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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zur Wahrung der Genomstabilitit entwickelten sich verschiedene Reparaturmechanismen, deren Defekte
zu diversen Erkrankungen fithren. Der 1927 erstmals beschriebenen Fanconi Andmie (FA) (Fanconi 1927)
liegt eine fehlerhafte Reparatur der DNA-Doppelstrang-Quervernetzung zugrunde. Als Ursache wurden
Defekte innerhalb des FA/BRCA-Weges lokalisiert, welche zur Chromosomeninstabilitit fihren. Das
Krankheitsbild der autosomal rezessiven oder X-chromosomalen Erkrankung wird meist von kongenita-
len Fehlbildungen, progressivem Knochenmarkversagen sowie bereits im jugendlichen Alter erhéhten
Tumorraten und Andmien geprigt. Bisher wurden Defekte in 19 verschiedenen Genen als ursichlich fiir
diese Erkrankung diskutiert. Anhand des betroffenen Gens kénnen nur begrenzt Riickschliisse auf die
Ausprigung des Phinotyps geschlossen werden, vielmehr scheinen die Art der Mutation und deren Posi-
tion im Gen mit der Schwere der Erkrankung zu korrelieren. Im Laufe der Zeit wurden immer mehr Pati-
enten mit mild ausgeprigtem Erkrankungsbild beobachtet. Eine mégliche Erkldrung hierfiir liefern milde
Mutationen, eine weitere das Vorhandensein von Mosaiken blutbildender Zellen. Zu letzterem fuhrt die
Reversion einer der beiden Mutationen. Diese Art der ,,natiirlichen Gentherapie® wurde bei 10-30% der
FA-Patienten beobachtet. Um die Entwicklung von Reversionen besser zu verstehen, erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit die Untersuchung verschiedener Zelllinien von 5 Patienten im Alter von 11 (Pat. 5) bis 33
(Pat. 4) Jahren. Die FA-A-Patienten 1 und 2 wurden bereits von Gross et al. 2002 als Mosaikpatienten
beschrieben. Fiir die weiteren Patienten fihrten unterschiedliche Aspekte, wie normale Blutwerte, MMC-
tolerante lymphoblastoide Zelllinien und gDNA-Analysen des Blutes zum Mosaikverdacht. Nihere Analy-
sen bestitigten fur die FA-D2-Patienten (Pat. 4, 5) ebenfalls das Vorliegen einer Reversion in den Blutzel-
len. Allen Patienten gemein war die Reversion in Form einer Riickmutation (Pat. 1: ¢.971T>G, Pat. 2:
¢.856 C>T, Pat. 4: ¢.3467-2A>G, Pat. 5: ¢.3707G>A), welche meist in einem oder in det Nihe eines Mu-
tationsmotives vorlag. Zur Einschitzung des Mosaikstatus in den Patientenblutzellen wurden, neben der
meist mehrjihrigen Beobachtung der Blutwerte (Thrombo-, Mono-, Granulo-, Lymphozyten, Himoglob-
in), gDNA-, Chromosomenbruch- und Zellzyklusanalysen durchgefiihrt. Chromosomenbruchanalysen
von Metaphasen der T-Lymphozyten der Patienten 4 und 5 zeigten nach MMC-Behandlung die mosaik-
typische bimodale Verteilung der Chromosomenbruchraten. Die nur moderat erhéhten Bruchraten in
Metaphasen des Patienten 1 sprachen fiir eine starke Reversion. Zur besseren Abschitzung des Mosaiksta-
tus wurden Zellzyklusanalysen an Mischungsreihen aus FA- und nicht FA- Blut durchgefiihrt. Die Detek-
tionsgrenze fiir FA-Mosaike lag bei einem Anteil von 30% Zellen mit spontanem/MMC-induziertem G2-
Phasen-Arrest. In Anlehnung an Mischungskurven wurden fiir die vier Patienten Reversionen von 0%
(Pat. 4) bis 90-95% (Pat. 2) angenommen. Die gDNA-Analyse MACS-sortierter T-/B-Lympho-, Mono-
und Granulozyten sowie von Fibroblasten und lymphoblastoiden Zelllinien ermdglichte einen detaillierten
Einblick in die Mosaikstatus auf molekularer Ebene. Wir fanden bei allen Patienten einen unterschiedlich
stark ausgeprigten Mosaikstatus ihrer Blutzellrethen. Tendenziell scheinen die Reversionsgrade mit der

Zell-Lebensdauer korrelieren, hierbei zeigen kurzlebige Zellen (Mono-, Granulo-, B-Lymphozyten) héhere
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Reversionsgrade als langlebige T-Lymphozyten. Das Auftreten von gleichen Reversionen in allen Zellli-
nien lisst eine Reversion in einer gemeinsamen Vorlduferzelle vermuten. Als Besonderheit fanden wir,
unseren BErachtens erstmalig, eine komplette Reversion einer Knochenmark-Fibroblastenzelllinie (Pat. 1).
Hiufig in Kultur stattfindende Reversionen in lymphoblastoiden Zelllinien beobachteten wir fiir alle vier
Patienten. Die Mosaikentstehung im Patientenblut konnte mit allen Methoden bestitigt werden. Jede Me-
thode wies Vor- und Nachteile auf. Zur Abschitzung der Mosaikstatus empfiehlt sich deshalb eine Kom-

bination der Methoden.

Ein weiteres Projekt beschiftigte sich mit Interaktionen des FANCO (RADS51C) innerhalb der RAD51
Paraloge (RAD51B, -C, -D, XRCC2, XRCC3) und mit RAD51. Die Analysen erfolgten im Mammalian
Two- und Three-Hybrid (M2H/M3H) System. Die Untersuchungen bestitigten die meisten der bisher
detektierten Interaktionen, welche zur Ausbildung des RAD51C-XRCC3 Komplexes und des, aus den
Subkomplexen RAD51B-RAD51C (BC) und RAD51D-XRCC2 (DX2) bestehenden, BCDX2-Komplex
fithren. Die M3H-Analysen weisen auf eine wichtige Rolle des RAD51B-Proteins bei der Ausprigung
dieses Komplexes hin. Es scheint die Ausbildung der RAD51C-RAD51D-Interaktion erst zu ermdglichen
und zusitzlich, anders als bisher beobachtet, auch mit XRCC2 zu interagieren. Diese Interaktion wiede-
rum wird durch die Anwesenheit von RAD51D stark gefordert. Unsere M2H-/M3H-Beobachtungen
weisen darauf hin, dass die Ausbildung der Subkomplexe fiir die Entstehung des BDCX2-Komplexes
wichtig ist und dieser vermutlich als Ringstruktur vorliegt. Zusitzlich fanden wir Hinweise auf mogliche
Wechselwirkungen zwischen den BCDX2- und den XRCC3-Komplexproteinen. Aufgrund der Beteili-
gung der Proteine an der Doppelstranglisionsreparatur wurde die Auswirkung von MMC-induzierten
DNA-Schiden untersucht. Diese fiihrten innerhalb der Subkomplexe zu gegensitzlichen Anderungen der
Interaktionsintensitit. Wihrend die Substanz im DX2-Komplex zum Sinken der Interaktionsstirke fithrte,
erhohte sich diese im BC-Komplex. Die in der Literatur beschriebene und charakterisierte RAD51C-
FANCN-Interation war im M2H-Test nicht darstellbar. Moglicherweise wiirde diese jedoch durch die
Anwesenheit eines dritten Proteins geférdert werden. Zusitzlich wurde ein RAD51C-Protein, welches die
Patientenmutation R258H enthielt, Gberprift. Es zeigte nur in der M3H-Analyse, mit pMRADS51D und
nativem RAD51B, nach Behandlung mit MMC eine reduzierte Interaktionsstirke im Vergleich zum Wild-

typ. Dies unterstreicht einmal mehr die als hypomorph beschriebene Mutation des Proteins.

Das dritte Projekt, die angestrebte Strukturaufklirung des RAD51C-Proteins erwies sich als schwierig.
Eine fur eine Kristallisation ausreichende Proteinmenge konnte, weder im E. cw/-System noch in Insek-
tenzellen oder in Co-Expression mit seinem Interaktionspartner XRCC3, isoliert und aufgereinigt werden.
Elektrophoretische Mobility Shift Assays des CX3-Proteinkomplexes mit DNA-Strukturen (ssDNA, O-
pen Fork, 3%/ 5“-Uberhang-Struktur), zeigten eine Bevorzugung des 3-Uberhang-DNA-Substrates. Diese
Art der Analyse konnte in weiterfiihrenden Analysen zur Abschitzung der Auswirkung von Patientenmu-

tationen herangezogen werden.
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Summary

Summary

For maintaining genomic stability several repair mechanisms have evolved. Defects in these mechanisms
lead to diverse diseases. One of these Fanconi Anemia (FA), first described in 1927, evoked by deficient
mechanism of interstrand crosslinks. As causative reason defects within the FA-BRCA pathway were
identified leading to chromosome instability. To date 19 different genes were found to cause Fanconi
Anemia. Most commonly for the clinical picture of FA are congenital malformations, progressive bone
marrow defects as like an increased tumor rates and anemia at a juvenile age. Knowing the affected gene
only limited conclusions could be considered of the phenotypical appearance. More likely the kind of
mutation and the affected position within the gene seems to correlate with the severity of the disease.
Over the time an elevated number of patients with mild phenotype were observed. One possible explana-
tion may be mild mutations another a mosaic state developed within the blood forming cells. The latter
was caused by reversion of one of both mutations. This kind of “natural gene therapy” was observed in
the blood of 10 up to 30 % FA- patients. To get better insights in to the mosaic development we investi-
gated different cell lines of five patients aged between 11 (pat. 5) and 33 (pat. 4) years. Both FA-A patients
(pat. 1, 2) were described as mosaic patients before by Gross et al. 2002. The other patients arouse suspi-
cion for developing mosaicism by different aspects like normal blood counts, MMC tolerant lymphoblas-
tiode cell lines and analyzing gDNA from blood. Detailed analyses confirmed the reversion of one muta-
tion in blood of the FA-D2 patients (pat. 4, 5). In common for all four mosaic was the kind of reversion, a
back mutation (pat. 1: c¢.971T>G, pat. 2: ¢.856 C>T, pat. 4: ¢.3467-2A>G, pat. 5: ¢.3707G>A) mostly in
or near by a mutation motive. To get insights in to the mosaic state of the patients’ blood cells, gDNA,
chromosomal breakage and cell cycle analyses were performed and blood cell counts of thrombo-, mono-,
granulo-, lymphocytes and haemoglobin were observed for several years. Chromosomal breakage analyses
of t-lymphocytes metaphases (pat. 4, 5) treated with MMC showed a mosaicism typical bimodal distribu-
tion. The only moderate increased chromosomal breakage rate in metaphases of patient 1 points out a
strong pronounced reversion. For better estimation of the Mosaic state in patient blood we performed cell
cycle analysis with mixtures of FA- and non FA-blood. Thereby we observed the border for mosaic detec-
tion at a degree of 30 % cells with spontaneous /MMC induced G2-phase arrest. Compared to the mixing
study reversion degrees of 0 % (pat. 4) up to 90-95 % (pat. 2) were assumed for four of the patients. At
molecular base gDNA analyses of MACS sorted T-/ B- lympho, mono and granulocytes as well as from
fibroblasts and lymphoblastoide cell lines allowed a more detailed insight in to the mosaic statuses. In all
patients we observed different distinct of mosaic state in their blood cell lines. We observed a tendency of
correlation between reversion degree and the longevity of blood cells — cells with short life spans (mono-,
granulo-, B-lymphoytes) showed higher reversion degrees than log living T-lymphocytes. The fact that we
detected the same reversion in the different cell lines of a patient suggests a reversion within a common
precursor cell. Further we observed, as we know for the first time, a reversion within a bone marrow fi-

broblast line (pat. 1). Four of our patients showed commonly observed reversions in cultured lymphoblas-
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toide cell lines. With each of the tested methods we could show mosaic development in blood of our pa-
tients. Every of them showed pros and cons. For this reason a combination of the different methods

would be recommendable for calculation of the mosaic state in patient blood.

The second project investigated the interactions of FANCO (RAD51C) within the group of the RAD51
paralogs (RAD51B, -C, -D, XRCC2, XRCC3) and with RAD51. Interactions were tested by Mammalian
Two- and Three-Hybrid (M2H/M3H) System. Our investigations confirm most of the up to now detect-
ed interactions leading to RAD51C-XRCC3-complex (CX3) and RAD51B-RAD51C-RAD51D-XRCC2
complex (BCDX2) formation — latter consisting of the subcomplexes RAD51B-RAD51C (BC) and
RAD51D-XRCC2 (DX2). M3H analyses give a hint for the importance of the RAD51B protein for the
BCDX2 complex formation. The protein seems to be necessary for RAD51C-RAD51D interaction and
also to interact, other than intended before, with XRCC2. In turn this interaction seems to be strongly
promoted by RAD51D. In M2H and M3H analyses we found evidence of the importance of subcomplex
formation for the formation of the whole BCDX2 complex and that the complex may be a circular struc-
ture. Additionaly we observed evidence for interdependency between the BCDX2- and the XRCC3- com-
plex proteins. Because of the proteins involvement into the double strand lesion repair the effect of MMC
induced DNA lesions were tested. MMC treatment leads to different changes of interaction within the
subcomplexes. We observed a decrease of interaction strength between RADS51D and XRCC2 and an
increased interaction within the BC-complex. The interaction between RAD51C and FANCN was not
detectable in our M2H assay but may be promoted by another protein in M3H analysis. Additionally we
tested a RAD51C protein inherited the patient mutation R258H. Only in M3H analysis with pMRADS51D
and native RAD51B and with additional MMC treatment reduced interaction strength was detectable
compared to the wildtype RAD51C. This underlines the hypomorphic nature of the mutation described

before.

The third project — the elucidation of the RAD51C protein structure proved to be difficult. We could not
isolate and purify enough protein for crystallization, neither by expression within a E.co/i or an insect cell
system not even by co-expression of the complex partner XRCC3. Electrophoretic mobility shift assays of
the CX3 complex with different DNA-structures (ssDNA, open fork, 3’- and 5- overhang structures)
showed preference for the 3’-overhang DNA substrate. This method may be used for further investiga-

tions of mutations in patient DNA in future.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 DNA Reparatur

1.1.1  DNA-Schéaden
Auch wenn die evolutionidre Grundlage der hohen Biodiversitit, der Vielfalt alles Lebens, welches uns
umgibt, in Verinderungen auf genomischer Ebene beruht, so ist doch Genomische Stabilitit die oberste

Pramisse des Lebens.

Tiglich entstehen durch spontane Reaktionen (z.B. Hydrolysen), intrinsische metabolische Produkte (z.B.
reaktive Stickstoff-, Sauerstoff- (ROS) und Karbonylspezies, alkylierende Agentien, Lipidperoxidations-,
Estrogen- und Cholesterolmetabolite) oder externe Noxen physikalischer und chemischer Natur unzihlige
Lisionen (Hoeijmakers 2009). Hydrolytische Prozesse wie Depyrimidierung und Depurinisierung verursa-
chen abasische Stellen innerhalb der DNA. AuBlerdem kommt es auf Basis von Desaminierung zu Basen-
konvertierungen (Adenin>Hypoxanthin, 5-Methyl-Cytosin>Thymin, Guanin>Xantin). Intrinsische Meta-
bolite fithren unter anderem zu DNA-Addukten wie 8-oxo-dG (Oxidation), 3-Methyladenine, 7-
Methylguanine, O*Methylthymine, (2-Hydroxyethyl) Guanine und O%-Methylguanine (Methylierung) (De
Bont and van Larebeke 2004). Weitere zellulir bedingte DNA-Verinderungen, wie auch Basenfehlpaarun-
gen aus denen Basentransitionen (GC>AT) resultieren, entstehen wihrend der Replikation (Ciccia and
Elledge 2010). Aber auch Umwelteinflisse tragen zur Schidigung der DNA bei. So fithrt ionisierende
Strahlung (Kosmische-, Rontgen-, sowie Radiostrahlung) zu DNA Oxidation und somit zu Doppel-/
Einzelstrangbrichen. Durch UV-Strahlung kommt es zur Bildung von—=> Cyclobutanpyrimidindimeren
und 6-4-Photoprodukten und durch Chemikalien (alkyliernde Substanzen wie Methansulfonat (MMS),
Temozolomid; Mitomycin C (MMC), Cis-Platin, Psoralen, oder Nitrogen Mustard entstehen Doppel-
strangquervernetzung durch kovalente Bindungen(Ciccia and Elledge 2010; Sinha and Hader 2002). Hier-
bei wird die Haufigkeit der so entstehenden DNA-Lisionen auf ca. 106 pro Zelle und Tag geschitzt (Rihs
et al. 2009).

1.1.2  Zelluldre Schadensantwort: DNA-Damage Response (DDR)

Um dieser enormen Anzahl von DNA-Schiden entgegenzuwirken und die genomische Integritit gewédhr-
leisten zu kénnen, entwickelte sich eine Fille ein- und mehrstufiger DNA-Reparaturmechanismen (einstu-
fig zB.. O°Methylguanin-DNA-Methyltransferase, Photoreaktivierung; mehrstufig: Nukleotid-
/Basenexzisionsreparatur (NER/BER), Basenfehlpaarungsreparatur, Doppelstrangbruchreparatur tber
Homologe Rekombination (HR), Non-homologous end joining (NHE]), Interstrang-Crosslink-Reparatur
(ICLR) (De Bont and van Larebeke 2004; Sinha and Hader 2002). Fur die Behebung von DNA-Schiden,

15



Einleitung

und somit zur Gewihrleistung einer moglichst fehlerfreien DNA-Weitergabe an die Tochterzelle, wird
Zeit benétigt. Um den Raum fiir diese wichtigen Prozesse zu schaffen, sind im Zellzyklus verschiedene
DNA-Schadenkontrollpunkte (Checkpoints) verankert: G7-8 DINA-Damage-Checkpoint, intra S-Phase check-
point, G2-M DNA- Damage-Checkpoint (Poon 2014). Nach einem Schadensereignis kann an diesen eine
Progression des Zyklus gestoppt werden. Um die Reparatur der durch interne und externe Einflisse und
die bei der Replikation entstandenen Schiden zu koordinieren, greift die Zelle auf ein Netzwerk, beste-
hend aus Sensoren, Transduktoren und Effektoren, zurlick (Abb. 1). Im Zentrum dieser Signalkaskade ftir
die DDR stehen die beiden Phosphatidyolinositol-3-Kinase like-Proteine (PIKKSs), welche auch die Aktivierung
der DNA damage checkpoints nach DNA-Schidigung, iiber CHK1 und CHK2, regulieren. Fiir die Scha-

denserkennung stehen sogenannte Sensorproteine zur Verfligung.

Der MRN-Komplex (MRE11/RAD50/NBS1) et-

kennt Doppelstrangbriiche (DSBs), was zur Aktivie- 2-3-3 DSSNiSB,
'ss
rung und Rekrutierung von ATM an die Schadenstel- +

le fithrt (Harper and Elledge 2007). Die resultierende
Phosphorylierung des MRN-Komplexes durch ATM

( Sensoren )

z.B. MRN,
RPA ummantelte 3'ssDNA

vV v

ATM DNA-PK ATR-ATRIP

v ov ¥
@ @ o6

Transduktoren

z.B. CHK1, CHK2, H2X, BRCA1, MDC1,
53BP1, Claspin, MRN, p53, BRIT1/MCPH1

2R S 2 2 SN N /

stellt einen wichtigen Schritt fur das Downstream-
Signaling dar. Kommt es wihrend der DNA-
Verdoppelung zu einer Blockade der Replikationsga-

bel, wird folgender Mechanismus verwendet. MCM-

Helikasen entwinden die DNA, die dadurch freige-

legten 3‘-Einzelstringe (ssDNA) werden von dem

Sensorprotein  RPA ummantelt. Dies fithrt zum Q Q Q

einen zur Rekrutierung von ATR und ATRIP sowie Q( Effektoren )Q

von RADI17. Letzteres lidt den 9-1-1 (RADY- Proteine der DNA-Replikation,
DNA-Reparatur, Zellzyklusregulation,

RAD1-HUS1)-Komplex auf die DNA. Die Koloka- Apoptosefaktoren

Abb. 1: Signalkaskade in der DNA-Reparatur. Sensoren nehmen
Lisionen der DNA wahr und signalisieren ihren entsprechenden
Partner-Kinasen den Schaden. Nach ihrer Aktivierung phosphory-
lieren diese ihre downstream gelegenen Tatgets. Hierbei kann es sich
. . . um Transduktoten, Effektoren oder auch in der Signalkaskade vor
Downstreanm-S Zg?’ld/Zﬂg auslost (Harper and Eﬂedge ihnen gelegene Proteine handeln. Durch diese Kaskade wird ein
. . ) ganzes Netzwerk von Effektoren unterschiedlicher Aufgaben

2007). Die Effektorproteine dieser DDR-Wege wer-  iiiiviert (DNA-Replikation: z.B. TopBP1, MCMs, ORCs, REC,
X GINS; DNA-Reparatur: z.B. RAD51 fiir HR, FANCD?2 fiir ICL-

den entweder durch ATM und ATR direkt oder Reparatur; Zellzyklusregulation: CHK1, CHK2; Apoptosefaktoren:
Caspasen). Es kommt zur Verstirkung des Signals, zum Zellzyk-

durch die Proteinkinasen CHK1 oder CHK2 und lusarrest, zur Schadensteparatur oder auch zur Apoptose.
auch durch andere Proteine wie CK2, p38 und MK2 phosphoryliert (Ciccia and Elledge 2010). Einen der

lisation von 9-111 mit ATR/ATRIP fithrt zur Phos-

phortylierung von RAD17/911 was seinerseits ein

Effektoren der Signalkaskaden stellt das fiir das Checkpoint-Signaling wichtige Protein TopBP1 dar. Es bin-
det den 911 Komplex aber auch ATRIP. Durch das Binden an ATRIP stimuliert es die ATR-Aktivitit
(Harper and Elledge 2007) 199. Da TopBP1 gleichzeitig auch selbst als Substrat von ATR sowie ATM

fungiert, verstirkt es zusitzlich die Schadensantwort. Bedeutend fiir die DNA-schadensbedingte Regulie-
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rung des Zellzyklus ist das Herunterregulieren der Cyclin-abhingigen Kinase (CDK)-Aktivitit. Dies kann
durch direkte oder transduktorvermittelte (z.B. TP53BPI, BRCA1, MDC1, TopBPI) Phosphorylierung der
CHKI1- und CHK2-Kinasen, unter Mithilfe von weiteren Faktoren (z.B. p53), erfolgen. Aufgrund der
Inhibition werden die Zellzyklus-Checkpoints (G1-S, intra-S und G2-M) aktiviert und der Zellzyklus ver-
langsamt, bezichungsweise angehalten (Jackson and Bartek 2009). Neben der Regulation des Zellzyklus
besteht die Aufgabe von ATM und ATR darin, die DDR zu férdern. Dies erfolgt iiber verschiedene An-
sitze: Brstens, der Rekrutierung von unterstiitzenden Reparaturfaktoren, zweitens die transkriptionale
oder post-transkriptionale Induzierung von Reparaturproteinen und drittens der Beeinflussung von Repa-
raturproteinen durch Modifikationen an ihrer Phosphorylierung, Ubiquitinylierung, Acetylierung und Su-
moylierung (Huen and Chen 2008). Kénnen die Schiden nicht repariert werden, oder sind sie zu gravie-

rend, wird die p53-vermittelte Apoptose eingeleitet.

