit der Mutationen wurden MMC-Ubetlebenskurven
erstellt.  Durch  Komplementation  der  Patientenzellen mit  Wildtyp-FANCQ  konnte  die
Komplementationsgruppe fiir FA-16 bestitigt werden, da die MMC-Sensitivitit der Zellen aufgehoben
werden konnte (Abbildung 49F).
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Abbildung 49: Zuordnung von FA-16 zur Komplementationsgruppe FA-Q. A: Ein FANCD2-Immunblot konnte bei FA-16 (roter
Rahmen) beide Banden nachweisen. FANC] und Vinculin dienten als Ladungskontrollen. B: Die Ergebnisse der Auszihlung von
RAD51-Foci nach Schadensinduktion mit 40 ng/ul MMC waren zwischen FA-16 und einer Kontrollzelllinie (Kon) in Fibroblasten
(Fib) wie auch Zellen lymphoblastoider Linien (LCL) vergleichbar. C: Die Substitution ¢.793-2A>G (Stern) konnte dem maternalen
Allel zugeordnet werden. D: Auf cDNA-Ebene fihrt diese Mutation zu aberrantem Spleilen. Als HauptspleiBprodukt konnte das
Skipping von Exon 5 nachgewiesen werden. E: Die zweite compound-heterozygote Mutation konnte als ¢.1765C>T (Stern) in Exon 8
(Ex8) identifiziert werden und wurde vom Vater vererbt. F: MMC-Uberlebenskurven zeigten, dass die Sensitivitit gegeniiber der
Substanz durch Komplementation mit der Wildtypsequenz (FANCOWT), nicht aber durch die Missense-Mutation ¢.1765C>T
(FANCOMUT) aufgehoben werden kann. Eine FA-B-Linie diente als Kontrolle, ebenso die Untersuchung mit dem Leervektor (mock).
LD50-Werte sind in der entsprechenden Farbe als gestrichelte Linien eingezeichnet. Fehlerbalken kennzeichnen die
Standardabweichung aus drei Experimenten.
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b. Funktionelle Charakterisierung der identifizierten FANCQ-Mutationen
Auf Proteinebene war durch das Skipping von Exon 5 ein verkirztes Protein von 31,4 kDa vorhergesagt.
Dieses war dutch eine Immunblot-Analyse nicht nachweisbar. Stattdessen konnte Restprotein bei etwa
100 kDa nachgewiesen werden, was der normalen Proteinlinge entspricht (104 kDa), wie in Abbildung 50
ersichtlich. Bei 1333, welcher ebenfalls Triger einer Missense-Mutation (p.L280P) sowie einer trunkierenden
Mutation (p.I1800Tfs*24) in FANCQ ist, konnte dagegen neben Restprotein bei 100 kDa auch ein verkirztes
Proteinprodukt detektiert werden (Abbildung 50A). Bei 1333 handelt es sich um einen von bislang zwei
beschriebenen FA-Q-Patienten [Bogliolo et al., 2013], welcher auch zur Etablierung des Anreicherungspanels
als Patient FA-02 analysiert wurde. Durch eine Proteinfraktionierung konnte Bei FA-16 weiterhin das
Vorhandensein des Proteins im Kern sowie am Chromatin bestitigt werden. Dieses Ergebnis ist in Abbildung
50B dargestellt.
Da es sich bei ERCC4/FANCQ um ecinen Bestandteil des NER-Signalweges handelt und zudem in
Fibroblasten von 1333 eine milde zellulite UV-Sensitivitit beschrieben worden war, wurden fur FA-16
ebenfalls Ubetlebensversuche nach UVC-Bestrahlung durchgefithrt. Der LD50-Wert der primiren
Fibroblasten von FA-16 (2,8 J/m?) lag dabei zwischen dem von 1333-Fibroblasten (1,6 J/m?) sowie
Kontrollzellen (5,8 J/m?) und war vergleichbar zu einem XP-F-Patienten mit bekanntem milden XP-Phinotyp
und moderater UV-Sensitivitit (XP230S) (Abbildung 50C) [Arase et al., 1979]. Die héchste Sensitivitit
gegeniiber UVC-Bestrahlung zeigte bei diesem Versuch der einzige bisher bekannte XFE-Patient (XP51RO)
[Niedernhofer et al., 2006]. Durch weitere Untersuchungen konnte ferner die Beeintrichtigung des GG-NER
sowie des TC-NER-Signalweges (vgl. Abschnitt 1.1.2) bestitigt werden. Die Ergebnisse dazu finden sich in
Abbildung 50D-F dargestellt. Zur Untersuchung der GG-NER wurde ein UDS-Assay durchgefiihrt, welcher
durch die Verwendung von 5-Ethinyl-2-desoxyuridin (EdU) den Einbau von Nukleosiden nach Bestrahlung
von Zellen mit UVC-Licht nachweisbar macht. Im Vergleich mit einer Kontrolle lag die bestimmte relative
Intensitit bei der Untersuchung primirer Hautfibroblasten von 1333 bei 13,26 % (SEM: + 10,89 %) sowie
16,10 % (SEM: £7,28 %) bei FA-16 (Abbildung 50D+E). Ein vergleichbares Ergebnis konnte beim RRS-Test
ermittelt werden, bei welchem EU (5-Ethinyluridin) zum Nachweis der Transkriptions-gekoppelten NER
eingesetzt wurde. Hier betrug die Intensitit 17,21 % (SEM: £ 5,5 %) bei 1333 und 16,75 % (SEM: £6,96 %)
bei FA-16, wobei die Kontrolle auf 100 % gesetzt wurde (Abbildung 50D+F).
Ein Vergleich der MMC-Sensitivitit von FA-16 mit beiden bei Bogliolo et al. 2013 [Bogliolo et al., 2013]
beschriebenen FA-Q-Patienten, FA104 sowie 1333, zeigte zudem, dass der LD50-Wert von FA-16
intermedidr war. Die mittlere letale Dosis lag bei FA104 bei 21 nM, fiir FA-16 konnte diese mit 37 nM MMC
bestimmt werden. Dagegen lag der LD50-Wert von 1333 bei 74 nM, wohingegen er bei einer Kontrolle erst
bei iiber 200 nM MMC ermittelt werden konnte. Die MMC-Uberlebenskurven dieser Zelllinien sind in
Abbildung 50G dargestellt.
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Abbildung 50: Charakterisierung der FLANCQO-Mutationen von FA-16. A: Ein FANCQ-Immunblot konnte Restprotein bei FA-16
(toter Rahmen) nachweisen. Bei 1333 ist zusitzlich ein verkiirztes Produkt <100kDa zu erkennen. Tubulin diente als
Ladungskontrolle. B: In allen drei Fraktionen (Cyt = Cytoplasma; Nuc = Nucleus; Chr = Chromatin) konnte bei FA-16 FANCQ-
Protein nachgewiesen wetrden (toter Rahmen). Tubulin, YY1 sowie Histon H3 dienten jeweils als Ladungskontrolle. C: Immortalisierte
(imm) und primire (prim) Fibroblasten von 1333 (blau) und FA-16 (rot) zeigten cine erhéhte Sensitivitit gegen UV-Licht, dhnlich
ciner XP-F-Zelllinie (XP230S; grin). Am sensitivsten waren Zellen des XFE-Patienten XP51RO (orange). Gestrichelte Linien
markieren die LD50-Werte. Dargestellt sind Mittelwerte = SEMs. D: Der Einbau von Ethinyldesoxyuridin (EdU) wurde beim UDS-
Assay zum Nachweis der Globalen-Genom-Nukleotidreparatur (oben) genutzt. 5°-Ethinyluridin (EU) diente zur Bestimmung der RRS
(unten), um die Transkriptions-gekoppelte NER nachzuweisen. Die Intensititen der beiden Tests sind fiir 1333 (blau) und FA-16 (rot)
sowie cine Kontrolle (grau) in E bzw. F (Mittelwerte = SEMs) aufgetragen. Als weitere Kontrollen dienten ein XP-F- (griin) sowie der
cinzige bekannte XFE-Patient (orange) im UDS-Assay. G: Untersuchung der MMC-Sensitivitit aller drei FA-Q-Patienten (1333: blau;
FA-16: rot; FA104: griin) durch Inkubation von LCLs mit unterschiedlichen Konzentrationen an MMC (Mittelwerte = SEMs).
Gestrichelte Linien markieren die jeweiligen LD50-Werte. ,,SEM*: Standardfehler.
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4.4.3 Bestitigung bereits bekannter Mutationen bei FA-07, FA-10 sowie FA-24

Der Phinotyp sowie die Ergebnisse zur Anreicherung von FA-07 mit dem Krebspanel wurden unter 4.3.3
bereits nidher beschrieben. Dabei wurden zwei compound-heterozygote Varianten in FANCM entdeckt. In
den WES fanden sich ebenfalls beide Mutationen wieder. Dabei war die 1-bp-Duplikation c.1241dup 74x, die
Nonsense-Mutation ¢.1972C>T 126x abgedeckt und somit deutlich niedriger als in den MiSeq-Daten. Da ein
FANCD2-Immunblot beide Banden auf der richtigen H6he nachgewiesen hatte, wurden zudem alle bis dato
bekannten Downstream-Gene niher untersucht und mit den Ergebnissen der MiSeq-Sequenzierung verglichen.
In den MiSeg-Daten waren Indel-Mutationen in BRCA2, BRIP1, PAIB2 sowie ERCC#4 enthalten, welche in
den WES-Daten nicht im Mutationsbericht gelistet waren. Da diese Varianten meist in unmittelbarer Nihe
von Homopolymeren detektiert worden waren, wurden diese als Sequenzierfehler angesehen und nicht weiter
verfolgt. Ubereinstimmend fanden sich in beiden Datensitzen zwei heterozygote Missense-Mutationen in

verschiedenen Genen (Tabelle 25), welche per Sanger-Sequenzierung bei der Patientin bestitigt wurden.

Tabelle 25: Monoallelische Varianten in bekannten FA-Genen bei FA-07. Die Abdeckung der Variante in der NextGENe-Software
ist angegeben, ebenso die Klassifizierung durch drei verschiedene Mutationsvorhersageprogramme. Der jeweils vom
Vorhersageprogramm bestimmte Score ist in Klammern eingetragen.

Mutation
cDNA Protein  dbSNP Ab- Taster SIFT PolyPhen-2
deckung (score) (score)
(p-value)
. . Probably
RADSIC | c29T>C | pMIOT | rs45476495 19x Disease cansing Tolerated damaging
(0,999) 0.3)
(0,959)
. ) Probably
SLX4 c.3812C>T | p.S1271F | 1538101813 19x Polymorphism Deleterions damaging
(0,661) 0,03) oo

Dabei handelte es sich um ¢.29T>C (p.M10T) in RAD57C sowie um die Variante ¢.3812C>T (1rs38101813) in
Exon 12 von SL.X4. Beide Missense-Mutationen wurden von den verwendeten Mutationsvorhersage-
Programmen unterschiedlich eingestuft (Tabelle 25). Eine zweite Mutation war in keinem der beiden Gene
enthalten und es konnte auch kein Kandidatengen bestitigt werden.

Anders als FA-07 zeigte FA-10 einen klassischen FA-Phinotyp. Zum Zeitpunkt der WES war der Patient
sieben Jahre alt und wies neben postnatalem Minderwuchs, Mikrophthalmie und Mikrozephalie weitere
angeborene Fehlbildungen wie beidseitige Daumenhypoplasie, Hiftdysplasie, Radialstrahl- sowie
Nierenanomalien, Pigmentstérungen der Haut und eine Thrombopenie auf. AuBler der bereits bestitigten de
novo-Substitution ¢.280A>T in FANCB konnte in den bekannten Upstream-FA-Genen keine pathogene
Mutation nachgewiesen werden.

Die WES-Ergebnisse von FA-24, welcher am SOLID 5500xl sequenziert wurde, waren nicht zufriedenstellend
(vgl. Abbildung 47 sowie Abbildung 48). Parallel zum WES wurde der Patient auch per FANCD2-Immunblot
und Krebspanel-Sequenzierung untersucht. Nachdem durch die Immunblot-Analyse eine Defizienz des

Patienten fiir FANCD2 festgestellt wurde und durch die TruSight Cancer-Panelanalyse die Mutation ¢.696-
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121C>G in FANCD2 bereits bestitigt worden war, wurden die Exomdaten auf diese Mutation hin tberpriift.

Dabei konnte sie mit einer Abdeckung von 10x ebenfalls homozygot nachgewiesen werden.

4.4.4 Nachweis pathogener Mutationen in anderen Genen der DNA-Reparatur

a. NTHL1-Mutationen bei einer Familie mit multiplen Tumorerkrankungen
Von FA-29 tiirkischer Abstammung war bekannt, dass der Patient sowie dessen jingerer Bruder bereits in
jungen Jahren an Krebs erkrankt waren. So war bei FA-29 im Alter von 29 Jahren ein Mundbodenkarzinom
festgestellt worden, welches operativ entfernt und die Region zusitzlich bestrahlt wurde. Ein Jahr spiter
wurde erstmals ein Myelodysplastisches Syndrom (MDS) diagnostiziert, welches mit einer Neutro- sowie
Thrombopenie ecinherging. Des Weiteren entwickelte sich eine Anidmie (Hb = 7,5 g/dl) und der Patient
verstarb  schlieBlich mit 34,5 Jahren. Bei seinem Bruder (FA-29.2) war mit 23 Jahren ecin
Plattenepithelkarzinom an der Zungenspitze diagnostiziert worden. Auf eine pridoperative Radio- und
Chemotherapie, bei welcher auch Cisplatin zum Einsatz kam, hatte FA-29.2 mit einer aplastischen
Myelosuppression  reagiert und war schlieBlich an Multiorganversagen verstorben. Eine weitere
Familienanamnese ergab spiter, dass deren Mutter mit 50 Jahren an einem Endometriumkarzinom erkrankt
war. Bei cinem weiteren Geschwister (FA-29.3) war zudem im Alter von 24 Jahren ein Hirntumor
diagnostiziert worden. Der Vater ist bis zum jetzigen Zeitpunkt gesund und auch bei den GroBeltern war
keine Krebserkrankung beschrieben worden. In Abbildung 51 ist der Stammbaum der Familie dargestellt, der

nach der Familienanamnese erstellt werden konnte.

Pp

O %)

65 Jahre 35 Jahre 85 Jahre 80 Jahre
? ? kein Krebs kein Krebs
O ®
63 Jahre 62 Jahre ?
kein Krebs Gebarmutter- Lipome
halskrebs
FA-29 FA-29.3 FA-29.2 46 Jahre
34 Jahre 26 Jahre 23 Jahre Brustkrebs
Plattenepithel-  Hirntumor  Plattenepithel-
karzinom karzinom
des Mundbodens der Zungenspitze
MDS
AA

Abbildung 51: Stammbaum des Patienten FA-29. Angegeben ist das aktuelle Alter bzw. das Alter zum Todeszeitpunkt. Phinotypische
Auffilligkeiten sind, soweit bekannt, vermerkt. Ein ,,> gibt an, dass hierzu keine Information vorlag.
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Wie bereits in Abschnitt 4.2.3a beschrieben, war FA-29 als Downstream-Patient klassifiziert worden (Tabelle
11). Die durchflusszytometrische Bestimmung des G2-Phasen-Anstieges von peripheren Blutlymphozyten
hatte zudem ein Ergebnis im Bereich normaler Kontrollen ergeben (XG2/GF spontan = 0,198; induziert =
0,313), wohingegen bei primiren Fibroblastenkulturen ein iiberproportionaler Anstieg nach Behandlung mit
12 ng/ml MMC von 10,2 % auf 33,2 % nachweisbar war (Abbildung 52). Die Antreicherung mit dem SeqCap
EZ-Panel hatte allerdings keine pathogene Mutation in bekannten FA-Genen nachweisen kénnen, weshalb

DNA aus primiren Fibroblasten zum WES verschickt wurde.

Kontrolle FA-A FA-29
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Abbildung 52: Zellzyklusanalyse primirer Fibroblastenkulturen zum Nachweis eines G2-Phasen-Arrestes. Nach Inkubation mit
12 ng/ml (+) MMC fir 48 h konnte bei Kontrollzellen (links) keine Akkumulation in der G2-Phase nachgewiesen werden,
wohingegen Zellen eines FANCA-Patienten sowie von FA-29 eine Arretierung zeigten. Zur Kontrolle wurden die Zellen ohne MMC
(-MMC) am Durchflusszytometer gemessen. Die Firbung der Zellen erfolgte mit DAPI, die Zellzyklusphasen sind oben angegeben.

In den Daten des WES von FA-29 bestitigte sich zunichst der Ausschluss von Mutationen in bekannten FA-
Genen. Stattdessen konnte eine homozygote Substitution in Exon 3 von NTHL7 (NM_002528) detektiert
werden, welche zur Unterbrechung des Leserahmens durch ein Stoppcodon fihrt (p.W182*). Die Mutation
c.545G>A konnte per Sanger-Sequenzierung sowohl in primiren Fibroblasten, als auch in gDNA aus einer
lymphoblastoiden Zelllinie des Patienten bestitigt werden (Abbildung 53A), welche nicht sensitiv auf MMC
reagierte. Das Gen codiert fiir das Protein NTHL1, welches eine von bislang elf bekannten Glykosylasen der
Basenexzisionsreparatur darstellt. Eine homozygote Nonsense-Mutation in diesem Gen wurde kiirzlich bei
drei unterschiedlichen Familien mit adenomatdser Polyposis und kolorektalen Karzinomen beschrieben
[Weren et al., 2015]. In einer Tumorgewebeprobe von FA-29.2 war die Substitution gleichfalls homozygot. Bei
der Uberpriifung der Segregation fiel weiterhin auf, dass der Vater heterozygot, die Mutter sowie die

Schwester (FA-29.3) ebenfalls homozygot fiir ¢.545G>A waren (Abbildung 53B).
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Abbildung 53: Homozygote Nonsense-Mutation in der BER-Glykosylase NTHL7. A: ¢.545G>A (Stern) konnte sowohl in MMC-
sensitiven primiren Fibroblasten (Fib) als auch in einer nicht-sensitiven lymphoblastoiden Zelllinie (LCL) homozygot nachgewiesen
werden. B: Die Sanger-Sequenzierung aller Familienmitglieder bestitigte den Vater als heterozygoten Ubertriger (Stern). Die Mutter
sowie beide Geschwister (FA-29.2 und FA-29.3) waren wie FA-29 ebenfalls homozygot (Stern). Vom verstorbenen Bruder FA-29.2
stand nur eine Tumorprobe zur Verfigung. C: Ein NTHL1-Immunblot konnte bei FA-29 und dessen Mutter kein Protein nachweisen
(roter Rahmen). Tubulin diente als Ladungskontrolle. Eine HAP1-Zelllinie und eine gesunde Kontrolle waren ebenso aufgetragen wie
eine HAP1-Zelllinie mit NTHLI1-Knockont (HAPINTHLL-/) D: Der Knockout wurde auch auf gDNA in der HAP1 NTHLI-/- T inje
bestitigt. Deletierte Basen sind unterstrichen. ,,Ex*“: Exon. ,,JVS*: Intron.

Fir ein mogliches verkiirztes Protein war eine Grof3e von 20 kDa vorhergesagt worden, wohingegen das
Produkt normaler Linge ein Molekulargewicht von 34 kDa aufweist. Durch eine Immunblot-Analyse, die in
Abbildung 53C dargestellt ist, war jedoch kein verkiirztes Protein nachweisbar. So konnte beim Vater, dem
heterozygoten Triger der Nonsense-Mutation sowie einer Kontrolle Protein auf normaler Hohe bestitigt
werden. Bei der Mutter wie auch bei FA-29 war hingegen keine Bande nachweisbar. Als Kontrollzelllinie
diente dabei eine kommerzielle HAP1-Knockout-Zelllinie fiitr NTHL1 (HAPINTHLL/) Bei dieser war durch
das CRISPR-Cas9-System ecine Frameshift-Mutation eingefithrt worden, welche auf DNA-Ebene als
c.457_461del in Exon 3 bestitigt wurde (Abbildung 53D). Die 5 bp-Deletion hitte nach Vorhersage ein
verkiirztes Protein (p.R153Afs*15) von 19,5 kDa zur Folge, was ebenfalls nicht verifiziert werden konnte,

obwohl das Epitop des verwendeten Antikérpers die N-terminalen Aminosiuren 1-150 umfasste.

b. Nachweis compound-heterozygoter RPAI-Mutationen bei einem Patienten mit FA-
dhnlichem Phinotyp

Ebenso wie bei FA-29 war bei FA-63 schon in jungen Jahren Krebs diagnostiziert worden. Mit 18 Jahren

wurde ein Osteosarkom im linken distalen Femur festgestellt, an dessen Folgen der Patient verstarb. Weiterhin

wurden Organfehlbildungen in Form eines angeborenen Herzfehlers sowie eine beidseitige Nierendysplasie
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diagnostiziert. Eine milde Leukopenie sowie Neutropenie waren wihrend der Aufnahme des Patienten zur
Behandlung des Osteosarkoms ebenso festgestellt worden wie ecine milBiggradige Hypoplasie des
Knochenmarkes. Eine Blutprobe erwies sich bei der Bestimmung der G2-Phasen-Arretierung als MMC-
sensitiv, was in Abbildung 44 dargestellt ist. Dabei war eine hohe spontane Arretierung der Zellen in der G2-
Phase festgestellt worden, welche nach Zugabe von MMC nicht deutlich anstieg. Stattdessen konnte ein hoher
Zerfall beobachtet werden. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde die Subtypisierung eingeleitet und DNA aus
Blut mittels des TruSight Cancer-Panels angereichert. Wie in Abschnitt 4.3.6 beschrieben, konnte dabei die
heterozygote paternale Mutation ¢.584A>T (FANCC_000019) in FANCC bestitigt werden (

Tabelle 23). Durch einen FANCD2-Immunblot mit Proteinlysat einer lymphoblastoiden Zelllinie wurde der
Patient einer Downstream-Komplementationsgruppe zugeordnet und DNA aus Blut zum WES gegeben.
Wihrenddessen konnte eine Fibroblastenkultur des Patienten hinsichtlich einer G2-Phasen-Anstieg vor und
nach der Behandlung mit 12 ng/ml MMC untersucht werden, wobei hier die Zellen nicht arretierten, was
gegen die Verdachtsdiagnose FA sprach.

Die Anreicherung erfolgte mittels SureSelect Human All Exome v5-Kit, die Sequenzierung fand am HiSeq 4000
statt. Die Sequenzdaten wurden im Anschluss wie tiblich mit der NextGENe-Software ausgewertet. Unter den
insgesamt tiber 166 000 gelisteten Varianten konnte, auler ¢.584A>T in FLANCC, keine weitere Mutation in
einem bekannten FA-Gen bestimmt werden. Von tber 25 700 Varianten innerhalb der codierenden Sequenz
hatten Missense-Mutationen mit 45% den gréften Anteil. Unter diesen konnten zwei compound-
heterozygote Vatianten in RPA7 ermittelt werden, die in Tabelle 26 mit der Einstufung durch
Mutationsvorhersage-Programme eingetragen sind. Das Gen RPA1 codiert fiir die 70 kDa grof3e Untereinheit
des heterotrimeren Replikationsproteins A (RPA), welches wihrend der Replikation und bei DNA-Schiden an
einzelstringige Intermediate bindet, diese stabilisiert und verschiedene Proteine zur weiteren Prozessierung

aktiviert bzw. rekrutiert, wie beispielsweise RAD51 und RAD52 [Sleeth et al., 2007].

Tabelle 26: RP.A7-Mutationen, welche durch WES bei FA-63 nachgewiesen werden konnten. Die Abdeckung der Variante in der
NextGENe-Software ist angegeben, ebenso die Klassifizierung durch drei verschiedene Vorhersageprogramme. Der jeweils vom
Vorhersageprogramm bestimmte Score ist in Klammern eingetragen.