Weitere wichtige Proteine fir die Vermittlung der DDR stellen die DNA-PK und die beiden Mitglieder
der PARP-Familie (poly(ADP-ribose)polymerase) PARP1 sowie PARP2 dar. Letztere werden durch Einzel-
strangbriiche (SSB) und Doppelstrangbriiche (DSB) aktiviert. Sie katalysieren durch Anhingen von Poly-
ADP-Ribose-Ketten an Proteine, die Rekrutierung von DDR-Faktoren an das Chromatin (Ciccia and
Elledge 2010). Die Aktivierung von DNA-PK wird, wie die von ATM, durch DNA-schidigende Ereignis-
se ausgelOst, die zu DSBs fithren (z.B. IR). Im Unterschied zu ATM, dem viele verschiedene Substrate
nachgeschaltet sind, reguliert die DNA-PK nur eine kleine Gruppe von Proteinen, die im DSB-End
Joining eine Rolle spielen (Ciccia and Elledge 2010).

1.1.3 DNA-Reparaturmechanismen

1.1.3.1 Exzisionsreparatur

1.1.3.1.1 Basenexzisionsreparatur (BER)

Uber diese Art der Reparatur werden hauptsichlich durch Alkylierung, Desaminierung oder Oxidation
entstehende kleine Nukleotid-Lisionen entfernt. Fur die Entfernung stehen verschieden Variationen des
Reparaturweges zur Verfliigung, die im Wesentlichen aus fiinf Schritten bestehen. Eine DNA-Glycosylase
erkennt und entfernt die falsche bezichungsweise defekte Base unter Bildung eines abasischen Intermedia-
tes. AnschlieBend wird die DNA an der betreffenden Stelle von einer apurinischen /apytrimidinischen
(AP) Endonuklease oder einer AP-Lyase eingeschnitten und das verbleibende Zuckerfragment durch eine
Phosphodiesterase oder Lyase entfernt. Danach fiillt eine DNA-Polymerase die entstandene Liicke auf

und das Riickgrat wird durch eine DNA-Ligase verschlossen (Kim and Wilson 2012).
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1.1.3.1.2 Nukleotidexzisionsreparatur (NER)

Dieser Reparaturweg entfernt verschiedene DNA-Verinderungen, insbesondere solche, welche die helika-
le Struktur zerstéren. Zu ihnen gehéren, durch chemische Agentien wie Cisplatin oder Benzopyren verur-
sachte Addukte, 6-4PP‘s, Lipidperoxidationsprodukte und ROS-induzierte Schidigungen. Hierbei werden
mehrere Basen ersetzt. In dem vierstufigen Prozess sind rund 40 Proteine involviert. Er gliedert sich in:
Erkennung des Schadens, beiderseitigem Einschneiden der DNA neben dem Schaden und Entfernen des
Fragments, Einfiigen der fehlenden Basen und Verbinden des DNA-Riickgrates. Die NER teilt sich in die
globale Genomreparatur (GG-NER) und die transkriptionsgekoppelte Reparatur (TC-NER). Letztere ist
auf die Entfernung von RNA-Polymerase blockierenden Lisionen auf dem zu transkribierenden Strang

spezialisiert (Iyama and Wilson 2013).

1.1.3.1.3 Basenfehlpaarungsreparatur (Mismatchreparatur — MMR)

Uber diesen hochkonsetvierten Reparaturweg werden Basenfehlpaarungen, Insertions- sowie Deletions-
loops (IDLs) erkannt und repariert, die hauptsichlich als Fehler wihrend der Replikation oder als Zwi-
schenprodukte der HR entstehen. Der in E. c/i entdeckte Reparaturweg besteht aus den Komponenten
MutS und Mutl.. Die eukaryotischen Aquivalente von MutS, MutSot und MutSB, bestehen aus jeweils zwei
Untereinheiten, welche unterschiedliche Fehlpaarungen erkennen: MutSot (MSH2-MSHO0) - Einzelbasen-
fehlpaarungen und 1-2 Basen IDLs; MutSg (MSH2-MSH3) - IDLs mit zwei oder mehr Fehlpaarungen.
Die humanen Homologe von Mutl, MutL.ot (MLH1-PMS2) und MutLy (MLH1-PMS1) besitzen Endo-
nukleaseaktivitit und schneiden den defekten Strang neben der Schadstelle ein. AnschlieBend entfernt
PCNA in Verbindung mit Exol die Fehlpaarung, die Liicke wird von einer Polymerase aufgefillt und von
der LIG1-Ligase versiegelt (Iyama and Wilson 2013).

1.1.3.2 Doppelstranglasionsreparatur

Doppelstranglisionen (DSBs) zihlen zu den schwersten DNA-Schiden. Sie entstehen wihrend der Repli-
kation, verursacht durch Zellmetabolite (z.B. ROS), sowie exogene Finflisse (z.B. IR, Chemotherapeuti-
ka) aber auch gewollt bei der V(D)] Rekombination der Antikérperbildung. Zur Behebung dieser Schiden
stehen der Zelle zwei Hauptarten der Reparatur zur Verfigung. Zum einen das NHE] (hauptsichlich in
G1-Phase) und zum anderen die ICLR und fehlerfreie HR (G2- und S-Phase) (Bohgaki et al. 2010;
Jackson and Bartek 2009) Abb. 2 I-II. Als weitere Reparaturmechanismen stehen das alternative NHE]
(alt-NHE]) und das Einzelstrangannealing (SSA) zur Verfiigung (Ciccia and Elledge 2010) Abb. 2 I1I-1V.

1.1.3.2.1 Homologe Rekombination (HR)
Fir die fehlerfreie HR, welche zur Reparatur auf Schwesterchromatide zuriickgreift, haben sich verschie-
dene Abldufe entwickelt. Allen gemein ist ihre Initilerung durch den MRN-Komplex, welcher DSBs der

DNA erkennt. Dieser fihrt gemeinsam mit der CtIP und Exo1 eine 5°-3‘-Resektion durch. Dies geschicht
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vermutlich in Verbindung mit der Bloom-Helikase. So entstehen an den Bruchstellen 3’-Uberhinge, wel-
che durch RPA stabilisiert werden. Die darauf folgende RAD52-Rekrutierung férdert den Ersatz von
RPA durch RAD51 (FANCR). Diese Bindung wird zusitzlich von BRCA2 (FANCD1) unterstitzt. Zu-
sitzlich aktiviert RPA, in Verbindung mit dem ATR-interacting-Protein (ATRIP), ATR, welches wiederum
den Zellzyklus-Checkpunkt aktiviert. Es bilden sich RAD51-Nukleofiliamente aus. Die Ummantelung der
DNA erméglicht nun eine Stranginvasion der homologen Schwesterchromatide. Klassischerweise entsteht
so nach Ausbildung eines D-Loops eine doppelte Holliday-Junction (HJ) -Struktur. Sie wird unter Entstehung
von Crossover- oder non-Crossover-Produkten aufgeldst. Eine weitere, an die D-Loop Bildung anschlieBende
Reparaturméglichkeit bildet das Synthesis-Dependent Strand Annealing (SDSA), aus welchem, durch Neusyn-
these des fehlenden Stranges, non-crossover-Produkte hervorgehen. Eine andere Variante zur DSB-
Reparatur bildet die SSA, hier fithren RAD52 und RPA die Rekombination aus (Iyama and Wilson 2013).
Einen Uberblick des Ablaufes der HR gibt Abb. 2 II.
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Abb.2: DNA Doppelstrangbruchteparatur; I: Das NHE] wird durch das Anlagern von Ku und die Rekrutierung von DNA-PKcs an den DSBs
geférdert. Die PKes werden innerhalb des Reparaturprozesses an verschiedenen Aminosiuren phosphoryliert. Es kommt zu einer Prozession
der freien Enden tiber ARTEMIS mit anschlieBender Protektion selbiger tiber die PKcs und abschlieBend zur DNA-Ligation. II: MRN, welches
durch PARP zum DSB rekrutiert wird, vermittelt die initiale DSB-Resektion gemeinsam mit CtIP und BRCA1, dies férdert die HR in der S- und
G2-Phase. 53BP1 iibt eine inhibierende Wirkung auf die Resektion aus, dies wird negativ iitber BRCA1 reguliert. Uber den MRN/CtIP/BRCA1-
Komplex kann die DSB-Resektion im Falle fehlgeschlagener NEH] ebenfalls durchgefiihrt werden. Die extensive DSB-Resektion und das
Umbhiillen der 3° ssDNA-Enden mit RPA wird von EXO und BLM in Gang gesetzt. Wihrend der DSB-Resektion spielt ATM eine wichtige,
regulierende Rolle. Die RPA-Verdringung durch RAD51-Filamete von der ssDNA wird tiber BRCA2 vermittelt. Sie fithrt zur Stranginvasion
homologer DNA-Bereiche. Die Rekrutierung von RADS51 witrd tiber einen ATR-Weg geregelt, der durch die DSB-Resektion aktiviert witd. Die
durch Stranginvasion entstanden D-Loops werden entweder durch MUS81/EME1 aufgeschnitten, oder tiber RTEL1 wihrend der SDSA in
Crossover- oder Non-Crossover-Produkte uberfithrt. Weitere Non-Crossover-Produkte entstehen durch das Auflésen der HJ tber den
BLM/TOPOII-Komplex. Die Auflésung der HJ tber die Nukleasen GEN1 und SLX1/SLX4 in Verbindung mit MUS81/EME1 fihrt zu
Crossover- und Non-Crossover-Produkten. III: Wihrend der G1-Phase erfolgt zusitzlich eine eingeschrinkte DSB-Resektion tber alt-NHE],
dies geschieht tiber CtIP und MRN. IV: Nach der DSB-Rescktion kénnen 3’ssDNA-Enden iiber homologe Sequenzen direkt durch RAD52
annealt werden. (Modifiziert nach Ciccia and Elledge 2010 und Iyama and Wilson 2013 .)
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1.1.3.2.2 Non-Homologous End Joining (NHEJ)

Das fehleranfillige NHE] wird durch den Ku-Komplex (Ku70-Ku80) initiiert, welcher die Proteinkinase
DNA-PKcS aktiviert. Diese wiederum bildet mit dem Artemis-Protein einen DNA-abhingigen Endonuk-
lease-Komplex, der DNA-Substrate mit Logps, Flaps und Gaps schneidet. Die entstandenen Liicken wer-
den in Zusammenarbeit des XRCC4-LIG4-Komplexes und XLF aufgefiillt und die Enden verbunden
(Iyama and Wilson 2013; Ma et al. 2005). Einen weiteren Ku-vermittelten Reparaturweg stellt der alterna-
tive NHE]J (alt-NHE]) dar, welcher auch als Microbomology Mediated End-Joining MME]) bezeichnet wird
(Ciccia and Elledge 2010; Jackson and Bartek 2009). Einen Einblick in weitere Details der Mechanismen
verschafft Abb. 2 I+111.

1.1.3.2.3 Translédsionssynthese (TLS)

Dieser fehlerbehaftete Reparaturweg wird von der Replikationsmaschinerie genutzt, um geschidigte Be-
reiche in der DNA zu umgehen, ohne diese zu reparieren. Die beteiligten Translisionspolymerasen
(DNA-Polymerasen der Y-Familie: Poly, Polx, Poli, Revl und Pol{) arbeiten hierbei weniger genau, sind
dafiir aber in der Lage, geschidigte DNA zu replizieren (Wang 2007; Xie et al. 2012).

1.1.3.3 Interstrang-Crosslink-Reparatur (ICLR)

Die kovalente Vernetzung beider DNA-Stringe durch ICLs fithrt zum Stagnieren der Replikationsgabel
und ist somit ein schwerwiegendes, toxisches Ereignis, welches Deletionen, Chromosomenbriiche und
chromosomale Aberrationen, bis hin zu Chromosomenverlusten, verursacht (Wang and Gautier 2010).
Zur Reduzierung solcher Folgeschiden reagiert die Zelle mit Zellzyklusarrest und setzt verschiedene Re-
paraturmechanismen in Gang. Um ein Fortschreiten der Replikation zu erméglichen, miissen die Quer-
vernetzungen aus der DNA entfernt werden. Dies geschieht, je nach Zeitpunkt ihrer Detektion (S- oder
G1-Phase), uber verschiedene Mechanismen(Deans and West 2011). Innerhalb der GO/G1-Phase wird die
Reparatur mittels NER und TLS aus der DNA entfernt. Wihrend der S-Phase spielen die Proteine des
FA/BRCA-Wegs eine wichtige Rolle (7.2.3).

1.1.3.3.1 Defekte in DNA-Reparaturwegen

Bedingt durch Ineffizienzen in diesen Reparaturwegen hdufen sich Mutationen und Chromosomenaberra-
tionen im Genom an, aus denen ein erhohtes Risiko flir verschiedene Tumorarten resultiert. In Verbin-
dung mit solchen Defekten wurden verschiedene, seltene Krankheiten wie Ataxia Telangiectasia (AT),
Bloom Syndrom (BS), Cockayne Syndrom (CS), Nijmegen Breakage Syndrom (NBS), photosensitive Tti-
chothiodystrophie (TTD), Werner Syndrom (WS) und Xeroderma Pigmentosum (XP) oder die im Rah-
men dieser Arbeit untersuchte Fanconi Animie (FA) beobachtet. Diese Krankheiten weisen, trotz ihres
Spektrums verschiedener Symptome, einige Gemeinsamkeiten, wie Wachstumsretardierung, abnormale
Pigmentierung, frithzeitiges Altern sowie ein erhéhtes Risiko fiir verschiedenartige Tumore, auf

(Taniguchi and D'Andrea 2000).
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1.2 Fanconi Anamie

1.2.1  Geschichte und Inzidenz

Diese seltene, autosomal-rezessiv sowie X-chromosomal vererbte DNA-Reparatur-Erkrankung wurde
erstmals 1927 durch den Schweizer Kinderarzt Doktor Guido Fanconi beschrieben (Wang 2007). Sie tritt
mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 bis 5 Erkrankungen pro eine Millionen Geburten auf, wobei ihre hete-
rozygote Trigerfrequenz in den verschiedenen ethnischen Gruppen auf 0,3 bis 1 Prozent geschitzt wird
(Joenje and Patel 2001). Eine relativ hohe Trigerfrequenz ist hierbei in Populationen mit hohen Ver-
wandtschaftsgraden wie den spanischen Zigeunern (1/64-1/70), weiBlen Sudafrikanern (1/83) und der
israelischen Bevolkerung (1/66-1/128) (Callen et al. 2005; Rosenberg et al. 2011; Rosendotff et al. 1987)

zu beobachten.

1.2.2 Der Phédno- und Genotyp

Der heterogene Phinotyp der Erkrankung ist gepridgt von progressivem Knochenmarksversagen mit
Panzytopenie, welches sich typischerweise in der ersten Lebensdekade manifestiert und oft mit initialer
Thrombozytopenie und Leukopenie einhergeht. Die mediane Manifestierung liegt hierbei in einem Alter
von 7 Jahren, mit einer Streuung beginnend mit der Geburt bis hin zu 32 Jahren (MacMillan and Wagner

2010). Bis zum 40. Lebensjahr entwickeln 90% aller Patienten eine Aplastische Andmie (Rose et al. 2014).

(Quelle: (S chindler and Hoehn 2007) Mit freundlicher Genebmigung der S. Karger AG, Basel.

Des Weiteren sind bei 60-75% der Patienten verschiedene kongenitalen Fehlbildungen (u. a. Hypo- und
Aplasie von Daumen und Radius, skelettale Verinderungen, Mikrozephalie, Mikrophtalmie, Fehlbildun-
gen von Nieren, Verdauungstrakt, Herz, zentralem Nervensystem) und andere physiologische Verinde-
rungen wie Defekte des Aul3enohrs, Minderwuchs, Café-au-lait-Flecken, Hypogenitalismus sowie Wachs-
tumsverzbgerungen in unterschiedlichen Ausprigungen zu beobachten. Zusitzlich zeigen alle Patienten

eine Pradisposition fiir maligne Verdnderungen, vor allem Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbe-
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reich, der Haut, sowie des gastrointestinalen Traktes oder der Genitalien (Alter and Kupfer 1993;
Schindler et al. 2012; Taniguchi and D'Andrea 2006; Wang 2007). Hierbei kénnen die Auspriagung und die
Anzahl dieser physiologischen Auffilligkeiten in einem hohen Maf3e variieren (Abb. 3). Ein Fehlen von
Malformationen stellt im Falle von FA jedoch kein Ausschlusskriterium dar, wie das Beispiel der Estren-
Dameshek-Variante zeigt (Neveling et al. 2009). Eine weitere Herausforderung in der Diagnostik stellen

Patienten mit Mosaiken (7.2.5 ) dar.

Wie man zum heutigen Zeitpunkt weil3, beruht die hohe phinotypische Diversitit der Krankheit nicht auf
dem vielfiltigen genetischen Hintergrund. Zwar wurden bisher 19 verschiedene Gene identifiziert
(Tab. 1): FANCA, -C, -D1, -D2, -E, -F, -G, -I, -], -L, -M, -N, -O, -P, -0, R, -8, -T'und -B (X-chromsomal),
deren biallelische beziehungsweise monoallelische (im Falle des FANCR-Patienten (Wang et al. 2015) und
bei minnlichen FANCB-Patienten) Defekte mit FA assoziiert werden (Bogliolo et al. 2013; Rickman et al.
2015; Sawyer et al. 2015; Virts et al. 2015; Wang et al. 2015). Wobei die Zugehorigkeit von FAANCM zu
den FA-Genen umstritten bleibt. So wurden in der DNA des ersten beschriebenen FANCM-Patienten
(Meetei et al. 2005), zusitzlich zwei biallelische F.ANCA-Mutationen detektiert (Singh et al. 2009). Auler-
dem scheint der homozygote Verlust von FANCM laut Lim et al. 2014 nicht zur Entstehung von FA zu
fithren (Lim et al. 2014). Eine wichtige Rolle bei der Ausprigung der Erkrankung scheint neben dem be-
troffenen Gen auch die Art der zugrundeliegenden Mutation zu sein. Die einzigen Ausnahmen bilden
hietbei FANCDT7- und FANCN-Patienten bei denen es sehr frith zu einer Manifestation der Erkrankung
kommt (Neveling et al. 2009). Weitere wichtige Komponenten fiir die Auspriagung des Phinotyps stellen

Umwelt, Onto- und Epigenetik dar. Wie sehr der genetische

Hintergrund und ,,Modifier*-Gene Einfluss auf das Krankheits- {
bild austiiben, zeigt das Beispiel zweier Schwestern, welche trotz 2 ESB\
gleicher ererbter Mutationen in FANCA (EX15_20del; ;:. -j
¢.3788_3790del (p.F1293del)), sehr unterschiedliche Phinoty- \ ,\,:{ /
pen und Krankheitsverliufe aufwiesen (Neveling et al. 2009). ( 2 _E:‘ 1,
Die Hiufigkeiten der FA-Untergruppen schwanken sehr stark, .:ﬁ Quadr. 2
so entfallen die meisten Patienten auf die Gruppen FA-A (60- A.L % =
70%), FA-C (14%) und FA-G (10%) die weiteren Verteilungen 2 a =,

sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Des Weiteren konnten 3 . L‘ﬁ

bisher nicht alle diagnostizierten FA-Patienten einer Unter- ~ Abb- 4 Bludymphozyten-Metaphase nach MMC-

Behandlung (100 ng/ml) einer Zellkultur, typisch fiir

gruppe zugeordnet werden. AuBlerdem ist bekannt, das Triger FA >10 Chromosomenbriiche, ESB: Binzelstrang.

von verschiedenen FA-Mutationen eine Pridisposition fiir  bruch, Quadr.:Quadriradialstruktur

verschiedene Tumore aufweisen: D1 (BRCA2) und O (RAD51C): fir Brust- und Ovarialtumore; ] und N:
Brusttumore mit niedriger Penetranz; D1, C, und andere: fir Pankreastumore (Romick-Rosendale et al.
2013). Auf molekularer Ebene zeigen die Zellen aller FA-Untergruppen eine hohe phinotypische Homo-

genitit. Sie zeichnet sich durch eine typisch hohe, spontane Chromosomenbruchrate (1-3 Bri-
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che/Metaphase) sowie Sensibilitit gegentiber doppelstrangquervernetzenden Substanzen wie Diepoxybu-
tan (DEB), Mitomycin C (MMC) oder Cisplatin (CDDP) aus. Eine Exposition gegeniiber diesen Stoffen
fithrt zu einem dosisabhingigen, erhdhtem Anstieg der chromosomalen Bruchraten und Aberrationen wie
Translokationen und Ringchromosomen, sowie einer gesteigerten Mortalitit und zu verzdgertem G2-
Phase-Durchlauf (Arrest) (Kupfer 2013; Neveling et al. 2009). Als weiteres gemeinsames Merkmal zeigt
sich auch die Sensibilitit von verschiedenen Kulturen wie primiren Lymphozyten (Joenje et al. 1981),
Lymphoblasten (Poot et al. 1996), Fibroblasten (Schindler and Hoehn 1988), erythropoetischen Vorldu-
ferzellen (Alter et al. 1991), primire Knochenmarkzellen (Cohen-Haguenauer et al. 2006) gegeniiber Sau-

erstoff.