Protein dbSNP Abdeckung MutationTaster PolyPhen-2

(p-value) (score)

Disease cansing Deleterious Probably damaging

. > W -

c.1082G>C | p.W361S 170x 1) ) (0,996)

Disease cansing Deleterions Probably damaging

. > : : S
c.1165C>T | p.R389W | 15202068855 46x ) 0,02) (0,093)

Zunichst wurde die Segregation beider Mutationen durch Sanger-Sequenzierung iberprift. Dabei konnte
c.1082G>T (p.W361S) in Exon 11 dem paternalen, c.1165C>T (p.R389W) in Exon 12 dem maternalen Allel
zugeordnet werden (Abbildung 54A-C). Zudem konnte ein gesundes Geschwister als heterozygoter Triger

der Missense-Mutation in Exon 12 bestitigt werden, wohingegen in Exon 11 dort die Wildtypsequenz vorlag.
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Abbildung 54: Compound-heterozygote RP.A7-Mutationen bei FA-63. A: Durch Sanger-Sequenzierung konnte der Vater als
heterozygoter Ubertriger der Missense-Mutation ¢.1082G>C (Stern) in Exon 11 des RPA7-Gens bestitigt werden. B: Die Mutter
erwies sich dagegen als Ubertrigerin der Substitution c¢.1165C>T (Stern) in Exon 12. C: Exon- und Proteinstruktur von RPA7. In blau
sind die Exons der 1851 bp langen codierenden Sequenz dargestellt. Mit roten Pfeilen sind die bei FA-63 identifizierten Mutationen
cingezeichnet. Gestrichelte Linien markieren die Grenzen verschiedener RPA1-Proteindominen sowie die entsprechenden Bereiche
der codierenden Sequenz. In grau sind die vier DNA-Bindedominen (DBD) von RPA1 dargestellt, welche tber flexible
Linkerregionen (schwarze Linien) verbunden sind. In DBD-A und -B konnten vier hochkonservierte Aminosiuren (Pfeile)
nachgewiesen werden, welche fiir die Bindung an ssDNA essenziell sind. In rot ist eine bei FA-63 verinderte Aminosdure (aa)
hervorgehoben (p.W361S). ,,Ex*“: Exon.

Die Substitution ¢.1082G>C findet sich bislang nicht im ExAC-Browser gelistet, wohingegen ¢.1165C>T dort
mit einer Allelfrequenz von 1,433*10-3 angegeben ist. Dabei wurde letztgenannte Missense-Mutation bereits
drei Mal homozygot bei verschiedenen Individuen finnischer Abstammung nachgewiesen. Die betroffene
Aminosiure zeigt eine moderate Konservierung, welche bis zum Zebrafisch reicht, wihrend W361
hochkonserviert ist. Fir diese Aminosiureposition wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen bereits
Untersuchungen zur funktionellen Beeintrichtigung von RPA wihrend der Replikation und Rekombination
angefertigt. So zeigten verschiedene Doppelmutanten essenzieller DNA-Bindedominen (DBD) von RPA1
cinen Defekt der DNA-Reparatur [Haring et al., 2008; Hass et al., 2012]. Diese DBD vermitteln die Bindung
des Heterotrimers an ssDNA. In RPA1 finden sich vier dieser Dominen, welche als DBD-A, -B, -C sowie -F
bezeichnet werden und in Abbildung 54C schematisch dargestellt sind. Die beiden zentralen DNA-
Bindedominen, DBD-A und -B, bilden die DNA-Bindungsstelle des RPA-Komplexes und sind fiir die hohe
Affinitit zur Bindung einzelstringiger DNA verantwortlich. Beide Dominen enthalten eine Reihe polarer und
aromatischer Aminosiuren, welche fiir die Bindung an ssDNA entscheidend sind [Bochkarev et al., 1997].

Darunter finden sich vier hochkonservierte aromatische Aminosauren. In DBD-A sind dies F238 und F269,
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bei DBD-B W361 sowie F386. Eine weitere funktionelle Charakterisierung fand in der vorliegenden Arbeit

nicht statt.

4.5 Sequenzanalysen bei FANCD2

4.5.1 Pseudogen-Analyse

Von FANCD2? war im Vorfeld bekannt, dass durch das Vorhandensein zweier Pseudogene die
Mutationsanalyse erschwert wird [Kalb et al., 2007; Ameziane et al., 2012; Knies et al., 2012]. Bei Pseudogenen
handelt es sich um Kopien cines funktionellen Gens, welche durch Duplikation oder Transposition
entstanden sind. Durch Nonsense- oder Indel-Mutationen haben diese Kopien allerdings ihre Funktionalitit
verloren. Aufgrund der Sequenzihnlichkeit zum funktionellen Gen werden diese Regionen bei der
Panelanreicherung ebenfalls angereichert und anschlieBend gegen die Referenzsequenz gemappt. Dabei kann
zunichst nicht unterschieden werden, ob es sich bei einer Variante um eine tatsichliche Mutation oder um
eine der Pseudogensequenz entstammenden Verdnderung handelt. Ein kompletter Ausschluss der Pseudogene
bei der Erstellung von Sonden zur Anreicherung ist allerdings nicht moglich, da sonst auch zahlreiche Exons
von FANCD?2 nicht durch Sonden abgedeckt wiren und somit in den NGS-Daten fehlen wiirden.

In der aktuellen Pseudogendatenbank (Buid 83) wurden insgesamt finf Pseudogene fir FANCD2
(ENSG00000144554) auf dem Plusstrang von Chromosom 3 gelistet. Dabei handelt es sich um
PGOHUMO00000299338 (FANCD2PT), PGOHUMO00000299341 (FANCD2P2), PGOHUMO00000299342
(FANCD2P3), PGOHUMO00000305819 (FANCDZ2P4) sowie PGOHUMO00000305820 (FANCDZ2P5). Eine
genauere Analyse der aufgefithrten Pseudogene zeigte, dass FLFANCDZ2P4 und FANCDZ2P5 gegen Regionen
komplexer Alleldiversitit mappen und alternativen Loci von Chromosom 3 (CHR_HSCHR3_1_CTGT1)
zugeordnet wurden. Ein Sequenzvergleich unter den Pseudogenen zeigte weiterhin, dass FANCD2P5 mit
FANCDZ2P3 identisch ist und FANCD2P4 zu 99,82 % mit FANCDZ2P2 {bereinstimmt. Deshalb wurden
FANCD2P4 sowie FANCD2P5 von der weiteren Analyse ausgeschlossen und nur mit den tbrigen drei

Pseudogenen weitergearbeitet. Eine Ubersicht dazu findet sich in Tabelle 27 wieder.

Tabelle 27: Ubersicht zu FANCD2-Pseudogenen. Angegeben ist die chromosomale Position (hg38) (,Chr = Chromosom), die
GroBe sowie Ubereinstimmung der Sequenzen mit FANCD2. Zudem ist die Pseudogenklasse vermerkt. Die Daten beruhen auf
www.pseudogene.org/.

Gréle Sequenzihnlichkeit

Gen Chr Start Stopp Strang [bp] 2u FANCD2 [%)] Klasse
FANCD?2 3 10 026 429 10101 930 + 75501 100 -
FANCD2P1 3 9992874 9994 323 + 1449 93,48 Unbestimmt
FANCD2P2 3 11 873 631 11 885 678 + 12 047 90,89 Dupliziert
FANCD2P3 3 11 886 770 11891 579 + 4809 92,82 Dupliziert
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In Hinblick auf die genomische Struktur lassen sich Pseudogene verschiedenen Klassen zuordnen. So weisen prozessierte Pseudogene keine Introns mehr
auf, wohingegen durch Duplikation entstandene Pseudogene eine typische Exon-Intron-Struktur zeigen. In diese Gruppe fallen FANCD2P2 sowie
FANCDZ2P3. Daneben gibt es noch Pseudogene, welche sich keiner dieser Klassen eindeutig zuordnen lassen, da die Sequenzen zu stark degradiert sind.
Darunter fillt FANCD2P7, welches mit 1,5 kb das kleinste der identifizierten Pseudogene ist. Durch eine BLAST-Analyse der Sequenzen konnte
FANCD2P7T den Exons 15 und 16 zugeordnet werden, inklusive der Sequenz von Intron 15. Die Sequenzhomologie von FANCD2P2 zu FANCD?2
erstreckte sich hingegen von Intron 18 bis Intron 25. Direkt daran schloss die Sequenz von FLANCDZ2P3 an, welche Exon 26 bis Exon 28, einschliellich

der dazwischen liegenden Intronsequenzen, umfasst (Abbildung 55A+B).
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Abbildung 55: Chromosomale Position von FANCD2 und dessen Pseudogenen (hg38). A: Das Ideogramm weist auf die Lokalisation von FANCD?2 auf dem kurzen Arm von Chromosom
3 hin (rote Markierung). B: Der Abschnitt von Chromosom 3 von Position 9 990 000-11 895 000 ist schematisch dargestellt. Darunter befinden sich die Genstrukturen der Pseudogene 1-3
sowie FANCD2, entsprechend ihrer Position auf Chromosom 3 angeordnet. Gefiillte Boxen symbolisieren Exons (blau: Pseudogen; grau: FANCD?2), gestrichelte Linien dagegen Introns
(blau: Pseudogen; schwarz: FANCD2). Pfeile markieren die Leserichtung. Uber den Exons der Pseudogene sind die homologen Exons von FANCD2 angegeben
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4.5.2 Bestitigung hypomorpher Mutationen

Zusitzlich zu den bereits beschriebenen FA-D2-Patienten FA-09, FA-24 sowie FA-59 konnten 24 weitere
Patienten aus 21 Familien identifiziert werden. Eine Ubersicht dieser neuen FA-D2-Patienten und deren
Mutationen ist in Tabelle 28 ecingetragen sowie in Abbildung 56 dargestellt. Insgesamt fanden sich 24
verschiedene Mutationen, wovon 11 bisher bei keinem FA-D2-Patienten beschrieben wurden. Bei uber 40 %
aller nachgewiesenen Mutationen (n = 10/24) konnte eine Auswirkungen auf das aberrante Spleilen bestitigt
werden, darunter auch bei zwei von drei neuen Mutationen. So fithrt die Substitution ¢.3467-2A>G in Intron
34 zum Verlust der kanonischen Spleilakzeptorsequenz, was das Skipping von Exon 35 zur Folge hat
(r.3467_3560del). Diese heterozygote Mutation konnte bei FAD2-02 dem paternalen Allel zugeordnet werden
und in gDNA aus Blut sowie Fibroblasten verifiziert werden. In einer lymphoblastoiden Zelllinie war diese
Substitution allerdings nur marginal nachweisbar. Der Frameshift resultiert in einer vorzeitigen Termination
der Translation (p.A1156Vfs*11), was sich in einem instabilen Transkript auf cDNA-Ebene widerspiegelte.
Im Gegensatz dazu fithrt die homozygote Substitution ¢.2975A>G zum Skipping der 117 bp von Exon 30,
was zu einer in-frame Deletion von 39 Aminosduren fihrt (p.A954_K992del). Das Spleivorhersageprogramm
Human Splicing Finder hatte den Vetlust der wildtypischen SpleiBdonorstelle, NNSPLICE die Entstehung
einer neuen SpleiBlakzeptorstelle durch die Mutation vorhergesagt. Die Substitution konnte bei FAD2-04.1
homozygot nachgewiesen werden. Von FAD2-20 stand kein Material zur Verfigung, um den Effekt der
Deletion ¢.1947+2del nachweisen zu kénnen, welche den kanonischen Spleiidonor von Intron 21 betrifft.
Nach Spleimutationen waren Indel-Mutationen die hiufigste Art von Varianten, welche bei den hier
untersuchten FA-D2-Patienten bestimmt werden konnte. Von insgesamt sechs Indel-Mutationen waren vier
noch nicht beschrieben. Darunter befand sich nur eine Duplikation, welche bei FAD2-15 aus Frankreich
heterozygot bestitigt werden konnte. Fiir ¢.4336_4337dup wurde ein Frameshift vorausgesagt, welcher ein
verlingertes Protein zur Folge hat (p.S1440Rfs*28). Die Deletion eines Triplettrepeats in Exon 5 fihrt
dagegen zur in-frame Deletion p.E95del und wurde bei FAD2-05 heterozygot auf gDNA-Ebene bestimmt.
Dagegen resultiert die 2-bp-Deletion ¢.1632_1633del von FAD2-12 unmittelbar in einem Stoppcodon
(p-N545%). Die Deletion eines Thymins an Position ¢.2534 in Exon 18, die bei FAD2-24 homozygot bestitigt
wurde, hat stattdessen einen Frameshift zum Ergebnis, welcher ebenfalls zu einer vorzeitigen Termination der

Translation fihrt.
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Tabelle 28: Neu zugeordnete FA-D2-Patienten. ,, ID*: Patienten-ID. ,Ref.: Referenz. ,,-: keine Angabe. ,,?*: unbestitigt/unbekannt. In den Familien 4, 7 sowie 21 konnten je zwei
betroffene Kinder mit den entsprechenden Mutationen bestitigt werden.

ID

DNA

Mutation 1

Protein

Ref.

DNA

Mutation 2

Protein

Ref.

Herkunft

FAD2-01 | c.1948-16T>G p.EG50% [Kalb et al, 2007] | c.1948-16T>G p.EG50% [Kalb et al, 2007]  vermutlich Tiirkei
FAD2-02 .2444G>A p.R815Q [Kalb etal, 2007]] | c.3467-2A>G p.A1156Vfs*11 - Frg‘?}ll‘f:éff/
FAD2-03 | c.1948-16T>G p.E650* [Kalb et al, 2007] | c.1948-16T>G p.E650* [Kalb et al.,, 2007] Tiirkei
FAD2-04.1 c.2975A>G p.A954_K992del - c.2975A>G p.A954_K992del - Tiirkei?
FAD2-04.2 c.2975A>G p.A954_K992del - c.2975A>G p.A954_K992del - vermutlich Tiirkei
FAD2-05 c.238_285del p.E95del - C.2443C>T p.R815W - Deutschland
FAD2-07.1 .2396C>A p.A799D - ¢.3803G>A p.\W1268* [Kalb et al., 2007 Setbien
FAD2-07.2 .2396C>A p.A799D - c.3803G>A p.W1268* [Kalb et al.,, 2007 Serbien
FAD2-09 | c.1948-16T>G p.E650* [Kalb et al, 2007] | ¢.1948-16T>G p.E650* [Kalb et al, 2007]  vermutlich Tiirkei
FAD2-11 c.1948-6C>A p.E650* [Kalb et al., 2007] c.1948-6C>A p.E650* [Kalb et al.,, 2007 Deutschland
FAD2-12 | c.1632_1633del p.N545% - c.1948-6C>A p.E650* [Kalb et al.,, 2007] Deutschland
FAD2-13 c.2444G>A p.R815Q [Kalb et al, 2007] | c2715+1G>A p.E90GLfs*4 [Kalb et al., 2007] E
FAD2-15 C.782A>T p.S232Rfs*6 [Kalb et al, 2007] | c.4336_4337dup p.S144GRfs*28 - Frankreich
FAD2-16 C'Z;gi‘z@?“' pIO2Yfs¥7%  [[Kalbetal,2007] |  c.2444G>A p.R815Q [Kalb ct al., 2007] Portugal
FAD2-17 C.782A>T p.S232Rfs*6 [Kalb et al., 2007] .1370T>C p.L457P [Kalb et al.,, 2007] Spanien
i B C.784- _
FAD2-18 CT82A>T p.S232Rfs*6 [Kalb et al., 2007] > 11544 dup p.V262_1.378dup [Kalb et al., 2007 Italien
FAD2-19 C.2444G>A p.R815Q [Kalb et al.,, 2007] C.2444G>A p.R815Q [Kalb et al,, 2007 Frankreich
FAD2-20 c.2444G>A p-R815Q [Kalb et al., 2007] c.1947+2del p-? - Frankreich
FAD2-21.1 | c1321_1322del  p.V379_K515del  [Kalb et al, 2007] C.2444G>A p.R815Q [Kalb et al.,, 2007] Frankreich
FAD2-21.2 | c1321_1322del  p.V379_K515del  [Kalb et al, 2007]] C.2444G>A p.R815Q [Kalb et al,, 2007] Frankreich
FAD2-22 .2444G>A p.R815Q [Kalb et al., 2007] C.2444G>A p.R815Q [Kalb et al., 2007] Dgf;;fi??s/
FAD2-23 c.782A>T p-S232Rfs*6 [Kalb et al., 2007] c.782A>T p-S232Rfs*6 [Kalb et al., 2007] Frankreich
FAD2-24 c.2534del p.V845Gfs*4 - c.2534del p.V845Gfs*4 - ?
FAD2-25 | c3453_3456del  pN1151Kfs*46  [Kalb et al., 2007] C.782A>T p.S232Rfs*6 [Kalb et al., 2007] Frankreich
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Abbildung 56: Schematische Ubersicht aller bislang identifizierten FANCD2-Mutationen. Das nicht-codierende Exon 1 ist grau, die Transkriptionsstartstelle mit einem Pfeil markiert.
Finzelne Exons sind zur Ubersichtlichkeit nummeriert. Uber der Exonstruktur der codierenden Sequenz sind alle im Verlauf dieser Arbeit identifizierten Mutationen eingetragen. Bereits in
der FA-Datenbank vermerkte Varianten sind unterhalb der cDNA angegeben. Intronische Mutationen mit einer Auswirkung auf das aberrante Splei3verhalten sind als ungefiillte, exonische
Spleimutationen als gefiillte Pfeilspitzen dargestellt. Gefiillte Rauten symbolisieren Nonsense-, gefiillte Kreise Missense-Mutationen. Indel-Mutationen <5 bp sind als ungefiillte Quadrate

dargestellt, groBere Indels dagegen als gefiillte Rechtecke. Sofern eine Mutation homozygot nachgewiesen wurde, ist ein ,,H* vermerkt. War die Mutation vorher noch nicht beschrieben, trigt
sie ein ,,N.

Unter insgesamt funf verschiedenen Missense-Mutationen waren drei neue Varianten zu finden. Neben der bei FA-59 beschriebenen Missense-Mutation
c.3996G>T (p.Q1332H) in Exon 41 konnten zwei weitere in Exon 26 identifiziert werden. So wurde bei den Geschwistern FAD2-07.1 und FAD2-07.2 die
heterozygote Substitution ¢.2396C>A festgestellt, welche eine hochkonservierte Aminosiure betrifft (p.A799D). Einen Eintrag im ExAC-Browser gibt es
zu dieser Variante nicht. Dagegen war der Basenaustausch ¢.2443C>T (rs763185403), welcher bei FAD2-05 heterozygot bestimmt wurde, mit einer
Allelfrequenz von 1,71%10-5 hintetlegt. Auf Proteinebene fithrt diese Missense-Mutation zur Substitution eines Arginins gegen ein Tryptophan (p.R815W).
Die bereits veréffentlichte Mutation ¢.2444G>A (1s766567785) fihrt ebenfalls zum Austausch des Arginins an Position 815, allerdings gegen ein Glutamin.
In der hier untersuchten Patientengruppe konnte diese Mutation sechs Mal heterozygot sowie zwei Mal homozygot bestimmt werden (Abbildung 56,
Tabelle 28) und ist insgesamt betrachtet die am hiufigsten nachgewiesene Mutation bei FA-D2-Patienten (n = 14). Im ExAC-Browser ist diese Substitution

mit einer Allelfrequenz von 1,46*10# angegeben.
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Von insgesamt 23 der 27 neuen FA-D2-Patienten lagen zudem Informationen beziiglich des Phinotyps vor.
Dabei zeigte jeder Patient mindestens zwei Auffilligkeiten. Am hiufigsten traten Kleinwuchs (83 %) sowie
Mikrozephalie (78 %) auf. Bei der Untersuchung der Organe wurden bei knapp der Hilfte der Patienten
Nierenanomalien (n=11) und bei gut ecinem Viertel (n=06) angeborene Herzfehler festgestellt.
Daumenfehlbildungen (11/23), Pigmenterungsstorungen (10/23) sowie Radialstrahlanomalien (9/23) waten
ebenfalls hidufig. Bei sicben Patienten wurden zusitzlich Ohrfehlbildungen bzw. Schwerhérigkeit und bei
jeweils 26 % auch eine Mikrophthalmie oder psychomotorische Entwicklungsstérung diagnostiziert. Ferner
waren bei neun Patienten himatologische Auffilligkeiten angegeben. Normale Blutwerte zeigten sich bei vier
Patienten mit Mosaikstatus im himatopoetischen System. Bei FAD2-02 waren bis zum Alter von 40 Jahren
keine Verinderungen des Blutbildes aufgetreten, obwohl sich im Blut keine Reversion einer Mutation
nachweisen lies. Dagegen war die SpleiBmutation ¢.3467-2A>G in einer aus Blut etablierten lymphoblastoiden
Zelllinie revertiert. Der Patient war erst durch die Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms im linken
Oberkiefer im Alter von 30 Jahren als moglicher FA-Patient aufgefallen. AuBlerdem war bei FAD2-20 ein

Karzinom in der Mundhoéhle im Alter von 24 Jahren festgestellt worden.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst ein FA-spezifisches Genpanel etabliert und dieses zur molekularen
Diagnosestellung bei FA-Patienten verwendet. Damit konnte ein Grofteil der Exons bekannter FA-Gene
sowie patientenspezifische Mutationen in intronischen Sequenzabschnitten angereichert werden. Allerdings
zeigten sich Schwichen bei der verwendeten Sequenzierungstechnologie in Form von teilweise
unzureichender Abdeckung der Zielregionen. Als Alternative zum FA-Panel wurde ein kommerzielles
Genpanel zur Mutationsanalyse verwendet, welches eine Vielzahl der bekannten FA-Gene enthilt und mit
einem anderen Sequenziersystem analysiert wurde. Zusitzlich wurde bei einigen FA-Patienten, deren
Mutationen durch die Gen-Anreicherungspanels nicht geklirt werden konnten, zusitzlich ein WES
durchgefiuhrt. Ein groferer Datendurchsatz der fur das kommerzielle Genpanel und WES verwendeten
Sequenziermethoden erlaubte eine bessere Abdeckung der jeweils angereicherten Zielregionen. Das WES
zeigte seine Stitke vor allem bei der Identfizierung von Mutationen in Genen auBerhalb des FA/BRCA-
Signalweges. Durch die Kombination aller Anreicherungsstrategien konnte eine molekulare Diagnose bei einer

Vielzahl der untersuchten Patienten gestellt werden.

5.1 Etablierung eines Anreicherungspanels zur NGS-Analyse von FA-Patienten

Der erste Teil der Arbeit befasste sich mit der Etablierung eines spezifischen Genpanels, um die
Routinediagnostik, bei welcher zur Mutationsanalyse vorwiegend Sanger-Sequenzierungen durchgefithrt
werden, durch eine Hochdurchsatz-Sequenzierung aller bekannten FA-Gene in einem Ansatz zu unterstiitzen
oder in Teilbereichen zu ersetzen. Durch die Aufnahme von Kandidatengenen in das Panel sollte zudem eine
gleichzeitige Untersuchung potentieller neuer FA-Gene erméglicht werden.

Die Verwendung eines kundenspezifischen Genpanels machte eine Anpassung der Protokolle zur
Anreicherung nétig, wie sich bereits bei der Erstellung der Probenlibrary zeigte. Dabei erwies sich die anfangs
eingesetzte Menge an DNA als zu gering, da wihrend der Bearbeitung der Proben ein Teil der fragmentierten
DNA verloren ging und somit keine ausreichende Konzentration des Templates fiir die folgende LM-PCR zur
Verfiigung stand. Es blieb bereits bei der Fragmentierung der DNA durch Nebulisierung einiges Material in
dem dazu verwendeten Gefdl} zuriick. Weiterhin ging bei der Aufreinigung durch die SPRI-Bead-Selektion
Material verloren, so dass sich die Menge an Template fiir die LM-PCR immer weiter verringerte. Die
Ausgangsmenge vor der Fragmentierung musste deshalb um das Vierfache erhéht werden, um
zufriedenstellende Ergebnisse zu erhalten, auf deren Grundlage weitergearbeitet werden konnte. Allerdings
stellte die Ausgangsmenge bei den meisten hier analysierten Patienten keinen limitierenden Faktor dar, da
geniigend Material zur Verfiigung stand. Ein Problem wire die Ausgangsmenge bei Proben mit begrenzter
Zuginglichkeit, wie z. B. bei Tumorproben. In solchen Fillen misste ein anderes Protokoll zur Vorbereitung
der Probenlibrary verwendet werden. Fir die Fragmentierung stiinden verschiedene Alternativen zur

Nebulisierung zur Auswahl, wie etwa die Sonifikation oder die Verwendung bestimmter Enzyme.
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Insbesondere bei der Fragmentierung durch enzymatischen Verdau, welcher entweder durch Endonukleasen
erfolgen oder durch Transposase-Homodimere vermittelt werden kann, wird deutlich weniger DNA benétigt
[Goryshin et al.,, 1998; Syed et al., 2009; Adey et al, 2010]. Die Homodimere werden beispielsweise zur
Fragmentierung der DNA fir die Anreicherung mit dem TruSight Cancer-Panel verwendet. In einem als
Tagmentierung bezeichneten Schritt wird dabei die DNA an zufilligen Stellen fragmentiert und gleichzeitig
werden Adapter an die entstehenden Fragmente ligiert. Die erhebliche Zeitersparnis durch diese Methode
stellt, neben dem geringen Probenecinsatz, einen weiteren Vorteil dieses Protokolls dar. Allerdings sollte man
bedenken, dass eine geringe Ausgangsmenge zur Erstellung einer Probenlibrary auch Nachteile mit sich
bringen kann. Um auf eine ausreichende Menge an Probenlibrary zu kommen, muss die fragmentierte Probe
stirker amplifiziert werden, was wiederum zur Einschrinkung der Komplexitit der Library fithren kann
[Parkinson et al, 2012]. In einer Studie von Knierim et al. 2011 [Knierim et al, 2011] wurden die
verschiedenen Moglichkeiten zur Fragmentierung durch Nebulisierung, Sonifikation und enzymatischen
Verdau verglichen. Dabei konnten keine gréfleren Unterschiede hinsichtlich der Effizienz festgestellt werden.
Allerdings resultierte der Endonuklease-Verdau in einer hoéheren Anzahl an kinstlich erzeugten Indel-
Mutationen. In der vorliegenden Arbeit konnten durch die Nebulisierung reproduzierbare Ergebnisse erzielt
werden, was ein entscheidender Grund dafiir war, diese Methode beizubehalten.