Tab. 1: Auflistung der bisher bekannten FA-Gene, ihr Lokus, sowie deren Hiufigkeiten; modifiziert und erweitert nach Alter BP, Kupfer G.
Fanconi Anemia. 2002 Feb 14 [Updated 2013 Feb ]. In: Pagon RA, Adam MP, Bird TD, et al., editors. GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA):
University of Washington, Seattle; 1993-2014 (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/) Zu beachten ist die fragliche Zugehérigkeit von
FFANCM zu den FA-Genen

Gen (weitere Bezeichnung) Komplementations- | chromosomaler Anteil der Untergruppe bezogen
gruppe Lokus auf bekannten Mutationen
FANCA FA-A 16q24.3 60%-70%
FANCB (FAAPI5) FA-B Xp22.2 ~2%
FANCC FA-C 9q22.32 ~14%
FANCDT1 (BRCA2) FA-D1 13q13.1 ~3%
FANCD2 FA-D2 3p25.3 ~3%
FANCE FA-E 6p21.31 ~3%
FANCF FA-F 11p14.3 ~2%
FANCG (XRCCY) FA-G 9p13.3 ~10%
FANCI (KLAAT1794) FA-I 15q26.1 ~1%
FANNC] (BRIP1, BACHT) FA-] 17q23.2 ~2%
FANCL (FAAP43) FA-L 2pl6.1 ~0.2%
FANCM (Hep) ** FA-M ** 14q21.2 ~0.2%
FANCN (PALB2) FA-N 16p12.2 ~0.7%
FANCO (RAD51C) FA-O 17q22 ~0.2%
FANCP (§1.X4) FA-P 16p13.3 ~0.2%
FANCQ (XPF, ERC(4) FA-Q 16p13.3* gering**k
FANCR (RAD57)*** FA-R*¥* 15q15.1%* gering
FANCS (BRCAT) FA-S 17q21.31%* gering* ek
FANCT (UBEZ2T) FA-T 1q32.1* gering* ek
unbekannt ? ? ?

* http://www.genenames.org/ ** fragliche Zugehorigkeit zu FA-Genen *** dominante Mutation beschrieben **#* keine Literaturangaben
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1.2.3 Die FA-Proteine in der ICL-Reparatur

Die Produkte der FA-Gene bilden gemeinsam mit weiteren Proteinen den sogenannten FA/BRCA-Weg,
in welchem die Proteine in verschiedene Gruppen aufgeteilt werden kénnen. Er wird in Abb. 5 dargestellt
und nachfolgend anhand dieser beschrieben. Der Weg spielt wihrend der S-Phase und nach Kontakt mit
DNA-quervernetzenden Substanzen, wie MMC, eine wichtige Rolle in der Erkennung von kovalenten,
replikationsgabelblockierenden DNA-Quervernetzungen, sogenannten Interstrand Crossiinks (ICLs). Au-
Berdem koordiniert er ihre Entfernung tiber NER, TLS und HR (Schindler et al. 2012). Die sich replizie-
rende DNA wird durch den Remodelingkomplex (I) (ATP-abhingiges FANCM, FAAP24 und MHF1-
MHF2-Heterodimer) umfasst und gescannt. Detektiert dieser einen ICL, rekrutiert er die anderen Kern-
komplexproteine (Kernkomplexes (II): FANCA, -B, -C, -E, -F, -G, -L, -T) und FAAP100 an die Scha-
denstelle (Deans and West 2011; Schindler et al. 2012). AuBBerdem wird FANCM eine Beteiligung an der
DNA-Schaden-Signalisierung iiber ATR zugesprochen (Collis et al. 2008).

DNA _Schaden- -Signalisierung .

o DN R ATR
A
D/.’ II. :I “
: Kernkomplex > . IIL
' ID-Komplex
S V.
O\O\’ Komponenten der

FANi» Homologen Rekombination
/\/ : t‘bl ‘s /\,
" X0

SO Erect
@0%% -

DNA-Remodeling- ) 2] DNA Reparatur-
komplex koordinatoren

Abb. 5: Schematische Darstellung des FA/BRCA-Weges bestehend aus fiinf verschiedenen Proteinuntergruppen (I-V). 1. DNA-
Remodelingkomplex (Gelbtone); 11: Kernkomplex (Rot/Orange); I1I: ID-Komplex (Griin); IV: DNA-Reparatutkoordinatoren (Blau); V: Kompo-
nenten der Homologen Rekombination (Lila). Der Komplex rund um FANCM (I) scant die sich replizierende DNA rekrutiert nach Detektion
eines ICL den Kernkomplex (II) zur Schadensstelle. Zusitzlich spielt FANCM eine Rolle in det ATR-abhingigen DNA-Schaden-Signalisierung.
Die Proteine des Kernkomplexes (II) monoubiquitinieren (U) FANCD2 und FANCI und rekrutieren diesen Komplex zum Chromatin. Durch
strukturspezifische Endonukleasen wird die Lision aus der DNA herausgeschnitten (Pfeile, Reparaturkoordinatoren IV). Die entstandene Liicke
witd durch Polymerasen mit geringer Spezifitit und Transldsionssynthese aufgefiillt. Fir die korrekte Reparatur wird auf die Homologe Rekombi-
nation zuttickgegriffen Am Prozess beteiligte FA-Proteine sind: FANC]J, -R, -N, -S, -D1 und -O (V). Die grau hintetlegten Proteine spielen eben-
falls eine Rolle in diesem DNA-Reparaturweg, gehoren aber nicht zu den bekannten FA-Proteinen. Fir die nidhere Beschreibung siehe Text.

(Modifiziert nach Schindler et al. 2012 und Schindler et al.2015 Manuscript befindet sich in Reviewprozess)

An die DNA gebunden, besteht die Hauptaufgabe des Kernkomplexes in der Monoubiquitinierung der
ID-Komplexproteine (III) an hoch konservierten Lysin-Resten (D2: Lys561, I: 523). Dieser Schlissel-
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schritt des FA/BRCA-Weges erfolgt (Garcia-Higuera et al. 2001; Longerich et al. 2014) durch das Anhin-
gen des Ubiquitinrestes mittels FANCL, dem eine Ligase 3-Aktivitdt zugeschrieben wird. Zusitzlich wird
FANCT (UBEZ2T), ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2) fiir diesen Prozess benétigt (Longerich et al.
2014). Die Monoubiquitinierung beider Proteine ist wichtig fiir die ID-Komplexbildung, fir die Aktivie-
rung des FA-Weges scheint jedoch nur die von FANCD2 notwendig zu sein (Wang and Gautier 2010).
Wichtig fiir diesen Schritt ist zusitzlich die Phosphorylierung beider Proteine (Andreassen et al. 2004;
Ishiai et al. 2008). Diese und die der Kernkomplexproteine FANCA, -G und -F erfolgt in Abhingigkeit
durch CHK1 oder ATR (Ishiai et al. 2008). FANCD2-L, die monoubiquitinierte Form von FANCD2,
kolokalisiert mit FANCR (RAD51), FANCS (BRCA1) und weiteren DNA-Reparaturproteinen wie,
yH2AX und PCNA in sogenannten Foci (Bogliolo et al. 2007; Romick-Rosendale et al. 2013), welche als
Orte der DNA-Reparatur beschrieben wurden. Der durch die Monoubiquitinierung stabilisierte ID-
Komplex (Garner and Smogorzewska 2011) bindet an das Chromatin (Deans and West 2011). Er rekru-
tiert verschiedene, downstream vom 1D-Komplex gelegene, FA-Proteine (DNA-Reparaturkoordinatoren
V). P, Q; Komponenten der HR (V): D1, |, N, O, R, S) und interagiert mit weiteren Reparaturprotei-
nen, wie der Endo-/Exonuklease FAN1 (Fanconi anemia Associated Nuclease 1) sowie POLN (Deans
and West 2011; Garner and Smogorzewska 2011; Romick-Rosendale et al. 2013). Die Helikase FANC] ist
bekannt fiir ihre Interaktion mit der BLM-Helikase und FANCS (BRCAT1), welches fiir das Zusammenfii-
gen und die Verknipfung gebrochener DNA-Stringen bendétigt wird (Hansmann et al. 2012). Thre genaue
Aufgabe im FA/BRCA-Weg ist zum heutigen Zeitpunkt noch nicht beschrieben (Garner and
Smogorzewska 2011; Suhasini and Brosh 2012; Tu et al. 2011). FANCQ (XPF) spielt gemeinsam mit
MUSS81 eine Rolle in der ICL-Entfernung. I vitro wurde fiir FANCP (SLX4), im Zusammenhang mit
seinem Interaktionspartner SLX1, eine Holliday-Struktur aufldsende Aktivitit beobachtet. Dabei herrscht
Unklarheit welche Aktivitit von SLX4 fir die 1CL-Reparatur wichtig ist (Garner and Smogorzewska
2011). Die Proteine FANCD1 (BRCA2), FANCN (PALB2), FANCO (RAD51C) und FANCT (RAD51)
spielen eine wichtige Rolle in der HR (Iyama and Wilson 2013; Schindler et al. 2012) (7.7.3.2.7). Nach dem
,» Unhooking" des ICL, dem ,,Nachaullenklappen® der Quervernetzung, erfolgt die Reparatur iitber HR und
der NER (7.7.3.1.2) sowie das Auffillen der DNA-Liicke via TLS (Romick-Rosendale et al. 2013)
(1.1.3.3.1). Im Anschluss an die Schadensbehebung wird der FA/BRCA-Weg durch Deubiquitinierung des
ID-Komplexes mittels USP1 beendet (Romick-Rosendale et al. 2013).

Zusitzlich zu der replikationsabhingigen ICL-Reparatur findet eine Entfernung dieser Art des DNA-
Schadens auch in der GO/G1-Phase des Zellzyklus statt. In diesem HR-unabhingigen Mechanismus, in
den NER-Komponenten (XPC und XPA) involviert sind, spielen verschiedene FA-Proteine ebenfalls eine
Rolle. Eine Mitwirkung von FANCD2, -I und den Kernkomplexproteinen wurde beschrieben (Garner
and Smogorzewska 2011). Des Weiteren wird der FA-Weg durch verschiedene andere Formen von ge-
notoxischem Stress, wie UV- und ionisierende Strahlung, sowie oxidativem Stress aktiviert (Romick-

Rosendale et al. 2013).
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1.2.4 Diagnostik

Auf Grund der hohen phinotypischen Variabilitidt kann in einigen Fillen die Diagnose FA nur auf Zellba-
sis gestellt werden. Hierfir wird die fiir alle Untergruppen einheitliche Sensitivitit gegeniiber DNA-
doppelstrangquervernetzenden Substanzen genutzt (siche oben). Diese hohe Empfindlichkeit ermdéglicht
auch die differentialdiagnostische Abgrenzung zwischen FA und anderen DNA-Reparaturerkrankungen
wie Bloom Syndrom, Ataxia Telangiectasia, Xeroderma Pigmentosum, Cockayne Syndrom, oder photo-

sensitive Trichothiodystrophie mit Defekten in der NER (Iyama and Wilson 2013).

Als Standards in der Routinediagnostik werden zweierlei Methoden angewendet, Die Chromosomen-
bruchanalyse und die zweiparametrische BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-Durchflusszytometrie. Mit der
Chromosomenbruchanalyse werden die Bruchraten in Metaphasen von Patientenzellen nach Behandlung
mit unterschiedlichen MMC- bzw. DEB-Konzentrationen bestimmt (Schroeder-Kurth 1989) (3.6.5). So
zeigen 80-100% der PHA-stimulierten peripheren Blut-Lymphozyten von FA-Patienten nach einer DEB-
Behandlung (100 ng/ml), Chromatidbriiche und -austausche. Diese Konzentration ist in Nicht-FA-
Kontrollzellen nahezu effektlos (Gregory et al. 2001). Als weitere Methode wird die zweidimensionale
BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-Durchflusszytometrie (Kubbies et al. 1985) (3.6.7) zur Untersuchung
von G2-Phase-Arresten verwendet. Anders als nicht betroffene Zellenarretieren unter physiologischen
Bedingungen bereits bis zu 45% der FA-Zellenvoribergehend oder dauerhaft in der G2-Phase. Dieser
Anteil erhoht sich weiter nach Induktion von DNA-Schiden. Beide Methoden werden initial meist an
Patientenlymphozyten durchgefiihrt und eignen sich ebenfalls zur Prinataldiagnostik. Bei grenzwertigen
Lymphozyten-basierenden Diagnosen sowie der Vermutung einer Mosaikbildung im himatopoetischen
System (7.2.5), werden die Untersuchungen auf Fibroblasten ausgeweitet, da in diesen bisher noch keine

Reversionen (7.2.5) beobachtet wurden.

1.2.5 Mutationen, Reversionen und Mosaike in FA

Wie unter 1.2.4 beschrieben, kann fiir manche Patienten die Diagnose FA nur tiber die Empfindlichkeit
ihrer Zellen gegentiber DNA-quervernetzenden Substanzen bestimmt werden. Dies kann zu einem durch
sogenannte milde Mutationen und zum anderen aber durch das Vorhandensein eines himatopoetischen
Mosaiks bedingt sein. Mosaike in Patientenzellen kénnen durch monoallelische Reversionen einer der
beiden krankheitsverursachenden Mutationen entstehen. Mégliche Mechanismen dieser spontanen, ,,na-
tirlichen Gentherapie®, stellen Genkonversion, intragene Crossover, bzw. Riickmutationen und kompen-
satorische Mutationen (Insertion, Deletion, Missensemutationen) dar (Gross et al. 2002; Pasmooij et al.

2012; Youssoufian and Pyeritz 2002).

Genetische Patchworks von Patientenzellen wurden, auBler fiir FA, fiir verschiedene andere Krankheiten
beschrieben: Lesch-Nyhan Syndrom, Bloom Syndrom, Epidermolysis bullosa, Duchennsche Muskeldys-
trophie, Tyrosinemia Typ I, Wiskott-Aldrich Syndrom, Adenosine Deaminase (ADA) Defizienz und
“Ichthyosis mit Konfetti” (Ellis et al. 2001; Hirschhorn et al. 1996; Lai-Cheong et al. 2011; May 2011,
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Pasmooij et al. 2012). Hierbei scheint die Haufigkeit der Entstehung von Mosaiken abhingig von der
Krankheit und der Héhe des Selektionsdrucks im Gewebe zu sein (Youssoufian and Pyeritz 2002). Dies
erklirt auch die relativ hohe Reversionsrate (10-30%) im himatopoetischen System von FA-Patienten
(Oostra et al. 2012), wobei die beschriebene Mosaikfrequenz zwischen den verschiedenen FA-
Komplementationsgruppen variiert. Am haufigsten wurden Mosaike in den Untergruppen FA-A und -D2
beobachtet (Schindler and Hoehn 2007). Obwohl Reversionen in Vorlduferzellen der Patienten entstehen,
kann in den meisten Untersuchungen des peripheren Blutes die FA-typische Hypersensibilitit gegeniiber
ICL-induzierenden Agentien noch nachgewiesen werden (Oostra et al. 2012). Jedoch vermindert sich die
Sensitivitdt im Vergleich zu anderen, nicht revertierten Zellen, wie Fibroblasten. Durch die Reversion in
einem Teil der Zellen, kommt es typischerweise bei Chromosomenbruchanalysen zu einer bimodalen
Verteilung. Diese spiegelt die zwei vorhandenen Zellpopulationen (FA/Nicht-FA) wider, wobei sich die

FA-Zellpopulation im Zuge fortschreitender Reversion verringert

1.2.6 Das Hamatopoetische System

Die Blutzellen werden in drei verschiedene Gruppen eingeteilt, in Erythrozyten, Leukozyten und Throm-
bozyten. Jede Gruppe erfiillt unterschiedliche Aufgaben: Erythrozyten dienen dem Gastransport zwischen
Lunge und Gewebe, Leukozyten sind Zellen der spezifischen und unspezifischen Abwehr und Throm-
bozyten sind wichtig fir die Blutgerinnung. Trotz unterschiedlicher Aufgaben und Morphologie, stammen

alle Blutzellen aus dem himatopoetischem Gewebe.

Knochenmark ‘

pluripotente hamatopoetische
Stammzelle

& I >
< »

myeloide Progenitorzelle lymphoide Progenitorzelle

Mastzelle  Erythrozyt \ Myeloblast
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Lymphoblast ,
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. @ ® w oo

Megakayozyt
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Granulozyt ~ Granulozyt  Granulozyt (CD14") (CD19) (CD 3)
(CD157) (CD15) (CD15))
Blut (CD14)

Abb. 6: Ubersicht der Himatopoese und Expression von CD3*/CD14+/CD15*/CD19* Oberflichenmarkern (Grau: schwache Expres-
sion) (Modjfiziert nach Mikael Hggstrom)
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Die Himatopoese findet beim Erwachsenen im roten Knochenmark (Medulla ossium) der flachen Kno-
chen (Schidel, Becken, Rippen, Sternum) und zum Teil in den proximalen Bereichen der langen Réhren-
knochen von Oberarm und -schenkel statt. Trotz ihrer unterschiedlichen Morphologie und den vielfalti-
gen Aufgaben, stammen alle Blutzellen von gemeinsamen pluripotenten Stammzellen des blutbildenden
Gewebes ab. Diese, in zwischen verschiedenen Zellen (Osteoblasten, Endothelzellen, Megakaryozyten,
Stromazellen, Fettzellen und extrazelluliren Matrixproteinen (z.B. CXCL12, Osteopontin) des Knochen-
marks eingebetteten Zellen, haben die Fihigkeit sich selbst zu erneuern und sich tiber mehrere Schritte in
verschiedene Vortliuferzellen (myeloide/lymphoide Progenitorzellen) zu differenzieren. Aus ihnen entwi-
ckeln sich unter Einfluss von himatopoetischen Wachstumsfaktoren (colony stimnlating factors (CSF)) und
Interleukinen (z.B. IL-3) die einzelnen Blutzelllinien. Auflerdem beeinflussen die Hormone Erythropoetin
und Thrombopoetin die Differenzierung von Erythrozyten bzw. Thrombozyten. Die Zellen der lymphoi-
den Linie werden zusitzlich im Thymus (T-Zellen) und im lymphoiden Gewebe des Knochemmarks (B-
Zellen) geprigt (Klinke et al. 2003). Ein vereinfachtes Schema der Hidmatopoese ist in Abb. 6 dargestellt.
Nach Differenzierung zirkulieren die Blutzellen fiir unterschiedliche Zeitspannen im peripheren Blutkreis-
lauf: Mono- und Granulozyten wenige Tage (Whitelaw 1966; Yousefi and Simon 2002), Erythrozyten 120
Tage (Klinke et al. 2003), B-Lymphozyten (mit Ausnahme der Gedichtniszellen) Tage bis Wochen
(Fulcher and Basten 1997), T-Lymphozyten bis zu mehreren Jahren (Tough and Sprent 1995).

1.2.7 Untersuchungsmethoden fiir somatische Mosaike

Mit MMC oder DEB behandelte Lymphozy- 100 7 .
tenkulturen von Mosaikpatienten zeigen in 2 80 Nicht-FA- ] FA-Patient ] FA-Mo§a|k
S Kontrolle Patient
Chromosomenbruchanalysen ein  typisches G 60 i ’
2 i
bimodales Erscheinungsbild der Bruchraten @
© 40
(Gross et al. 2002; Oostra et al. 2012) Abb. 7. -§
[
Diese Auffilligkeit kann durch das Vorliegen g 20
von zwei verschiedenen Populationen (rever-

0 2 46 82002 46 8002 4 6 80
tierte/ betroffene Zellen), welche unterschied- Briiche pro Metaphase
liche Sensitivititen gegeniiber diesen Substan- Abb. 7: Chromosomenbruchanalysen MMC (100 ng/ml) behandelter
zen aufweisen, begrﬁndet werden (Oostra et al. Vollblutkulturen. Schwarz: Nicht-FA-Kontrolle. Weill: FA-Patient: ver-

2012).

mehrt Metaphasen mit 210 Briichen. Grau: Mosaikpatient: typische bimo-

dale Verteilung

Auch mittels zweiparametrischer BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-Durchflusszytometrie ist eine Mosaik-
bildung in PHA-stimulierten peripheren B-LCLs zu detektieren. Hierbei weisen Mosaikpatienten eine
Verschiebung der G2-Phasearreste hin zu gesunden Kontrollen auf. Diese Verschiebung wird umso aus-
geprigter, je stirker sich ein Mosaik durchsetzt. Dies bedeutet, dass mit steigendem Anteil an revertierter
Zellen der durchschnittliche G2-Phase-Arrest der Gesamtpopulation sinkt. Dies fithrt zu einem immer

kontrolltypahnlicheren Erscheinungsbild der Zellen in diesem Test. Auf diese Art kann das ,,sich Durch-
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setzen von Reversionen im Patientenblut untersucht werden. Dies fithrt jedoch dazu, dass Patienten ab
cinem gewissen Anteil revertierter Blutzellen mit dieser Analyse nicht mehr von Gesundkontrollen unter-

schieden werden konnen.

Auf molekularer Basis ist die Detektion eines Mosaiks tiber DNA-Sequenzierung ebenfalls méglich. Unter
der Annahme, dass bei heterozygoten Mutationen beide Peaks (Wildtyp (wt)/Mutation (mut)) dieselbe
Hohe aufweisen, kann die Verminderung des mut-Peaks verglichen zu dem des wt-Peaks als Reversion
gewertet werden. Ein genauerer Einblick in den Entwicklungsstand des Mosaiks in den einzelnen Blutzell-
linien (Abb. 6) kann in Verbindung mit einer vorherigen Zellsortierung gewonnen werden. Zu diesem
Zweck werden aus dem Vollblut des Patienten die jeweiligen Zellpopulationen sortiert. Dies kann durch-
flusszytometrisch, oder wie in unseren Studien, MACS-basierend (Verwendung von Magnetbead-
gekoppelten Antikérpern) erfolgen. Liegt die Vermutung eines Mosaiks anhand von Chromosomen-
bruchanalysen und durchflusszytometrischen Tests vor, so kann diese sequenzbasierende Methode weitere

Aufschlisse geben.

Himatopoetische Mosaike gehen mit einer besseren Prognose fiir die Patienten einher, denn sie scheinen
vor einer Manifestation der Erkrankung im Blut zu schiitzen (Soulier et al. 2005). Aulerdem f6rdern sie
die Stabilitdt der Blutzellwerte bis hin zum Normalbereich (Alter et al. 2005). Jedoch bleibt das fiir FA-
Patienten typische, stark erh6hte Tumortisiko fiir die restlichen somatischen Zellen erhalten. Aus diesem
Grund ist es wichtig, trotz fehlender himatopoetischer Auffilligkeiten, FA-Patienten auch als solche zu
erkennen. Fir Mosaikpatienten wird auBlerdem ein engmaschiges Monitoring empfohlen, da sich Reversi-
onen auch wieder zurlickbilden kénnen (Gross et al. 2002). Dieses ,,Mosaikprinzip® wird auch bei der
Behandlung von FA-Patienten angewendet. Um eine himatologische Manifestation zu verhindern bzw. zu
beheben, werden durch hdmatopoetische Stammzelltransplantationen (HSZT) kiinstlich Chimdren er-

zeugt, welche prinzipiell einem vollstindig durchgesetzten, natiirlich entstandenen Mosaik nahe kommen.
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Abb. 8: A+B: Zweiparametrische BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-Durchflusszytomettiec von PHA-stimulierten
Blutlymphozyten eines FA-Patienten vor und nach KMT. Aufgetragen: ruhende Zellfraktion gegen Ratio der 2G2-
Phasezellen /Wachstumsfraktion; Griin: gesunde Kontrollen, Rot: FA-Patienten; Blau: Patient vor (1) und nach
himatopoetischer Stammzelltransplantation (HSZT) (2-4) Die G2-Phasearreste liegen vor HSZT im Bereich anderer
FA-Patienten und nach HSZT auf dem Niveau gesunder Kontrollen A: spontane G2-Phaseatreste; B: mit 10 pg/ml
MMC induzierte G2-Phasearreste
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Ein Beispiel hierfir ist in Abbildung 8 dargestellt. Sie zeigt die Ergebnisse einer zweiparametrische

BrdU/Hoechst-Zellzyklusanalyse eines Patienten vor und nach einer HSZT.

1.2.8 Behandlung hamatologischer Manifestationen

Eine nichtinvasive Art der Behandlung basiert auf der Gabe von Androgenderivaten (z.B. Oxymetholon,
Oxandrolon, Danazol). Diese stimulieren die Produktion von Erythrozyten, hiufig die von Thrombozy-
ten, doch selten die Zellen der weilen Linie. Auf diese Behandlung sprechen allerdings nicht alle Patienten
an. Bei einem Ansprechen auf die Therapie, kénnen jedoch gute Erfolge tber lingere Zeitrdume erzielt
werden. Allerdings wurden in Abhingigkeit der verabreichten Derivate mehr oder weniger stark ausge-
prigte Hepatotoxizititen, Wachstumsretardierungen, Virilisierungen und Lebertumore beobachtet (Rose
et al. 2014). Zusitzlich wirkt sich die Behandlung negativ auf eine eventuell spiter notwendige HSZT aus.
Zum heutigen Zeitpunkt stellt die allogene HSZT die hiufigste, sowie effektivste Moglichkeit dar, um die
Manifestierung der Krankheit im hdmatopoetischen System von FA-Patienten zu korrigieren (MacMillan
and Wagner 2010). Die Ubetlebenschancen sind abhingig von der Donotverfiigbarkeit, der im Vorfeld
durchgefiihrten Konditionierung, sowie dem Transplantationsalter der Patienten (Rose et al. 2014). In den
letzten beiden Jahrzehnten haben sich die Erfolge der Behandlung wesentlich verbessert, wobei die Im-
munsuppression mittels Fludarabin (Unterdriickung des AbstoBungs-Syndroms) sowie die T-Zell-
Depletion (Verringerung der Spender-gegen-Empfinger-Erkrankung (Graft versus Host-Disease/ GvHD))
eine wichtige Rolle spielen (MacMillan and Wagner 2010). Lentivirus-basierende, gentherapeutische An-
sitze zur Behandlung auf himatopoetischer Ebene, verzeichnen erste Erfolge. Sie befinden sich jedoch

noch im Versuchsstadium (Habi et al. 2010; Tolar et al. 2011; Zhang et al. 2010).
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1.3 Die RAD51-Paraloge

Ebenso wie die FA-Proteine spielen RAD51 und seine Paraloge RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2
und XRCC3 eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur. RADS51 als strukturelles und funktionales Ortho-
log der E. co/i Rekombinase A (RecA) bindet wie oben beschrieben, an RPA-ummantelte 3° Einzelstrang-
DNA (ssDNA). Dort begiinstigt es durch die Ausbildung von langen Nukleofilamenten (pridsynaptische
Filamente) Schwesterchromatidaustausche (SCEs) innerhalb von RADS51-Foci, den Orten der DNA-
Reparatur. Hierbei katalysiert das Protein die DNA-Stranginvasion sowie die Homologie-Suche innerhalb
der Schwesterchromatiden (Chun et al. 2013; Compton et al. 2010; Haaf et al. 1995; Li and Heyer 2008;
Sigurdsson et al. 2001). Im Menschen sind finf Paraloge des Proteins bekannt, die in ihrer Aminosdurese-
quenz 20-30% Homologie zu RADS51, kirzlich ebenfalls als FA-Protein (FANCT) beschrieben, aufwei-
sen. XRCC2, XRCC3, RAD51B, RAD51D und das zu den FA-Proteinen gehérende RAD51C (FANCO).
Neben FANCO scheint ein weiteres RAD51-Paralog mit FA in Verbindung zu stehen. Die Autoren der
Studie weisen jedoch auf notwendige, zusitzliche Untersuchungen hin (Shamseldin et al. 2012). Weitere
Bezeichnungen und der chromsomale Lokus der Proteine sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tab. 2: Ubersicht der RAD51 Paraloge, weitere Bezeichnungen, sowie ihre

Lokalisierung im Genom (nach HGNC (http://www.genenames.org/)

Gen (weitere Bezeichnung) Chromosomaler Locus
RADS51 (FANCT) 15q15.1

RAD51B (RADS51L1, BREC2,R51H2) 17q25.1

RAD51C (RAD511.2, FANCO) 14q23-q24.2

RADS51D (RAD511.3/R51H3) 17q11

XRCC2 7936

XRCC3 14932.3

Die Homologie konzentriert sich hauptsdchlich um die in RAD51 und den fiinf Paralogen vorhandenen
Walker A- und Walker B- Motive (Gruver et al. 2005; Thompson and Schild 1999; Walker et al. 1982),
welche fiir die Bindung und Hydrolyse von ATP wichtig sind (Park et al. 2008). Deshalb geht man davon
aus, dass sie aus Genduplikationen evolvierten (Thompson and Schild 2002). Es ist bekannt, dass Mutati-
onen in jedem einzelnen dieser Proteine zu einer hohen Sensibilitit gegeniiber DNA-quervernetzenden
Substanzen fithren. Da dies in Vertebratenzellen zu spontanen Chromosomenaberrationen und in huma-
nen (XRCC2, XRCC3), sowie Hihnchenzellen (RAD51B, -C, -D, XRCC2, XRCC3) zu ciner verminder-
ten RAD51-Foci-Bildung fithrt, wird den Paralogen eine Rolle in der HR angedacht (Bennett and Knight
2005; Compton et al. 2010; Godthelp et al. 2002; Yokoyama et al. 2004).
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1.3.1 Komplexbildung und Aufgaben

Die Paraloge lagern sich i vivo zu zwei verschiedenen

Komplexen zusammen: einem CX3-Heterodimer und XRCC2 )
einem RAD51B-RAD51C-RAD51D-XRCC2- (BCDX2)
| RAD51D) XRCC3
-Heterotetramer (Liu et al. 2002; Masson et al. 2001a; (FANCT)
Wiese et al. 2002), wobei Letztetes aus den zwei Sub- D51C D51C
NCO) NCO)

komplexen RAD51B-RAD51C (BC) und RADS51D-
XRCC2 (DX2) besteht (Braybrooke et al. 2000; Dosanjh

D51B

et al. 1998; Miller et al. 2002; Schild et al. 2000;  Abb. 9: Komplexbildung innerhalb der RADS51-Paraloge
Sigurdsson et al. 2001; Wiese et al. 2002) (Abb. 9). Ob-  Peruhend aufbisherigen Studien

wohl fiir beide Komplexe, sowohl in An- als auch in

Abwesenheit von DNA, ringférmige Strukturen beobachtet werden konnten (Compton et al. 2010), wer-
den RADS51B und XRCC2 nur itber RAD51C bzw. iiber RAD51D in den BCDX2-Komplex eingebunden
(Masson et al. 2001b; Miller et al. 2005; Schild et al. 2000). Eine indirekte, tiber RAD51C vermittelte Inter-
aktion zwischen RAD51B und RAD51D, sowie RAD51B und XRCC2, wurde ebenfalls beobachtet (Liu
et al. 2002; Masson et al. 2001b). Fiir beide Komplexe wird eine Beteiligung an der BRCA1-BRCA2-
abhingigen HR vermutet. Dabei ibernehmen sie Aufgaben in verschiedenen Phasen des Reparaturpro-
zesses: BCDX2 upstreamr und CX3  downstreamr der RADS51-Rekrutierung an die Orte der DNA-
Schadenstellen (Chun et al. 2013). Fiir die Subkomplexe BC und DX2 wurden Interaktionen mit ssDNA
und ATPase-Aktivitdt beobachtet. Der stabile CX3-Komplex (Kurumizaka et al. 2001; Li and Heyer 2008;
Wiese et al. 2002) katalysiert in Sdugerzellen die Paarung von homologen Sequenzbereichen und wird mit
der Auflésung von HJs assoziiert (Compton et al. 2010; Liu et al. 2004; Liu et al. 2007; Nagaraju et al.
2009). Dabei wird RAD51C als enzymatische Einheit fiir die homologe Paarung und X3 als DNA-
bindende Untereinheit verstanden (Kurumizaka et al. 2001). Far X3 wurde in Y2H eine Interaktion mit
RADS51 beobachtet (Liu et al. 1998), aullerdem scheint das Protein 7z viwo die RAD51-Fociformierung als

Schadensantwort zu férdern (Bishop et al. 1998).

1.3.2 RAD51C (FANCO)

Als Mitglied des FA/BRCA-Weges spielt RAD51C eine Rolle in der ICL-Entfernung. Wihrend monoalle-
lische Keimzell- (Meindl et al. 2010) oder Epimutationen (Hansmann et al. 2012) in diesem Tumorsupp-
ressor-Gen zu einer erhéhten Frequenz von Brust- in Verbindung mit Ovarialtumoren fithren, bilden
Patienten mit biallelischen Defekten einen FA-dhnlichen Phinotyp (Meindl et al. 2010; Vaz et al. 2010)
aus. RAD51C-defiziente Zellen sind sensitiv gegentiber MMC sowie dem Topoisomerase-Inhibitor Camp-
tothecin und zeigen eine miBige Radiosensitivitit (Vaz et al. 2010). Auf molekularer Ebene weisen sie
verminderte SCEs und RAD51-Focibildung auf, was zu einer mangelnden ICL-Reparatur und somit zu
erh6hten Chromosomenbruchraten fithrt. Beruhend auf solchen und weiteren Beobachtungen, wie die

Involvierung des Proteins in die Auflésung von HJ gemeinsam mit X3 und anderen Faktoren (Liu et al.
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2004), wird RAD51C eine wichtige Rolle in der RAD51-vermittelten HR zugeschrieben. Ein weiterer
Hinweis Rolle stellt das Vorhandensein des Proteins an den DNA-Schadenstellen nach der Auflésung der
RADS51-Nukleofilamente dar. Zusitzlich unterstltzt RAD51C auch die, auf Phosphorylierung basierende
Aktivierung, von CHK2 (Checkpoint-Kinase) und scheint somit an der Regulierung des Zellzyklus nach
DNA-Schidigung beteiligt zu sein (Badie et al. 2009). Zum Verstindnis der Bindung von RAD51C an die
DNA und andere Proteine wire eine Aufklirung der atomaren Struktur des Proteins von groem Nutzen.
Zusitzlich kénnten anhand dieser Auswirkungen von Mutationen auf das Protein besser verstanden wer-
den. Zu Beginn der Studie konnte auf eine solche nicht zuriickgegriffen werden, weshalb diesbeziigliche

Vorhersagen nur auf RAD51-basierenden Modellen getroffen werden konnten.

1.3.3  Proteininteraktionsstudien mit RAD51C (FANCO)

Die bisherigen Erkenntnisse zur Komplexbildung der RAD51-Paraloge beruhen auf Yeast Two-/Three-
Hybridstudien (Y2-/3H), Immunoprizipitationen (IP), Co-Immunoprizipitationen (Co-IP) oder Pull-
down-Experimenten in Baculovirus-Systemen bzw. humanen Zelllinien. Mit all diesen etablierten Metho-
den zur Interaktionstestung, konnen, mit Ausnahme von Y2/3H-Studien, nur Aussagen tber eine Interak-
tion, nicht aber Gber deren Intensitit getroffen werden. Dies und die Méglichkeit, dass dulere Einfliisse
und Modifikationen (z.B. untypische Methylierungen) in nichthumanen Systemen verdndernd auf die Pro-
teininteraktionen wirken kénnen, veranlasste uns, weitere Studien in einem humanen Zellsystem durchzu-
fithren. Ein weiterer Grund fur diese Entscheidung lag in der Beobachtung, dass heterologe Expressionen
das Interaktionsverhalten der Proteine beeinflussen konnen (Wiese et al. 2002). Die Methodenwahl fiel auf
das Mammalian Two-/Three-Hybridsystem (M2/3H-System) gepaart mit einem Luziferase-Assay. Als
Reportergene wurden die Gene der Firefly-und Renilla-Luziferase genutzt. Die bei Interaktion abgelesene
Firefly-Luziferase setzte ihr Substrat unter Entstehung von Lumineszenz um. Die als Kontrolle mitgefiihr-
te Renilla-Luziferase hingegen benétigt keine durch Proteininteraktion bedingte Aktivierung. Die aus der
Luziferase-Aktivitit resultierende Lumineszenz wurde mit Hilfe eines Luminometers gemessen. Als er-
ginzende Methode und zur Validierung von detektierten Interaktionen, wurden Co-Immunoprizipi-

tationen durchgefiihrt.
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1.4 Fragestellung

Die Arbeit ist in drei Projekte gegliedert, in deren Mittelpunkt die rezessiv, autosomal bzw. X-
chromosomal vererbte Erkrankung Fanconi Andmie (FA) steht. Hierbei handelt es sich um eine DNA-
Reparaturstorung mit Defekten im FA/BRCA-Weg, welcher eine wichtige Rolle in der Reparatur von
DNA-Quervernetzungen, den sogenannten Interstrand-Crosslinks (ICLs) spielt. Zur Behebung dieser
Schiden spielen die Transldsions-Synthese (TLS), die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) und die Ho-
mologe Rekombination (HR) zusammen. Defekte im FA/BRCA-Weg fuhren auf zellulirer Ebene zu
erhéhten Chromosomenbruchraten, -aberrationen sowie einer gesteigerten Apoptose, aus denen wiede-

rum erhohte Tumorrisiken resultieren.

Das erste Projekt soll einen Beitrag zur Aufklirung von somatischen Mosaiken in FA, als eine Art ,,na-
tirliche Gentherapie® leisten. Basierend auf Blutwerten, durchflusszytometrischen Zellzyklusuntersuchun-
gen, Chromosomenbruchanalysen und DNA-Sequenzanalysen soll die Entstehung und Durchsetzung der
spontanen Reversionen in einzelnen Blutzelllinien untersucht werden. Hierfiir werden Daten, Zellen und
Blut von funf relativ mild betroffenen FA-A- und FA-D2-Patienten unterschiedlichen Alters, sowie unter-

schiedlichen Stadiums der Mosaikentwicklung herangezogen.

Das zweite Projekt gilt der qualitativen und quantitativen Untersuchung von Proteininteraktionen von
FANCO (RAD51C) mit vier weiteren RADS51-Paralogen (RAD51B, RAD51D, XRCC2, XRCC3),
RAD51 und dem kiirzlich als Interaktionspartner identifizierten FANCN (Park et al. 2013). Bisherige
Erkenntnisse zu Interaktionen basieren auf nichthumanen und 7z vitro Systemen, beziehungsweise auf
Methoden, die keine Aussagen iiber die Intensititen der Bindungen zulassen. Das Ziel besteht darin, die
bisherigen Erkenntnisse tiber Interaktionen innerhalb der Paraloge in einem zelluldren humanen System
zu Uberprifen. Zusitzlich sollen Auswirkungen dritter Interaktionspartner, die von MMC-induzierten
DNA-Schiden auf die Interaktionsstirke, sowie die der Patientenmutation ¢.773G>A (p.R258H) unter-
sucht und mogliche weitere Interaktionen aufgedeckt werden. Um ein méglichst reales Umfeld zu gewihr-
leisten, werden Mammalian-Two und -Three-Hybrid-Analysen in Verbindung mit Hel.a-Zellen herange-

zogen.

Das dritte Projekt soll zur Aufklirung der Proteinstruktur von FANCO (RAD51C) fihren, um so die
Auswirkung von Patientenmutationen besser beurteilen zu kénnen. Zusitzlich sollen Finflisse verschie-

dener Mutationen auf die Protein-DNA-Bindung untersucht werden.
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2 Materialien

2.1 Zellkultur

2.1.1 Chemo-kompetente Zellen

Bezeichnung Hersteller
ArcticExpress Competent Cells Agilent Technologies
BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL Competent Cells Stratagene

BL21 Star™ (DE3)pLysS One Shot® Chemically Competent Life Technologies
MAX Efficiency® DH10Bac™ Competent Cells Life Technologies
One Shot® TOP 10 Chemically Competent E. co/i Life Technologies
Rosetta™ 2 (DE3) Competent Cells Merck Millipore
XL10 Gold® Ultracompetent Cells Agilent Technologies
2.1.2 Human-/ Insektenzelllinien

Bezeichnung Organismus Hersteller
Hela (Zervixkarzinom-Epithelzellen) Homo Sapiens DSMZ
HEK 293 (Embryonale Nierenzellen) Homo Sapiens DSMZ
SF9 Spodoptera frugiperda

IPLB-SF21 AE Spodoptera frugiperda

Tn5 (H5; High Five™ Insect Cells; Trichoplusia ni

2.1.3 Zellkulturmedien und Kulturplatten

Bezeichnung

Hersteller / Komponenten

MEM + GlutaMAX™-]
RPMI1640 + GlutaMAX™-]
TrypLE™ Express

EX-Cell (TM) 420 w/L-glut
Einfriermedium (humane Zellkultur)
Einfriermedium
(Insektenzellkultur)
LB-Medium

Medium

Autoinduzierendes

(Studier et al. 2005)

@D

Selektionsplatten (11)

Bacmid-Selektionsplatten (11)

Gibco

Gibco

Gibco

Sigma Aldrich

80 % RPMI-Medium; 10 % FCS; 10 % DMSO

10 % DMSO; 45 % altes Medium (Uberstand von Zentrifugation); 45 %
frisches Medium

25 g LB-Broth, ad 11 dH,O

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt): 40 ml 50x 5052, 40 ml 50x M, 4 ml 1 M
MgSOs4, 400 ul 1000x Metal-Mix

20 g LB-Broth, 15 g Agar, je 1 ml Antibiotikum

20 g LB-Broth, 15 g Agar, 200 pl IPTG (Stock 200 mg/ml), 5 ml X-Gal

(Stock: 20 mg/ml), 1 ml Tetracyclin, 1 ml Gentamycin, 1 ml Kanamycin
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2.1.4 Antibiotika

Bezeichnung Hersteller
Ampicillin (Stocklésung: 10 mg/ml) Carl Roth
Chloramphenicol (Stocklésung: 10 mg/ml) Carl Roth
Gentamycin (Stocklésung: 7 mg/ml) Carl Roth
Kanamycin (Stocklésung: 50 mg/ml) Carl Roth
Tetracyclin (Stocklosung: 10 mg/ml) Carl Roth

2.2 Enzyme

2.2.1 Polymerasen

Bezeichnung Hersteller
Bio-X-ACT™ Biolines

PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase AD Agilent Technologies
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase Thermo Fisher
2.2.2 Restriktionsenzyme

Bezeichnung Hersteller
BamHI1 NEB

Dpnl NEB
EcoRI NEB

Minl NEB

Sall NEB

Smal NEB
2.2.3 weitere Enzyme

Bezeichnung Hersteller

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
DNAse
ExoSAP-IT

Halt™ Protease& Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x)

Superscript™ II RNase H-Reverse Transkriptase

T4-Ligase

Roche Diagnostics
Life Technologies
Affymetrix
Thermo Fisher
Life Technologies
NEB
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2.3 Nukleotide und Oligonukleotide

2.3.1 Oligonukleotidprimer fiir PCR, Sequenzierungen und Klonierungen:

Vor Verwendung der Primer wurde die in einer Konzentration von 100 pmol angesetzte Stammldsungmit
dH>O auf 10 pmol verdinnt. Die Sequenzen sind in Anhang 1, Primersequenzen, aufgefithrt. Sie wurden
mit Hilfe der GeneRunner- (Version 3.05) bzw. der Primer-Blast-Software designt.