Neben der eingesetzten Menge an DNA zur Fragmentierung bedurfte auch die zur Amplifikation der
Probenlibrary durchgefiihrte LM-PCR-Reaktion einer Anpassung. Es zeigte sich, dass im Reaktionsansatz ein
Uberschuss an Primern enthalten war, der nachweislich die Effizienz der PCR beeintrichtigte Durch
Verringerung der eingesetzten Primermenge konnte ein Rickgang an Primerdimeren wie auch eine Steigerung
der Amplifikation nachgewiesen werden. Eine zu niedrige Templatekonzentration als Grund fir die geringe
Amplifikation erscheint eher unwahrscheinlich, da schon sehr frith wihrend der Etablierungsphase der
Methode die Ausgangsmenge zur Fragmentierung erhSht wurde.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein optimiertes Verhiltnis von angereicherten DNA-Molekiilen zu
Capture Beads fir die Erzeugung qualitativ hochwertiger Reads von entscheidender Bedeutung ist. Bei einer zu
hoch gewihlten Ratio ist es wahrscheinlicher, dass mehrere einzelstringice DNA-Fragmente der
Probenlibrary an ein Capture Bead binden, die in der darauf folgenden emPCR als Template dienen. Eine
monoklonale Amplifikation je eines DNA-Molekiils pro Well wire somit nicht gegeben. Beim seriellen Fluss
der Nukleotide Uber die Pikotiterplatte wiirden bei Wells mit mehreren DNA-Molekilen mehrere
Nukleotideinbauten verzeichnet und diese Wells von der Software aussortiert, wie es auch bei den ersten
eigenen Sequenzierungen beobachtet wurde. Durch eine Anpassung der Ratio konnte dieser Anteil an
verworfenen Reads mit glltiger Schliisselsequenz von anfangs durchschnittlich 23 % (Projekte 1 und 2) auf
rund 4 % gesenkt werden. Im selben Filterungsschritt wurden zudem die Wells der Pikotiterplatte erkannt, die
mehr als ein Capture Bead beinhalteten. Dies trat auf, wenn auf die Platte zu viele angereicherte Beads zur
Sequenzierung geladen wurden. Eine Abschitzung der zur Sequenzierung ecingesetzten Beadmenge war nur

durch den Bead Counter méglich, was jedoch sehr subjektiv war, da es sich um eine rein optische Abschitzung
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der Beadmenge ohne ecine Skalierung handelte. Unterschiede in der Anzahl der jeweils eingesetzten
angereicherten Beads waren dabei nicht zu vermeiden und trugen, besonders wihrend der ersten
Sequenzierungen, zu einem hohen Anteil an verworfenen Reads bei. In Hinblick auf die zur Sequenzierung
vorbereitete Library konnte festgestellt werden, dass eine Lagerung von mehreren Tagen, wie sie laut des
offiziellen Protokolls méglich ist, mit einer Erhéhung von Licken in der ROI einherging, weshalb ecine
Sequenzierung moglichst zeitnah durchgefithrt werden sollte. Dies ldsst sich damit erkliren, dass die DNA
nach der emPCR denaturiert wird und im einzelstringigen Zustand deutlich instabiler ist.

Obwohl wihrend der ersten Sequenzierungen noch nicht alle Parameter optimal gewihlt worden waren und
die durchschnittliche Abdeckung nur bei knapp 9x lag, konnten dennoch die pathogenen biallelischen
Varianten der vier untersuchten Patientenproben (FA-01-FA-04) detektiert werden. Dies spricht fiir die
Spezifitit und Sensitivitit des Anreicherungspanels. So wurden schlieBlich weitere 51 DNAs angereichert und
sequenziert, von welchen ein GroBteil einer FA-Komplementationsgruppe zugeordnet und die kausalen
Mutationen identifiziert werden konnten. Auch fiir das TruSight Cancer-Panel erfolgte zunichst eine
Validierung durch die Analyse von drei Patienten mit bekannten Mutationen, die alle bestitigt werden
konnten. Allerdings mussten die Einstellungen zur Allelfrequenz bei FA-02 erst deutlich erniedrigt werden,
che die Mutation (c.2371_2399dup in FANCQ) als solche erkannt wurde. Vermutlich war das andere Allel
durch bevorzugte Amplifikation in der Probenlibrary berreprisentiert, so dass die Mutation in einer Region
mit Uber 400-facher Abdeckung nicht bestimmt werden konnte. Daher sollte der Schwellenwert zur
Allelfrequenz bei der Datenauswertung bedacht und ein Datenset gegebenenfalls nachanalysiert werden, wenn

nur eine oder keine pathogene Mutation mit den gewihlten Einstellungen nachgewiesen werden kann.

5.2 Verschiedene NGS-Strategien zur Mutationsanalyse von FA-Genen

5.2.1 Anreicherung ausgewihlter Zielregionen

Die Einfihrung von NGS-Methoden hat in nur drei Jahren zur Identifizierung von sechs weiteren Genen
beigetragen, welche mit FA in Verbindung gebracht werden [Bogliolo et al., 2013; Hira et al., 2015; Sawyer et
al., 2015; Wang et al., 2015; Bluteau et al., 2016; Park et al., 2016]. Eine konventionelle FA-Diagnostik unter
Zuhilfenahme der Sanger-Sequenzierung wird bei steigender Anzahl an bekannten FA-Genen immer
zeitaufwindiger und teurer. Dies gilt insbesondere, wenn der Patient einer seltenen Komplementationsgruppe
angehért. Da es bislang kein kommerziell erhiltliches FA-Genpanel gibt, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
FA-spezifisches SeqCap EZ-Panel erstellt, das in mehreren leicht abgewandelten Versionen zur Sequenzierung
der DNA von FA-Patienten verwendet wurde. Mit Hilfe des Panels konnte flexibel auf die Identifizierung
neuer FA-Gene reagiert werden. Zudem konnten, anders als beim TruSight Cancer-Panel oder beim WES, auch
spezifische pathogene Mutationen aullerhalb des Bereiches der codierenden Sequenzen angereichert und

untersucht werden. Die bekannte Insertion eines Alu-Elementes, welche bislang bei insgesamt drei FA-D2-
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Patienten identifiziert werden konnte, war darin ebenso enthalten wie verschiedene intronische Mutationen.
So lieB sich ein méglichst umfassendes Spektrum an bekannten FA-Mutationen erfassen. Die spezifische
Anreicherung der Alu-Mutation konnte durch die Untersuchung eines bekannten FA-D2-Patienten, der
heterozygoter Triger dieser Mutation ist, bestitigt werden. Da rund 100 bp auf beiden Seiten der Sonden
durch die Sequenzierung erfasst wurden, waren auch kleinere Introns in den Sequenzdaten enthalten, was
auch fir die anderen durchgefihrten Anreicherungsmethoden galt. Der gréfite Anteil der intronischen
Sequenzen blieb dennoch von der Anreicherung ausgenommen. Die Anteicherung der gesamten
Intronsequenz ausgewihlter Gene wire prinzipiell machbar, wirde allerdings zu Lasten der allgemeinen
Abdeckung gehen. Mit einem GS Junior wire dies nicht mdglich, da dieser zum einen zu wenige Daten
generiert und zum anderen seit Ende des vergangenen Jahres die Produktion von Sequenzierreagenzien fir

das Gerit eingestellt wurde.

Im Gegensatz zur FA gibt es kommerzielle Anreicherungspanels fiir zahlreiche Krankheiten oder damit
vetbundenen Signalwege. Da det FA/BRCA-Reparaturweg mit vielen anderen Signalwegen der DNA-
Reparatur vernetzt ist bzw. Giberlappt, wurde ein Panel gesucht, das eine méglichst gro3e Schnittmenge mit
den bekannten FA-Genen aufweist. Durch das TruSight Cancer-Panel, welches zur molekulargenetischen
Diagnostik von Krebserkrankungen wie Brust- und Eierstockkrebs oder auch Darmkrebs verwendet wird,
werden insgesamt 94 Gene sowie zusitzliche 284 SNPs angereichert, die mit einer Pridisposition fiir
verschiedene Krebserkrankungen einhergehen. Unter diesen Genen finden sich 17 der 21 bekannten FA-
Gene, lediglich RADS57/FANCR, UBE2T/FANCT, XRCC2/FANCU sowie REV7/FANCI sind nicht
enthalten. Diese Gene codieren fiir die zuletzt identifizierten FA-Komplementationsgruppen, fiir welche
bislang nur ein bis maximal drei Patienten bekannt sind [Ameziane et al., 2015; Hira et al., 2015; Rickman et
al,, 2015; Virts et al., 2015; Wang et al., 2015; Bluteau et al., 2016; Patk et al., 2016]. Eine Nachanalyse dieser
Gene durch Sanger-Sequenzierung ist daher ndtig, sofern alle anderen Komplementationsgruppen
ausgeschlossen werden kénnen.

Durch das vorgegebene Sondenset wurden auch hier nur die codierenden Exons der verschiedenen Gene
angereichert. Patientenspezifische tief intronische Mutationen waren somit von einer Anreicherung
ausgeschlossen. Zudem erscheint es unwahrscheinlich, dass die FANCD2-Alu-Insertion mit dieser
Anreicherungsstrategie abgedeckt worden wire, da Alu-Elemente aufgrund ihrer hohen Sequenzidentitit
untereinander wie auch hochrepetitive Sequenzen in der Regel bei der Erstellung von Sonden ausgeschlossen
werden. Da durch die Sequenzierung der angereicherten Fragmente auch essenzielle Splei3stellen abgedeckt

wurden, konnte dennoch ein GroBteil der bekannten Mutationen durch das Krebspanel erfasst werden.

Ahnliches gilt fiir die verschiedenen Kits zur Exomanreicherung, welche das umfassendste Bild tiber mégliche
pathogene Mutationen in den codierenden Regionen liefern. Mit der Gesamtexomanalyse wurde in dieser

Arbeit nicht primir die Anwendbarkeit in der Routinediagnostik untersucht, da Mutationen in den hiufigsten
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FA-Genen bei allen per WES untersuchten Patienten zuvor durch eine Panelsequenzierung ausgeschlossen
worden waren. Diese Patienten galten als gute Kandidaten zur Identifizierung von Genen, welche bislang
nicht mit FA assoziiert sind, so dass hier auch ein experimenteller Ansatz verfolgt wurde. Bei zwei Patienten
konnten mit Hilfe von WES tatsichlich potentiell pathogene Mutationen in RPA7 bzw. NTHLT identifiziert
werden so dass diese, trotz einer auffilligen G2-Phasen-Arretierung in entsprechenden Zelllinien, unabhingig
von der Gruppe der FA-Patienten betrachtet wurden. In der Identifizierung von Mutationen in Genen
auBlerhalb des kanonischen FA/BRCA-Signalweges spiegelt sich das Potenzial der WES wider, da rund 95 %
aller codierenden Exons abgedeckt werden, welche etwa 85 % aller pathogenen Mutationen enthalten und sich
unabhingig von der Fragestellung analysieren lassen [Rabbani et al., 2014]. Gerade bei Krankheiten wie FA,
die ein heterogenes klinisches Erscheinungsbild zeigen, stellt dies, in Verbindung mit stetig sinkenden Preisen
der verwendeten Reagenzien und vergleichbarem Zeitaufwand, einen groBen Vorteil gegentiber der
Panelsequenzierung dar. In Hinblick auf den Einsatz zu diagnostischen Zwecken ergeben sich aber auch
ethische Probleme in Form von Nebenbefunden bzw. unvorhergesehenen Befunden (incidental findings). Diese
kénnen sich unabhingig von der urspringlichen Fragestellung ergeben und fiir den Patienten sowie dessen
Angehorige weitreichende Folgen haben. Dabei stehen sich das Recht auf Unwissen des Patienten sowie der
mogliche Nutzen tUber das Wissen solcher Varianten gegeniiber. Daher ist eine klare Regelung zum Umgang
mit diesen Befunden unabdingbar. Fine mégliche Orientierung dazu geben verschiedene verdffentlichte
Leitlinien, wie etwa des Awmerican College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) [Green et al., 2013; Rehm et
al., 2013]. Nach einer Uberarbeitung finden sich darin aktuell 59 Gene gelistet, fiir die eine hohe Penetranz
bekannt ist und das Wissen tiber das Vorliegen einer pathogenen Mutation auch einen klinischen Nutzen mit
sich bringt [Kalia et al, 2017]. Bekannte krankheitsverursachende Mutationen in diesen Genen oder
Varianten, fiir die eine Pathogenitit angenommen wird [Richards et al., 2008], sollen nach den Empfehlungen
der ACMG, unabhingig von der initialen Fragestellung, mit in den Befund aufgenommen werden. Um
Nebenbefunde zu umgehen, kann die Auswertung von Exom-Daten auch auf bestimmte krankheitsassoziierte
Gene beschrinkt werden, indem eine vordefinierte Genliste als Region von Interesse vorgegeben wird. Durch
die Speicherung der Rohdaten kénnen diese spiter erneut analysiert und die Untersuchung auf andere

Regionen oder das gesamte Exom erweitert werden.

Die Steigerung der Anzahl untersuchter Regionen geht auch mit einer Zunahme an detektierten Varianten
einher, welche interpretiert werden miissen. Neben effizienten Filterungsstrategien kénnen diese durch die
Trio-Exomanalyse eingeschrinkt werden, bei welcher neben dem Patienten auch die Eltern analysiert werden.
Insbesondere bei autosomal-rezessiven Erkrankungen lisst sich durch die exomweite Segregationsanalyse die
Anzahl an potentiell krankheitsverursachenden Varianten effizient einschrinken und auch de novo-Varianten
lassen sich so schnell bestimmen. In der Literatur findet sich bei einem direkten Vergleich der

Aufklirungsquote von Trio- gegen Einzelperson-Exomanalysen eine signifikante Erhéhung von 21 % auf
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37 % [Farwell et al., 2015]. Eine weitere Moglichkeit der Exomanalyse, die vorwiegend zu diagnostischen
Zwecken eingesetzt werden soll, besteht in der Sequenzierung des sogenannten klinischen Exoms. Mit Hilfe
des TruSight One Sequencing Panels werden zur sogenannten klinischen Exomanalyse 4 813 Gene angereichert,
die mit einem klinischen Phinotyp assoziiert sind. Da nur gut ein Funftel des gesamten Exoms analysiert wird,
kann eine héhere Abdeckung krankheitsrelevanter Gene erzielt als auch eine einfachere Interpretation der
Sequenzdaten erreicht werden. Da intronische Varianten selten sind und zudem durch weitere Analysen auf
Transkriptebene bestitigt werden miussen, sind Genpanels oder WES der Sequenzierung des gesamten
Genoms (WGS) fur diagnostische Zwecke weiterhin vorzuziechen. Auch wenn das Exom nur ca. 1% der
genomischen Sequenz ausmacht, so kénnen in diesem Bereich 85 % aller pathogenen Mutationen bestimmt
werden [Rabbani et al,, 2014]. Auch bei der NGS-Analyse der verschiedenen FA-Patienten konnten die
meisten pathogenen Mutationen in den codierenden Exons oder an den Exon-Intron-Grenzen nachgewiesen
werden. Zudem wird beim WGS die Interpretation der detektierten Varianten durch die deutliche Steigerung
an generierten Daten erschwert. Eine weitere Méglichkeit der Hochdurchsatzsequenzierung besteht in der
Transkriptomsequenzierung, die uw.a. zur Quantifizierung aller exprimierten Transkripte, zur Untersuchung
von Einzelnukleotid-Polymorphismen, Spleilvarianten, posttranskriptionellen Modifikationen oder zur
Identifizierung von Isoformen herangezogen werden kann. Letztlich ldsst sich allerdings das volle

Mutationsspektrum nur durch eine Kombination verschiedener Methoden sicher abdecken.

5.2.2 Abdeckung der angereicherten Zielregionen durch unterschiedliche Anreicherungs- und
Sequenziermethoden
Im Durchschnitt konnte die Abdeckung der ROI des SegCap EZ-Panels durch die Anpassung der Protokolle
sowie Optimierungen im Ablauf von durchschnittlich 12x auf 46x gesteigert werden. Beim WES lag dieser
Wert bei 74x und damit noch immer deutlich unter der durchschnittlichen Abdeckung der Krebspanel-
Sequenzierung, bei der eine mittlere Abdeckung von 621x erzielt werden konnte. Diese Ergebnisse sagen
allerdings wenig tber die Anreicherungsmethode selbst aus, sondern resultieren aus den unterschiedlichen
Sequenziergeriten, mit welchen die Libraries analysiert wurden. Diese unterscheiden sich deutlich in ihrer
Leistungsfahigkeit zur Erzeugung von Sequenzdaten. So betrigt der Owfput an einem GS Junior 30 Mb
(Megabasen), wohingegen der Durchsatz eines MiSeq-Sequenzierers von 540 Mb bis 15 Gb reicht, womit
maximal 25 Millionen Reads einer Leseweite von 2x300 bp produziert werden kénnen. In einem ganz
anderen Gréfenbereich hinsichtlich des Datenoutputs bewegen sich dagegen die Sequenzierer, die zum WES
genutzt wurden. Wihrend der Durchsatz des SOLID 5500x] mit 180 Gb angegeben ist, betrigt dieser beim
HiSeq 4000 maximal 1500 Gb, wodurch bis zu funf Milliarden Reads (2x150 bp) pro Lauf produziert
werden konnen. Entsprechend wurde mit diesen beiden Sequenzierern die niedrigste (15x) sowie die héchste

(133x) durchschnittliche Abdeckung bei der Sequenzierung des gesamten Exoms erzielt.
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Auch wenn sich die beiden in dieser Arbeit verwendeten Panels zur gezielten Anreicherung ausgewihlter
Gene sowohl in der Anzahl als auch in der Verteilung der Sonden unterscheiden, so sind die GroBen der
Zielregionen mit rund 230 kb fiir das SeqCap EZ-Panel und 255 kb beim TruSight Cancer-Panel gut miteinander
vergleichbar. So wire eine dhnlich gute mittlere Abdeckung wie bei der Krebspanel-Sequenzierung (621x) fur

Proben vorstellbar, die mit dem FA-spezifischen Genpanel angereichert, aber am MiSeq sequenziert wiirden.

Indem die Abdeckung jeder einzelnen Zielregion des SeqCap EZ-Panels Giberpriift wurde, konnten Bereiche
mit unzureichender Abdeckung identifiziert werden, welche gegebenenfalls per Sanger-Sequenzierung
nachanalysiert werden mussten. Daneben konnten die Regionen bestimmt werden, welche wiederholt nicht
oder nur unvollstindig abgedeckt waren, um beim nichsten Sondendesign eine Nachbesserung vorzunehmen.
Es zeigte sich, dass nur ein geringer Prozentsatz wiederkehrend eine unzureichende Abdeckung aufwies und
es sich dabei oftmals um sehr GC-reiche Regionen handelte, was ebenso fiir das TruSight Cancer-Panel zutraf.
Diese Regionen sind bekannt fir eine schwierige Amplifikation und eine niedrige Abdeckung, da sie unter
Standard-PCR-Bedingungen meist nicht denaturieren und somit sowohl fiir Primer als auch die Polymerase
nicht zuginglich sind [McDowell et al., 1998; Veal et al., 2012]. Im Fall des SegCap EZ-Panels war durch den
Algorithmus des Herstellers die Verteilung der Sonden schon soweit optimiert, dass diese nicht weiter
abgedndert werden konnte. Daher konnte nur durch eine ErhShung der Sondendichte versucht werden, eine
Verbesserung der Abdeckung zu erzielen.

Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl an Patienten, die mit den verschiedenen Methoden untersucht
wurden, ist ein Vergleich zur Abdeckung einzelner auffilliger Zielregionen schwierig. Ubereinstimmend fand
sich bei allen drei Panelsystemen allerdings Exon 1 von F.ANCE mit ciner fehlenden oder lickenhaften
Abdeckung bei mindestens der Hilfte der jeweils angereicherten Patienten. Hierzu konnte bei den SeqCap EZ-
Panels durch die Erhéhung der Sondendichte eine leichte Verbesserung hinsichtlich der Anreicherung
verzeichnet werden, indem das Exon zumindest hédufiger, wenn auch immer noch lickenhaft, abgedeckt war.
Dagegen konnte das erste Exon von FANCA mit dem FA-Genpanel nicht angereichert werden, es fehlte in
allen Datensitzen. Da Mutationen in FANCA die hiufigste Ursache der Erkrankung darstellen, sollte dieses
Exon bei allen nicht-zugeordneten Patienten nachsequenziert werden. Durch einen héheren Datendurchsatz
bei der Sequenzierung an einem anderen Sequenzierer kénnte die mangelhafte Abdeckung einzelner Regionen
kompensiert und die Sensitivitit und Uniformitit der NimbleGen-Anreicherung bestitigt werden [Bodi et al.,

2013; Samorodnitsky et al., 2015].

Ein weiterer Vorteil einer hohen Abdeckung besteht in der Méglichkeit, Kopienzahl-Analysen durchzufithren.
Da FA-A die hiufigste Komplementationsgruppe darstellt und es aufgrund von zahlreichen Alu-Repear-
Elementen oftmals zu grofleren Deletionen kommt, wird bislang eine FANCA-MLPA-Analyse der weiteren
Mutationsanalyse vorangeschaltet. Dies galt auch fir die meisten in dieser Arbeit untersuchten Patienten.

Weitere FA-Gene werden in der Routinediagnostik nicht per MLPA auf Deletionen oder Duplikationen
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untersucht, da diese Verinderungen dort cher selten vorkommen und den Kosten- und Zeitaufwand nicht
rechtfertigen wiirden. Eine Analyse der Kopienzahl von Genen parallel zum NGS war bislang nur durch
Array-CGH-Untersuchungen mdglich. Tatsdchlich wurde die Durchfiihrbarkeit sowie Effizienz der
Implementierung von Kopienzahl-Analysen in die Auswertung von NGS-Daten bereits in verschiedenen
Studien zu FA gezeigt [Ameziane et al., 2012; Nicchia et al.,, 2015]. Ein eigener Test des CNV-Tools bei
Patienten mit heterozygoten Deletionen von ein bis vier Exons in FANCA (FA-13, FA-19, FA-45), deren
DNA mit dem FA-Genpanel analysiert wurde, konnte diese Beobachtung nicht bestitigen. Zwar war der
Bereich der Deletion nur mit etwa halb so vielen Reads abgedeckt, allerdings erkannte das CNV-Tool der
NextGENe-Auswertesoftware dies nicht als Kopienzahlvariation. Dies koénnte auf die generell niedrige
Abdeckung des Gens durch die FA-Panel-Anreicherung, auf die Variabilitit in der Abdeckung der ROI oder
auch auf die gewihlten FEinstellungen des CNV-Tools zurtickzufithren sein. Allerdings konnte die
heterozygote Deletion ¢.4268_4368+37del in FANCA bei FA-13 mit dem CNV-Tool der Auswertesoftware
auch nicht nach der Anreicherung mit dem TruSight Cancer-Panel und der MiSeq-Sequenzierung nachgewiesen
werden, obwohl hier die Abdeckung der Region besser als nach der GS-Junior-Sequenzierung war. Dass die
Detektion von grofleren Deletionen mit Hilfe der verwendeten Auswertesoftware prinzipiell moglich ist,
konnte anhand externer Daten von Nicht-FA-Patienten uberprift werden, welche ebenfalls mit dem
Krebspanel angereichert und am MiSeq sequenziert wurden.