2.3.2 Weitere Oligonukleotide

Bezeichnung

Hersteller

Desoxyribonukleotide (je 100 mM)

Oligo-(dT) |, ;g Primer (0,5 pg/ul)

biomers.net

Life Technologies

2.3.3 E. coli-Codon-optimierte Sequenz des humanen RAD51C in pMA-T
Die humane RAD51C-Sequenz wurde fiir Expressionen in E. /i Codon-optimiert (GeneArt, Regens-

burg; Sequenz siche Anhang)

2.4 Expressionsvektoren

2.4.1 Mammalian Two-Three-Hybrid Assay

GroBe ‘ Funktion

Vektor

MatchmakerTM Mammalian Assay Kit 2 *

pM* 3,5 kb Triger der Bindedomine / zur Genertierung und Expression
von Fusionsproteinen

pVP16-Vektor* 3,3 kb Triger der Aktivierungsdomine / zur Genetierung und Ex-
pression von Fusionsproteinen

Weiterer V'ektor

pCMV-Tag3b** 4,3 kb Sduger-Expressionsvektor fiir natives Protein

Luciferase Reporter-1ektoren ***

pRL-null 3,2kb Triger des Renilla Luciferase Reportergens (konstitutiv aktiv)

pGL4.31[luc2P/GAL4UAS/Hygro] | 6,1 kb Triger des Firefly Luciferase Reportergens

* Clontech Laboratoties Inc. Mountain View, USA; ** Agilent, Santa Clara, USA; *** Promega Corp., Madison, USA

2.4.2 Mammalian Three-Hybrid Assay (Konstrukte von Alexandra Sobeck)

Vektor cDNA Schnittstellen
pCMV-Tag3B_ RAD51A RAD51 Sall/Sall
pCMV-Tag3B_ RAD51B RAD51B EcoRI/Xhol
pCMV-Tag3B_ RAD51C RAD51C EcoRI/Xhol
pCMV-Tag3B_ RAD51D RAD51D EcoRI/EcoRI
pCMV-Tag3B_XRCC2 XRCC2 EcoRI/EcoRI
pCMV-Tag3B_XRCC3 XRCC3 EcoRI/Xhol
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2.4.3 Weitere Vektoren

Vektor Grole | Verwendung
(kb)
pBADM-11* 4,1 Expressionsvektor in E. co/i (n-terminaler 6xHis —Tag)
pETM-11* 6,0 T7 Expressionsvektor in E. coli (n-terminaler 6xHis —Tag)
pET21-b(+)*** 5,4 T7 Expressionsvektor in E. ¢o/i (n-terminaler 6xHis —Tag)
pET28-a(+)** 5,4 T7 Expressionsvektor in E. o/ (c-terminaler 6xHis —Tag)
pFastBac™ HTa** | 4,8 Expressionsvektor zu Bacmidgenerierung in Insektenzellen (n-termin. 6xHis —Tag)
pFastBac™ Dual** | 5,2 Expressionsvektor zu Bacmidgenerierung in Insektenzellen (n-termin. 6xHis —Tag)
pCMV-Tag3b**** | 43 Expressionsvektor fiir Foci-Analysen (n-terminaler 6xHis —Tag)

* EMBL, Heidelberg, DE; ** Life Technologies, Carlsbad, USA; *** Merck KGaA, Darmstadt, DE; **** Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,

USA

2.5 Chemikalien und Reagenzien

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Gblichen Chemikalien bei den Firmen AppliChem (Darmstadt), Catl Roth
(Karlsruhe), Sigma Aldrich (Steinheim), Hampton Research (Laguna Hills, USA), Merck (Darmstadt), Life Techno-
logies (Carlsbad, USA) oder Amersham Biosciences (Little Chalfont, UK) in mindestens analytischem Reinheitsgrad

bezogen.
Bezeichnung Hersteller
Borsiure Riedel-de-Haén

Dimethylsulfoxid (DMSO)

destilliertes Wasser
DPBS
Ficoll-Paque PLUS

GeneJuice® Transfection Reagent

HiDi™ Formamide

PBS (x10)

Merck, Darmstadt
DeltaSelekt
PAN-Biotech GmbH
Amersham Biosciences
Merck KGaA

Applied Biosystems
PAA Laboratories
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2.6 Gele, Puffer

2.6.1 SDS-PAGE: Gele und Puffer (kommerziell)

Bezeichnung Hersteller

NuPAGE® Novex® 7 % Tris-Acetat Gel, 1,5 mm, 10 well Life Technologies
Novex® Tris-Acetat SDS Running Buffer Life Technologies
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) Life Technologies
NuPAGE® Transfer Puffer (20X) Life Technologies

2.6.2 SDS-PAGE: Gele und Puffer

Bezeichnung Komponenten

Sammelgel (5 %) 3,4 ml HxO, 830 ul Rotiphorese® Gel 30, 630 ul 1 M Tris-HCL (pH 6.8), 50 pl
10 % SDS, 50 pl 10 % Ammoniumpersulfat, 5 ul TEMED

Trenngel (15 %) 3,4 ml H,O, 7,5 ml Rotiphotese® Gel 30, 3,8 ml 1.5 M Ttis-HCL (pH 8.8), 150
ul 10 % SDS, 150 ul 10 % Ammoniumpersulfat, 6 ul TEMED

Laufpuffer 192 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS, 25 mM Ttis

2.6.3 Native Gele

Bezeichnung Komponenten

TBE-Gel 4-8 % AA:Bis (37,5:1; 30 %), 10 mM MgCl,, 40 ul TEMED, 400 ul 10 % APS,
ad 50 ml dH20

Tris-Glycin-Gel: 4-8% AA:Bis (37,5:1; 30 %), 40 ul TEMED, 400 ul 10 % APS, ad 50 ml Tris-

Glycin MgCl-Puffer

2.6.4 Langenstandards

Bezeichnung Hersteller
100 bp & 1 kb DNA Ladder, NEB
FastRulet™ DNA Ladders, ready-to-use Fermentas
Precision Plus Protein™ Standards, All Blue BioRad

2.6.5 Gel-Ladepuffer

Bezeichnung Hersteller / Komponenten

6x Gel-Ladepuffer Glycerin, Orange G | Carl Roth
6x Gel-Ladepuffer Glycerin, Orange G, | Carl Roth
Xylencyanol -/Bromphenol-blau
Ladepuffer 50 mM Tris-HCL (pH 6,8), 100 mM DTT, 10 % Glycerin, 2 % SDS, 0,1
% Bromphenolblau, Laufpuffer fir denaturierende Gele: 192 mM Glyce-
rin, 25 nM Tris (pH 6.8), 0,1 % SDS

2,5x HSE-Puffer: 4 M Harnstoff, 50 mM Na, EDTA; 50 % (w/v), Saccharose, 0,05 %
(w/v) Bromphenolblau, 0,05 % (w/v) Xylencyanol
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2.6.6 Sonstige Puffer und L6sungen

Bezeichnung

Komponenten

Erythrozyten-Lysispuffer (4°C)
MACS-Puffer (4°C):
Stripping-Puffer (pH2,2)
PBS-T

5 % Milch/PBS-T
SE-Puffer (pH8,0)

TAE

TE-Puffer

TBE

Tris-Glycin MgCly-Puffer
50x 5052

50x M:
1000x Metal-Mix:

Lysispuffer (Co-IP)

155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA)

495,5 ml 1xPBS; 2,0 ml EDTA 0,5 M (2 mM); 2,5 ml FCS (0,5 %)

15 g Glycin; 1 g SDS; 10 ml Tween20; ad 11 dH2O

1x PBS; 0,05 % (v/v) Tween®20

100 ml PBS-T, 5 g Milchpulver

75 mM NaClp; 25 mM Na,EDTA

20 ml Modifiziertes TAE Puffer Konzentrat (50x), 980 ml dH20

10 mM Tris-HCL; 1 mM Na,EDTA

89 mM Tris, 89 mM Borsiure, 2 mM Na,EDTA

14 g Glycin, 3 g Tris, 10 ml 1M MgCl,

25 % Glycerin; 2,5 % Glucose; 10 % Lactose; 50x M: 1,25 M Na,HPOy;
1,25 M KH>POy, 2,5 M NH4Cl, 0,25 M NaySO4

1,25 M NaCl, 1,25 M KH,PO4, 1,25 M NH4H,POy, 0,25 M NaxSO4

50 mM FeCls, 20 mM CaClz, 10 mM MnClp, 10 mM ZnSOy4, 2 mM CoCly, 2
mM CuClz, 2 mM NiCl,, 2 mM Na;MoOs, 2 mM H3BO4, 60 mM HCI

50 mM Tris HCL (pH 7,4); 150 mM NaCL; 1 % X-100 Triton; Proteaseinhi-
bitorcoktail-Tablette, EDTA-free und PhosSTOP-Tablette

initiale Puffer

initialer Lysispuffer (pH 8,0)
initialer Waschpuffer (pH 8,0)
initialer Elutionspuffer (pH 8,0)
Aktapuffer

50 mM Tris-HCL, 250 mM NaCl

50 mM Tris-HCL, 1 M NaCl

50 mM Tris-HCL, 250 mM NaCl, 500 mM Imidazol
50 mMTtis-HCL, 250 mM NaCl

alternative Puffer

Lysispuffer 1 (pH 8,0)
Lysispuffer 2 (pH 8,0)
Lysispuffer 3 (pH 8,0)

Lysispuffer 4 (pH 8,0)

50 mM Tris-HCL, 1 M NaCl

100 mM Tris-HCL , 250 mM NaCl, 1 M Guanidiniumhydrochlorid

50 mM Tris-HCL ), 250 mM NaCl, 0,1 % Tergitol-Typ NP40 Nonyl Phen-
oxypolyetoxylethanol

100 mM Tris-HCL , 1 M NaCl, 0,1 % NP-40, 1 M Guanidiniumhydrochlorid

PH 9.0 Puffer

Lysispuffer (pH 9,0)

Lysispuffer (pH 9,0) A

Waschpuffer (pH 9,0)
Waschpuffer A (pH 9,0)
Elutionspuffer (pH 9,0)
Aktapuffer

50 mM Tris-HCL , 100 mM NaCl, 0,1 % Tergitol-Typ NP40 Nonyl Phenoxy-
polyetoxylethanol

50 mM Tris-HCL 250 mM NaCl, 0,1 % Tergitol-Typ NP40 Nonyl Phenoxy-
polyetoxylethanol

50 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol

50 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol

50 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl, 500 mM Imidazol

20 mM TrisHCL, 150 mM NaCl
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Bezeichnung Komponenten

Phosphatpuffer

Phosphat-Lysispuffer (pH 7,0),
Phosphat-Waschpuffer (pH 7,0),

50 mM Natriumphosphatpuffer, 250 mM KCL, 0,1 % NP-40
50 mM Natriumphosphatpuffer, 1 M KCL

Phosphat Elutionspuffer 50 mM Natriumphosphatpuffer, 250 mM KCIL, 500 mM Imidazol;
(pH 7,0),

Puffer nach Compton et al. 2010
Lysipuffer /Puffer A (pH 7,4)
Waschpuffer (pH 8,0)
Elutionspuffer (pH 8,0)

Aktapuffer (pH 7,4)

10 mM Tris-HCL, 400 mM NaCl, 8 mM BME, 0,5 % NP-40
Puffer A + 30 mM Imidazol, + 5 % Glycerol

Puffer A + 250 mM Imidazol , + 10 % Glycerol;

10 mM Tris-HCL, 400 mM NaCL8 mM BME, 5 % Glycerol;

Variationen nach Compton et al. 2010

Lysipuffer/Waschpuffer (Puffer B)
(PH7.4)

50 mM Tris-HCL 500 mM NaCl, 0,5 mM TCEP, 0,5 NP-40 (Tergitol), 5 mM
Imidazol, 10 % Glycerol, 1 Tablette Proteinase Inhibitor, 2,5 pl DNAse;
Puffer B + 250 mM Imidazol;

50 mM Tris-HCL, 400 mM NaCl, 0,5 mM TCEP, 10 % Glycerol

50 mM Tris-HCL, 200 mM KCL, 5 mM MgCL2, 10 % (w/v) Glycerol

Elutionspuffer
Aktapuffer B (pH 7,4);
Gel-Shift-Assay-Puffer (pH 7,4)

2.7 Pufferscreen: Thermal Shift Assay - alle Puffer [100 mM]

1 2 3 4 5 6

A | citrate Bis-Tris Imidazole Hepes Tris Elutionspuffer
(pH 4,5) (pH 7,0) (pHO,5) (pH 8,0) (pH 8,5) Protein

B | acetate ADA Imidazole HEPES Tris Elutionspuffer
(pH 4,0) (pH 6,5) (pH 8,0) (pHS,5) (pH 9,0) Protein

C | MES ADA Na/K PO4 BICINE TAPS Elutionspuffer
(pH 5,5) (pH 7,0) (pH 6,8) (pH 8,0) (pH 8,0) Protein

D | MES Bis-Ttis propane | Na/K-PO4 BICINE TAPS Elutionspuffer
(pH 6,5) (pH 6,0) (pH 7.5) (pH 8,5) (pH 9,0) Protein

E | Cacodylate Bis-Tris propane | MOPS BICINE Glycylglycine Elutionspuffer
(pH 6,0) PH7) (pH 7,0) (pH 9,0) (pH 8,5) Sypro®Orange

F | Cacodylate PIPES MOPS Tris CHES Elutionspuffer
(pH 6,5) (pH 6,5) (pH 7.5) (pH 7,0) (pH 9,0) Sypro®Orange

G | Bis-Ttis PIPES HEPES Ttis CHES Elutionspuffer
(pH 5,5) (pH 7,0) (pH 7,0) (pH 7.5) (pH 9,5) Sypro®Orange

H | Bis-Tris PIPES HEPES Tris CAPS Elutionspuffer
(pH 6,5) (pH 7.5) (pH 7.5) (pH 8,0) (pH 9,8) Sypro®Orange
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2.8 Farbung
2.8.1 Farbstoffe
Bezeichnung Anwendung Hersteller
Coomassie Brilliant Blue R250 Coomassie-Firbung Thermo Fischer
Ethidiumbromid Durchflusszytometrie Molecular probes
Ethidiumbromid Agarosegele AppliChem
Giemsa-StammlGsung Chromosomenfirbung Carl Roth
Hoechst 33258 Durchflusszytometrie Sigma Aldrich
Hoechst 33342 Durchflusszytometrie Sigma Aldrich
Trypanblau Humane Zellkultur Carl Roth
SYPRO® Orange Thermal Shift Assay Sigma Aldrich
2.8.2 Loésungen fir Farbungen
Firbung Losung Komponenten
Coomassie Firbelosung 0,5 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250,: 20 % (v/v), 50 % (v/v) Etha-
nol, 7 % (v/v) Essigsiure

Entfirbelosung Methanol, 7 % (v/v) Essigsdure
Silber Fixietl6suung 50 % Ethanol, 10 % Essigsiure

Sensitivierungslésung | 0,02 % Na Thiosulfat: 10 mg / 50 ml H20

Firbelosung 0,2 % AgNO3: 100 mg / 50 ml + 37,5 pl Formaldehyd

Entwicklerlsung: 6 % NaCO3: 3 g / 50 ml + 25 pl Formaldehyd
Giemsa Giemsa Losung 5 ml Giemsa (gefiltert), 85 ml dH>O, 10 ml Sérensenpuffer

2.9 Antikorper

Bezeichnung Anwendung Hersteller

CDS8-PE Durchflusszytom. | Miltenyi Biotec
CD4-FITC Durchflusszytom | Miltenyi Biotec
CD14-FITC Durchflusszytom | Miltenyi Biotec
CD15-FITC Durchflusszytom | Miltenyi Biotec
CD19-PE Durchflusszytom Miltenyi Biotec
CD45-APC Durchflusszytom | Miltenyi Biotec

Anti-RAD51C Antibody (ab55728)
Anti-Rad51D antibody (ab117942)
RAD51D (PA116536)

RAD51D (MA116542)
Anti-RAD51L1 Antibody (ab168402)
Anti-XRCC2 antibody (ab137373)
Anti-XRCC2 antibody (GTX100113)
Anti-XRCC3 antibody (ab2368)

Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot

Western Blot

Abcam plc
Abcam plc
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Abcam plc
Abcam plc
GeneTex
Abcam plc
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Bezeichnung Anwendung Hersteller
Anti-XRCC3 antibody (ab58467) Western Blot Abcam plc
6-His [HHHHHH] (Host Mouse) MMS 156P Western Blot Covance

Donkey Anti-Mouse IgG (HRP) (ab98665) Western Blot Abcam plc
Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab97064) Western Blot Abcam plc
Goat Anti-mouse IgG-HRP (sc-2005) Western Blot Santa Cruz
Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab97051) Western Blot Abcam plc
Anti-Nuclear Matrix Protein p84 antibody [SE10] -Nuclear Marker (ab487) | Western Blot Abcam plc
Anti-GAPDH antibody - Loading Control (HRP) (ab9385) Western Blot Abcam plc

Whole Blood CD3 /CD14/CD15/CD19 MicroBeads MACS Miltenyi Biotec
2.10 ,,Kits“ und Untersuchungssysteme

Bezeichnung Hersteller

ABI PRISM Dye Terminator Sequencing Ready Reaction Kit PE Biosystems

Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System Life Technologies

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems

In-Fusion™ Advantage PCR Cloning System

DNA Clean & Concentrator™Kit

Dual-Glo™ Luciferase Assay System

High Pure PCR Template Preparation Kit

Tllustra™ GFX PCR DNA und Gel Band Purification Kit
Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate
Matchmaker™ Mammalian Assay Kit2

Miniprep Kit ,,Nucleospin®Plasmid*

Micro-to-Midi Total RNA Purification System
pecGOLD Total RNA Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit (250)

QIAGEN® Plasmid Maxi Kit (25)

TOPO TA Cloning® Kit

Whole Blood Column Kit®

ZR DNA Sequencing Clean-up Kit™

Clontech

Zymo Research
Promega Corp
Roche Diagnostics
Amersham
Millipore Corp
Clontech
MACHEREY-NAGEL
Life Technologies
PEQLAB
QIAGEN
QIAGEN

Life Technologies
Miltenyi Biotec

Zymo Research
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2.11 Sonstige Materialien

Bezeichnung

Hersteller

Bottle-Top-Filtersystem (Polysulfone)
Faltenfilter (270)

ReaktionsgefiBe (8 ml, 15 ml, 50 ml)
Filter Tips (10ul, 200ul, 1000ul)
Fuchs-Rosenthal Zihlkammer
Etlenmeyerkolben (DURAN®)
Erlenmeyerkolben (Kunststoff)
Handschuhe (nitril, latex)

HiLoad™ 16/60 Superdex™200 pg
Kryoréhrchen

MACS MultiStand

MS-Sdulchen

Neubauer Zihlkammer

Nickel Beats: Protino®Ni IDA Resin
OctoMACS™ Separator
Pasteurpipetten

Parafilm

Petrischalen fiir LB-Platten

Protein A/G plus Agarose (sc-2003)
QuadroMACS™ Separator
ReaktionsgefiBie (500 — 1500 pl)
Serologische Pipetten (Glas, 1 - 20 ml)
Serologische Pipetten (Kunststoff, 1 - 20 ml)
Spritze

Stripes (0,2 ml 8-er PCR-Gefdl3e)
Zellkulturflaschen (50 ml, 200 ml)
Zubehor fiir ABI PRISM 310 Genetic Analyser
6-Well Kulturschalen

96-Well Messplatten (schwarz)

96 PP-PCR-Platte

VIVASPIN2 10.000 MWCO PES
VIVASPIN2 30.000 MWCO PES

Thermo Fisher
Laborbedarf Hartenstein
Greiner Bio-One
StarLab

W. Schreck
DURAN
Thermo Fisher,
Carl Roth,

GE Healthcate
NUNC

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
W. Schreck
MACHEREY-NAGEL
Miltenyi Biotec
Brand

Pechiney
Greiner bio-one
Santa Cruz Biotechnology
Miltenyi Biotec
Eppendorf
Brand

Greiner Bio-One
Brand

Brand

Corning B.V

PE Biosystems
Thermo Fisher
Thermo Fisher
Greiner Bio-One
Sattorius AG
Sartorius AG
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2.12 Gerate

Bezeichnung Modell Hersteller

Autoklav Autoclave Systec V-150 Systec GmbH
Blot-Modul XCell II™ Blot Module SERVA Electrophoresis
Blot-System BlueBlot Wet 100 Tank SERVA Electrophoresis
Brutschrank (humane Zellen) Heraeus
Imaging-System Fluor-Chem® HD2 Alpha Innotech

Durchflusszytometer
Eismaschine
Flassigkulturinkubator

Fluorometer

FPLC Systeme

Gelelektrophoresekammer

Heizblock

Inkubator

Kamera
Kihlsystem
Luminometer
Magnetrithrer
Netzgerite

Photometer

Scanner
pH-Meter
Pipettierhilfe

Real-Time PCR-System
DNA-Sequenzierer
Sterilbank

Sonifikator

MicroChemi

PharosFX™Plus Molecular Imager
BD LSRII

94774

ISF-1-X

Qubit®Fluorometer

ISF-1-W

AKTA Purifier 10

SE260
Gelelektrophorese-Apparatur  (hori-
zontal)

Rotilabo®-Block Heater 250

Type B15

Schwenkinkubator
Schiittelinkubator
Schiittelinkubator

Contax 167 MT

DLK500 FRYKA

Mitras LB 940

P-Class P300-30 NanoPhotometer
NanoDrop ND 1000

Scanjet G2710

Digital-pH-Meter 646
Mikropipetten

Mehrkanalpipetten

Pipetboy

Mx3005P

ABI PRISM 310 Genetic Analyser
LaminAir®HB 2448

Labsonic M Sonifikator

DNR Bio-Imaging Systems
Bio-Rad

BD Biosciences

Ziegra Fismaschinen
Kihner

Life technologies

Kihner

GE Healthcare

AA Hoefer

OWL

Carl Roth

Thermo Fisher
Beckmann

Infors

Janke & Kungel
Yashica

Kaltetechnik Esslingen
Berthold Technologies
Janke & Kungel
BioRad

Implen

Peglab
Hewlett-Packard
Knick

Gilson, Rainin

Brand

Integra Biosciences
Stratagene

Applied Biosystems
Heraceus

B. Braun Biotech, Satorius Group
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Bezeichnung Modell Hersteller
Labsonic®P B. Braun Biotech, Satorius Group

Taumelschiittler REAX 3 REAX 3

Thermocycler TRIO Biometra
iCycler BioRad
S gradient Eppendorf

Transilluminator UV-Tisch Bachofer

Vortexgerit Vortex Genie 2™ Bender Hobein

Waage Analysenwaage MC1 Sartorius

Wasserbad TypB Lauda

Zentrifuge 5415R Eppendorf
5810R Eppendorf
Avanti J-26 XP Beckman Coulter
Kuhlzentrifuge Hettich
Megafuge 1.0 Hereaus
Minifuge RF Heraeus
Picofuge™ Stratagene
Rotilabo®-Mini-Zentrifuge Carl Roth
Tischzentrifuge 5415C Eppendorf
Tischzentrifuge Hettich

Rotor fur Avanti J-26 XP JLA8.1 Beckman Coulter
Ja2550 Beckman Coulter
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2.13 Software, Datenbanken

Bezeichnung Anwendung Quelle
Adobe Photoshop Berechnung der Flicheninhalte unter den sequenzierten | Adobe
Peaks, Erstellen von Abbildungen
CorelDraw  Graphics | Erstellen von Abbildungen Corel
Suite X6
ExPASy - Compute | Kalkulation des isoelektrischen Punkts und Molekular- | Attp:/ [ web.expasy.org/ compute
pl/Mw tool gewicht von Proteinen _pi/)
ENSEMBL! Quelle der Gensequenz und zur Intron-/Exonanalyse | www.ensembl.org
des Genes
ExPASy  Proteomics | Diverse Proteinanalysen www.expasy.ch
Server
FlyBase: Quelle dmRAD51C-Sequenz htip:/ | flybase.org
IBM SPSS  Statistics | statistischen Auswertung der Mammalian Two- und | IBM
21.0 Three-Hybrid Analysen
In-Fusion® Primer | Konzipierung der Klonierungsprimer fir das In- | h##p:// bivinfo.clontech.com/ infu
Design Tool Fusion™ Advantage PCR Cloning System sion/ convertPerPrimersInit.do
In-Fusion® Molar | Berechnung des Vektor-/Insertverhiltnisses fur die In- | A#p:/ [ bivinfo.clontech.com/ infi

Ratio Calculator

GelCapture Acquisition

Software

GeneRunner  Version
3.05

MicrosoftOffice 2010

MBCF Oligo Calculator

MxPro QPCR Software
NCBI BLAST

Primer-Blast

REBASE

SEQUENCHER™

Version 4.5

Quantity One

Fusion™ Advantage PCR Cloning System-Methode
Detektion der Western Blots im DNR MicroChemi
Imager

Definition von Mutationsposition, Kalkulation von Aus-
wirkungen der Nukleinsiureverinderungen auf Protein-
basis, Konzipierung von Primern, Analyse von Enzym-
schnittstellen

Erstellen von Dokumenten, Tabellenkalkulationen, Pra-
sentationen

Charakterisierung von Primern (Schmelztemperatur, G-
C-Gehalt, Linge

Software Steuerung und Detektion Thermal Shift Assay
Analyse von Nukleinsiure-Sequenzen und bestimmen
der Position im humanen Genom

Konzipierung von Oligonukleotidprimern

Analyse von Enzymschnittstellen

Analyse der Sequenzierungsergebnisse

Software fur PharosFX Scanner

sion/ molarRatio.do

DNR Bio-Imaging Systems
Ltd

Softpedia

Microsoft

http:/ | mbef-dfei.harvard.edu/ do
cs/ oligocale.html!