Das Einsparen der MLPA-Analyse wiirde eine deutliche Kosten- und Zeitersparnis in der FA-
Mutationsanalyse bedeuten. Es zeigte sich allerdings, dass auch hier Deletionen iibersehen werden kénnen. So
war die FANCA-MLPA-Analyse bei FA-13 sowie FA-45, welche beide heterozygote Triger der Deletion
c.4268_4368+37del sind, beide Male ohne Auffilligkeiten. Fine Uberpriifung der zur MLPA verwendeten
Sonden ergab hierzu, dass die Sonden zum Nachweis von Exon 43 in der 3’'UTR liegen. Da dieser Bereich
nicht von der Deletion betroffen war, konnte die Deletion, welche beinahe das komplette Exon 43 umfasst,
nicht detektiert werden, weshalb hier eine Nachbesserung von Seiten des Herstellers vorgenommen werden

sollte.

5.3 Komplementationsgruppen-Zuordnung durch die gezielte Anreicherung von FA-

Genen

5.3.1 Priorisierung, Klassifizierung und Validierung von Varianten

Die gezielte Anreicherung von bekannten FA-Genen durch das SeqCap EZ-Panel erwies sich als effektiver
Ansatz zur Mutationsanalyse bei FA-Patienten. Von 47 Patienten mit unbestimmten Mutationen konnten mit
Hilfe des FA-Panels 37 Patienten (78,7 %) einer Komplementationsgruppe zugeordnet und dabei die
biallelischen kausalen Mutationen nachgewiesen werden. Mit dem TruSight Cancer-Panel wurden insgesamt nur

14 zuvor nicht niher untersuchte FA-Patienten analysiert. Nach dem Ausschluss der Diagnose FA bei FA-63
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konnten neun von 13 Patienten (69,2 %) zugeordnet werden. Durch WES konnte ein weiterer FA-Patient
(FA-106) aufgeklirt werden. Insgesamt konnten mit allen drei Methoden 47 von 60 neuen FA-Patienten
(78,3 %) Kklassifiziert und der Nachweis von biallelischen Mutationen erbracht werden. Aufgrund der
unterschiedlichen Anzahl an untersuchten Patienten und der verschiedenen Sequenzierungsstrategien ist die
Effektivitit der ecinzelnen Anreicherungen nicht direkt miteinander vergleichbar. Im Vergleich zur
konventionellen Mutationsanalyse durch Sanger-Sequenzierung war bei den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Anreicherungsstrategien eine wesentlich kiirzere Zeitspanne zur Mutationsanalyse nétig,
welche zudem mit einem bedeutend geringerem Arbeitsaufwand verbunden war. Dies machte sich
insbesondere bei den Patienten bemerkbar, die nicht der Komplementationsgruppe FA-A angehéren, da
FANCA in der Routinediagnostik als erstes Gen einer Mutationsanalyse unterzogen wird, sofern nicht
cindeutige Hinweise auf ein anderes FA-Gen vorliegen.

Obwohl im Fall der Panelanalyse nur eine begrenzte Anzahl von maximal 95 Genen angereichert wurde, war
cine Priorisierung der Varianten fiir eine effiziente Mutationsanalyse hilfreich sowie nétig und eine
Voraussetzung fiir die effektive Analyse der WES-Daten. So wurden im Schnitt in der ROI des Krebspanels
etwa 300 Varianten gelistet. Beim FA-Panel war es sogar fast die doppelte Anzahl, was vor allem auf das
Vorhandensein von Homopolymer-Problemen der GS Junior-Sequenzierung zuriickgefihrt wurde. Es
wurden hiufig Insertionen und Deletionen in Bereichen von Homopolymeren oder Repeatsequenzen
beobachtet. Dies stimmt mit zuvor beschriebenen Ergebnissen zur 454 Pyrosequenzierung iiberein, wobei
Homopolymere als Hauptausloser fir Sequenzierfehler, insbesondere fiir Indel-Mutationen, ausgemacht
werden konnten [Gilles et al., 2011; Loman et al., 2012].

Zur Priorisierung werden oftmals Varianten mit einem dbSNP-Eintrag von der weiteren Analyse
ausgeschlossen [Sherry et al., 2001; Ng et al.,, 2010; Chandrasekharappa et al., 2013]. In der vorliegenden
Arbeit hatten von den neu zugeordneten Patienten tber 40 % der Mutationen einen dbSNP-Eintrag.
Sinnvoller erscheint es daher, die Allelfrequenz in die Priorisierung mit einzubeziechen, um seltene Varianten
von SNPs zu unterscheiden. Varianten werden als selten eingestuft, wenn der Anteil des selteneren Allels
(minor allele frequency; MAF) bei unter 1% liegt. Wihrend man zu diesem Zweck frither meist nur 100
Kontrollpersonen per Sanger-Sequenzierung auf eine Variante hin dberpriifte, stehen heute durch
verschiedene Datenbanken, welche auf NGS-Daten beruhen, deutlich gréBere Datensitze tber das
Vorkommen von Varianten in verschiedenen Populationen zur Verfiigung. Ein Beispiel dafiir ist der in dieser
Arbeit herangezogene ExAC-Browser, in welchem man auf die Exomdaten von tiber 60 000 nicht verwandter
Individuen zuriickgreifen kann. Durch die enorme Steigerung der Anzahl verfiigbarer Sequenzdaten hat sich
auch bei einigen Varianten die Einstufung der Pathogenitit verindert. Ein Beispiel findet sich in der
Basensubstitution ¢.3263C>T (p.S1088F) in FLANCA, die bei mehreren in dieser Arbeit untersuchten FA-
Patienten sowohl homo- als auch heterozygot nachgewiesen werden konnte. So wurde sie bei der

Erstbeschreibung als Missense-Mutation eingestuft, auch weil sie bei 100 Kontrollen nicht nachgewiesen
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werden konnte [Wijker et al, 1999]. Dagegen konnte sie bei einer Untersuchung von 88 Proben aus
Brustkrebsfamilien ohne BRCA7- oder BRCA2-Mutationen sowie 300 Kontrollen jeweils mehrfach
nachgewiesen werden [Seal et al., 2003] und ist im ExAC-Browser aktuell mit einer Frequenz von 5,1 %
angegeben. Demnach kann diese Substitution nicht als seltene Variante, sondern vielmehr als
Polymorphismus angesehen werden. Dies macht deutlich, dass ein Eintrag in der FA-Mutationsdatenbank
(http:/ /www2.rockefeller.edu/fanconi//) nicht mit einer gesicherten Mutation gleichzusetzen ist und immer
weitere Informationen zur Mutation eingeholt werden sollten.

Durch ecine Klassifizierung der priorisierten Varianten mittels iz silico-Vorhersageprogrammen sowie
Datenbank- und Literaturrecherchen konnten bei den 47 neuen FA-Patienten insgesamt 66 verschiedene
Mutationen bestimmt werden. Bei Mutationen, die keiner funktionellen Untersuchung wie beispielsweise
SpleiBlanalysen unterzogen wurden oder ein Nachweis des entsprechenden Proteins durch eine Immunblot-
Analyse erfolgte, bleibt zu bedenken, dass Vorhersageprogramme oder Datenbanken eine Klassifizierung nur
stutzen, nicht aber die Kausalitit einer Mutation beweisen kénnen. Selbst bei trunkierenden Mutationen, die
am wahrscheinlichsten pathogen sind, kann beispielsweise ein alternatives Startcodon zur Translation genutzt
werden, wodurch der Effekt der Mutation aufgehoben werden kann. Dagegen kénnen auch synonyme
Basensubstitutionen aberrantes Spleiien zur Folge haben [Sauna und Kimchi-Sarfaty, 2011; MacArthur et al.,
2012].

Zur Bekriftigung der Kausalitit konnte bei insgesamt 30 der 47 neu klassifizierten FA-Patienten die
Segregation beider Mutationen bestitigt werden, um das Vorhandensein der entsprechenden Mutationen auf
unterschiedlichen Allelen nachzuweisen, da hier Material der Eltern zur Verfiigung stand. Zudem wurden bei
allen Patienten die als pathogen eingestuften Mutationen per Sanger-Sequenzierung validiert. Die Sanger-
Sequenzierung gilt als Goldstandard zum Nachweis von Mutationen in Hinblick auf Sensitivitit sowie
Spezifitit und wird daher in vielen Labors zur Validierung von Mutationen, welche per NGS detektiert
wurden, verwendet. Allerdings wird zunehmend diskutiert, ob dies noch immer nétig ist, da die Spezifitit der
NGS-Analysen immer weiter ansteigt und verschiedene Studien zeigen konnten, dass NGS-Daten immer
mehr mit der Spezifitit von Sanger-Sequenzierungen vergleichbar sind [Sikkema-Raddatz et al., 2013; Strom et
al., 2014; Baudhuin et al, 2015; Beck et al, 2016]. Dies gilt allerdings nur fiir NGS-Daten mit hoher
Abdeckung und fir Reads mit hohem Qualititsscore. Setzt man dabei die Filter zu stringent, um falsch-
positive Varianten herauszufiltern, etwa durch Heraufsetzen der Abdeckung und der Allelfrequenz einer
Mutation, besteht auch hier die Gefahr, dass man pathogene Varianten iibersieht [Mu et al., 2016]. Far die
vorliegenden Daten der eigenen Anreicherungen zeigten sich, v. a. beim SeqCap EZ-Panel, auch einige falsch-
positive Varianten, welche meist in oder angrenzend an Homopolymere oder Pseudogenregionen gelistet
waren. Neben diesen schwierig zu sequenzierenden, komplexen DNA-Bereichen kommen solche
Sequenzierfehler generell hiufig in AT- oder GC-reichen Regionen oder in Abschnitten mit niedriger
Abdeckung vor [Beck et al, 2016; Mu et al., 2016]. Eine falsch-negative Mutation konnte dagegen nicht

bestimmt, aber auch nicht ausgeschlossen werden. Manche der Sequenzierfehler wirden sich durch tbetlegte
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bioinformatische Filterungsstrategien 16sen lassen. So bleibt die Sanger-Sequenzierung trotzdem ein wichtiger
Bestandteil bei NGS-Analysen und v. a. in der Diagnostik, um moglicherweise falsche Ergebnisse
auszuschlieBen, die fir den Patienten sowie dessen Familie weitreichende Folgen haben kénnten. Als
unabhingiger Test ist die Sanger-Sequenzierung nicht nur zur Validierung einer Mutation, sondern auch des

Probenmaterials wichtig, um eventuelle Verwechslungen zu priifen.

5.3.2 Zuordnung der Patienten und Identifizierung neuer Mutationen

Von insgesamt 69 Patienten, die mit Hilfe verschiedener Anreicherungsmethoden durch NGS untersucht
wurden, dienten fiinf (FA-01, FA-02, FA-03, FA-04, FA-27) zur Bestitigung bekannter Mutationen wihrend
der Etablierung der SeqCap EZ-Anreicherung. Bei vier weiteren Patienten, FA-05, FA-11, FA-29 sowie FA-63
war hingegen die Diagnose FA durch funktionelle Untersuchungen ausgeschlossen worden. Somit blieben 60
neue FA-Patienten, bei welchen ecine Komplementationsgruppen-Bestimmung erfolgen sollte. Davon
konnten, wie im obigen Abschnitt bereits erwihnt, bei 47 Patienten biallelische Mutationen in bekannten FA-
Genen bestimmt werden und somit eine eindeutige Komplementationsgruppen-Zuordnung erfolgen. Bei den
tbrigen 13 Patienten besteht weiterhin die Verdachtsdiagnose FA, doch konnten hier nicht oder nicht
zweifelsfrei die krankheitsverursachenden Mutationen bestimmt werden. Darunter befindet sich auch FA-19,
der Triger einer heterozygoten Deletion in FANCA ist und die Defizienz des Proteins beim Patienten durch
eine Immunblot-Analyse bestitigt werden konnte. Allerdings konnte hier die zweite compound-heterozygote
Mutation nicht detektiert werden.

Der Anteil der einzelnen identifizierten Komplementationsgruppen an der Gesamtzahl der untersuchten FA-
Patienten ist in Abbildung 57 zusammengefasst. Daraus wird ersichtlich, dass die in dieser Arbeit
klassifizierten Patienten 12 verschiedenen Komplementationsgruppen zugeordnet werden konnten, worin sich
die genetische Heterogenitit von FA zeigt. Gut zwei Drittel (68,1 %) konnten einer der drei hidufigsten
Komplementationsgruppen FA-A, -C und -G zugeordnet werden. Mit 46,8 % (n = 22/47 liegt der Anteil an
FA-A-Patienten unter den zugordneten Patienten in der vorliegenden Arbeit zwar deutlich unter den in der
Literatur angegebenen 60-70% [Mehta und Tolar, 1993-2017]. Dies erklirt sich aber mit der
Voruntersuchung der meisten Patienten per MLPA-Analyse zum Nachweis von Deletionen in FLANCA,
welche einen Grofteil der Mutationen in diesem Gen ausmachen. Durch diese Vorauswahl verschob sich das
Verhiltnis der FA-A-Patienten dieser Studie. Allgemein ldsst sich feststellen, dass der Grofiteil der Patienten
(87,2%) einer Upstream-Komplementationsgruppe angehort, was sich mit den Angaben der Rockefeller-FA-

Mutationsdatenbank deckt.
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Abbildung 57: Komplementationsgruppen-Zuordnung der per Genpanel (SeqCap EZ und TruSight Cancer) oder WES analysierten
Patienten mit FA-Diagnose. Der Anteil der jeweiligen Komplementationsgruppe an der Anzahl aller untersuchten neuen FA-Patienten
(n = 60) ist in Prozent angegeben, bei 13 Patienten steht eine Klassifizierung mit dem Nachweis biallelischer Mutationen noch aus
(,;offen®).

Obwohl die Grundmechanismen der ICL-Reparatur wihrend der Evolution stark konserviert sind, kann die
Reparatur einer DNA-Quervernetzung nur durch ein Zusammenspiel mehrerer Reparaturwege geleistet
werden. Das erste Modell der ICL-Reparatur wurde in E. co/i als Abfolge von NER und HR beschrieben
[Cole, 1973], wohingegen der Vorgang in eukaryotischen Zellen deutlich komplexer ist. Wihrend die meisten
niederen Eukaryoten ein vereinfachtes System des FA/BRCA-Signalweges zeigen, findet sich die hochste
Stufe der Komplexitit bei Vertebraten. Klar ist, dass alle Komponenten des Kernkomplexes, inklusive
FAAP20 und FAAP100, einen Beitrag zur Assemblierung, Stabilitit und/oder Funktionalitit des Komplexes
als E3-Ligase leisten [Kim et al., 2012; Huang et al., 2014; Swuec et al., 2017; van Twest et al., 2017], was sich
in vivo im Verlust der FANCD2-Monoubiqutinierung bei Mutationen in Genen der einzelnen Upstream-
Komplementationsgruppen zeigt. Bei Pulldown-Untersuchungen des rekombinanten Kernkomplexes zeigte
sich, dass ausgerechnet der AG20-Subkomplex 7 vitro nicht zu einer Steigerung der FANCD2-Ubiquitinierung
durch den fdbrigen Kernkomplex beitrigt, obwohl Mutationen in FANCA und FANCG
zusammengenommen bei rund drei Viertel der FA-Patienten ursichlich sind [van Twest et al., 2017]. Dagegen
finden sich z. B. nur bei 2,1% der FA-Patienten Mutationen in FANCB und FANCL (Rockefeller-FA-
Mutationsdatenbank; Stand Januar 2017), deren Proteinprodukte zusammen mit FAAP100 ein Homodimer
bilden und eine zentrale Funktion im Kernkomplex innehaben. Die ungleiche Verteilung der einzelnen
Komplementationsgruppen spiegelt somit vermutlich auch die funktionelle Bedeutung des jeweiligen Gens im
FA-Signalweg wider. In Hinblick auf die Komplexitit des Kernkomplexes ist weiterhin zu berticksichtigen,
dass manche FA-Proteine auch Funktionen auflerhalb des FA/BRCA-Signalweges innchaben, wie etwa
FANCA, das an der Stabilisierung von Replikationsgabeln beteiligt ist [Schlacher et al., 2012].
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Die genetische Heterogenitit von FA in der eigenen Kohorte wird auch bei der Betrachtung des
identifizierten Mutationsspektrums deutlich, da mehr als die Hilfte der Mutationen (n =34/66) bislang noch
bei keinem FA-Patienten beschrieben wurde. Darunter fanden sich je siecben Missense- und Indel-Mutationen,
acht Nonsense-Mutationen sowie 12 Mutationen mit einem vorhergesagten Effekt auf das kanonische
Spleiiverhalten, der fiir zehn dieser Varianten bestimmt werden konnte. Durch regulatorische Elemente in
Intron- und Exonsequenzen werden das sogenannte Spleilosom, ein Komplex aus weit Uber hundert
Proteinen und fiinf RNA-Molekdlen, sowie RNA-bindende Hilfsproteine an die korrekten Stellen geleitet, um
Intronsequenzen aus der pri-mRNA zu entfernen und die Exons zur reifen mRNA zu verbinden. Die
Entstehung eines einzigen Transkriptes pro Gen ist dabei selten, stattdessen werden iber 90 % der Gene
alternativ gespleil3it [Pan et al., 2008], was zur Entstehung alternativer Isoformen und damit zur Proteinvielfalt
beitrdgt. Die Regulation der RNA-Prozessierung ist hdufig gewebe- oder entwicklungsspezifisch, wobei cine
biologische Bedeutung dieser Transkripte nicht immer bekannt ist. Ein Beispiel fiir alternatives Spleillen bei
FA findet sich im Skipping von Exon 22 in FANCD2, das geringfigig in der cDNA von Kontrollen
beobachtet werden kann [Kalb et al., 2007]. Dagegen sind bislang zwei Mutationen in Intron 21 von
FANCD?2 bekannt, welche die kanonische Spleilakzeptor-Erkennungsstelle stirker beeintrichtigen und
Exon-22-Skipping in hohem MaBle hervorrufen. Beides, sowohl alternatives als auch aberrantes Spleilen in
FANCD2 bei Exon 22 konnte in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. Schitzungsweise 50 % aller
Mutationen fihren zu einer Stérung in der Regulation der RNA-Prozessierung [Lopez-Bigas et al., 2005], was
fir die untersuchte Patientengruppe durch den hohen Anteil an Spleilmutationen bestitigt wurde. Dadurch
zeigt sich, dass die Sequenzierung der cDNA ein entscheidender Schritt ist, um die Pathogenitit von
Varianten zu bestimmen. Dies ist insbesondere fiir Mutationen von Bedeutung, welche nicht die kanonischen
Spleiidonor- oder SpleiBBakzeptorstellen betreffen, weit im Intron liegen oder als stille oder Missense-
Mutation vorhergesagt werden, aber trotzdem den Spleilivorgang beeintrichtigen.

Unter den bekannten Mutationen (n =32) fanden sich auch einige Founder-Mutationen wieder. Dazu zihlt
beispielsweise die Substitution ¢.1267C>T in FLANCA, die bislang nur bei einem deutschen Angehérigen der
Sinti nachgewiesen werden konnte [Callen et al., 2005] oder auch c.67del in F.ANCC, welche von einem
hollindischen Vorfahren abstammt [de Vries et al., 2012]. Da tber die geographische Herkunft bzw. den
ethnischen Hintergrund der untersuchten Kohorte kaum Informationen vorlagen und keine Haplotyp-Analyse
durchgefiihrt wurde, kann fiir die entsprechenden Patienten nicht mit absoluter Sicherheit bestitigt werden,

dass bei ihnen ein Founder-Effekt vorliegt.

5.3.3 Einige Patienten blieben trotz gezielter Anreicherung ohne Zuordnung

Wie auch bei anderen Krankheiten, die durch genetische Heterogenitit gekennzeichnet sind, blieb die
molekulare Analyse mancher FA-Patienten ohne eindeutiges Ergebnis. So betrug die Aufkldrungsquote fiir
das SeqCap EZ-Panel 78,7 %, wihrend mit Hilfe des Krebspanels rund 70 % der Patienten zugeordnet werden

konnten. Eine erfolglose Zuordnung kann mehrere Ursachen haben. Beispielsweise konnten nicht immer alle
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Regionen von Interesse erfasst werden, weshalb diese Bereiche durch Sanger-Sequenzierung nachgepriift
werden sollten. Sofern dies nicht fiir alle Regionen durchgefithrt wurde, ist ein vorliufiger Ausschluss des
Patienten von der entsprechenden Komplementationsgruppe nicht mdéglich. Daneben besteht die
Mboglichkeit, dass das krankheitsverursachende Gen nicht im Panel enthalten war und deshalb nicht
angereichert werden konnte. Zum einen kann es sich dabei um eines der neuesten FA-Gene handeln, welches
zum Zeitpunkt des Sondendesigns fir das SeqCap EZ-Panel noch nicht bekannt und auch nicht als
Kandidatengen enthalten war. Diese neuen FA-Gene missten bei den nicht zugeordneten Patienten
gegebenenfalls noch nachsequenziert werden. Durch die spezifische Auswahl der Kandidatengene fiir das
SeqCap EZ-Panel sind dies nur maximal zwei Gene. REI7/FANCI miusste bei allen nicht zugeordneten
Patienten nachgeprift werden, wohingegen UBE2T/FANCT nut bei den Patienten tberprift werden miusste,
welche mit einer der ersten beiden Sondenlibraries angereichert wurden. Beim TruSight Cancer-Panel sind dies
fir alle Patienten die neuesten FA-Gene RAD51/FANCR, UBE2T/FANCT, XRCC2/FANCU sowie
REV7/EANCYV. Zum anderen kann es sein, dass bei den Patienten Mutationen in neuen FA-Genen
vorliegen, welche bislang noch nicht identifiziert wurden und auf den Seq Cap EZ-Panels oder dem TruSight
Cancer-Panel nicht enthalten waren. Weiterhin ist denkbar, dass krankheitsverursachende Mutationen durch zu
stringente Filterungen aussortiert und dadurch von einer weiteren Analyse ausgeschlossen wurden, wie etwa
im Bereich von Homopolymeren. Insbesondere bei der GS Junior-Sequenzierung traten in diesen Regionen
hiufig Sequenzierfehler auf. Dabei ist nicht auszuschlieBen, dass eine tatsichliche Mutation in diesen
Bereichen filschlicherweise als Sequenzierfehler bewertet oder durch Filterung entfernt wurde. Ferner sind
Kopienzahlvarianten nicht auszuschlieen wie auch Mutationen in Introns, die einen Effekt auf das aberrante
Spleiverhalten besitzen und nicht ins Sondendesign eingeschlossen waren. Spleiimutationen lieSen sich zwar
durch die Analyse der cDNA bestimmen. Ohne konkreten Anhaltspunkt, wie etwa das Vorliegen einer
pathogenen Mutation in einem bestimmten FA-Gen, wire die Einzelgenanalyse durch Sequenzierung von
cDNA aber zu aufwindig. Fiir eine effiziente Uberpriifung der Genexpression aller FA-Gene wire ein RNA-
Seq die effizienteste Methode, um Riickschlisse auf die Genexpression zichen zu kénnen, da sich somit das
gesamte Transkriptom durch Hochdurchsatzsequenzierung analysieren lieBe [Marioni et al., 2008; Motin et al.,

2008; Chandrasekharappa et al., 2013].

In Anbetracht der steigenden Anzahl an nicht-synonymen Verinderungen, die mit Hilfe von NGS bestimmt
werden, gewinnen Vorhersageprogramme immer mehr an Bedeutung, insbesondere in der klinischen
Diagnostik. Wihrend Nonsense- oder Frameshift-Mutationen normalerweise als pathogen eingestuft werden,
ist eine Bewertung von Missense-Varianten deutlich schwieriger. Zur Klassifizierung von Varianten wurden
daher zahlreiche bioinformatische Programme entwickelt, deren Algorithmen unterschiedliche Informationen
zur Vorhersage der Pathogenitit nutzen, wie etwa die Proteinstruktur, sofern diese bekannt ist, oder auch die
Konservierung von Aminosiuren. Eine Kombination aus verschiedenen Programmen zur Bewertung einer

Variante erscheint daher sinnvoll, um die Méglichkeit zu verringern, dass Varianten als falsch positiv oder
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falsch negativ bewertet werden [Hicks et al., 2011]. Fur einige der unklassifizierten Patienten konnten zwar
mono- oder auch biallelische Missense-Verinderungen bestimmt werden, doch wurden diese von den drei
verwendeten Mutationsvorhersageprogrammen MutationTaster [Schwarz et al., 2014], SIFT [Kumar et al.,
2009] sowie PolyPhen-2 [Adzhubei et al, 2010] mit unterschiedlichen Auswirkungen hinsichtlich der
Pathogenitit bewertet und so als Varianten unbekannter Signifikanz eingestuft. Letztlich kann nur tber
funktionelle Analysen, wie etwa Komplementationsversuche, die Pathogenitit einer Variante uberprift
werden, was aber vom Aufwand her nur fir ausgewihlte Verinderungen in Frage kommt.

In rund 10-30 % aller FA-Patienten kann das Verschwinden einer Mutation im himatopoetischen System
oder in lymphoblastoiden Zelllinien beobachtet werden, was cine Mosaikbildung kennzeichnet und die
molekulare Analyse erschwert [Lo Ten Foe et al., 1997; Soulier et al., 2005]. Mosaizismus ist die Koexistenz
von Zellen mit unterschiedlicher genetischer Ausstattung innerhalb eines Individuums, hervorgerufen durch
postzygotische Mutationen, die an eine Subpopulation adulter Zellen weitergegeben werden. Bei knapp 15 %
(n = 9/61) der in dieser Arbeit untersuchten Patienten liegt vermutlich ebenfalls eine Reversion vor, allerdings
konnten nur bei vier Patienten die kausalen biallelischen Mutationen bestimmt und so eine Aussage tiber einen
Mosaikstatus getroffen werden. Eine Reversion kann beispielsweise durch eine Rickmutation, eine oder
mehrere kompensatorische Mutationen oder Genkonversion entstehen [Lo Ten Foe et al., 1997; Waisfisz et
al., 1999; Gross et al., 2002]. Lymphoblastoide Zelllinien kénnen 7z vitro durch einen erhShten Selektionsdruck
und lingerer Kultivierung eine MMC-Resistenz entwickeln. Dagegen kann die Reversion einer Linie auch als
Hinweis auf ein partielles Mosaik im hidmatopoctischen System des Patienten gedeutet werden. Diese Linien
stammen von B-Lymphozyten ab, die i vivo nur eine kurze Lebensdauer aufweisen. Revertierte Zellen, die
einen Proliferationsvorteil besitzen, kénnen sich daher 7z vitro schneller durchsetzen. Fiir drei Patienten (FA-
09, -17, -69) konnte die Reversion einer Mutation nur in EBV-transformierten B-lymphoblastoiden Zelllinien,
nicht aber im Blut der Patienten bestimmt werden. Verlaufskontrollen zur Uberpriifung des Mosaikstatus im
himatopoetischen System sind hietbei anzuraten. Durch eine Chromosomenbruchanalyse kénnte ebenfalls
der Mosaikstatus abgeschitzt werden, da sich bei FA-Mosaikpatienten zwei Zellpopulationen unterscheiden
lassen, die aus der Mischung von revertierten und FA-typischen Zellen hervorgehen [Oostra et al., 2012]. Da
die Ausbildung eines somatischen Mosaikes meist mit einer Verbesserung der Blutwerte einhergeht, ist die
Bestitigung des Mosaikstatus auch fiir die Prognose des Patienten und den weiteren Behandlungsverlauf
wichtig. Ein vollstindiges Mosaik konnte in dieser Arbeit nur bei einem Patienten (FA-18) auf molekularer
Ebene bestitigt werden, wihrend bei weiteren vier Patienten mit Verdacht auf ein Mosaik die
Komplementationsgruppen-Zuordnung noch aussteht. Ein Rickschluss auf den exakten Mechanismus der
Reversion wurde hier nicht weiter untersucht. Eine kompensatorische Mutation konnte jedoch durch die

NGS-Analyse ausgeschlossen werden.
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5.4 Charakterisierung einzelner Komplementationsgruppen

5.4.1 Erweiterung des Mutationsspektrums in selteneren Komplementationsgruppen

Die Charakterisierung von FA-Mutationen kann sowohl zu einem besseren Verstindnis ihrer klinischen und
biologischen Bedeutung beitragen als auch Einblicke in die Funktion einzelner FA-Gene in der DNA-
Schadensantwort liefern. Ferner kénnen Langzeitstudien tiber Genotyp-Phinotyp-Korrelationen dazu genutzt
werden, den Krankheitsvetlauf besser abzuschitzen und die Behandlung zu optimieren. Dies ist insbesondere
fir Patienten seltener Komplementationsgruppen von grofler Bedeutung. Eine direkte Genotyp-Phinotyp-
Korrelation fir einzelne Komplementationsgruppen ist bislang cher selten mdglich. Diese ldsst sich
hauptsichlich auf einige Downstream-Gruppen anwenden, wie beispielsweise FA-D1 und FA-N. Patienten
dieser Komplementationsgruppen zeigen einen sehr schweren FA-Phidnotyp mit einer Vielzahl an
kongenitalen Fehlbildungen sowie einer hohen Inzidenz an embryonalen Tumoren, die mit einer erthShten
Mortalitit im Kindesalter einhergehen [Howlett et al., 2002; Wagner et al., 2004; Alter et al., 2007; Reid et al.,
2007; Kopic et al., 2011; Myers et al., 2012]. Anhand der Eintrdge in der FA-Datenbank der Rockefeller-
Universitit scheinen fiir beide Untergruppen fast ausschlieSlich Nonsense- oder Frameshifi-Mutationen
ursichlich zu sein. Gleiches gilt fir den einzigen FA-N-Patient dieser Studie (FA-32), bei dem mit Hilfe der
SeqCap-Panelanreicherung eine homozygote Deletion identifiziert werden konnte, welche zum Frameshift
fihrt (p.P316Lfs*3). Bei dem Patienten war neben verschiedenen Fehlbildungen ein Wilmstumor
diagnostiziert worden und er verstarb bereits im zweiten Lebensjahr. Allerdings dndert sich auch bei dieser
Komplementationsgruppe mit der Identifizierung neuer Patienten das Bild iiber den Schweregrad der
Erkrankung in Abhingigkeit von den krankheitsverursachenden Mutationen. So konnte kiirzlich erstmals bei
einem Geschwisterpaar neben einer Frameshift-Mutation in PAI.B2 eine hypomorphe Mutation in Form eines
in-frame Skippings von Exon 6 nachgewiesen werden, welche zu einer milden Form des FA-N-Phinotyps
fihrte [Byrd et al., 2016].

Ahnliches kann auch fiir FA-B beobachtet werden. Lange wurde angenommen, dass nur Nullmutationen in
FANCB zur Entstehung des FA-Phinotyps fithren. Dies bestitigte sich auch mit der Identifizierung einer
Stoppmutation in FA-62 innerhalb dieser Studie (p.Q198*). Allerdings sind inzwischen auch Missense-
Mutationen bekannt, deren pathogener Effekt entweder durch Komplementationsversuche bestitigt oder
aufgrund neuester Erkenntnisse zur BL100-Komplexbildung in einen funktionellen Zusammenhang gebracht
werden konnte [Chandrasekharappa et al.,, 2013; Swuec et al., 2017]. Um ecine Pathogenitit der bei FA-10
detektierten hemizygoten Missense-Mutation zu Uberprifen, missten demnach ebenfalls funktionelle
Analysen, wie etwa Yeast-Two-Hybrid-Bindungsstudien mit den Subkomplexpartnern FAAP100 und FANCL
[Medhurst et al., 2006; Ling et al., 2007], durchgefiihrt werden. Von den in der offiziellen FA-Datenbank
gelisteten FANCB-Mutationen sind etwa ein Funftel (5/24) de novo-Ereignisse. Da die Basensubstitution bei

FA-10 sowohl im Blut als auch in den Fibroblasten des Patienten nachgewiesen werden konnte, muss die
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Punktmutation in der mitterlichen Keimzelle oder wihrend der frithen Embryogenese entstanden sein.
Aktuelle Untersuchungen, welche mit Hilfe von NGS durchgefiihrt wurden, gehen von einer genomweiten
Mutationsrate von etwa 1-1,6¥108 pro Generation aus, was rund 50—100 de novo-Einzelnukleotidvatrianten pro
Individuum entspricht [Awadalla et al., 2010; Conrad et al., 2011; Michaelson et al., 2012; Wang und Zhu,
2014]. Das Wissen um die Entstchung einer Mutation bzw. deren Segregation ist insbesondere bei der
genetischen Beratung von entscheidender Bedeutung.

Anders als FA-N oder FA-B zihlen FA-L und -P zu den seltenen Komplementationsgruppen, von welchen
jeweils nur eine einstellige Zahl an FA-Patienten (n=7; Stand Januar 2017) in der Rockefeller-
Mutationsdatenbank gefithrt werden. Fir die Untergruppen FA-L sowie -P gelang durch die gezielte
Anreicherung die Zuordnung von jeweils einem neuen Patienten. Aufgrund weniger klinischer Daten kénnen
hierzu keine weiteren Aussagen hinsichtlich einer Genotyp-Phinotyp-Korrelation getroffen werden, jedoch
wurde das Mutationsspektrum fiir beide Gruppen erweitert. Beispielsweise war bei FA-37 das kanonische
Startcodon von FANCL, der katalytischen Untereinheit des FA-Kernkomplexes, durch eine Substitution
verdndert. Ein Verlust des initialen Startcodons ldsst eine drastische Verinderung der Expression dieses Allels
vermuten. Méglicherweise kann auch ein alternatives Startcodon — downstreamr  des  kanonischen
Translationsstartes von der ribosomalen 40S-Untereinheit erkannt und die Translation dort initiiert werden.
Sofern dieses im selben Leserahmen wie die kanonische Translationsinitiationsstelle liegt, hitte dies ein N-
terminal verkiirztes Proteinprodukt zur Folge. Zudem wurde auf dem zweiten Allel die Duplikation
¢.1096_1099dup identifiziert, welche mit einer bei Ali et al. veréffentlichten Duplikation identisch ist, die dort
filschlicherweise als ¢.1095_1098dup angegeben ist [Ali et al, 2009]. Dabei handelt es sich um eine
hypomorphe Mutation im letzten codierenden Exon von FANCL, welche zu einem Frameshift und ein um
drei Aminoséuren verlingertes Protein fiihrt (p. T367Nfs*13). Wihrend der von Ali et al. beschriebene Patient
einen milden FA-Phinotyp zeigte, lag fiir die bei Meetei et al. sowie Chandrasekharappa et al. beschriebenen
vier Patienten keine phéinotypische Beschreibung vor [Meetei et al., 2003b; Ali et al., 2009; Chandrasekharappa
et al, 2013]. Dagegen zeigten zwei bei Vetro et al. 2015 beschriebene Patienten mit biallelischen
Funktionsvetlust-Mutationen in FANCL einen schweren klinischen FA-Phinotyp und verstarben jeweils kutz
nach der Geburt [Vetro et al., 2015]. FA-37 mit biallelischen FANCI.-Mutationen scheint einen eher milden
Phinotyp zu zeigen, da uns eine Probe zur FA-Diagnostik erst im jugendlichen Alter des Patienten erreichte,
weil ein Verdacht auf MDS vorlag. Somit bestitigt sich dem Anschein nach fiir diese Gruppe, dass cher die
Art bzw. Schwere der Mutation den Phinotyp mallgeblich beeinflussen als das betroffene Gen selbst
[Neveling et al., 2009].

Diese Beobachtung scheint allerdings auf Patienten mit biallelischen Mutationen in ST.X4 nicht zuzutreffen,
da der einzige Patient ohne Restprotein keinen schwereren Phinotyp zeigte als Patienten mit trunkiertem
SLX4-Restprotein, bei welchem die Interaktion mit den bekannten Bindungspartnern XPF, MUS81 und/oder
SLX1 bestitigt werden konnte [Kim et al., 2011; Stoepker et al, 2011; Schuster et al., 2013]. Mit der

Identifizierung von FA-69 sind somit acht FA-P-Patienten aus sechs verschiedenen Familien bekannt. Im
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Vordergrund steht bei dieser Gruppe der himatologische Phinotyp mit Knochenmarkversagen. Funktionelle
Untersuchungen konnten hier nicht durchgefiihrt werden, da die lymphoblastoide Zelllinie, anders als die
untersuchten Blutlymphozyten, revertiert war. Weil es sich bei beiden Mutationen um Nonsense-Mutationen
handelt, ist ein Abbau der mRNA beider Allele durch NMD (Nowsense-mediated mRINA decay) wahrscheinlich.
Die kritische Region zur Interaktion mit XPF-ERCC1 wire im trunkierten Restprotein noch enthalten, welche
essenziell fur die Reparatur von DNA-Quervernetzungen ist [Kim et al., 2013; Hashimoto et al., 2015]. Ob die
Struktur-spezifische Endonuklease allerdings noch an den Ort des Schadens durch das verkiirzte SLX4-

Geriistprotein koordiniert werden kann, bleibt in diesem Fall unbestimmt.

Fir alle zuvor beschriecbenen FA-Gene besteht cine ecindeutige Assoziation mit der Erkrankung FA,
wohingegen FANCM, cines der am stirksten konservierten FA-Gene (Abbildung 7), noch immer kontrovers
diskutiert wird [Mehta und Tolar, 1993-2017; Bogliolo und Surralles, 2015]. Nachdem sich die
Komplementationsgruppe FA-H als identisch mit FA-A erwies, wurden stringentere Kriterien zur Festlegung
neuer Untergruppen vorgeschlagen, wie etwa das Vorliegen von zwei Patientenzelllinien, die sich gegenseitig
nicht komplementieren [Joenje et al., 2000]. Da progressives Knochenmarksversagen zu den grundlegenden
klinischen Merkmalen der FA zdhlt und das Manifestationsalter im Median bei etwa acht Jahren liegt, wird den
Komplementationsgruppen FA-O, -R und -§ ein FA-dhnlicher Phinotyp zugeschrieben, weil dieses Merkmal
bei keinem der Patienten zum Zeitpunkt der Beschreibung beobachtet werden konnte [Vaz et al., 2010;
Ameziane et al., 2015; Sawyer et al., 2015; Wang et al., 2015]. Zur ersten und bislang einzigen beschriebenen
FA-M-Patientin (EUFA867) gibt es hierzu widerspriichliche Angaben. Wihrend in der Erstbeschreibung der
Komplementationsgruppe FA-M noch ein FA-typischer Phinotyp mit progressiven Knochenmarksversagen
fiir EUFA867 angegeben wurde [Meetei et al., 2005], beschrieben Singh et al., dass sich bei der Patientin auch
mit 26 Jahren noch normale Blutwerte zeigten [Singh et al., 2009]. In dieser zweiten Arbeit konnten, neben
den bei Meetei et al. identifizierten biallelischen FANCM-Mutationen, auch compound-heterozygote
FANCA-Mutationen nachgewiesen werden [Meetei et al,, 2005; Singh et al, 2009]. Die mit FANCA
komplementierte Zelllinie von EUFA867 erwies sich allerdings weiterhin als MMC-, sowie Camptothecin-
und UV-sensitiv. Dagegen konnte die Monoubiquitinierung von FANCD?2, wenn auch vermindert, vermittelt
werden, was mit fritheren Beobachtungen tbereinstimmt [Mosedale et al., 2005; Singh et al., 2009]. Durch
WES konnten bei FA-07 die per Sequenzierung bestimmten F.ANCM-Mutationen c.1241dup (p.N414Kfs*12)
und ¢.1972C>T (p.R589%) bestitigt und Mutationen in weiteren beschriebenen FA-Genen ausgeschlossen
werden. Eine Untersuchung auf Proteinebene zeigte eine verminderte FANCD2-Monoubiquitinierung. Daher
scheint bei beiden Patientinnen mit biallelischen FANCM-Mutationen (EUFAG687 und FA-07) die
Lokalisierung der Kernkomplexproteine an die Schadensstelle vermindert, was sich in der reduzierten
FANCD2-Monoubiquitinierung widerspiegelte. Weiterhin konnte auch bei FA-07 ein erhdhter spontaner wie

auch induzierter G2-Phase-Arrest ermittelt werden. Eine Segregation konnte bei dieser Patientin nur fur die
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Duplikation nachgewiesen werden, da nur maternale DNA zur Verfiigung stand. Somit ist nicht eindeutig
geklirt, ob beide Mutationen auf unterschiedlichen Allelen votliegen.

Da FANCM maligeblich an der Rekrutierung des Kernkomplexes ans Chromatin, an der Aktivierung des
ATR-vermittelten S-Phase-Kontrollpunktes und auch an der Umkehr blockierter Replikationsgabeln beteiligt
ist [Collis et al, 2008, Gari et al, 2008, Kim et al, 2008] sollten biallelische Nonsense- oder
Funktionsverlustmutationen in F.ANCM einen erheblichen Einfluss auf den Phinotyp zeigen. Dagegen
spricht allerdings eine 2014 erschienene Studie tber Funktionsverlust-Mutationen in der finnischen
Bevélkerung [Lim et al., 2014]|. Hier konnten biallelische Mutationen in FAANCM bei sieben Probanden
nachgewiesen werden, die allesamt keinen FA-Phinotyp zeigten. Zudem konnte bei diesen Personen kein
erhéhtes Auftreten von Krebserkrankungen oder anderen chronischen Erkrankungen beobachtet werden.
Unter diesen Mutationen befand sich auch die mit erthéhtem Brustkrebstisiko assoziierte Mutation ¢.5791C>T
(rs144567652), die zum Skipping von Exon 22 fithrt. Ein pathogener Effekt dieser Mutation konnte durch
Komplementationsversuche in FANCM-defizienten immortalisierten embryonalen Mausfibroblasten bestitigt
werden [Peterlongo et al., 2015]. Solange nicht geklirt ist, woher die starke Diskrepanz der Ergebnisse

stammt, sollte FANCM nur als FA-assoziiertes Gen angeschen werden.

5.4.2 Identifizierung eines vierten UBE2T-defizienten Patienten

Ein hiufiger Mechanismus zur Regulation von Proteinen besteht in der reversiblen posttranslationalen
Modifikation durch Ubiquitin oder Ubiquitin-dhnliche Proteine, wie SUMO oder NEDDS, die durch eine E1-
E2-E3-Enzymkaskade vermittelt wird. Fiir die Ubertragung von Ubiquitin sind bislang zwei Ubiquitin-
aktivierende E1-Enzyme bekannt [Finley et al., 1984; Handley et al., 1991; Pelzer et al., 2007], wohingegen
knapp 40 Ubiquitin-konjugierende E2-Enzyme beschrieben wurden [Stewart et al., 2016]. Dem gegeniiber
steht eine auBergewShnliche Diversitit an tber 600 E3-Ubiquitin-Ligasen, welche fiir die Substrat-Selektivitit
entscheidend sind [Li et al., 2008].

Im FA/BRCA-Signalweg stellt UBE2T das E2-Enzym dat, welches mit der E3-Ligase FANCL fur die
Monoubiquitinierung von FANCD2 verantwortlich ist [Machida et al., 2006]. Bislang wurden erst drei
Patienten mit compound-heterozygoten Mutationen in UBE2T identifiziert, welche jeweils als
Funktionsverlust-Varianten eingestuft wurden [Hira et al., 2015; Rickman et al., 2015; Virts et al., 2015]. Mit
Hilfe der zuvor durchgefithrten Anreicherung und anschlieBendem NGS wurden in dieser Arbeit bei einem
weiteren FA-Patienten (FA-49) Mutationen in UBEZ2T bestimmt. Durch gezielte cDNA-Analysen konnte die
von Rickman et al. und Virts et al. beschriebene Deletion c.-64_468del auf dem maternalen Allel von FA-49
nachgewiesen werden [Rickman et al., 2015; Virts et al., 2015]. Diese wird durch die Rekombination von zwei
AluYa5-Elementen in Intron 1 und 6 hervorgerufen und umfasst die Exons 2 bis 7. Da das erste Exon von
UBEZ2T nicht codierend ist, ist auch das Startcodon von der Deletion betroffen, weshalb das Allel als Nullallel
anzuschen ist [Rickman et al., 2015]. Da beide Alu-Elemente in Intron 1 und 6 in gleicher Orientierung

vorliegen und identische Sequenzen besitzen, scheint als Mechanismus, welcher zur Deletion fihrt, die nicht-
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allelische homologe Rekombination (NAHR) méglich, die auch fiir eine Vielzahl von FANCA-Deletionen
verantwortlich ist [Flynn et al., 2014].

Bei der zweiten Mutation von FA-49 handelt es sich um eine Basensubstitution vier Basen 3° von Exon 5
(c.384+4A>G), die paternal vererbt wurde. cDNA-Analysen bestitigten aberrantes Spleiien als Folge der
Mutation. Als HauptspleiBBprodukt konnte die Exonisierung von Intron 5 bestimmt werden. Auf gleicher
Hoéhe wie dieses Spleiprodukt konnte bei der Auftrennung des PCR-Produkts bei verschiedenen Kontrollen
gleichfalls eine Bande bestimmt werden, wohingegen bei der Sequenzierung nur die Wildtypsequenz bestitigt
werden konnte. Alternatives Spleilen tritt bei Kontrollen demnach nur sporadisch auf oder es handelte sich
bei der zusitzlichen Bande um ein Artefakt der PCR. Auf Proteinebene wurde fiir die Exonisierung von
Intron 5 ein Frameshift sowie die Insertion von 22 Aminosduren vorhergesagt (p.S129Vfs*23). Laut
Vorhersage hitte das daraus resultierende Protein eine Gréfie von 16,9 kDa. Da durch eine Immunblot-
Analyse kein Protein auf dieser H6he machgewiesen wurde, ist das Proteinprodukt entweder instabil oder die
mRNA wird durch NMD abgebaut. Durch den posttranskriptionalen Kontrollmechanismus des NMDs
kénnen mRNAs mit einem primaturen Stoppcodon eliminiert und somit der Entstehung potentiell dominant-
negativer Proteinprodukte vorgebeugt werden. Durch die Zugabe des NMD-Inhibitors CHX vor der
Isolation der RNA kénnte tberprift werden, ob die aus der Mutation resultietende mRNA durch NMD
abgebaut wird [Carter et al, 1995]. Ferner sollten quantitative mRNA-Analysen zur Bestimmung des
Ausmalles einer moglichen Herunterregulation des Transkriptes herangezogen werden, wie etwa durch
Northern Blots, quantitative Real-time PCR oder digitale PCR. Ahnliches gilt fiir die bei Hira et al
identifizierte Mutation ¢.179+5G>A in Intron 2, welche in der Originalpublikation filschlicherweise als
c.180+5G>A angegeben wurde [Hira et al., 2015]. Als weiteres aberrantes Splei3produkt, welches durch die
paternale Mutation hervorgerufen wird, konnte bei FA-49 das Skipping von Exon 5 beobachtet werden. Auf
Proteinebene fiihrt dies zur Zn-frame Deletion von 33 Aminosduren (p.G96_128del) in der katalytischen
Ubiquitin-konjugierenden Domine (UBC fo/d), welche insgesamt knapp 150 Aminosduren umfasst (aa 5-152)
und hochkonserviert bei allen Ubiquitin-E2-Enzymen vorliegt. Innerhalb dieser Domine befinden sich
verschiedene essenzielle Aminosdurereste (S5, R6, R9, RG60, R99, S101 sowie N103), welche fiir
elektrostatische sowie Wasserstoffbriickenbindungen zwischen UBE2T und FANCL verantwortlich sind.
Jedoch scheint nur Arginin an Position 60 essenziell fiir die Interaktion mit FANCL zu sein, welches von der
Deletion nicht betroffen ist [Hodson et al., 2014]. Ob eine Interaktion von UBE2T mit FANCL trotz der /-
frame Deletion innerhalb der UBC-Domine mdglich ist, kénnte durch Bindungsstudien untersucht werden.
Da bei der Immunblot-Analyse kein verkirztes Protein im Bereich der vorhergesagten Gréf3e von 19,0 kDa
bestimmt werden konnte, muss weiter untersucht werden, ob das trunkierte Protein {iberhaupt gebildet
werden kann und stabil ist.