Agilent

http:/ [ blast.ncbi.nlm.nib.gov/ B
last.cgi

http:/ | www.nebi.nlm.nib.gov/ to
ols/ primer-blast/

htp:/ | rebase.neb.com/ cgi-

bin/ reb_get.p!

Gene Codes Corporation

Bio-Rad
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3 Methoden

3.1 Nukleinsaure-basierende Methoden

3.1.1 Isolation von gDNA aus Vollblut

Das Blut wurde mit dem dreifachen des Volumens an Erythrozyten-Lysispuffer (4 °C) gemischt und bis
zur vollstindigen Lyse der Zellen, etwa 15 min, auf Eis inkubiert (ca. alle 5 min schwenken und tiberpri-
fen). Nach einer Zentrifugation (10 min, 700 g, RT) wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 5-10 ml
Lysispuffer durch Vortexen resuspendiert und die Suspension erneut abzentrifugiert (10 min, 700 g, RT).
Ein weiterer Waschschritt folgte. Nach Resuspendierung des Pellets in 5 ml SE-Puffer (Vortexer) wurden
130 ul Proteinase K (10 mg/ml) und 250 pl 20 % SDS dazu pipettiert und der Ansatz gut gemischt. Der
Verdau erfolgte wahlweise bei 55 °C (fiir 3 h) oder 37 °C (iber Nacht). Im nichsten Schritt wurden 2,5 ml
SE-Puffer und 2 ml 6 M NaCl zugegeben und der Ansatz fiir ca. 20 sec gevortext. Nach einer Zentrifuga-
tion (15 min, 2700 g, RT) wurde der Uberstand in ein frisches Zentrifugationsréhrchen tiberfithrt und die
DNA mit einem zweifachen Volumen an 100 % Ethanol gefillt. Sie wurde mit einer gebogenen Pasteur-
pipette aus der Lésung gezogen, kurz in 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 — 600 ul dH2O
am Drehrad iiber Nacht gelgst. Die DNA wurde wahlweise bei +4 °C oder -20 °C gelagert.

3.1.2 Isolation von gDNA aus Zellkulturen

Die Zellsuspension wurde in ein Zentrifugationsrohrchen tiberfithrt und bei 110 g (10 min, RT) pelletiert.
Der Uberstand wurde verwotfen und die Zellen mit 5 ml 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden sie in
850 ul SE-Puffer aufgenommen und mit 150 ul Proteinase K (10 mg/ml) sowie 25 ul 20 % SDS versetzt.
Der Verdau etfolgte bei 37 °C tiber Nacht. Nach Zugabe von 400 pl 6 M NaCl wurde der Ansatz gevor-

text. Alle weiteren Schritte erfolgten, wie unter 3.7.7 Isolation von gDNA ans 1V ollblut beschrieben.

3.1.3 Isolation von gDNA aus MACS-separierten Zelllinien
Die Isolation aus geringen Mengen an Zellen, wie die durch MACS-Sortierung (3.6.2) gewonnenen CD37-,
CD14*-, CD15%- und CD19*-Zellen aus Vollblut, erfolgte mit dews High Pure PCR Template Preparation Kit

von Roche nach Herstellerangaben.

3.1.4 Isolation von RNA
Die Isolation von RNA zur cDNA-Synthese erfolgte mit dem pecGOLD Total RNA Kit (PEQLAB) bzw.
mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics) nach Herstellerangaben.
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3.1.5 Allelstabilisierung mit Cyclohexamid

Auf Grund von Mutationen kann es zur Instabilitit von RNA und somit von Allelen kommen. Die Stabi-
lisierung von betroffenen Allelen wurde mittels Cyclohexamid forciert. Hierfiir wurde die Kultur 4 Stun-
den vor der Zellernte fir eine spitere RNA Isolation (3.1.4) mit 5 mg/ml Cyclohexamid (Roche, Mann-

heim) versetzt. Die Ernte erfolgte wie unter 3.3.7.7.3 Kultiviernng und Ernte von Zellen beschrieben.

3.1.6 cDNA-Synthese

Die Reverse Transkriptase (hier SuperScript II) synthetisiert ausgehend von einem mRNA-
Matrizenstrang einen komplementiren DNA-Strang. Die Synthese geht von dem fiir die mRNA spezifi-
schen Poly-A-Schwanz aus, an dem die Oligo(dT)-Primer binden. Am Ende der Reaktion lag ein DNA-
RNA-Hybrid vor. Wihrend der mRNA-Isolation wurden folgende Ansitze vorbereitet:

wit 10ul mRINA: mit 201l mRINA:
12 ul dH20 2 ul dH0
2 ul Oligo(dT) 2 ul Oligo(dT)

Die RNA wurde sofort nach ihrer Isolierung entsprechend zupipettiert und die Ansitze im Cycler inku-
biert (10 min 70 °C). AnschlieBend wurde beiden Ansitzen (auf Eis) je 8 ul First Strand Puffer, 4 pl 0,1
M DTT und 2 pl 10 mM dNTP’s zugegeben. Nach einer weiteren Inkubation (2 min, 42 °C) wurden je
1,8 ul SuperScript II auf dem Heizblock zupipettiert. Weitere Inkubationsphasen von 50 min bei 42 °C
und 10 min bei 70 °C sowie eine anschlieBende Abkithlung auf 4 °C schlossen die Synthese ab. Die Lage-
rung des Produktes erfolgt bei 4 °C.

3.1.7 Quantifizierung von DNA

Die Konzentrationen und Reinheiten von DNA-Ldsungen wurden photometrisch mit einem P-Class
P300-30 NanoPhotometer (Implen GmbH, Miinchen) bestimmt. Uber den bei einer Extinktion von
260 nm gemessenen Wert wurde automatisch die entsprechende DNA-Konzentration bestimmt. Die
Reinheit der DNA wurde tber das Verhiltnis der Absorptionen bei 260 und 280 nm bestimmt. Dieser
Wert lag in der Regel bei 1,7 - 2,0, was einer reinen Isolierung entspricht. Fiir die Bestimmung niedriger

DNA-Konzentrationen wurde ein Qubit®Fluorometer-System (Life technologies) verwendet.

3.1.8 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Zusammensetzung der Reaktionsansitze und die Reaktionsbedingungen der PCRs vatiierten je nach
verwendeter Polymerase und wurden nach Empfehlung des Herstellers angepasst. Die entsprechenden
Annealingtemperaturen der Primer wurden mit dem Oligo Calculator berechnet. Zur Amplifikation wur-
den die Polymerasen Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, Bio-X-ACT™, Platinum® Tag DNA
Polymerase sowie eine im Haus hergestellte Taq-Polymerase verwendet. Die PCR-Produkte wurden auf

Agarosegelen tberprift.
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3.2 Mutagenese

Diese Methode eignet sich zur Einfithrung von Mutationen in ein in einem Vektor integrierten Gen. Mit
Hilfe dieser Sequenzidnderung auf Nukleinsdurebasis kann die Auswirkung einer Mutation auf die Funkti-
onalitit des resultierenden Proteins untersucht werden. Uber spezifisch konzipierte Primer wurden mittels
PCR (3.1.8) Verinderungen (Deletionen, Insertionen, Basensubstitutionen) in ein Gen eingefiihrt. Die
hierfir verwendeten Primer sind unter Anhang I: Primer fiir Mutagenesen der RADS51C und RADS51D 1 ekto-

ren gelistet.

3.2.1 Einschritt-Mutagenese (QuickChange Site-Directed Mutagenese: QCM)

Diese Methode ist limitiert fiir Primerpaare mit 25-45 Basen Linge und einer Schmelztemperatur (Th)
nicht unter 78 °C. Bei lingeren Primern sinkt die Mutagenese-Effizienz durch die Ausbildung von Primer-
Dimeren. Mutationen die mehr als fiinf Basen umfassen, werden tiber mehrere PCRs eingeftigt. Die An-

nealingtemperatur der Mutagenese-PCR ist ein fester, nicht oligospezifischer Parameter!

Pipettierschema: Reaktionsbedingungen:
Reagenz Menge Temperatur Zeit Zyklen
10X PfuUltra HF Reaction Buffer AD 5 95°C 30 sek
50-200 ng Template (Plasmid) 1 55°C 60 sek
10 pmol Primer forward 1 68 °C 2-fache Plasmid- 16

linge (kb) in min

10 pmol Primer reverse 1 68 °C 7 min 1
dNTP-Mix (0,2 mM/dNTP) 1 4°C Pause 1
dH20 ad 49

nach diesem Schritt wurde der erdau angeschlossen oder die Reaktion bei 4 °C aufbewahrt
h di Schri de der Dpnl Verd geschl det die Reaktion bei 4 °C aufbewah

3.2.2 Zweischritt-Mutagenese

Die Mutagenese erfolgte hier in zwei Schritten. Zunichst wurden zwei separate Extensions-Reaktionen in
separaten Eppendorfgefillen angesetzt, eine mit dem Forwardprimer und eine mit dem Reverseprimer
(Schritt 1). AnschlieSend wurden beide Reaktionsansitze gemischt und eine Standard-QCM durchgefiihrt
(Schritt 2).

Erster Schritt: Pipettierschema (pro Primer ein Ansatz): Reaktionsbedingungen:
Reagent Menge (ul Temperatur Zeit Zyklen
10X PfuUltra HF Reaction Buffer AD 5 95°C 30 sek
50 -200 ng Template (Plasmid) 2 55°C 60 sek
10 pmol Primer 1 68 °C 2-fache  Plasmid- 4

linge (kb) in min

dNTP-Mix (0,2 mM/dNTP) 1 4°C Pause 1
dH20 ad 49

(nach dem zweiten Schritt wurde der Dpnl Verdau angeschlossen oder die Reaktion bei 4 °C aufbewahrt)
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3.2.3 Der Dpnl-Verdau

Der Verdau diente zum Abbau des Ausgangsplasmids, das auf Grund seiner Generation in Bakterien eine
spezifische Methylierung aufwies. Fir den Dpnl-Verdau wurden 10 U Dpnl zu der Reaktion zugeben und
fur 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transformation in OneShotTop10 (3.3.3.2) mit dem

mutierten Plasmid.

3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Analysen wurden 1-1,5%ige (w/v) TBE- bzw. TAE-Ethidiumbromidgele verwendet. Als Lade-
puffer diente 2,5x HSE-Puffer (2 ul/5 pl Probe) und als GroBenstandards 5 pl eines Markers von NEB
bzw. Fermentas. Die Auftrennung erfolgte bei 150 V. Die DNA wurde auf einem Transilluminator detek-

tiert und fotografiert

3.2.5 ExoSAP-Verdau — enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte

Das hydrolytische Enzymgemisch ExoSAP-IT (Affymetrix) beinhaltet eine Kombination aus Exonuclease 1
und Shrimp Alkaline Phosphatase, Recombinante (tSAP). Auf dieser Basis wurden dNTPs (tSAP) und
Oligoprimer (Exonuclease 1) aus dem PCR-Gemisch entfernt. Dies erfolgte nach Herstellerangaben. Die

gesamten Ansitze wurden anschlieBend fiir die Sequenzierung eingesetzt (3.2.6).

Ansatz: 0,5 ul ExoSAP, 2 - 6,5 pul PCR Produkt, add 7,0 ul dH20

3.2.6 Sequenzierung nach Sanger

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der durch den britischen Biochemiker Sanger entwickelten Dides-
oxy-Methode, die auch als Kettenabbruch-Methode bezeichnet wird (Sanger et al. 1977). Fir die Sequen-
zierung der DNA wurde das ABI PRISM Dye Terminator Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystems, Lan-
gen, DE) verwendet. Als Template fiir die Reaktionen wurden die mit ExoSAP (3.2.) aufgereinigten PCR-
Produkte verwendet. Des Weiteren wurden Vektoren nach der Plasmidpriparation (3.3.3.5) mit dieser
Methode iiberpriift. Die Aufreinigung des Reaktionsgemisch erfolgte mit dem ZR DIN.A Sequencing Clean-
up Kif™ (Zymo Research Freiburg, DE) nach Herstellerangaben. Die Proben wurden mit 20 ul HiDi™
Formamid von der Siule gelst und anschlieBend in einem Sequenziergerit (ABI Prism 310 Genetic-
Analyser) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Wihrend der Auftrennung wurden die Fluorochrome mittels
Laser angeregt. Das spezifisch emittierte Licht wurde detektiert und ein Chromatogramm erstellt, welches

mit Hilfe des Programmes SEQUENCHER™ Version 4.5 (Demoversion) ausgewertet wurde.
Sequenzieransatz (PCR Produkte): Exo SAP-Verdau, 2 pl Sequenzierpuffer, 1 pl Primer, 1 ul BigDye™Mix;
Sequenzieransatz (Plasmide): 0,3 pg/pl Plasmid, 2 pl Sequenzier Puffer, 1 ul Primer, 1 pl BigDye™Mix, ad 10 ul dHO
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3.2.7 Codon-Optimierung von RAD51C fiir die Expression in Bakterien

Um fiir die Expression des humanen RAD51C Proteins in E. co/-Stimmen giinstige Voraussetzungen zu
schaffen, wurde fiir das humane RAD57C Gen eine Codon-Optimierung (GENEArt, Regensburg)
durchgefiihrt. Zur Erreichung einer hohen Stabilitit wihrend der Expression wurden im Rahmen der
Synthese cis-regulatorische Sequenzmotive, wie interne TATA-Boxen, chi-Sites und ribosomale Entry
Sites, AT- oder CG-reiche Sequenzen, RNA-Instabilititsmotive, Repeat-Sequenzen und RNA Sekun-
dirstrukturen sowie (kryptische) SpleiBdonor- und -akzeptorstellen héherer Eukaryonten, vermieden. Die
optimierte Nukleinsduresequenz wurde im pMA-T-Vektor geliefert und fiir die weitere Nutzung iiber
Infusion-Klonierung in die entsprechenden Vektoren umkloniert (Anhang I: Sequenz: E. coli-Codon-

optimierte Sequenz des humanen RAD51C in pMA-T; Primer fir Codon-optimiertes hRAD51C).

3.2.8 Hybridisierung von DNA-Strukturen

Um Ausgangsmaterial fiir die DNA-Bindungsstudien iiber das Electrophoretic Mobility Shift Assay
(3.5.6.) zu generieren, wurden verschiedene DNA-Strukturen aus einzelnen Oligonukleotiden annealt.
Hierfiir wurde ein 25 pl Reaktionsansatz pipettiert (1,25 pl je Oligonukleotid Ausgangskonzentration 100
uM, auf 25 pl mit TE-Puffer pH 8,0 aufgefillt). Durch Erhitzen des Ansatzes auf 85 °C (10 min) wurden
alle moglicherweise vorliegenden Sekundirstrukturen der Oligonukleotide aufgeschmolzen. Das Annealen
erfolgte wihrend des langsamen Abkiihlens auf Raumtemperatur (iber Nacht im abgeschalteten Heiz-
block). Jeweils einer der verwendeten Oligonukleotide war mit CY3 markiert. Die fiir die verschiedenen
DNA-Strukturen verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang I unter Primer zur Generierung von DINA-
Strukturen fiir DNA- Bindungsstudien gelistet. Die Uberpriifung der Reinheit der generierten DNA-

Strukturen erfolgte auf einem 10-prozentigen nativen Gel (3.5.73) mittels Silberfirbung (3.5.7.4).

Zur Generierung der Strukturen wurden folgende Oligo-Kombinationen verwendet:

Struktur | Oligo

Einzelstrang Hef_Top 3’-Cy3

3’-Uberhang Hef_bottom_5’-Cy3 + Hef Top 5-15
5-Uberhang Hef_Top 3’-Cy3 + Hef_bot 3’-15
Open Fork Hef_Top 3’-Cy3 + Hef_bot
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3.3 Zellkultur

3.3.1 Zellkultur-Eukaryonten
3.3.1.1 Kultur humaner Zellen

3.3.1.1.1 Verwendete Zelllinien
Im Rahmen der Studien wurden HelLa- (Wu et al. 2008) und HEK 293- (Thomas and Smart
2005) Zellen verwendet.

3.3.1.1.2 Auftauen der Zellen
Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellaliquots in einem Wasserbad bei 37 °C erwirmt und in eine
Zellkulturflasche mit 8 ml Zellkulturmedium tberfihrt. Um das DMSO des Einfriermediums zu entfer-

nen, wurde bei Fibroblasten nach Anheftung der Zellen das Medium gewechselt.

3.3.1.1.3 Kultivierung und Ernte von Zellen

Die Kultivierung adhirenter Zellen erfolgte in MEM-Medium (+ 16 % FCS). Der Mediumwechsel fand
alle 3-4 Tage statt. Zum Teilen bzw. zum Uberfithren der Fibroblasten wurden diese kurz mit 6 ml 1x
PBS gewaschen und mit ca. 5 ml 1x PBS + 10 % Trypsin/EDTA vom Zellkulturflaschenboden geldst.
Nach Trypsinisierung (ca. 10 min, 37 °C) wurde die Reaktion mit 1 ml Medium gestoppt und die Zellen
durch forciertes Auf- und Abpipettieren separiert. Je nach weiterer Verwendung wurde die Zellsuspensi-
on mit frischem Medium in neue Zellkulturflaschen tiberfiihrt oder fir die anschlieBende Weiterverarbei-
tung (3.1.4, 3.1.6, 3.3.1.1.4) pelletiert (10 min, 110 g, RT). Das Pellet wurde mit 5 ml 1x PBS gewaschen
(10 min, 110 g, RT). Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer.
Nichtadhirente Kulturen (B-LCL) wurden in RPMI-Medium (+ 16 % FCS) kultiviert und bis auf das

Ablésen mit Trypsin ebenso behandelt.

3.3.1.1.4 Einfrieren der Zellen

Zur dauerhaften Aufbewahrung der Zellen wurden diese wie unter 3.3.7.7.3 Kultivierung und Ernte von Zel-
len beschrieben geerntet und das Zellpellet in 3 ml Einfriermedium resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde aliquotiert, in Kryoréhrchen in einer mit Isopropanol gefillten Einfrierboxen langsam auf -80 °C

temperiert und am nichsten Tag in flissigen Stickstoff tiberfiihrt.
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3.3.1.2 Kultur von Insektenzellen

Fir die Expression von RAD51C im Insektenzellsystem wurden verschiedene Suspensions-Zelllinien
verwendet (59, Sf21, High Five™ (Tn5)). Die Sf9- und Sf21-Linien wurden aus IPLBSF-21 generiert,
welche aus pupalen Ovarialzellen von Spodoptera frugiperda stammen (O'Reilly et al. 1992; Vaughn et al.
1977). Die aus den Ovarialzellen von Trichoplusia ni stammende High Five™ Zelllinie (H5) wurde von the
Boyce Thompson am Institute for Plant Research, Ithaca, NY, USA entwickelt (Davis et al. 1992;
Wickham et al. 1992). Eine virale Transfektion der Zellen erfolgte in ihrer logarithmischen Wachstums-

phase (Verdopplungszeit der Zelllinien: Sf9: 72 h; S£21: 24h, H5: 18 h).

3.3.1.2.1 Auftauen, Kultur und Ernte von Insektenzellen

Die Zellen wurden direkt aus dem flissigen Stickstoff in ein 27 °C Wasserbad tiberfithrt, aufgetaut, in 10
ml EX-Cell (TM) 420 w/L-glut-Medium (RT) aufgenommen und pelletiert (4 min, 250 g, 4 °C). Anschlie-
BBend wurde das Pellet in 10 ml frischem Medium in einem neuen Reaktionsgefil3 resuspendiert. Nach
funfminitiger Inkubation erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (4 min, 250 g, 4 °C). Die pelletierten
Zellen wurden in 15 ml frischem Medium (27 °C) resuspendiert und in einen Kunststoff-
Erlenmeyerkolben mit luftdurchlissigen Filterdeckeln in einem Inkubator kultiviert (27 °C, schittelnd
(112 tpm). Zuvor wurde die Zellzahl auf 0,5 x10 ¢ Zellen/ml eingestellt. Die Dichte der Zellen wurde
taglich bestimmt (Neubauer Zihlkammer) und die Kulturen in entsprechenden Abstinden geteilt. Die

Ernte der Zellen erfolgte in ihrer Log-Phase durch Zentrifugation (4 min, 250 g).