Da FA-49 durch die maternal vererbte Deletion hemizygot fir die Spleimutation ¢.384+4A>G ist, bei der
Sequenzierung der cDNA aber auch die Wildtypsequenz bestitigt wurde, konnte gezeigt werden, dass die

kanonische Spleildonorstelle in Intron 5 weiterhin durch den Spleilapparat erkannt und genutzt werden
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kann. Dadurch ist die Moglichkeit gegeben, dass wildtypisches UBE2T-Protein gebildet wird, was auf
Proteinebene durch den Nachweis einer schwachen Bande auf gleicher Héhe wie bei Kontrollen bestitigt
werden konnte. Zudem konnte in den Patientenzellen von FA-49 die FANCD2-Monoubiquitinierung
nachgewiesen werden, die sich auf das funktionale Restprotein normaler Linge zurlickfithren lisst. Beide
FANCD2-Isoformen konnten auch bei der immortalisierten Fibroblasten-Zelllinie AP65P-hTERT des bei
Hira et al. 2015 ver6ffentlichten japanischen Patienten PNG-252 bestitigt werden, wobei der Proteingehalt an
UBE2T sogar mit Kontrollen vergleichbar war [Hira et al., 2015]. Da die Missense-Mutation c.4C>G, welche
heterozygot bei PNG-252 bestimmt wurde, die Interaktion mit FANCL deutlich schwicht, zeigte sich bei
APG5P-hTERT nur eine verminderte Monoubiquitinierung von FANCD2. Ahnliches findet sich auch bei
Patienten mit hypomorphen Mutationen in FANCD2 oder FA-Kernkomplex-Proteinen, weshalb die
Spleimutation ¢.384+4A>G ebenfalls als hypomorph anzuschen ist [Ali et al., 2009; Hartmann et al., 2010].

Neben der Méglichkeit, dass mutiertes oder wildtypisches UBE2T die Monoubiquitinierung von FANCD2
vermittelt, kénnten auch andere E2-Enzyme daftr verantwortlich sein, welche die Funktion von UBE2T
tbernehmen. Es ist bekannt, dass manche E3-Ligasen mit mehreren E2-Enzymen interagieren kénnen [Dodd
et al., 2004; Zhang et al., 2005; Christensen et al., 2007; Ambivero et al., 2014|. Fir FANCL konnte bereits
cine Interaktion mit einem weiteren Ubiquitin-konjugierenden Enzym nachgewiesen werden, welches i vitro
auch zur Monoubiquitinierung von FANCD2 genutzt werden kann [Alpi et al., 2008; Zhang et al., 2011].
Dabei handelt es sich um UBE2W, welches allerdings Substrate am N-Terminus ubiquitiniert [Scaglione et al.,
2013], was im Fall von FANCD2 zu einer unspezifischen Monoubiquitinierung und damit nicht zur
Aktivierung des FA/BRCA-Signalweges fiihrt [Rajendra et al., 2014]. Zudem konnte die Uberexpression von
UBE2W in der UBE2T-Patientenzelllinie 100166/1 die G2-Phase-Atretierung nicht aufheben [Virts et al.,
2015]. Durch die hohe Konservierung der UBC-Domine sowie einzelner hydrophober Reste an den
Interaktionsstellen von FANCL und der UBC-Domine scheint eine Bindung von weiteren E2-Enzymen an
FANCL zur Monoubiquitinierung zumindest méglich [Hodson et al., 2014]. Da UBE2T der bevorzugte E2-
Bindungspartner von FANCL ist, sollten Bindungsstudien fir die Identifizierung von alternativen E2-
Enzymen zur FANCD2-Monoubiquitinierung in einer zelluldren Umgebung stattfinden, in der UBE2T fehlt.
Dazu wiirden sich beispielsweise die FANCT-Patientenzelllinien eignen, in denen ein reduziertes UBE2T-
Proteinlevel vorliegt. Ferner bleibt fiir FA-49 zu bestimmen, ob eine Induktion der FANCD2-Focibildung
gegeben ist, da diese von der Monoubiquitinierung des Proteins durch den Kernkomplex abhingig ist [Garcia-
Higuera et al., 1999]. Eine Quantifizierung der Focibildung wurde nur von Hira et al. vorgenommen und
zeigte dabei eine deutliche Reduktion von Foci-positiven Zellen im Vergleich zur komplementierten
Patientenzelllinie [Hira et al., 2015]. Allerdings fehlt der Vergleich zu einer Upstream-Patientenlinie sowie einer
gesunden Kontrolle, was die Aussagekraft der Analyse einschrinkt. Um eine cindeutige Zuordnung des
Patienten FA-49 zur Komplementationsgruppe FA-T vorzunehmen, miisste die Zelllinie ebenfalls mit der
Wildtypsequenz von UBEZ2T sowie den verschiedenen SpleiBprodukten der Mutation c¢.384+4A>G

komplementiert und die Authebung des G2-Phase-Arrestes nach Schadensinduktion untersucht werden.
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5.4.3 Fanconi-Animie bei einer Patientin mit XP-assoziierter Missense-Mutation

Usspringlich waren ERCC4/XPF/FANCQ-Mutationen ausschlieSlich mit Defekten der NER assoziiert und
sowohl fur Patienten der Xeroderma pigmentosum-Untergruppe F (XP-F), mit Cockayne-Syndrom als auch
mit dem progeroiden XFE-Syndrom beschrieben [Sijbers et al., 1996; Niedernhofer et al., 2006]. 2013 gelang
erstmals der Nachweis eines Zusammenhangs von biallelischen ERCC4/XPF/FANCQ -Mutationen mit FA,
da zwei FA-Q-Patienten sowie ein Patient mit einem kombinierten Phinotyp mit Merkmalen von XP, CS als
auch FA beschrieben wurden [Bogliolo et al., 2013; Kashiyama et al., 2013].

Der FA-Q-Patientin, die mit Hilfe von WES innerhalb dieser Arbeit zugeordnet werden konnte, kommt eine
besondere Bedeutung zu. Zum einen handelt es sich um eine der iltesten in der Literatur beschrieben FA-
Patienten, welche zudem bis zum Beginn der sechsten Lebensdekade weder Knochenmarksversagen noch
Tumoren entwickelte. Zum anderen konnte zum ersten Mal eine erhéhte Empfindlichkeit gegeniiber
Sonnenlicht bei einem FA-Patienten beschrieben werden, welche auf zellulirer Ebene bestitigt wurde. Damit
ergibt sich ein einzigartiges neues Merkmal, dass nur bei der Untergruppe FA-Q beobachtet werden kann und
zur Klassifizierung neuer FA-Q-Patienten herangezogen werden sollte.

Besonders interessant ist die Tatsache, dass dieselbe Mutation in Kombination mit einer zweiten Mutation
ganz unterschiedliche phinotypische Ausprigungen zur Folge hat. So wurde die Missense-Mutation
c.1765C>T (p.R589W) in der SF2-Helikase-dhnlichen Domine sowohl bei der FA-Patientin FA-16, drei XP-
F-Patienten (XP24BR, XP32BR, AS871) sowie ecinem Patienten mit kombinierten XPCS-Phinotyp und
Merkmalen von FA (XPCS1CD) bestitigt [Ahmad et al., 2010; Kashiyama et al., 2013; Fassihi et al., 20106].
Durch eine Untersuchung der subzelluliren Verteilung von XPF in verschiedenen Patientenzelllinien mit
XPF-Missense-Mutationen konnte das Protein vermehrt im Zytoplasma nachgewiesen werden. Dies ist
vermutlich auf eine fehlerhafte Faltung des Proteins zuriickzufithren, wodurch die Translokation in den
Zellkern beeintrichtigt wird [Ahmad et al., 2010]. In dieser Studie fanden sich sowohl XP24BR, XP32BR,
AS871 und der einzige bislang bekannte XFE-Patient XP51RO [Niedernhofer et al., 2006], wobei hier die
Interaktion von XPF mit seinem heterodimeren Bindungspartner ERCC1 nicht beeintrichtigt war. Dagegen
konnte Restprotein bei FA-16 wie auch bei 1333 [Bogliolo et al., 2013] sowohl im Nukleus als auch am
Chromatin nachgewiesen werden. Vermutlich kann bei FA-Q-Patienten ein gewisser Anteil von mutiertem
Protein korrekt gefaltet werden, wodurch die Translokation in den Zellkern sowie ans Chromatin méglich
wird. Denkbar wire hierzu eine Beteiligung von endogenen Chaperonen, welche dazu beitragen, dass Proteine
eine korrekte dreidimensionale Konformation annehmen [Ellis, 1987]. Bei verschiedenen Krankheiten wie
etwa Parkinson, Chorea Huntington oder Zystischer Fibrose, die mit einer Fehlfaltung bestimmter Proteine
assoziiert sind, wird der Einsatz von molekularen Chaperonen zu Therapiezwecken erforscht [Cummings et
al., 2001; Chaudhuri und Paul, 2006; Banning et al., 2016] und wurde bereits zur Authebung der fehlerhaften
Konformation von XPF bei XP-Patienten diskutiert [Ahmad et al., 2010]. Dabei sollte man allerdings
bedenken, dass allen drei FA-Q-Patienten das Vorhandensein einer Missense-Mutation gemeinsam ist, deren

Proteinprodukt zwar jeweils in den Zellkern translozieren und durch geniigend Restfunktion die
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Nukleotidexzisionsreparatur, nicht aber die Reparatur von DNA-Quervernetzungen vermitteln kann [Bogliolo
et al, 2013]. Bogliolo et al. konnten fir beide FA-Q-Patienten zeigen, dass ecine Interaktion von
ERCC4/XPF/FANCQ trotz der Missense-Mutationen (I.230P fir FA104; R689S fur 1333) sowohl mit
ERCC1 als auch mit SLX4/FANCP moglich war [Bogliolo et al., 2013]. Diese Interaktionen konnen somit
nicht malBigeblich fir die Ausprigung des FA-Phinotyps bei FA-Q-Patienten verantwortlich sein. Dennoch
sollten diese auch fiir FA-16 noch bestimmt werden, um eine allgemeine Aussage fiir FA-Q-Patienten in
dieser Hinsicht treffen zu kénnen.

Neben einer Missense-Mutation waren beide bei Bogliolo et al. 2013 beschriebenen FA-Q-Patienten Triger
von Frameshift-Mutationen, die als Nullallele anzusehen sind [Bogliolo et al., 2013]. Dies gilt auch fiir die bei
FA-16 auf dem maternalen Allel verifizierte Substitution ¢.793-2A>G, die durch das Skipping von Exon 5
ebenfalls einen Frameshift sowie ein vorzeitiges Stoppcodon hervorruft. Da durch die Immundetektion von
XPF kein trunkiertes Protein nachgewiesen werden konnte, wurde die mutierte mRNA entweder durch NMD
abgebaut oder das daraus resultierende Protein war instabil. Die Annahme, dass es sich bei dieser Mutation
ebenfalls um ein Nullallel handelt, wird zudem durch die Tatsache unterstitzt, dass weder ein alternatives
Transkript ohne Exon 5 in den Datenbanken gelistet ist, noch ein kryptischer Spleilakzeptor in der Nihe der
Mutation identifiziert werden konnte, welcher zur Wiederherstellung des Leserahmens fithren wiirde.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass kein Hotspot fiir Mutationen in ERCC4/XPF/FANCQ identifiziert

werden konnte, der einen bestimmten Phinotyp hervorruft (Abbildung 58).

XP (schwer, mit Neurodegeneration)
XP/CS mit Merkmalen von FA XP (schwer, mit
XP (mild) | Neurodegeneration)
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CS p.R153P | p.c236R  p.P379s AS871 p.R799W
XFE XP51RO |XPCS1CD  XP32BR XPCS1CD XP24BR
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Abbildung 58: Ubersicht iiber ERCC4-Mutationen, die zur Ausprigung verschiedener Phinotypen fithren. Die Mutationen sowie der
Phinotyp der in dieser Arbeit identifizierten FA-Q-Patientin sind rot markiert. Die Missense-Mutation p.R589W ist zudem grau
hinterlegt.
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Die unterschiedliche zellulidre Lokalisation von mutiertem XPF-Protein scheint dagegen ein entscheidender
Faktor zur Entstehung der unterschiedlichen Krankheitsbilder zu sein, wobei die Mechanismen, die bei FA-

Q-Patienten eine Translokation in den Zellkern erméglichen, weiterhin unbekannt sind.

5.4.4 Mutationen im zentralen Protein des FA-Signalweges: Sequenzanalyse bei FA-D2-Patienten
Bislang sind in der FA-Mutationsdatenbank der Rockefeller-Universitit tiber 1500 FA-Patienten gelistet
(Stand Januar 2017), wovon nur knapp 3 % der Komplementationsgruppe FA-D2 angehéren. Die zentrale
Rolle der FANCD2-Monoubiquitinerung, welche das Schliisselereignis im FA-Signalweg darstellt, ldsst der
Untergruppe FA-D2 eine besondere Bedeutung zukommen. Die letzte umfassendere Analyse von FA-D2-
Patienten liegt bereits 10 Jahre zurtick und die darin beschriebenen Mutationen machen einen Grofiteil der in
der FA-Mutationsdatenbank gelisteten FANCDZ2-Varianten aus [Kalb et al, 2007]. Durch NGS sowie
klassische Methoden wie Sanger-Sequenzierung oder Immunblot-Analysen konnten hier insgesamt 28 neue
FA-D2-Patienen aus 25 unterschiedlichen Familien klassifiziert werden. Die Mutationsanalyse in diesem Gen
wird durch das Vorhandensein von Pseudogenen becintrichtigt, welche eine hohe Sequenzhomologie zum
funktionellen Gen aufweisen [Kalb et al., 2007]. Eine genaue Kenntnis tiber Pseudogensequenzen ist dabei
cine Grundvoraussetzung fiir eine effektive Mutationsanalyse, um beispielsweise durch die Auswahl
spezifischer Primer zwischen dem funktionellen Gen und den Pseudogenen zu diskriminieren. Bei der NGS-
Analyse stellen Pseudogene ebenfalls eine Herausforderung dar, insbesondere bei der Verwendung von
kommerziellen Anreicherungsplattformen. Fiir das FA-Genpanel wurde versucht, Pseudogenabschnitte von
der Anreicherung auszuschlieBen. Allerdings hitten hierzu die Filter zur Sondenauswahl so stringent gesetzt
werden miissen, dass einige Exons des funktionellen Gens tiberhaupt nicht mehr angereichert worden wiren.
Ein dhnliches Problem stellte sich beim Alignment der NGS-Daten. Ein konsequenter Ausschluss von Reads
mit mehreren Fehlpaarungen geht mit dem Risiko einher, krankheitsverursachende Mutationen im
funktionellen Gen ebenfalls zu verwerfen, was auch auf zu stringent gewihlte bioinformatische
Filterungsstrategien nach dem Alignment zutrifft [Ameziane et al., 2012]. Gleichzeitig sollte bei der Detektion
einer potentiell pathogenen Variante in den NGS-Daten die Mutation mit spezifischen gDNA-Primern
und/oder auf cDNA-Ebene tberpriift werden, um falsch-positive Varianten, die eigentlich einem Pseudogen
zugeschrieben werden miissen, zu erkennen [Knies et al., 2012].

Eine genauere Untersuchung von FLANCD2-Pseudogenen ergab die Existenz von drei statt zwei voneinander
abgegrenzten Regionen, die mit kleinen Unterbrechungen den Exons 15-28 von FANCD2 zugeordnet
werden konnten. Dies legt die Vermutung nahe, dass urspriinglich durch Duplikation ein Pseudogen
entstanden ist, welches im Laufe der Zeit so viele Mutationen in verschiedenen Bereichen akkumuliert hat,
dass diese Regionen in der Pseudogendatenbank als drei voneinander abgegrenzte, eigenstindige Pseudogene
eingestuft wurden.

Die Diskrepanz in der Anzahl sowie der Lokalisation der FANCDZ2-Pseudogene lisst sich zum einen durch

die Verwendung unterschiedlicher Referenzgenome als auch durch Unterschiede im Alignment zuriickfithren.
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In dieser Arbeit wurde die aktuellste Version des Referenzgenoms (hg38) verwendet, welche auch natiirlich
vorkommende Varianten im Genom beriicksichtigt. Zur Identifizierung der Pseudogene wurde zudem das
bioinformatische Analyseverfahren von PseudoPipe herangezogen, mit dem Pseudogene durch ein
genomweites Alighment identifiziert sowie klassifiziert werden kénnen [Zhang et al, 2006]. PseudoPipe
verwendet dazu BLAST statt BLAT, auf welches in der fritheren Studie zuriickgegriffen wurde und sich in
verschiedenen Aspekten von BLAST unterscheidet. BLAT ist darauf ausgelegt, Sequenzen mit sehr hoher
Sequenzidentitit zu identifizieren, wihrend BLAST flexibler ist und dadurch eine héhere Sensitivitit aufweist
[Kent, 2002]. BLAST lidsst zudem gréBere Liicken in Alignments zu, wihrend BLAT homologe Bereiche

zwischen zwei Sequenzen zu einem Alignment verbindet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mutationen der 28 neuen Patienten mit biallelischen Mutationen in
FANCD?2 charakterisiert. Ahnlich wie bei den anderen Komplementationsgruppen fand sich bei FA-D2 mit
42 % ein hoher Anteil an SpleiBmutationen sowie ein anndhernd gleiches Verhiltnis von neuen (n = 11) zu
bereits bekannten (n = 13) Mutationen. Die Anzahl an verschiedenen F.ANCD2-Mutationen konnte dabei auf
51 erweitert werden, welche, zusammen mit den in der FA-Datenbank gefithrten Patienten, fur insgesamt 68
FA-D2-Patienten beschrieben sind. Natitlich ist dies nicht die absolute Zahl an identifizierten FA-D2-
Patienten, da nicht alle veroffentlicht oder in der FA-Mutationsdatenbank gelistet sind. Dazu zihlt auch FA-
01, dessen Mutationen bei Knies et al. 2012 beschrieben wurden [Knies et al., 2012], aber bislang nicht in die
Rockefeller-FA-Datenbank aufgenommen wurden. Dennoch bekommt man einen relativ umfassenden
Uberblick  iiber das  Mutationsspektrum  und  einige  charakteristische =~ Merkmale  dieser
Komplementationsgruppe. Beriicksichtigt man alle gelisteten sowie in dieser Arbeit beschriebenen Patienten,
hat die Komplementationsgruppe FA-D2 einen Anteil von 4 %, was mit der Schitzung in der Literatur
tbereinstimmt, welche 3-6% annimmt [Kalb et al., 2007]. Ein geltendes Charakteristikum dieser
Komplementationsgruppe, dass keine biallelische Nullmutationen auftreten, konnte ebenso bestitigt werden.
Vermutlich sind diese Mutationen embryonal letal, so dass nur hypomorphe Varianten mit dem Uberleben
vereinbar sind. Diese Annahme wird durch Untersuchungen am Zebrafisch gestiitzt, die Fancd2 eine wichtige
Rolle wihrend der Embryogenese zuschreiben, da ein Knockdown des Genes zur p53-vermittelten Apoptose in
verschiedenen Geweben wihrend der Entwicklung fithrt [Liu et al., 2003]. Diese Beobachtung ist allerdings
nicht ohne weiteres auf Sduger ibertragbar, da Fancd2/-Miduse durchaus lebensfihig sind [Houghtaling et al.,
2003]. Je nach genetischem Hintergrund unterschieden sich diese Miuse allerdings deutlich in ihrem
Phinotyp, beispielsweise in Hinblick auf die Geburtenrate oder Entwicklungsverzégerungen. Dies weist auf
die Bedeutung von Modifier-Genen hin, welche den Phidnotyp maligeblich beeinflussen und vermutlich auch
beim Menschen fiir die unterschiedlich schweren phinotypischen Ausprigungen trotz identischer Mutationen

in FA-Genen verantwortlich sind.
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Die Kiistallstruktur des murinen FANCI-FANCD2-Heterodimers ergab, dass alle bei Kalb et al. 2007
beschriebenen Missense-Mutationen im Inneren des Komplexes an der Grenzfliche zwischen beiden
Proteinen lokalisiert sind. Den betroffenen Aminosdureresten wurde eine stabilisierende Funktion
zugeschrieben, so dass der pathogene Effekt dieser Mutationen auf eine Destabilisierung zuriickzufiihren ist
[Joo et al., 2011]. Ahnliches gilt dabei auch fiir FANCI-Missense-Varianten. Zwei der in dieser Arbeit neu
identifizierten FANCD2-Aminosduresubstitutionen befinden sich in der HD2-Domine des Proteins, wie
auch die bei FA-01 beschriebene Missense-Mutation. Diese Domine ist ebenfalls an der Bildung dieser
Grenzfliche beteiligt ist. Die dritte neu beschriebene Variante ist hingegen im C-Terminus des Proteins
lokalisiert, welcher kiirzlich als essenzieller Faktor zur DNA-Bindung des Proteins sowie dessen
Monoubiquitinierung identifiziert werden konnte [Liang et al, 2016]. In dieser Studie wurden auch
verschiedene Punktmutationen in der Tower-Domine charakterisiert und es zeigte sich, dass die mutierten
Proteine nicht mehr an ICLs rekrutiert werden konnten und die Monoubiquitinierung ausblieb. Beides wiirde
man auch fir die neu identifizierte Missense-Mutation p.Q1332H erwarten.

Einen Einblick in die Monoubiquitinierung von FANCD2 durch den Kernkomplex kénnte eine nihere
Untersuchung der N-terminalen Deletion ¢.283_285del von Patient FAD2-05 liefern. Diese ist in einem
Bereich lokalisiert, der fiir die Interaktion mit FANCE essenziell ist (aa 1-291), woriiber die Ubertragung des
Ubiquitinrestes von FANCL auf FANCD2 vermittelt wird [Pace et al., 2002; Gordon et al., 2005; van Twest
et al,, 2017].

Fir 23 der analysierten FA-D2-Patienten lagen Informationen iiber den Phinotyp vor. Dabei zeigte jeder
dieser Patienten mindestens eine Fehlbildung, was auch bereits in der vorherigen Studie zu FANCD2 gezeigt
werden konnte [Kalb et al., 2007]. Damit scheint die Komplementationsgruppe eine Ausnahme von anderen
Untergruppen darzustellen, da normalerweise rund ein Drittel aller FA-Patienten keinetlei phinotypische
Auffilligkeiten aufweist [Giampietro et al, 1997]. Zwei der FA-D2-Patienten erkrankten an
Plattenepithelkarzinomen, was ebenfalls typisch fiir FA ist. Bei FAD2-02 wurde dies im Alter von 33 Jahren
diagnostiziert, was dem Durchschnittsalter bei FA-Patienten entspricht [Kutler et al., 2016], wohingegen bei
FAD2-20 Tumoren in der Mundhéhle mit 24 Jahren festgestellt wurden.

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass cine verldssliche Mutationsanalyse in FLANCD?Z2, wie auch bei
anderen FA-Komplementationsgruppen, erst durch eine Kombination von klassischen sowie neuen
Techniken erreicht werden konnte. Pseudogensequenzen kénnen insbesondere bei der NGS-Analyse ein
Problem darstellen, weshalb eine Uberpriifung detektierter Mutationen durch Sanger-Sequenzierung der
cDNA erfolgen sollte. Da SpleiBmutationen zudem einen hohen Anteil an pathogenen FANCD2-Mutationen

haben, kann dadurch parallel ein Effekt der Mutation nachgepriift werden.
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5.5 Nachweis von Mutationen in weiteren Genen der DNA-Reparatur

Mit Hilfe von WES konnten bei zwei Patienten, fir welche initial die Verdachtsdiagnose FA gestellt worden
war, Mutationen in DNA-Reparaturgenen identifiziert werden, welche nicht mit FA assoziiert sind. In beiden
Fillen steht dabei eine nihere Charakterisierung der Patientenzelllinien bzw. Mutationen allerdings noch aus.
Obwohl verschiedene Zelltypen cine Sensitivitit gegenitber MMC zeigten, kann hierbei die Verdachtsdiagnose
FA nicht aufrechterhalten werden. In diesen Fillen zeigt sich das Potential der WES-Analyse, da potentiell
pathogene Mutationen in einem gréBeren Umfeld (z. B. DNA-Reparatur) als einer einzelnen Krankheits-

Entitat untersucht werden konnen.

So wurde bei FA-29, welcher zu Beginn der Analyse als FA-Mosaikpatient eingestuft worden war, eine neue
homozygote Nonsense-Mutation (c.545G>A) in der BER-Glykosylase NTHIL7 beobachtet, die erstmals 1998
als humanes Homolog der Endonuklease III von E. @/ beschrieben wurde [Imai et al., 1998]. Im BER-
Signalweg katalysiert NTHL1 vor allem die Exzision von durch Oxidation modifizierten Pyrimidinen, wie
etwa Thyminglycol oder Cytosinglycol [Ocampo et al., 2002]. Biallelische Keimbahnmutationen in diesem
Gen haben eine Pradisposition fiir die Entstehung von adenomatéser Polyposis sowie Darmkrebs zur Folge.
Bislang sind nur zwei unterschiedliche Mutationen in NTHL7 in diesem Zusammenhang beschrieben worden.
Dazu zihlt die seltene Nonsense-Mutation ¢.268C>T (rs150766139) (p.Q90%), welche mit einer Allelfrequenz
von 1,543*10-3 im ExAC-Browser gelistet ist und in drei nicht miteinander verwandten hollindischen Familien
bei sieben Patienten homozygot beschrieben wurde [Weren et al., 2015]. Dieselbe Nonsense-Mutation konnte
zudem heterozygot bei einer kanadischen Patientin mit deutschen Vorfahren bestimmt werden, bei welcher
zusitzlich die heterozygote Basensubstitution ¢.790+1G>A (rs372946560) am kanonischen Splei3donor von
Intron 4 nachgewiesen werden konnte, welche zu aberrantem Spleilen fihrt [Rivera et al., 2015]. Die
Allelfrequenz dieser Variante ist im ExAC-Browser mit 8,44*10¢ hinterlegt. Durch WES von gDNA des
Patienten FA-29 konnte das Mutationsspektrum in NTHL7 anhand des Nachweises der homozygoten
Nonsense-Mutation ¢.545G>A (p.W182*) in Exon 3 erweitert werden. Diese seltene Variante findet sich
bislang nicht in den ExAC-Browserdaten wieder. Wie fiir ¢.268C>T zeigte sich auch hier eine hohe Penetranz
der Mutation, da sie in der Familie von FA-29 mit dem Phinotyp kosegregiert. Auf Proteinebene konnte beim
Indexpatienten (FA-29) sowie dessen ebenfalls betroffener Mutter als Effekt dieser Nonsense-Mutation eine
Defizienz des NTHL1-Proteins festgestellt werden. Ein verktrztes Proteinprodukt der 7z si/ico vorhergesagten
GroBe von 20 kDa konnte bei der Immunblot-Analyse nicht nachgewiesen werden. Vermutlich wird die
mRNA durch NMD abgebaut oder das resultierende Proteinprodukt ist instabil. Eine Kombination beider
Effekte ist dabei ebenso denkbar.

Allen zuvor identifizierten Patienten mit biallelischen NTHIL7-Mutationen war das Vorliegen von
kolorektalen adenomatésen Polypen gemeinsam. In den uns vorliegenden Daten der Familie von FA-29 war

dies zwar nicht beschrieben, kann aber auch nicht ausgeschlossen werden. FA-29 sowie dessen Bruder (FA-
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29.2) waren méglicherweise vor dem Auftreten von adenomatdsen Polypen verstorben und es ist nicht
bekannt, ob deren Schwester (FA-29.3) sowie die Mutter dahingehend untersucht wurden. Da Polypen eine
Vorstufe zur Entstehung von Darmkrebs darstellen kénnen, sollten beide Patienten darauf untersucht werden.
Ubereinstimmend mit allen bereits bekannten Fillen zeigte sich bei der hier identifizierten Familie ein breites
Tumorspektrum, weshalb hier von einem Krebssyndrom gesprochen werden kann [Kuiper und
Hoogerbrugge, 2015; Rivera et al., 2015; Weren et al., 2015]. Aktuelle Untersuchungen an Tumorgewebe von
FA-29.2 (Roland P. Kuiper, personliche Kommunikation) scheinen zu bestitigen, dass im somatischen
Mutationsspektrtum von NTHL1-defizienten Tumorzellen eine hohe Frequenz an C>T-Transitionen
beobachtet werden kann, wie sie auch fiir die bereits veroéffentlichten Familien beschrieben wurde [Rivera et
al., 2015; Weren et al., 2015]. Dies deutet darauf hin, dass durch Oxidation modifizierte Basen in malignen
Zellen nicht effizient repariert werden kénnen und somit vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt sind, was
schlieBlich zur Entartung der Zellen fihrt. Im Gegensatz zu sporadischen Kolonkarzinomzellen konnten
diese Verinderungen vornehmlich an nicht-CpG-Stellen nachgewiesen werden (Roland P. Kuiper, persénliche
Kommunikation). Diese Mutationssignatur von Tumorzellen kann in Zukunft méglicherweise dazu genutzt
werden, um Riickschliisse auf NTHIL.7-Mutationen zu zichen. Fur eine solche Mutationssignatur kénnten sich

auch Therapiemoglichkeiten mit spezifischen Chemotherapeutika ergeben.

Ob die Mutationen in RPA7, welche bei FA-63 durch WES identifiziert wurden, tatsichlich fir den
beobachteten Phinotyp verantwortlich sind, bleibt noch zu kliren. Bislang sind Mutationen in RPA7 noch
nicht mit einem bestimmten Krankheitsbild assoziiert, allerdings hat RPA1 aufgrund seiner Beteiligung an
essenziellen zelluldren Vorgingen eine wichtige Funktion in der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit
und der Tumorsuppression inne. Als Untereinheit des heterotrimeren Replikationsproteins A (RPA) ist es
beispielsweise an der HR beteiligt. Wihrend der frithen Schadensantwort der HR werden die DNA-Enden am
DSB prozessiert. Dadurch entstehen ssDNA-Uberhinge, die von RPA gebunden werden [Hustedt und
Durocher, 2016]. Im weiteren Verlauf des Reparaturweges vermittelt FANCD1/BRCA2 den Austausch von
RPA mit FANCR/RADS51, wodurch ein funktioneller Link zum FA/BRCA-Signalweg besteht.

Beide Mutationen von FA-63 sind in der DBD-B-Domine des Proteins lokalisiert. Diese bildet mit DBD-A
das Kernstick der DNA-Bindungsdomine des RPA-Heterotrimers, die eine Reihe an polaren
Aminosdureresten enthilt, welche mit einzelstringiger DNA in direkten Kontakt treten. Beide Dominen
besitzen eine hohe Affinitdt fir einzelstringige DNA und sind fiir deren Bindung durch das Heterotrimer
ausreichend und essenziell [Walther et al., 1999]. Zusitzlich finden sich darin vier hochkonservierte
aromatische Aminosaurereste, F238 und F269 in DBD-A sowie W361 und F386 in DBD-B. Die Mutation
cinzelner aromatischer Aminosdurereste hat nur einen geringfiigigen Einfluss auf die Affinitdt des
Proteinkomplexes, wihrend die Substitution beider konservierter Aromaten in einer der DBDs die Bindung
einzelstringiger DNA beeintrichtigt [Bastin-Shanower und Brill, 2001] und sich deutliche Defekte in Hinblick

auf die Funktion des Proteinkomplexes wihrend der DNA-Reparatur zeigen [Haring et al., 2008].
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Bei FA-63 konnte die compound-heterozygote Basensubstitution ¢.1082G>C nachgewiesen werden, welche
zum Austausch der aromatischen hydrophoben Aminosidure Tryptophan an Position 361 gegen ein
ungeladenes polares Serin fihrt. Dagegen fiihrt die maternale Substitution ¢.1165C>T zum Austausch eines
Arginins gegen Tryptophan an Position 389 in DBD-B. Eine 3D-Strukturvorhersage dieser Mutation
implizierte dabei eine potentielle Destabilisierung dieser zentralen Domine (R. Kalb, personliche
Kommunikation). Gegen einen pathogenen Effekt dieser Mutation spricht allerdings, dass diese im ExAC-
Browser bei drei Individuen finnischer Abstammung homozygot gelistet ist, ohne dass dabei ein pathogener
Phinotyp bekannt wire. Beide Mutationen miissten daher funktionell naher charakterisiert werden, um ihren
Einfluss auf die DNA-Bindungsaffinitit sowie die Struktur von RPA1 zu bestimmen. Dabei kann man
beispielsweise das CRISPR/Cas9-System nutzen, um die Mutationen in humane Zelllinien oder
Modellorganismen einzubringen. Interessant wire auch, ob RPA bei FA-63 noch an der Schadensstelle in
DNA-Reparatutfoci lokalisiert ist, was sich anhand von Immunfluoreszenz-Versuchen nachweisen lieB3e.

Das Vorliegen ecines G2/M-Phase-Artestes in der Patdentenzelllinie stimmt dagegen mit Beobachtungen
verschiedener RPA1-Doppelmutanten iiberein, bei welchen jeweils beide aromatische Aminosiurereste einer
der DNA-Bindedominen gegen polare Aminosiuren ausgetauscht worden waren [Haring et al., 2008; Hass et
al., 2012]. Durch eine Komplementation der Zellen mit wildtypischer RPA7-cDNA konnte untersucht
werden, ob die identifizierten Mutationen von FA-63 tatsdchlich fir die Zellzyklus-Aktivierung verantwortlich

sind, sofern ein sicheres Reportersystem geschaffen werden kann.
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Abkiirzungsverzeichnis

aa Amino acid

ACMG American College of Medical Genetics and Genomics
alt-EJ Alternatives end joining

AML Akute myeloische Leukdmie

AP Aputin/ Apyrimidin

AT Ataxia telangiectasia

ATLD AT-like disease

ATP Adenosintriphosphat

BER Basenexzisionsreparatur

bp Basenpaar

CCD Charge-coupled device

cDNA Complementary DNA

CDK Cyclin-dependent kinase

CGH Comparative genomic hybridization
CHX Cycloheximid

CNV Copy number variation

Co-IP Co-Immunprizipitation

CPD Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere

CS Cockayne-Syndrom

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DBD DNA-Bindedomine

ddH20 Demineralisiertes Wasser

ddNTP 2’-3’-Didesoxyribonukleosid-5-Triphosphat
DEB Diepoxybutan

D-Loop Displacement loop

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP 2’-Desoxyribonukleosid-5-Triphosphat
DSB Doppelstrangbruch

dsDNA Doppelstringige DNA

EBV Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraacetat

VIII
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EdU
emPCR
ESE
EU
ExAC
FA
FAAP
FCS
FU

Gb
G-CSF
oDNA
GG-NER
GvHD

HeBS
HEPES
HJ
HNPCC
HNSCCs
HR
HRP
HSC
HSZT
HU

1CL
IFAR
IMDM
VS

kb

kDa
LCL
LM-PCR
MAF
Mb

5-Ethynyl-2’-desoxyuridin
Emulsions-PCR

Exonic splicing enhancer
5-Ethynyl-uridin

Exome Aggregation Consortium
Fanconi-Animie
Fanconi-Animie-assoziiertes Protein
Fetal calf serum

Fluorescence unit
Erdbeschleunigung; Gramm
Gigabasen

Granulocyte-colony stimulating factor
Genomische DNA

Globale Genom-NER
Graft-versus-Host-Disease

Stunde

HEPES Buffered Saline

Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsdure-Puffer

Holliday Junction

Hereditary non-polyposis colon cancer
Head and neck squamous cell carcinomas
Homologe Rekombination

Horseradish peroxidase

Hematopoetic stem cell
Himatopoetische Stammzelltransplantation
Hydroxyurea

Interstrand crosslink

Internationales Fanconi-Andmie-Register
Iscove's Modified Dulbecco's Medium
Intervening sequence

Kilobasen

Kilodalton

Lymphoblastoid cell line
Ligation-mediated PCR

Minor allele frequency

Megabasen
IX
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MDS
MID
min
MLPA
MMC
MME]
MMR
NBS
NER
NGS
NHE]
NMD
PBS
PCR
PKcs
PTP
RFU
ROI
ROS
RRS
RT
SDS
SDSA
sec
SNP
SOLiD
SPRI
SSA
ssDNA
TC-NER
TLS
UDS
VUS
WES
WGS
XP

Myelodisplastisches Syndrom
Multiplex Identifier

Minuten

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
Mitomycin C
Microhomology-mediated end-joining
Mismatch-Reparatur
Nijmegen-Breakage-Syndrom
Nukleotidexzisionsreparatur
Next-generation sequencing
Non-homologous end joining
Nonsense-mediated mRNA decay
Phosphate-Buffered Saline
Polymerase chain reaction

Protein kinase catalytic subunit
Pikotiterplatte

Relative fluorescence unit

Region of interest

Reaktive Sauerstoffspezies

Recovery of RNA synthesis
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Synthesis-dependent strand-annealing
Sekunden

Single nucleotide polymorphism
Sequencing by Oligonucleotide ligation and detection
Solid phase reverse immobilization
Single strand DNA annealing

Single stranded DNA
Transkriptions-gekoppelte NER
Transldsionssynthese

Unscheduled DNA synthesis
Variante unbekannter Signifikanz
Whole exome sequencing

Whole genome sequencing

Xeroderma pigemtosum
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Anhang

Anhang

Primersequenzen

Mutagenese-Primer

Bezeichnung

Sequenz (5'—3")

XPF_c.1765C_T_F_1
XPF_c.1765C_T_R_1
XPF_c.1765C_T_F_2
XPF_c.1765C_T_R_2

CGCAGAGCTAACCTTTGTTTGGCAGCTTGAAATTTACAG
CTGTAAATTTCAAGCTGCCAAACAAAGGTTAGCTCTGCG
CAGAGCTAACCTTTGTTTGGCAGCTTGAAATTTAC
GTAAATTTCAAGCTGCCAAACAAAGGTTAGCTCTG

InFusion-Primer

Bezeichnung Sequenz (5'—3")
pLXV_InF2_F TATTTCCGGTGAATTATGGAGTCAGGGCAGCCG
pLXV_InF2 R GCGGGATCCGCGGCCTCACTTTTTCCCTTTTCCTTT

Primer zur Bestitigung von Mutationen durch Sanger-Sequenzierung

Im Folgenden sind die Primer aufgefiihrt, welche zur Bestitigung der Mutationen verwendet wurden, die

zuvor per NGS detektiert wurden. Zudem sind auch alle Primer enthalten, die zur Mutationsanalyse von FA-

I- sowie FA-D2-Patienten wihrend der Routinediagnostik verwendet wurden. Die gelisteten FANCDZ2-

Primer sind dabei eine Erginzung der bei [Kalb et al., 2007] angegebenen Primersequenzen. gDNA- sowie

cDNA-Primerpaare sind jeweils separat aufgelistet.

XII



Anhang

gDNA-Primer

Forward Revers
Exon
Bezeichnung Sequenz (5'—3") Bezeichnung Sequenz (5'—3')
2 FANCA_Ex2A_for CCCGTGTGTGAATTGTGCTGT FANCA_Ex2A_rev GCCGCCTCGGGTGTTTTCTTAGGAAA
FANCA_Ex9_for TTCTCTTGTGTGATGCAGGT FANCA_Ex10_rev TCCAGAGGCGGAACAGGATA

12 FANCA_Ex12_for CCCACAACTTTTTGATCTCTGAC FANCA_Ex13_rev CCTCTCAGAGCAGCAGTCAGTG

14 FANCA_Ex14_F CTTGATCACCCAGCATAACTC FANCA_Ex14_F GTTGCTCACTCACATGACAGA

15 FANCA_Ex15_for AGGAGGCCGACTACAGC FANCA_Ex15_rev CTTGGGGAGGCCAAGGCAGTC
16-17 FANCA_Ex16_for CAGCACTGTGGATGTTGGAAG FANCA_Ex17_rev GGGAAGGCTGAAAAACTCAACTC
24-26 FANCA_Ex24_for CGATGTCTGTGGCGGGAGCG FANCA_Ex26_rev GACAGATAAAATTCTGGAAGG

25 FANCA_Ex25_for TAGGACGCAGCAGAAGTTGG FANCA_Ex25_rev AACGAGAATGAGGGTGGCAG

27 FANCA_Ex27_for ATGCTCAGGCCATCCAGTTC FANCA_Ex27_rev TCCGAAAGCTGCGTAAACCT

28 FANCA_Ex28_for GTGTGGGCTGTTGATGGTCTG FANCA_Ex28_rev CTGTTCTTGCCCGAGGAGCAC

29 FANCA_Ex29_for ACACAGGGACATGGAGGACT FANCA_Ex29_rev GGCAATGTGGAAAACCGTGT

33 FANCA_Ex33_for CTCAGAGTGCAGGCTTTGGA FANCA_Ex33_rev AGATCACCCTGCAACTCACG
34-35 FANCA_Ex34_for GCATGTTGGTCTCGCCTCTCTT FANCA_Ex35_rev TTTCCCTGAGATGGTAACACC

36 FANCA_Ex36_for GTCATGGCTGGGGCAGCGGAG FANCA_Ex36_rev TCTTTTCTCCCTGCTCACACGA

37 FANCA_Ex37_for GGTGACAGGTGGGAATAAGGAC FANCA_Ex37_rev CTTGCTCCAAGCCACATATTTG

38 FANCA_Ex38_for GACCGCAGCAGTCTTCICTT FANCA_Ex38_rev CTTCCGCAAACACAAGGAGC
39-40 FANCA_Ex39_40_for CTGAGGGCTGTACCCTCCTA FANCA_Ex39_40_rev CAGAGGCACAGACAACCCTT
41-43 FANCA_Ex41_43_for AAGGGTTGTCTGTGCCTCTG FANCA_Ex41_43_rev CCCCACTAAAGCAGTCGAGG

43 FANCA_FA-13_Ex43_for ACCTGTGAGTTTGCCTGTTT FANCA_FA-13_Ex43_rev TATTTCCAGCAGCTGTGAG

3 FANCB_Ex3B_for TGGAATGACTAGCAAACAAGC FANCB_Ex3B_rev TAAGGACCCTTAGGCCATCC

3 FANCB_Ex3C_for AGAACTGGAATTAACCTCCCTTACATTG FANCB_Ex3C_rev ACATAAGTCACCACACTGCTGTAAGCA

2 FANCC_Ex2_for AATTAGCGTGTGCCTGTGGA FANCC_Ex2_rev CCGATTCTGGGTGGCATTCT

5 FANCC_Ex5_for TCATAGAGACCACCCCCATGT FANCC_Ex5_rev GCCATAAGTCTGCCCAAGGT

6 FANCC_Ex6_for CTGATGTAATCCTGTTTGCAG FANCC_Ex6_rev CCTCTCATAACCAAACTGATAC

7 FANCC_Ex7_for GTCCTTAATTATGCATGGCTC FANCC_Ex7_rev CAACACACCACAGCCTTCTAAG

15 FANCC_Ex15_for GCGCTTGTTTGTGGCCTTTA FANCC_Ex15_rev ACAGCTCATTCTCACAGCCC

2 FANCD2_Ex2_for TCCTTCAGCAACAGCGAAGT FANCD2_Ex2_rev TGGAGACTGAGGTCCAGAGG

FANCD2_Ex3_for AGCCACTATTGCTGAAGACAGT FANCD2_Ex3_rev TGTCTCAAGATGGATGGCCC

XIIT




Anhang

45 FANCD2_Exé._for TCATCAGGCAAGAAACTTGGGT FANCD2_Ex5_rev TGGCTCTTTGCAAGGGAGAG
6 FANCD2_Ex6_for TGCAAAGAGCCATCTGCTCA FANCD2_Ex6_rev GCCGCCAGATGTATTAGGCT
7 FANCD2_Ex7_for TCCAGGAGCTCTAGTTGGAA FANCD2_Ex7_tev CCAACCAACTGGCTACCCTC
9 FANCD2_Ex8_for TGTGTCTAGTGCAGTGCCGA FANCD2_Ex9_tev GCCAGACTTCACGCTCATAAC
10 FANCD2_Ex10_for GCTCCTGTAGCACCACCTAC FANCD2_Ex10_rev ACTCCCAAGGCAATGACTGA
11-12 FANCD2_Ex11_for AGTGGGAAGATGGAGTAAGAGA FANCD2_Ex12_tev GATCGGAGTTCCTGCCATGT
13-14 FANCD2_Ex13_for CGGTTACAGGCTTCCCAAGT FANCD2_Ex14_rev AGAAGAGTGACTGGAGGGGG
15-16 FANCD2_Ex15_for TGGCAACAAATACACGCTGG FANCD2_Ex16_rev AGACCCAGGTCAGAGTTCCT
17 FANCD2_Ex17_for GGAGCAAAATCAGGAGGGCT FANCD2_Ex17_tev CTTGGGCACCAGTTTGCTTC
19 FANCD2_Ex19_for CTTCTCCATTTCGGGCCAGG FANCD2_Ex19_rev GGCTAGGATCACATTCCAGCA
20 FANCD2_Ex20_for TCCTCTAATTATTGCTAATTTGCCC FANCD2_Ex20_rev AGCACTTTCTGGTGAACTGACA
2105 | PANCD2 Super2l.23b_fo TGTCAGTTCACCAGAAAGTGCT FANCD2 Super21_25b.re TGGGAGGGAAACTACCACCA
2 FANCE_Ex2b_for CAGGAAACCACTGTTGCTGC FANCE_ExZb_rev TAACTGCCATGACAGGCTGG
2 FANCE,_Ex2c._for TTGTGCTCCCTTCAGCCAAA FANCE,_Ex2c._rev CTTTGGAGCTGTCTCTGGCA
1 FANCE_Ex]_1_for AGGCGTATCATTTCGCGGAT FANCF_Ex1_1_rev CGCCTGGGTCTTCATCAGAG
1 FANCF_Ex1_2_for ACCTGGTGCAGCAACTCTTT FANCF_Ex1_2_rev ACTTTGGACACACGAAGGCA
4 FANCG_Ex4_for GTGTGGGGAGATGGAGGATGAGG FANCG_Ex4_rev GGAGGAGGAAGGAAGGAGGAGGAGACC
7 FANCG_Ex7_for TAAGGGTAGCTGAGGCCCGTGTCC FANCG_Ex7_rev TCAAGTCACCCCATCACAAGCACC
10 FANCG_Ex10A_for AGAGGTTGGGGATGGTGGCTCATG FANCG_Ex10A_rev AGCCGGGACATCTTGGGTAGCAGA
13 FANCG_Ex13._for CCCCGCTTCCATATGTGAGTGTA FANCG_Ex13_rev CTCTAGGACACCAACTGCCCCTCA
14 FANCG_Ex14_for TGAACACTGAAAGCGGGGGTATGG FANCG_Ex14_rev CACAGGCCTACCACCAATCTCACC
10 FANCL_Ex10_for TGCTCATCGTAGCACCTGTC FANCL Ex10_rev GGCCATAGCTGAAGGTCACA
19 FANCI_Ex19_for AGACTAGGACATTTTGGGTGGG FANCI_Ex19._rev TGGCAGACAGGTAAGTGGTG
20 FANCI_Ex20_for AAGAGCACAGGATGTGGGTG FANCI_Ex20_rev AGCAGGTCCCCTAGGTTCAT
2324 FANCL_Ex23_for GATTGCTGTGACCTGGGAGT FANCI_Ex24._rev CCTTCATCCTCTGTTCCCAGT
27 FANCI_Ex27_for TGGTGCCTTGTCTAAGCCTG FANCI_Ex27_rev TTCTTGCCCTGTATGGCTGC
28 FANCI_Ex28_for CTGGGGGCATGGGAAAGAAA FANCI_Ex28_rev TTTTCCAAATGCCACTGGAGG
31-32 FANCI_Ex31+32_for GTGTCCTGAGGCCTGTAACC FANCI_Ex31432_rev ACCATGACCTGCCAAGATGG
37 FANCI_Ex37_for GGCAAACTGAAGCAGCACAA FANCI_Ex37_rev TGACTGCTCCCAGATAGGCT
38 FANCI_Ex38_for AGTGGGAAAGTGGGGAAAGC FANCI_Ex38_rev TCGGTGTGGACTACAGGACA
1 FANCL,_Ex1_for AGGATCTTCCCGCCAAGG FANCL_Exl_rev CCTAGCCCGTCACAGACTTC
4 FANCL,_Ex4_for TTCACTTGGGCCTACATTTTT FANCL._Ex4_rev AAAGAAAACATCAAATGACTGAGA

X1V




Anhang

_ =
LSS V]