3.3.1.2.2 Einfrieren von Insektenzellen

Zum Einfrieren der Zellen lag die Zellsuspensionsdichte in der oberen Log-Phasengrenze (2-2,5x100
Zellen/ml). Die aus 100 ml Suspension pelletierten Zellen (4 min, 250 g, RT) wurden in Einfriermedium
resuspendiert und aliquotiert (a 1ml), bei - 80 °C tUber Nacht eingefroren und am nichsten Tag zur Lang-

zeitkonservierung in Stickstoff tiberfthrt.
3.3.2 Gentransfer in Eukaryonten

3.3.2.1 Transfektion von humanen Zelllinien
Die Transfektion wurde fur die Mammalian-Two-/Three-Hybrid-Versuche an Hel.a-Zellen und fir die
Co-Immunoprizipitationen an HEK 293 Zellen durchgefiihrt. Die eingesetzten Plasmidkonzentrationen

sind in Tabelle 3 a/b aufgelistet.

3.3.2.2 Transfektion mit GeneJuice Transfection Reagent®

Fur die Mammalian Two-/Three-Hybrid Versuche wurden 24 h vor der Transfektion 1x105 HelLa Zellen
in 6-well-Platten eingesit und in je 3 ml MEM + 10 % FCS bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach 24 h
wurden die zu 40-80 % konfluenten Zellpopulationen transfiziert. Die pro Versuch mindestens dreimal

durchgefiihrten Transfektionen erfolgten in einem Gesamtvolumen von je 100 ul als Dreifachansatz. Zu
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temperiertem (RT) MEM-Medium (-FCS) wurden 1,95 ul (fir M2H-Analysen) bzw. 2,7 pl (fir M3H-
Analysen) Gene Juice Transfection Reagent® gegeben und die Transfektion nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Nach einer Inkubation von 3-5 h (37 °C, 5 % CO») wurde das Medium durch 3 ml frisches
MEM + 10 % FCS ersetzt. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte fiir 48 h im Brutschrank. Fir die
Co-Immunoprizipitationen von Proteinen aus HEK 293 Zellen (3.5.1) wurden 3,5 x10¢ Zellen in 75 cm?
Flaschen eingesit. Die Mengen von Plasmid-DNA, sowie Medium fiir die Transfektionen wurden ent-

sprechend, 3 pl GeneJuice Transfection Reagent® zu 1 ng DNA, hochskaliert.

Tab. 3a/b: Mengen der transfizierten Plasmid-DNA fiir Mammalian Two-/Three-Hybrid und Co-Immunoprizipitationen.

a) Mammalian Two-| Three-Hybrid Analysen: b) Co-Immunaprazipitationen:

Plasmid [ug] Plasmid [ng] Plasmid | [ng]
pM* 0,25 pM-/pVP16XRCC2 0,25 pCMV-Tag3B RAD51%* | 1,1
pVP16" 0,25 pCMV-Tag3B RAD51** | 0,25 pCMV-Tag3B RAD51B** | 1,1
pMFANCA™ 0,25 pCMV-Tag3B RAD51B™* | 0,25 pCMV-Tag3B RAD51C** | 1,1
pMFANCG™ 0,25 pCMV-Tag3B RAD51C™ | 0,25 pCMV-Tag3B XRCC2#++ | 1,1
pM-/pVP16RAD5IB | 0,25 pCMV-Tag3B XRCC2™ | 0,25 pCMV-Tag3B XRCC3#+ | 1,1
pM-/pVP16RAD51C | 0,25 pCMV-Tag3B XRCC3™ | 0,25

pM-/pVP16RAD51D | 0,25 pRL-null*** 0,10

pM-/pVP16XRCC2 0,25 pGL4.317 0,05

* Clontech Laboratories INC, Mountain View, USA; ** bereitgestellt von J.de Winter, Niedetlande; *** generiert von A. Sobeck;

*#+% Promege Corp.; Madison, USA

3.3.2.3 Virale Transfektion von Insektenzelllinien als Grundlage zur Herstellung von
Proteinen fiir die DNA-Bindungsstudien

Zur Generierung von rekombinanten Viren und zur Infektion von Insektenzellen wurde das Bae-fo-Bac®

Baculovirus Excpression System (Life Technologies) verwendet. Bei den verwendeten Transfektions-Vektoren

handelte es sich um pFASTBac HTa (Finzelexpression hRAD51C, Co-Expression RAD51C und XRCC3

auf separaten Vektoren) und um den pFASTBac™Dual-Vektor (Co-Expression von RAD15C und

XRCC3). Fir die Klonierung der Gene in die Vektoren wurden folgende Schnittstellen verwendet:

Vektor | Gen | Schnittstelle
pFASTBac HTa RADS51C Ncol/Xhol
pFASTBac HTa XRCC3 Ncol/Xhol
pFASTBac™Dual RAD51C EcoRI/HindIII
pFASTBac™Dual XRCC3 Xhol/Kpnl

Die fir die Infusion-Klonierung (3.4.) verwendeten Primer sind unter Awhang 1: Primer fiir die Infusion Kio-
nierung hRADSTC - virale Infektion, Primer fiir die Infusion Kloniernng XRCC3 - virale Infektion und Primer fiir In-
Fusion-Umbkloniernng bBRADS51C (aus pFastBacHTa-mit inkl. His-Tag downstream of PH Promotor) und hXRCC3
(downstream p10 Promotor) in pFastBac-Dual verzeichnet. Die Virusgenerierung in Sf9 Zellen, sowie die virale
Transfektion der Insektenzellen (Sf9/Sf21/H5) erfolgten nach Herstellerangaben. Die Virusmengen vati-
ierten zwischen 1-4 %. Fir die Versuche wurden Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase verwen-
det (3.3.1.2.1). Alternativ wurden Virusgenerierung und Transfektion fiir die Co-Expressionen von

RAD51C und XRCC3 auch auller Haus gegeben (Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung GmbH,
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Braunschweig). Dafir wurden die Vektoren pFastBac HTa-RADS51C, pFastBac HTa-XRCC3 und
pFASTBac™Dual-RAD51C-XRCC3 von uns generiert. Die Zellpellets wurden auf Trockeneis geliefert
und im Haus aufgearbeitet (3.5.3.7).

3.3.3 Zellkultur —Prokaryonten

3.3.3.1 Transformation, Bakterienkultur und Plasmidpraparation fir Mutagenesen

und fur im Mammalian Two-/Three-Hybrid verwendete Plasmide
Die Generierung von Plasmid-DNA fiir die Transfektionen eukaryotischer Zellen erfolgte in verschiede-
nen chemo-kompetenten E. co/-Stimmen (2.1.1). Ihre Kultivierung erfolgte in LB-Medium bzw. auf LB-

Agaroseplatten bei 37 °C mit entsprechendem Antibiotikazusatz.

3.3.3.2 Transformation von E. coli zur Plasmid-DNA-Gewinnung

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden die E. /i -Stimme One Shot® TOP 10 Chemically Compe-
tent E. coli (Life Technologies, Carlsbad, USA) und XL10 Gold® Ultracompetent Cells (Agilent Techno-
logies, Inc.Santa Clara, USA) verwendet. Die Transformation erfolgte nach Herstellerangaben. LB-Agar-

Selektionsplatten (37 °C) dienten zur Selektion.

3.3.3.3 Transformation von E. coli zur Protein- und Bacmidgewinnung

Zur Gewinnung von Protein wurden verschiedene E. coli-Stimme verwendet (ArcticExpress Competent
Cells, BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL Competent Cells, BL21 Star™ (DE3)pLysS One Shot® Chemically
Competent, Rosetta™ (DE3) Competent Cells und MAX Efficiency® DH10Bac™ Competent Cells).
Fir die Generierung der Bacmide zur Herstellung von Viren fiir die Insektenzelltransfektionen wurden
MAX Efficiency® DH10Bac™ Competent Cells verwendet. Die Transformation etfolgte hierbei fiir alle
E. coli-Stimme auf die gleiche Art und Weise. Jeweils 50 pl der Bakterienkultur wurden mit 5 pl des Plas-
mides (ca. 1pg/pl) versetzt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (60 s, 42 °C) und
ciner erneuten Inkubation (2 min auf Eis) wurden die Ansitze schiittelnd inkubiert (1 h, 38 °C). Nach
dieser Zeit erfolgte das Ausplattieren auf LB-Agar-Selektionsplatten, die mit entsprechenden Antibiotika

(Ampicillin, Kanamycin, Chloramphenicol, Gentamycin, Tetracyclin) versetzt waren.

3.3.3.4 Einsatz von Antibiotika zur Selektion

Antibiotika wurden fiir die Selektion von Bakterien in Suspension oder auf Agaroseplatten verwendet. Fiir
die Selektionsplatten zur Bacmidgenerierung wurde zusitzlich noch IPTG und X-Gal in die Ansitze ge-
geben. Die auf den Selektionsagarplatten tiberlebenden Klone wurden zum Animpfen von Kulturen zur
Proteingewinnung in Bakterien bzw. fiir die Bacmidgewinnung zur spiteren viralen Transfektion (3.3.2.3)

verwendet.
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3.3.3.5 Analytische Plasmidisolation

Die Plasmidpriparation basierte auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. Fiir die Priparation von kleineren
Mengen Plasmid wurde das QIAprep® Spin Miniprep Kit (250) von QIAGEN verwendet. Die Priparati-
on erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Probe wurde mit 50 ul dH,O der Siule eluiert. Uber Sang-
ersequenzierung (3.2.6) wurde das extrahierte Plasmid mit Hilfe spezifischer Primer auf seine Richtigkeit

tberprift.

3.3.3.6 Praparative Plasmidisolation

Zum Erreichen einer héheren Plasmidausbeute wurde eine Priparation mit dem QIAGEN® Plasmid
Maxi Kit von QIAGEN durchgefiihrt. Die Priparation erfolgte nach Angaben des Herstellers. Nach
Trocknung des Pellets wurde dieses in dH>O gel6st und das Plasmid auf eine Konzentration von ca. 1

ug/ul eingestellt. Eine Uberpriifung der Plasmidsequenz erfolgte via Sangersequenzierung (3.2.6).

3.3.3.7 Bacmidpraparation

Die Priparation erfolgte mit Puffern des Plasmid Miniprep Kit ,,Nucleospin®Plasmid* (Macherey - Nagel,
Diren, DE). Am Vortag wurden 5 ml LB-Medium mit den weilen Kolonien der Transformation von
pFastBac™ TOPO® in DH10Bac™ E. coli angeimpft und bei 37°C tber Nacht inkubiert. Zusitzlich
wurden den Kulturen Selektionsantibiotika (Kanamycin: 50 pg/ml, Tetracyclin: 10 pg/ml, Gentamycin: 7
ug/ml) zugefugt. Am nichsten Tag erfolgte die Ernte der Baktetrien (10 min, 4.000 rpm, RT). Das Pellet
wurde in 250 ul Puffer Al aufgenommen und in ein frisches 1,5 ml Eppendorfgefil iiberfithrt. Nach der
Zugabe von 250 pl Puffer A2 (6-8-mal invertieren) erfolgte ein Inkubationsschritt (5 min). AnschlieBend
wurden 300 pl Puffer A3 zugegeben, der Ansatz 6-8-mal invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die festen
Bestandteile wurden pelletiert (15.000 g, 10 min, 4 °C), der Uberstand in ein frisches Eppendorfgefil3
tberfithrt und vorsichtig mit 800 pl vorgelegtem Isopropanol vermischt. Nach einer weiteren Inkubation
(10 min auf Eis) wurden die Proben zentrifugiert (15.000 g, 15 min, 4 °C) und das Pellet mit 500 pl 70 %
EtOH gewaschen (Zentrifugation: 15.000 g, 5 min, 4 °C). Das Bacmid wurde nach Abnahme des Uber-
standes im Heizblock bei 32 °C getrocknet und in 30-50 ul TE-Puffer (pH 8,0) geldst.

= Kontroll PCR (50 ul Ansatz): Programm:

Reagenz 1 Ansatz pl | Endkonzentration Temperatur | Zeit Zyklen
10x Tag Puffer | 5,0 1x 93 °C 3 min

(+KCL, -MgCly)

MgCL; (25 mM) 6,0 3 mM 91 °C 45 sek
dNTP-Mix (10 mM) 1,0 200 puM (je INTP) 53°C 45 sek 35
PUC18 for (20 mM) 1,0 0,4 uM 72°C 5 min 1
PUCI18 rev (20 mM) 1,0 0,4 uM 72°C 7 min 1
Taq 0,5 2,5 Units 4°C Pause
Template 0,5

dH0O 35,0
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3.4 Klonierungen
Die Klonierung stellt eine weit verbreitete molekularbiologische Methode dar, bei der ein bestimmtes
DNA-Fragment in einen Vektor eingebracht wird, um den entstandenen Vektor spiter in einem geeigne-

ten Wirtssystem zu vermehren.

3.4.1 Herkémmliche Klonierung flir das Mammalian Two-/Three-Hybridsystem
(Klonierung Uber Restriktions-Schnittstellen)

Die Klonierung iiber enzymatischen Verdau von Plasmiden (Backbone) und Insert und deren anschlieSen-

de Ligation stellt eine vielbewihrte Klonierungsmethode dar. Sie wurde zur Generierung der pM-/und

pVP16-Vektoren fiir die Mammalian Two-/Three-Hybrid-Analysen verwendet. Als Basisvektoren dienten

Vektoren des Matchmaker™ Mammalian Assay Kit 2 von Clontech (Clontech Laboratories Inc. Moun-

tain View, USA).

Um die spitere korrekte Entstehung eines Fusionsproteins zu gewihrleisten, war bei der Klonierung zu
beachten, dass das Gen im Leseraster der Proteinbindungs- bzw. Aktivierungsdomine (BD/AD) integtiert
wurde. An die in den Vektor zu inserierende Template-DNA wurden tiber Primer entsprechende Schnitt-
stellen angefiigt und das Startcodon des Genes (ATG) durch Leucin (CTG) ersetzt. Zusitzliche Nukleoti-
de vor den Enzymschnittstellensequenzen etleichterten den Enzymen das Anlagern und Schneiden. (Pri-
mer fir Klonierung in die Vektoren pM und pVP16 / Anhang I: Primer fur herkdmmliche Klonierung)
Die PCRs, zur Amplifizierung der zu integrierenden Gene, erfolgten zum einen an cDNA (pM-
/pVP16RAD51C-mut Vektoren) und zum anderen an vorhandenen Vektoren (restliche pM/pVP16-
Vektoren /Anbang I).

3.4.1.1 Restriktionsverdau

Um die amplifizierten Gene mit den entsprechenden Vektoren ligieren zu kénnen, mussten diese zuvor —
wie auch die Vektoren (pM, pVP16) — mit den entsprechenden Restriktionsenzymen bei 37 °C fir 1 h
verdaut werden (jeweilige Enzyme, und Puffer siche Tab. 4). Des Weiteren wurde dem Restriktionsansatz
des Vektors zusitzlich 1 ul CIP zugesetzt, um die entstehenden Enden zu dephosphorylieren. Dies ver-

hinderte die Bildung von Religanden wihrend der Ligation (3.4.7.2).

(Ansatz fir Verdau (20 pl): 6 pl aufgereinigtes PCR-Produkt; 2,0 ul Puffer; 2,0 pl 10x BSA; sowie je 0,5 ul Restriktionsenzym; ad 20 pl dH20)

Der Erfolg des Restriktionsverdaus der Plasmide wurde mittels Gelelektrophorese tiberpriift und die ver-
dauten PCR-Produkte mit Hilfe des DNA Clean & Concentrator™Kit (Zymo Research) entsalzt sowie

ankonzentriert.
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Tab. 4: verwendete Restriktionsenzyme und Bedingungen fiir den Verdau

Gen Vektor Enzym 1 | Enzym 2 | Puffer/BSA | Temp. °C
RAD51B | pM/pVP16 | EcoRI HindIII 3/ja 37
RAD51C | pM/pVP16 | EcoRI Pstl 3/ja 37
RAD51C | pETM-11 EcoRI Xhol 1/ja 37
RAD51C | pBADM-11 | Kpnl Sacl 1/ja 37
RAD51D | pM/pVP16 | EcoRI EcoRI 3/ja 37
XRCC2 pM/pVP16 | EcoRI Sall 3/ja 37
XRCC3 | pM/pVP16 | EcoRI HindIII 3/ja 37
FANCN | pM/pVP16 | EcoRI BamHI 2/ja 37

3.4.1.2 Ligation

Nach erfolgtem Verdau durch die entsprechenden Enzyme wurden Gen (Insert) und Backbone (Vektor)
mit Hilfe der T4 DNA-Ligase ligiert. Die aus dem T4 Phagen stammende Ligase katalysiert die Bildung
von Phosphodiesterbindungen zwischen 5' Phosphat und 3' Hydroxyenden in Doppelstrang-DNA/RNA.
Das Enzym kann mit Hilfe des Ko-Faktors ATP sowohl glatte (blunt-end) als auch kohesive DNA-Enden
in duplex DNA/RNA verbinden. Die Ligation etfolgte iber Nacht bei 16 °C.

(Grundansatz: 2 pl dH20, 2 ul T4-DNA Ligase Puffer, 2 pl Insert (Gen), 1 ul Backbone (Vektor) und 1 pl T4 DNA-Ligase)

3.4.2 In-Fusion-Klonierung (Klonierung tiber Homologe Rekombination)

Das In-Fusion™ Advantage PCR Cloning System (Clontech, Mountain View, USA) ermdglicht es, PCR-
Produkte tiber Homologe Rekombination in einen linearisierten Vektor einzubringen. Die homologen
Bereiche, die fiir diese Art von Klonierung notwendig waren, wurden tber spezifische Primer wihrend
einer PCR an das 3% und 5%-Ende des zu inserierenden DNA-Fragments angehingt. Die Primer wurden
so konzipiert, dass sie auf einer Seite 15 bp des linierarisierten Vektors enthalten. Diesem schlie3t sich die,
fir die Linearisierung verwendete, Restriktionsschnittstelle und dann die Sequenz des Inserts an. Wenn
wihrend der Reaktion der Vektor mit dem Insert kombiniert wurde, konvertierte das In-Fusion® Enzym
die doppelstringigen Uberhinge der DNA zu einzelstringiger DNA und fusionierte die korrespondieren-
den Enden mit denen des linearisierten Vektors. Die Ligationen mit diesem System wurden entsprechend
dem Herstellerprotokoll durchgefithrt. Fir die Konzipierung der Primer stellt Clontech ein Onlinetool zur
Verfiigung (In-Fusion® Primer Design Tool). Die verwendeten Primer sind unter Anbang 1: Primer fiir die
Infusion Kloniernng gelistet. Die fir die Reaktion bendtigten, gréo3enabhingigen Vektor- und Insertmengen
wurden mit dem In-Fusion® Molar Ratio Calculator berechnet.

(http:/ /bioinfo.clontech.com/infusion/molarRatio.do)
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3.5 Proteinmethoden

3.5.1 Proteininteraktionen: Co-Immunoprazipitation (Co-IP)

Zur Untersuchung von Proteininteraktionen via Co-IP in Verbindung mit Western Blotanalysen (3.5.8)
wurden die Proteine von Interesse transient iberexprimiert (3.3.2.2). Als Expressionsvektoren dienten
verschiedene Kombinationen der cDNA-enthaltenden (RAD51B/-C/-D/XRCC2/XRCC3) pCMV-Tag-
3B-Vektoren. Fir die Versuche wurden HEK 293 Zellen in 75 ¢cm? Flaschen kultiviert und geerntet
(3.3.1.1.3). Das Pellet wurde anschlieBend in 500 pl Lysispuffer aufgenommen und rotierend inkubiert (10
min, 4 °C). Nach Abzentrifugation des Ansatzes (13200 rpm, 10 min) wurde der Uberstand in ein frisches
Eppendorfgefil3 iberfithrt (20 pl abnehmen, Input-Kontrolle: Ausgangsmaterial vor der Immunoprizipi-
tation). Zu dem verbleibenden Uberstand wurden 10 pl des proteinspezifischen Antikorpers (AK) gege-
ben und der Ansatz rotierend inkubiert (2 h, 4 °C). Nach Zugabe von 20 pl Protein A/G plus Agarose-
Beads erfolgte die Kopplung der Antikrper an die Beads (30 min, 4 °C). AnschlieSend wurden die Beads
pelletiert (13200 rpm, 1 min) und dreimal mit 200 ul Lysispuffer gewaschen. Die Abnahme des Uberstan-
des erfolgte mit speziellen Gellade-Spitzen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand griind-
lich abgenommen und die verbleibenden Beads in 20 pl 2x NuPAGE® LDS Probenpuffer (Life technolo-
gies, Carlsbad, USA) zur Losung des Proteins von den Beads inkubiert (10 min, RT). Der 2x LDS Pro-
benpuffer, welcher nun die Proteine enthielt, wurde mit den Spezialspitzen in ein 8-er Stripe tberfiihrt
und mit 3 ul DTT gemischt. Die Input-Proben wurden ebenfalls mit Probenpuffer und DTT versetzt und
alle Proteine denaturiert (70 °C, 10 min). AnschlieBend wurden die Proben auf ein denaturierendes Nu-
PAGE® Novex® 7% Tris-Acetat Gel (Life technologies, Carlsbad, USA) geladen. Als Grofienstandard
diente der Protein Standard Precision Plus Protein™ All Blue Marker (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, DE). Die Elektrophorese erfolgte fiir ca. 1 h bei 150 V in der Gelelektrophoresekammer SE260
(AA Hoefer, Holliston, USA) in 1x Novex® Tris-Acetat SDS Running Buffer (Life technologies, Carlsbad,
USA). Hierbei wurde die Kammer mittels Kahlsystem DLK500 FRYKA gekthlt. Der Transfer des Pro-
teins auf die Membran (Blotten) und die Detektion erfolgten wie unter 3.5.8 beschrieben. Co-
Immunoprizipitationen wurden mit RAD51B-, RAD51C-, XRCC2- und XRCC3-Antikdrpern (2.9 Anti-
korper) durchgefiihrt.