FANCL_Ex12_for
FANCL_Ex14_for

CCCTCCCAAATATGTACAACG
TTCAGAAGTGTTTTCCAAACTGT

FANCL_Ex12_rev
FANCL_Ex14_rev

CAGGAATACTTCCTATGTTGTGTTAG
TGAAGATGATACCAAAATTCCTTT

—_
—

FANCM_Ex7_for
FANCM_Ex11_for

TTCCTGGAGAAAAGGAAACCA
TGGATCGGGGTTTAATTTTATG

FANCM_Ex7_rev
FANCM_Ex11_rev

ACCACTAACAATTACCAACATCTG
ATTTGCCACATGAATAATCTCG

PALB2_Ex4a_rev

CTGCCATCAAGAGTGTCACTGG

4 PALB2_Ex4a_for CAGTGACCTTACTACTCACAGCC
4 PALB2_Ex4b_for GGTAGCAGTGAACTTACTACTCACG PALB2_Ex4b_rev AGGAAGTGCCAGGCAAATAGTAATTGT
7 PALB2_Ex7B_for AAGCTCTTTCTTTTCACCTGC PALB2_Ex7B_rev TTGCATGGTCATAGCTCCCAA
8 PALB2_Ex8_for CATTAGGTAAATGCTCAGTAAGCAC PALB2_Ex8_rev CAGTCAGGGATGTCATTCTATTG
5 SLX4_Ex5_for GACCCACATTTGCTCCAATC SLX4_Ex5_rev AGGGCTCTTTTTCCCTCCA
8 SL.X4_Ex8_for ATGTGATGGCTTCTGCAGTG SLX4_Ex8_rev AGAGGATTCACTCGCTGTGG
10 SLX4_Ex10_for GGGTCACTCAGAGGTTGAGG SLX4_Ex10_rev GCAGGAAGTGAGGGAGAGTG
4 XPF_Ex4_for CATAGCTGCTGAAACTCTAGAAAATTGTTGAAA XPF_Ex4_rev AGTCAGAGTGATGCTTATATGCCAATCCAC
5 XPF_Ex5_for TACACAGGAAATAATCCTTTTGAAAGTATG XPF_Ex5_rev CAGTATAACATATAGTTGAATATAGCACTT
8 XPF_Ex8b_for CCCCAAAACAAAGAACGGGC XPF_Ex8b_rev AGCAGCACGTAACGAGAACA
11 XPF_Ex11b_for CTTGTTTCAGGAGATCTCCAGCAATG XPF_Ex11b_rev TATGATGTCTGGCAAGGAGCCGCT
1-7 UBE2T_1_7F_Virts GCTTCTTTCCCGGTGGATTA UBE2T_1_7R_Virts CCCAGACACACATTCAGGATAAA
4 UBE2T_Ex4_for CATCCAGACAAATCCTTCCAGCAG UBE2T_Ex5_rev TGGGTTCTGACATGAGCAGCTGAA
1-7 UBE2T_474Fwd_Rickman GCGTTGCTGCGTTGTGAGG UBE2T_479Rev_Rickman TTAACTAAGATGAACCAGGACAAG
3 NTHL1_Ex3_for GAGGCTGATGCCTCAAGTGT NTHL1_Ex3_rev TTGACCCTCACTTCCTGCAC
3 NTHL1_Ex3b_for ACAAACCAGGGTGTGTCGAG NTHL1_Ex3b_rev ACCCATCTGAGAAACTGCGG
11 RPA1_Ex11b_for TCAGTGCTTGCCGTTCATCA RPA1_Ex11b_rev TAGGACAAGATGCCCCCTCC
RPA1_Ex12_rev ATTGCCTCCTCCGACTCTCT

12

RPA1_Ex12_for

TACGCGGGGAAATGCTCTTT

cDNA-Primer

Forward

Revers

Bezeichnung

Sequenz (5'—3")

Bezeichnung

Sequenz (5'—3")

FANCA_c.788_for
FANCA_c.1974_for
FANCA_c.3464_for
FANCA_c.751 for
FANCA_c.1728_for
FANCA_c.3277_for

CGCAGGTCACGGTTGATGTA

AGAGCTGAGAGCCTCCATGA
ATACTGGCCAAGTGCCAGAC
TCAGATCTGAGAAGAACTGTG
CAAAGTCCCTGACTCCCGTGT
AGCAGCTTCCAGGCAGAACAG

XV

FANCA_c.1942_rev
FANCA_c.2490_rev
FANCACc.3919_rev
FANCA_c.962_rev
FANCA_c.2490_rev
FANCA_c.3602_rev

CCTCAGCAGAGTTGGGTTCTGC
CAAGGAATCCCTCGTCCTACAG
GAAAGAGTGCCAGCCAGGAT
CTGAAGAACCTCTTCAGAGGA
CAAGGAATCCCTCGTCCTACAG
TGTAGCTTCTGCAGTTCCCG




Anhang

FANCA_c.1017_for
FANCA_c.3627_for
FANCA_c.3823_for
FANCA_c.3989_for

TGTTCAGATGCAGAGAGAGTGG
TTTCCTCTCCCCTGAGGCTG
TCAAATAGCACCACAGACCT
TGCTGCCTTTCGCTTTTTAC

FANCA_c.1724_rev
FANCA_c.4142_rev
FANCA_c.4153_rev
FANCA_c.4363_rev

CTGAATATGCTGGCCTCCATGAC
CCAGCTGGAGGTGAAACTGT
TGCCCTGACCCTTGAGCTC
AGAGATGAGGCTCCTGGGAC

FANCC_c.391_for

GTTGCTCTTTTCACTCAAGGTCT

FANCC_c.734_rev

CGAAGCCAGAGGCAGACTAC

FANCD2_c.-46_for
FANCD2_c.44_for
FANCD2_c.240_for
FANCD2_c.700_for
FANCD2_c.1134_for
FANCD2_c.1680_for
FANCD2_c.2394_for
FANCD2_c.2624_for
FANCD2_c.2886_for
FANCD2_c.3268_for
FANCD2_c.3375_for
FANCD2_c.3571_for
FANCD2_c.3919_for

CGACGGCTTCTCGGAAGTAA
GCCTGACAGAAGATGCCTCC
TCAGACCCTGAGGAGACACC
CTACTGATAGAGAATACTTCACTCACTG
GGTGTTTGACCTGGTGATGC
AAAGCAGCTCTCTAGCACCG
TGCCTTCTGCCAGGAAACAT
ATGGCAGCAAGACATCCTCC
CCCTGAGCTGCTTTTCTTGC
GCCCTCCATGTCCTTAGTAGC
TCCCAGTTTCCAGTGTGCTC
GAGCACACAGAGAGCATTCTGAAG
AAGCAATGTATGCCGCTCCT

FANCD2_c.576_rev

FANCD2_c.621_rev

FANCD2_c.760_rev

FANCD2_c.1183_rev
FANCD2_c.1806_rev
FANCD2_c.2516_rev
FANCD2_c.3072_rev
FANCD2_c.3230_rev
FANCD2_c.3515_rev
FANCD2_c.3674_rev
FANCD2_c.4076_rev
FANCD2_c.4211_rev
FANCD2_c.*+84_rev

GAGGTCCTTGCCATCCACAA
CAGGTTCTCTGGAGCAATACTG
GTCGGAGGCTTGAAAGGACA
TCTGAGTATTGGTGCTATAGATGATG
CAGGTTGGCTCTCTCTTGGG
GGAGGGACATAGTCTGGGGT
ACACATTGGGGTCAGCAGTT
CCACTCCAAGCAAAAAGCCC
TTATCCCCACTTGGCCACAC
GTAGGGAATGTGGAGGAAGATG
AGAGGCACATGTTGGGTGAG
GAATTTTGGGACTTAATCTCTTCACCCTG
AGGCAAACAGCGGATTTCAA

FANCI_c.618_for

FANCI _c.1616_for
FANCI_c.1985_for
FANCI_¢.2190_for
FANCI_c.2358_for
FANCI_c.2404_for
FANCI _c.2711_for
FANCI_¢.3320_for

TCTTCAAGAAATACCACCTTTGG
GGTTTTTGCTGCTCCTGAAG
AACCACTGGATTATCTGCTGTG
TCAGAGCACCAGTATTGGCA
TGAAAAAGCGGGTAAAGCCA
GATAGTCTTTTGTCCATGAAATTTGT
TCTCACTGCTGTGCTTGGAG
AGGGACAAGTGAGCCAAGAA

FANCI_c.1014_rev
FANCI_c.2100_rev
FANCI_c.2454_rev
FANCI_c.2953_rev
FANCI_c.2730_rev
FANCI_c.2982_rev
FANCI_c.3286_rev
FANCI_c.3769_rev

AAAGCTCTTTACAACCGAAGTCT
TTCGTAGAATGCCTCTTCCTC
GAAAAGAGCAGTGAGAAGACTGG
GCAGGAGGGCTTCTTTGCTA
CTCCAAGCACAGCAGTGAGA
CTTGGACAAACTGGTAAGAACC
GAACCTTCTCGGCCTGACTC
TGGCAAAGATGAGGTTAGGG

FANCL_c.1_for

ATGGCGGTGACGGAAGCGAGCCTG

FANCL_c.580_rev

CTGACTATAAATGCTTATTAAGGAGC

XPF_c.578_for GGCCAAGGTTCCATGTAGCA XPF_c.1212_rev TGGACCACCAAGAGCTTCAC
UBE2T_c.-64_for TGCATCCCAGGCAGCTCTTA UBE2T_c.569_rev TCTATGCCTACTAGCTGACTGG
UBE2T_c.118_for GGTGGAGCCAACACACCTTA UBE2T_c.523_rev GTACTCTGGAGTCACCAGCC

UBE2T_c.-136_for

AGTCAGAGGTCGCGCAGGCGCTG

UBE2T_c.*63_rev

GGTAGGCAACTTAGATCACCTTGGCA
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Vektorkarten

[AmpR promoter PsiI (99)
BsaAI - Dralll (227)
BtgZI (228)

(2645) XmnI NgoMIV (328)

NaeI (330)

(2583) BsaMI < Faat 1s2)
(2526) Scal SmEL {+13)
(2524) TatI Acc65I (653)

KpnI (657)

PspOMI (659)
Eco0109I (660)
Apal (663)
AbsI - PaeR7I - PspXI - XhoI (668)
Sall (674)
AccI (675)
HincII (676)
/! BspDI - Clal (684)
8 HindIII (689)
=z EcoRV (697)
@ EcoRI (701)
- PstI (711)

i TspMI - Xmal (713)
Smal (715)
BamHI (719)
Spel (725)

Xbal (731)
Eagl - NotI (738)
BtglI (747)

Alel (749)

SaclI (750)

BstXI (751)
Eco53kI (757)
Sacl (759)

lac promote

BspQI - Sapl (1037)

4
o
5
s

pBluescript IT SK(+)
2961 bp

(2194) NmeAIII

(2107) Bsal

(2046) AhdI

AfIIII- Pcil (1153)
NspI (1157)

(1569) AIWNI
(1461) PspFI BseYI (1457)
/Sv40 poly(A) signal PmII (291)
“. /BspEI (309)
SV40 NLS \ / BssHII (712)
\ \ / /) HvLw
\ \ /
(11,224) PshAI \ \ | ‘ ’%,f Nrul* (834)
\ % f” __NotI (1145)

(10,394) AvrIl

oo 1247) BAE S
Sva0 promoter-w—ﬁ

_— BfuAI - BspMI (2643)
-Fsel (2823)
— PasI (2867)
Swal (3312)
PacI (3321)
- cPPT/CTS
\ AbsI (3480)
U\ Pmel (3489)
\ MIuI (3516)
RsrIl (3644)

pWXPL:XPFwt916-HA
12,484 bp

(9002) AhdI—

(8779) FspI——
(8633) Pvul—

AmpR promoter

(7670) Afel.
(7584) SgrAl_
(7546) Bmtl
(7542) Nhel-
(7381) BsrGI
(7283) Xbal

EcoRI (4487)

lloxP)

g

(6924) KpnI /
(6920) Acc65I /
(6910) SnaBI

(6307) Ndel |
(6300) Spel HA

\
/ ‘ BstBI (5594)

XVII



Anhang

(8505) SgrDI SV40 poly(A) signal

AmpR promoter I

(8388) Sspl
(7954) Pwvul

HIV-1 W
NruI* (833)

___KfiI- PpuMI (1934)
(6799) DrdI— |

—[GPPT/CTS

pLVX-EF1a-IRES-Puro BspDI - Clal (2180)

8825 bp

——SphI (2331)
T Agel (2415)

(6308) BmtI——

(6304) Nhel

T BstXI (2648)

EcoRI (3535)
Spel (3547)
Xbal (3553)

bWe=——  — BamHI (3567)
———— AvrII (3726)
(5202) Ncol

. ~—AarlI (3914)
~ T BmgBI (4118)
(4781) Miul PAIFL - Tth111I (4223)

(4748) SexAI* TspMI - Xmal (4230)
Smal (4232)
(4556) MscI* BsiWI (4237)
(4315) BstEII RsrII (4297)

(5514) Bsu36I

/

Genliste der SeqCap EZ-Anreicherungspanels

Allen vier SeqCap EZ-Anreicherungspanel war ein Set von 47 Genen gemeinsam. Zudem enthielten
OID38614 und OID41218 weitere acht, O1D42419 sowie OID43014 zwolf zusitzliche Gene. Diese Gene
sind, mit Angabe des Haupttranskriptes, in der folgenden Tabelle zusammengefasst. Die zusitzlichen acht

Gene der ersten beiden Panels sind hellgrau, die zwolf Gene der letzten beiden Panels dunkelgrau hinterlegt.
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Gen Alias Bezeichnung Transkript
(RefSeq)
ATR FCTCS, FRP1, MECT, SCKL,, SCKL1 Ataxia telangiectasia and Rad3 relatedserine/threonine kinase NM_001184
ATRIP - ATR interacting protein NM_130384
BRCAT BRCAIL BRCCT1, BROV'CAT, EANCS, IRIS, PNCA4, PPP1R53, Breast cancer 1, eatly onset NM_007294
PSCP, RNI53
BRCA2 BRCC2, BROVVCA2, EACD, FAD, EAD1, EANCD, FANCD1, Breast cancer 2, early onset NM_000059
GLM3, PNCA2, XRCC11
BRIP1 FANC], BACH1, OF BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1 NM_032043
CENPS APITD1, CENP-S, FAAP16, MHF1 Centromere protein S NM_199294
CENPX CENP-X, D9, FAAP10, MHF2, STRAT3 Centromere protein X NM_001271006
CTBP1 BARS C-terminal binding protein 1 NM_001328
CTBP2 - C-terminal binding protein 2 NM_022802
DCLRETB SNM1B, Apollo, SNMIB DNA cross-link repair 1B NM_022836
EMET SL.X2A, MMS4L Essential meiotic endonuclease 1 homolog 1 (S. pombe) NM_152463
ERCCT RAD10, COFS4, U120 ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic subunit NM_202001
ERCC4 RAD1, FANCQ, XPF, XFEPS, ERCCT11 ERCC excision repair 4, endonuclease catalytic subunit NM_005236
EWSRI1 EWS, EWS-FLIT, bK984G1.4 EWS RNA binding protein 1 NM_013986
FAAPT00 c1701f70 Fanconi anemia core complex associated protein 100 NM_025161
FAAP20 clorf86, FP7162 Fanconi anemia core complex associated protein 20 NM_182533
FAAP24 c190rf40 Fanconi anemia core complex associated protein 20 NM_152266
FANCA FA, FA-H, FAT1, FAA, FACA, FAH, FANCH Fanconi anemia complementation group A NM_000135
FANCB FA2, EAAPY0, FAAPY5, FAB, FACB Fanconi anemia complementation group B NM_001018113
FANCC FA3, FAC, FACC Fanconi anemia complementation group C NM_000136
FANCD?2 FA-D2, FA4, FACD, FAD, FAD2, FANCD Fanconi anemia complementation group D2 NM_001018115
FANCE FACE, FAE Fanconi anemia complementation group E NM_021922
FANCF FAF Fanconi anemia complementation group F NM_022725
FANCG FAG, XRCC9 Fanconi anemia complementation group G NM_004629
FANCI KLAAT794 Fanconi anemia complementation group I NM_001113378
FANCL FAAP43, PHF9, POG Fanconi anemia complementation group L NM_018062
FANCM FAAP250, KLAAT1596 Fanconi anemia complementation group M NM_020937
HEILQ Helicase, POLQ-ik HEL308 NM_133636
HEST1 HES-1, HHI, HRY, bHI.Hb39 Hes family bHLH transcription factor 1 NM_005524

XIX




Anhang

MMS221. c6orf167, d]39B17.2 MMS22 like, DNA repair protei NM_198468
MORF4L1 Eaf3, FWP006, HsT17725, MEAF3, MORFRG15, MRG15, §863-6 Mortality factor 4 like 1 NM_206839
MUSS1 SLX3 MUSS81 structure-specific endonuclease subunit NM_025128
PAILB2 FANCN, PNCA3 Partner and localizer of BRCA2 NM_024675
POLH RAD30, RAD30A, XP-1/, XPV” DNA polymerase eta NM_006502
RAD51 BRCC5, FANCR, HRADS51, HsRad51, HsT16930, MRM1 24, RAD51 recombinase NM_002875
RECA
RAD51B R571H2, RAD511L1, REC2 RAD51 paralog B NM_133509
RADS51C BROV'CA3, FANCO, R51H3, RADS11.2 RADS51 paralog C NM_058216
RAD351D BROV'CA4, R5TH3, RAD511.3, TRAD RADS51 paralog D NM_001142571
RET7 AIBPSOL REV1, DNA directed polymerase NM_016316
RFWD3 RNF201 Ring finger and WD repeat domain 3 NM_018124
RINNF§ HRINFS8 Ring finger protein 8 NM_003958
SEPQ POMP100, PPP1R140, PSF Splicing factor proline and glutamine rich NM_005066
SL.X4 BTBD12, FANCP, MUS3712 SLX4 structure-specific endonuclease subunit NM_032444
TONSL IKBR, NFKBIL.2 Tonsoku-like, DNA repair protein NM_013432
TP53BP1 53BP1, TDRD30, TP53, p202, p53BP1 Tumor protein p53 binding protein 1 NM_001141980
XRCC2 FANCU X-ray repair cross complementing 2 NM_005431
XRCC3 CMMe6 X-ray repair cross complementing 3 NM_001100118
CDKN1A CAP20, CDKNT, CIP1, MDA-6, P21, SDI1, WAF1, p21CIP1 Cyclin dependent kinase inhibitor 1A NM_001291549
EMSY 110130, GLO02 EMSY, BRCA2 interacting transcriptional repressor NM_020193
FOXO03 AF6¢21, FRHRL1, FKHRL1P2, FOX02A, FOXO03 Forkhead box O3 NM_001455
RMT2C HAILR, MII.3, KIAA1506 Lysine methyltransferase 2C NM_170606
RFFL CARP-2, CARP2, FRING, RIFIFYILIN, RNF189, RNF34L. Ring finger and FYVE like domain containing E3 ubiquitin NM_001017368
protein ligase
RIF1 - Replication timing regulatory factor 1 NM_018151
SIPATLT E6TP1 Signal induced proliferation associated 1 like 1 NM_015556
SLX4IP c2001/94, bA204H22.1, bA254M13.1, d[1099D15.3 SLX4 interacting protein NM_001009608
DKK1 DKK-1, SK Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 NM_012242
EEPDT? HSPC107 Endonuclease/exonuclease/phosphatase family domain NM_030636
containing 1
GENT Gen GENT1, Holliday junction 5' flap endonuclease NM_182625
POLN POILA4P DNA polymerase nu NM_181808




Anhang

POLQ PRO0327 DNA polymerase theta NM_199420
RAD50 NBSLD2, hRad50 RADS50 double strand break repair protein NM_005732
REV3L POLZ, REV3 REV3 like, DNA directed polymerase zeta catalytic subunit NM_002912
SLXT1B GIYD2 SLX1 homolog B, structure-specific endonuclease subunit NM_024044
SPRTN clorf124, D1°C1, PRO4323, spartan SprT-like N-terminal domain NM_032018
UBE2T FANCT, HSPC150, PIG50 Ubiquitin conjugating enzyme E2 T NM_014176

USP1 UBP Ubiquitin specific peptidase 1 NM_003368
WDR48 P80, SPG60, UAF1 WD repeat domain 48 NM_020839

Genliste des TruSight Cancer-Antreicherungspanels

Im Folgenden sind die mit Hilfe des TruSight Cancer-Panels angereicherten Gene aufgefiihrt. Darunter sind die rs-Nummern der zur gezielten

Anreicherung enthaltenen SNPs gelistet.

AIP CDKN1C ERCCS FH NBN RBT7 SUFU
ALK CDKN2A EXT1 FLLCN NF1 RECQI 4 TMEM127
APC CEBPA EXT2 GATA2 NF2 RET TP53
ATM CEP57 EZH2 GPC3 NSD1 RHBDF2 TSC1
BAPT CHEK2 FANCA HNF1A PAIB? RUNXT TSC2
BI.M CYLD FANCB HRAS PHOXZ2B SBDS VHL
BMPR1A DDB2 FANCC KIT PMS1 SDHAF2 IWRIN
BRCAT DICERT FANCD2 MAX PMS2 SDHB W
BRCA2 DIS31.2 FANCE MENT PRF1 SDHC XPA
BRIPT EGFR FANCF MET PRKARTA SDHD XPC
BUBTB EPCAM FANCG MIHT PTCHT SLX4

CDC73 ERCC2 FANCI MSH2 PTEN SMAD4

CDHT1 ERCC3 FANCL MSH6 RAD51C SMARCBT

CDK4 ERCC4 FANCM MUTYH RAD51D STK11




Anhang

rs138213197 rs11655512 rs17181170 152736100 rs4474514 rs6691170 15790356
rs149617956 15116909374 1517272796 1528421666 54487645 rs671 157931342
rs10052657 rs11940551 1517401966 152853676 rs4488809 rs6734275 15798766
rs10058728 rs11978267 rs17483466 rs2858870 rs45430 rs674313 rs801114
rs10069690 rs1210110 1517505102 152860580 154624820 rs6763931 rs8030672
rs10088218 rs1219648 rs17674580 1rs2894207 rs4635969 56774494 rs8034191
rs1011970 rs12210050 rs1801516 rs2900333 rs4712653 rs685449 rs8042374
rs1014971 151229984 151805007 rs29232 54765623 rs6903608 rs807624
rs1016343 rs12413624 rs1859962 rs2981575 rs4767364 rs$6939340 rs8102137
rs10187424 1512500426 151945213 152981579 54775302 rs6983267 rs8102476
rs1027643 1512621278 152014300 rs2981582 54775699 rs7014346 rs8170
rs10411210 1512653946 152019960 rs3112612 154779584 rs7023329 rs865686
rs10484561 rs130067 rs2046210 rs3117582 rs4784227 rs7040024 rs872071
rs10484761 1513016963 15204999 rs3123078 54785763 rs704010 rs889312
rs10505477 rs1321311 rs20541 rs3129055 rs4793172 rs7089424 rs891835
rs1051730 rs1327301 rs2072590 rs31489 rs4795519 rs710521 rs902774
rs1052501 1513281615 152074356 rs339331 54809324 rs7105934 rs910873
rs10795668 1513361707 15210138 rs36600 54905366 rs7127900 159268542
rs10821936 rs13387042 rs2121875 rs372883 rs4924410 rs7130881 r$9275572
rs10822013 1513393577 152131877 rs3755132 54925386 rs7176508 159284813
rs10875943 1513397985 rs2157719 rs3765524 54939827 rs718314 rs9293511
1510896449 rs1364054 rs2180341 rs3768716 rs4973768 rs7210100 r$9352613
rs10934853 151393350 152242652 rs3781264 54975616 rs721048 159364554
rs10936599 rs1412829 1rs224278 rs3782181 54977756 rs7238033 rs9430161
1510936632 rs1432295 182248462 rs3790844 rs498872 1rs7335046 rs944289
rs10937405 rs1447295 rs2255280 rs3802842 rs505922 rs735665 rs9485372
rs10974944 rs1456315 1s2274223 rs3803662 rs5759167 rs738722 rs9510787
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Anhang

rs10993994 151465618 rs2283873 rs3814113 rs5768709 rs7412746 rs9543325
rs10995190 151494961 1522840063 rs3817198 rs5919432 rs7501939 159572094
rs11012732 151495741 rs2292884 rs3824999 rs5934683 rs7538876 rs9573163
rs11017876 rs1512268 rs2294008 rs391525 rs5945572 rs753955 rs9600079
rs110419 151528601 rs2395185 rs401681 rs5945619 rs755383 15961253
rs1106334 rs1547374 rs242076 rs4132601 rs5955543 1rs7555566 rs9642880
rs11066015 rs1562430 rs2439302 rs4242382 rs6010620 rs757978 rs965513
rs11066280 151572072 152456449 154242384 15614367 rs7579899 15966423
rs11083846 rs161792 rs2517713 54295627 rs6435862 rs7584330 rs971074
rs11169552 1516892766 1s258322 154324798 156457327 rs7584993 rs9841504
rs11199874 1516901979 1s2596542 rs4415084 156465657 rs7679673 rs9929218
rs11228565 1516902094 152647012 154430796 rs651164 rs7758229 15995030
rs11249433 rs17021918 rs2660753 rs4444235 rs6603251 rs7808249

rs1155741 1517119461 152735839 rs445114 156687758 rs7837688
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