3.5.2 Proteininteraktionen: Mammalian Two- und Three-Hybrid Analysen

In dieser Arbeit wurden unter Verwendung des Matchmaker™ Mammalian Assay Kit2 (Clontech Labora-
tories Inc. Mountain, USA) Fusionsproteine aus den zu untersuchenden Genen mit der pM GAL4-BD
und der pVP16 AD hergestellt. Die Aktivierungsdomine (AD) basiert auf dem Herpes Simplex Virus,
wihrend die genutzte DNA-Bindedomine(DNA-BD) der Hefe entstammt. Die auf diese Weise entstan-
den Fusionsproteine bewirken, im Falle einer Interaktion der Gene X und Y, die Bindung der DNA-BD
an die UAS (,,Upstream Activating Sequence) des Reportergens und somit dessen Transkription. Als

Reportervektor diente der Firefly-Luziferase kodierende pGL4.31-Vektor (Promega Corp., Madison,
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USA). Das Luziferasegen steht unter der Kontrolle eines GAL4-responsive-Element und einem SV40-
Minimal-Promoter. Um die Transfektionseffizienz zu tiberpriifen und so die Ergebnisse einzelner Mes-
sungen besser vergleichen zu kénnen, wurde ein weiterer Luciferase-Vektor pRLnull (Promega Corp.,
Madison, USA) co-transfiziert. Die Klonierungen erfolgten nach der herkémmlichen Methode (3.4.7). Die
Transfektionen fir die M2/3H-Analysen wurden mit dem GenJuice Transfektionsteagenz durchgefthrt.
(3.3.2.2). Die getesteten Kombinationen sind in Abb. 10 aufgefithrt. Alle Versuche wurden mindestens zu

drei verschiedenen Zeitpunkten als Triplet-Ansatz durchgefiihrt.

FANCN x I
RAD51 X X X X X X

RAD51B X X X X X X I
RAD51C X X X X X X X

RAD51D X X X X X X

XRCC2 X X X X X X

XRCC3 X X X X X X I
51 ——

51B —

51C —

51D

Abb. 10: Kombinationen der im M2/3H-Analysen getesteten Proteine, wobei in der Tabelle die Fusionsproteine in den pM-/pVP16-Vektoren
angegeben sind. Die zusitzlichen fiir die M3H-Assay im pCMV-Tag3b exprimierten Proteine sind mit Strichen hinter bzw. unter der Tabelle
angegeben.

3.5.2.1 Luciferase-Reporter-Analysen

Die evolutionir von Oxygenasen abstammenden Luziferasen setzen in Verbindung mit Sauerstoff unter
Preisetzung von Photonen Luziferine um. Das in dieser Arbeit verwendete Dual-Luciferase® Reporter
Assay System basiert auf der Messung der freigesetzten Biolumineszenz zweier verschiedener Luziferasen,
der Firefly- und der Renilla-Luziferase. Bei der aus Photinus pyralis stammenden Firefly-Luciferase handelt
es sich um ein 62 kDa grofles monomerisches Protein, das fiir seine enzymatische Aktivitit keine weitere
posttranslationale Prozession benétigt (Tebbs et al. 1995; Thompson and Schild 1999). Die 32 kDa grof3e,
aus Renilla reniformis stammende Renilla-Luciferase setzt unter Verbrauch von Sauerstoff Colenterazin zu
Colenteramid um (Gruver et al. 2005). Beide Luziferasen besitzen aufgrund ihres unterschiedlichen evolu-
tiondren Ursprungs verschiedene Strukturen und Substrate. Dieser Unterschied ermdglicht es, die erzeugte
Biolumineszenz nacheinander in ein- und demselben Ansatz zu detektieren (1. Firefly, 2. Renilla). Dabei
war die erzeugte Lumineszenz direkt proportional zur Luziferase-Enzymaktivitit. Fir die Analysen wurde

das Mitras LB 940 Luminometer verwendet.
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3.5.2.2 Zelllyse

Die Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert (GeneJuice Transfection Reagent®)
und nach einer Inkubationszeit von 24-48 h lysiert. Die Lyse der Zellen erfolgte nach dem Waschen (1 ml
PBS/Well) mit 500 pl des im Kit enthaltenen ,,Passive Lysis Buffer fir 20 min bei Raumtemperatur auf

dem Schwenktisch.

3.5.2.3 Luciferase-Analyse

Nach erfolgter Lyse wurden je 20 ul des Zelllysates in ein Well der schwarzen 96-Well Messplatte tiber-
fithrt. AnschlieBend wurden im ersten Schritt (Messung der Firefly-Aktivitit) 50 pul LARII Puffer dem
Lysat zugefiigt und die entstehende Lumineszenz, nach einer Inkubation von 2 s, fiir 10 s gemessen. In
einem zweiten Schritt wurden diesem Ansatz 50 pl Stop&Glow Puffer mit 0,5 pul Stop&Glow-Reagenz
zugegeben. Der Puffer stoppte die Aktivitdt der Firefly-Luciferase und enthielt gleichzeitig das Substrat
der Renilla-Luciferase. Nach einer Inkubation von 2 s erfolgte die Messung der entstandenen Lumines-

zenz fur 10 s. Hierfur wurde das Dual-Glo™ Luciferase Assay System verwendet.

3.5.2.4 Auswertung der Mammalian Two- und Three-Hybrid Assays

Um mogliche Unterschiede der lysierten Zellzahlen auszugleichen, wurde der Gesamtproteingehalt im
Lysat mit Hilfe des P-Class P300-30 NanoPhotometer (Implen GmbH, Miinchen, DE) bestimmt und mit
den Einzelwerten der Firefly- und Renilla-Luziferasen multipliziert. AnschlieBend wurde der Mittelwert
der einzelnen Triplet-Messungen fiir die jeweilige Luziferase gebildet und die Ratio beider Luziferasen
zueinander berechnet (Firefly/Renilla). In einem letzten Schritt wurden die Werte der Kontrollen (pMX +
pVP16; pM+pVP16X; pMY+pVP16; pM+pVP16Y), die der eigentlichen Messung (pMX+pVP16Y;
pMY+pVPX) und der Positivkontrolle (pMFANCA+pVP16FANCG) ins Verhiltnis zum Hintergrund
(pM+pVP106) gesetzt und so die Stirke der Interaktion bestimmt. Um die Werte der einzelnen Messungen
untereinander vergleichen zu kénnen wurden die Werte der Positivkontrolle (pMFAN-
CA+pVP16FANCG) gleich 100 Prozent gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der IBM SPSS
21.0-Software. Es wurde der zweiseitige Students-T-Test angewendet. Hierbei galten Unterschiede von p

< 0.05 als signifikant.

3.5.3 Gewinnung und Aufreinigung von Proteinen

Die His6-gekoppelten (His6-Tag) Proteine wurden in verschiedenen E. coli-Stimmen und in Insektenzell-
linien exprimiert. Der fiir die Isolation verwendete Hexahistidin (His6-Tag) besitzt eine starke Affinitit zu
Ni2+-Ionen. Er bildet mit den zur Isolation verwendeten Protino© Ni-IDA Resin-Beats Chelate, wodurch
die Proteine an die Siule gebunden werden. Die His6-gekoppelten Proteine kénnen unter Zugabe von
Imidazol, welches um die Bindung konkurriert, von der Saule eluiert werden. Die Aufreinigung der Prote-

ine erfolgte in einem ersten Schritt Gber eine Immobilisierte Metallionen Affinitdtschromatographie
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(IMAC). Zur weiteren Aufreinigung wurde die GréBenausschluss Chromatographie (Gelfiltration) ver-

wendet.

3.5.3.1 Immobilisierte Metallionen Affinitatschromatographie (IMAC)

Der geklirte Uberstand wurde auf die mit Lysispuffer vorbereitete Siliko-Matrix (Protino® Ni-IDA Resin)
gegeben und bei 4°C schwenkend inkubiert. AnschlieBend wurde das matrixgekoppelte Protein mit dop-
pelten Sdulenvolumen gewaschen (3x). Die Elution der Proteine von der Sdule erfolgte mit imidazolhalti-

gem Elutionspuffer (250-500 mM Imidazol).

3.5.3.2 GroBenausschluss-Chromatographie

Diese Methode wurde zur finalen Aufreinigung des Proteins verwendet. Sie basiert auf dem gréB3enabhin-
gigen Elutionsverhalten der Proteine uber eine HiLLoad™ 16/60 Superdex™200 pg Siule (CV = 124 ml).
Sie enthilt eine stark vernetze Agarose-Dextran-Matrix. Dieses Substrat ermdglicht eine grolenbedingte
Separation von Molekiilen zwischen 10 und 600 kDa. Hierbei eluieren groBe Proteine bzw. Proteinkom-
plexe schneller als kleine. Zusitzlich ist so die Trennung von monomerem und oligomerem Protein mdég-
lich. Die Chromatographie erfolgte mit dem AKTA Purifier 10 unter Anlegen von isostatischem Druck.
Vor dem Auftragen des Proteins auf die Sdule wurde es mit Hilfe eines VIVASPIN2 10.000 MWCO PES
Zentrifugalkonzentrators konzentriert und anschlieBend zentrifugiert (20 min, 16.100 g, 4°C). Der cinge-
setzte Puffer wurde vor seiner Verwendung entgast und temperiert (4 °C). Er glich in seiner Zusammen-
setzung dem Elutionspuffer, enthielt jedoch weder Detergenzien noch Imidazol. Die eluierten Protein-
fraktionen wurden mittels SDS-Page tiberpriift und anschlieBend sofort weiter verwendet (3.77.4 Thermal
Shift Assay, 3.2.1 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMS.A)) oder in Aliquots zu 20 ul in fliissigen Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend bei -80 °C aufbewahrt.

3.5.3.3 Isolation von Proteinen aus E. coli — Expressionsanalyse (kleine Mengen)

Die Expressionen wurden bei 25 °C und 37 °C und in verschiedenen E. coli-Stimmen (ArcticExpress
Competent Cells; BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL Competent Cells; BL21 Star™(DE3)pLysS One Shot®
Chemically Competent; Rosetta™ (DE3) Competent Cells) durchgefihrt. Als Medien wurden LB-
Medium und Autoinduzierendes Medium nach Studier et al. 2005 verwendet. (Die Ansidtze mit autoindu-
zierendem Medium wurden bis zur Autoinduktion OD600= 0,8-0,9 bei 37 °C kultiviert und erst danach
auf eine gewiinschte, niedrigere Temperatur herabgekihlt.). Am Abend wurden 4 ml LB-Medium mit
einzelnen, am Vortag transfizierten (3.3.3.3) Kolonien angeimpft und mit entsprechenden Antibiotika
versetzt und tiber Nacht (37 °C) schiittelnd inkubiert. Am Folgetag erfolgte das Animpfen der 37 °C- und
der 25 °C-Kulturen. Die 37 °C-Kulturen wurden am Morgen angesetzt (4 ml frisches Nahrmedium, 1 ml
Vorkultur, Antibiotikum). Nach dem Erreichen von einer OD600 = 0,6 wurde die Expression induziert
(pETM11: 1mM IPTG, pBADM11: L(+) Arabinose 0,02 %). Die Bakterienkulturen wurden nach 4 Stun-
den geerntet (13 min, Eppendorfzentrifuge 5810R: 4.000 tpm, 4 °C) und die Pellets bei -20 °C gefroren.
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Vor der Ernte der Kultur wurden 15 pl als Expressionskontrolle fiir eine SDS-Page-Analyse (SDS-Page)
abgenommen. Das Animpfen der 25 °C Kulturen erfolgte am frihen Nachmittag. Bei einer ODG600 = 0,6
wurde die Proteinexpression induziert und der Ansatz tber Nacht (25 °C) schiittelnd inkubiert. Am
nichsten Tag wurden die 25 °C Kulturen, nach Probenentnahme, geerntet (13 min, Eppendorfzentrifuge
5810R: 4.000 rpm, 4 °C). Die Pellets der 37 °C- und der 25 °C-Kulturen wurden mit je 500 ul Lysispuffer
versetzt und mit dem Labsonic M Sonifikator aufgeschlossen (2x10 Zyklen (Cycle 0,8; 80 %). Es wurde
cine 15 pl-Probe entnommen und das Sonifikat 20 min (4 °C) bei voller Geschwindigkeit in der Tisch-
zentrifuge pelletiert. Dem abgenommenen Uberstand wurden 100 ul equilibrierte Siliko-Matrix (Protino®
Ni-IDA Resin) zuge-geben und der Ansatz inkubiert (mind. 1 h, schwenkend, 4 °C). Danach wurden die
matrixgekoppelten Proteine durch invertieren in 500 ul Lysispuffer gewaschen. Nach Absetzen der Matrix
wurde der Uberstand verworfen, dem Pellet sowie der vorher abgenommenen Probe 50 ul 5x Ladepuffer
zugegeben und die Proteine denaturiert (5 min, 95 °C). Die denaturierten Proben wurden auf einem 15%
SDS-Gel via SDS-PAGE (3.5.7.2) aufgetrennt (150 V, RT) und nach anschlieBender Coomassie-Farbung

beurteilt.

3.5.3.4 lIsolation von Proteinen aus E. coli - Expressionsanalysen (2 )

Diese Expressionsanalysen erfolgten Grofiteils nach unter Absatz 3.5.3.3. beschriebenem Prinzip. Die
Bakterien wurden bei der gewitinschten Temperatur kultiviert. Hierfiir wurden 2 1 Medium mit 5 ml Vor-
kultur angeimpft und die Expression bei einer OD600 = 0,6 induziert. Die Kulturen wuchsen tber Nacht
rittelnd im Inkubator und wurden durch Zentrifugation im JLLA.8.1 Rotor) geerntet (10 min, 9.000 rcf, 4
°C). Nach Verwetfen des Uberstandes wurden die Pellets in ein 50 ml Falcon iiberfiihtt, zentrifugiert (10
min, Eppendorfzentrifuge 5810R: 4.000 rpm, 4 °C) und bis zur Lyse in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.
Das AufschlieBen der Bakterien erfolgte durch Sonifizieren mit dem Labsonic P in 40 ml Lysispuffer (3x 2
min (Cycle05, 80 %)). AnschlieBend wurden 15 ul fiir die SDS-Page abgenommen und das Lysat in klei-
nen Fugenbechern zentrifugiert (Avanti J-26 XP, Rotor: Ja2550, 1h, 18.000 rpm, 4 °C). Mit dem restlichen
Uberstand wurde mit 2 ml vorbereiteter Siliko-Matrix (Protino® Ni-IDA Resin) eine IMAC (3.7.3.1)
durchgefiihrt (mind. 1 h, schwenkend, 4 °C). Nach Absetzen der proteingekoppelten Matrix wurde diese
mit 20 ml Waschpuffer gewaschen (3x). Das Protein wurde mit 2 ml Elutionspuffer von der Siliko-Matrix
eluiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Von allen Wasch- und Elutionslésungen wurden je 15
ul Proben fiir eine SDS-Page abgenommen. Das verbleibende Protein wurde anschlieBend mit Hilfe eines
VIVASPIN2 10.000 MWCO PES Zentrifugalkonzentrators konzentriert (4.000 g, 4 °C) und zur weiteren
Reinigung auf eine HiL.oad™ 16/60 Superdex™200 pg aufgetragen (3.7.3.2). Fur die Aufreinigung wur-
den verschiedene Puffer getestet, die sich in pH-Wert (8,0; 9,0), Gehalt an Tris, NaCl und verwendeten
Zusatzstoffen (Guanidiniumhydrochlorid, NP-40), unterschieden. Zusitzlich wurden TCEP zum Redu-

zieren von Disulfidbriicken, Proteinase-Inhibitor (1 Tablette) und DNAse beigemischt.
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3.5.3.5 Isolation von Proteinen aus Insektenzellen - Initiale Expressionen

Fir initiale Expressionstests wurden 24, 48 und 72 h nach der Infektion Proben aus der Insekten-
zellkultur (Sf9/Sf21, H5) entnommen und die Zellen pelletiert (4 min, 250 g, 4 °C). Fur die Isolation der
Proteine wurden initial dieselben Puffer wie in den E. coli Expressionstests verwendet. Das Aufschlieen
der Zellen erfolgte in 200 ul Lysispuffer mit dem Labsonic M Sonifikator (2x 20 Zyklen: Cycle 0,8; 80 %).
AnschlieSend wurde eine 15 pl Probe (SDS-Page) abgenommen, das restliche Sonifikat zentrifugiert (15
min, ppendorfzentrifuge 5810R: 4.000 rpm, 4 °C) und der Uberstand in frische Eppendorfgefil3e iiber-

fiihrt. Mit den Uberstinden und den Pellets wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt.

3.5.3.6 Isolation von Proteinen aus Insektenzellen- Expressionen in 10 ml
Fiir diese Tests wurden 10 ml der Sf9- / 21-Kulturen 24/48/ und 72 h, nach der viralen Infektion mit 1-

4% Virusiiberstand, geerntet. Die Aufreinigung erfolgte wie unter 3.5.3.3 beschrieben.

3.5.3.7 Isolation von Proteinen aus Insektenzellpellets der externen Expressionen (2 )
Zur weiteren Forcierung der RAD51C- und XRCC3-Proteingewinnung wurde die Expression au3er Haus
gegeben (Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung GmbH, Braunschweig, DE). Dort wurden 1-2 1
Kulturen Sf21- und H5- Zellen mit Virus angeimpft und die Zellen pelletiert. Die Co-Expressionen er-
folgten mit zwei verschieden Viren (Ausgangsvektor fiir Bacmidgenerierung: pFastBacTM HTa_RAD51C
und pFastBacTM HTa_XRCC3) bzw. mit einem Virus (Ausgangsvektor fiir Bacmidgenerierung: pFast-
BacTM Dual_ RAD51C-XRCC3). Der Aufschluss der Zellen erfolgte nach demselben Prinzip wie unter
3.5.3.4 Isolation von Proteinen ans E. coli - Expressionsanalyse (2 Liter) beschrieben, mit einer Modifikation, be-
treffend der Aufreinigung des Proteins tiber die Immobilisierte Metallionen Affinititschromatographie.
Das Binden des Proteins an die Silikomatrix (Protino® Ni-IDA Resin-Beats) und das Waschen wurde hier
in Sdulen durchgefithrt. Das Waschen und Eluieren erfolgte unter Anwendung von leichtem Druck. Die
Waschlésungen und Elutionsfraktionen wurden fiir jeden Schritt separat aufgefangen, wie oben beschrie-
ben denaturiert und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Das verbleibende Protein wurde entweder tber einen
VIVASPIN2 10.000 MWCO PES Zentrifugalkonzentrator (Sartorius AG, Goettingen, DE) konzentriert
(4.000 g, 4 °C) oder direkt per Gelfiltration iiber die Akta weiter gereinigt (3.5.3.2). Fiir die Reinigung der
Proteine wurden, ausgehend von denen zur Reinigung aus E. coli verwendeten, zusitzliche Puffer getestet:

Phosphatpuffer, Puffer nach Compton et al 2010 [12], Puffervariation nach Compton et al 2010.

3.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden iber eine Absorptionsmessung im NanoDrop ND 1000 (Peglab) be-
stimmt. Der Kalkulation lag das Lambert-Beer-Gesetz zu Grunde. In sie flossen der spezifische Extinkti-
onskoeffizient des Proteins (g) bei der gemessenen Absorption, die Stirke der Kivette und die relative
Absorption im Vergleich zum pufferbedingten Hintergrund ein (Pfeiffer and Liebhafsky 1951). Der Ex-

tinktionskoeffizient wurde auf dem ExPASy Proteomics Server kalkuliert.
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3.5.5 Thermal Shift Assay

Uber diesen Assay sollte ein geeigneter Puffer fiir die Reeinigung- und Weiterverarbeitung des Proteins
ermittelt werden. Dies geschieht durch die Stabilititsmessung des Proteins in verschiedenen Puffern an-
hand seiner thermischen Entfaltung. Die Méglichkeit, die Auffaltung des Proteins zu analysieren, beruht
auf der Eigenschaft des Fluorophors Sypro®Orange (Sigma Aldrich). Dieses wird von dem Wasser seiner
Umgebung gequencht und kann erst detektiert werden, wenn es in den hydrophoben Taschen des sich
entfaltenden Proteins gebunden wird. Die daraus resultierende Erhdhung der Fluoreszenz A Ex 492 nm
und Emission A Em 610 nm kann somit zur Bestimmung der relativ entfalteten Proteinmenge in der L6-
sung angesehen werden (Matulis et al. 2005). Fir diesen Test werden 5 ul des Proteins (0,1-0,2 ul in Elu-
tionspuffer) mit 5 pl Sypro®Orange (25x in Elutionspuffer) versetzt und in je 15 ul verschiedene Pufferl6-
sungen mit einer Endkonzentration von 100 mM (2.7 Pufferscreen: Thermal Shift Assay) gegeben (96 PP-
PCR-Platte (Greiner Bio-One). Die Ansitze wurden iber 70 Schritte von 25 °C auf 95 °C ethitzt (1
°C/Zyklus). Das bei steigenden Temperaturen emittierte Licht wurde mit dem Real-Time PCR System
Stratagene Mx3005P unter Verwendung der MXPRO-Software detektiert und so die Stabilitdt des Pro-
teins in verschiedenen Puffern bestimmt. Die Daten wurden, unter Zuhilfenahme einer von Structural

Genomics Consortium (SGC) in Oxford zur Verfiigung gestellten Excel-Kalkulationstabelle, ausgewertet.

3.5.6 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Diese Methode eignet sich zur iz vitro Untersuchung des Bindungsverhaltens von Proteinen an verschie-
dene DNA-Strukturen. Sie beruht auf dem unterschiedlichen Laufverhalten von Protein, DNA und pro-
teingebundener DNA, wobei an DNA-gebundenes Protein aufgrund der erhéhten GréBe langsamer lduft,
als die DNA-Struktur bzw. das Protein allein. Trug man die Protein-DNA-Ansitze auf ein natives Gel auf,
konnte man so im Falle einer Proteinbindung an die DNA ein Verschieben der Bande nach oben be-
obachten, das als Nachweis fiir die Bindung galt. Fiir unsere Versuche wurden zuerst die verschiedenen
DNA-Strukturen aus DNA-Einzelstringen generiert (3.2.8), hierbei wurden die CY3 markierten Oligo-
nukleotid-Kombinationen verwendet. Um das ideale Verhiltnis von Protein und DNA-Substrat zu ermit-
teln, wurden je 100 nM DNA und verschiedene Proteinkonzentrationen (4-0,5 pM) getestet. Die Reaktio-
nen erfolgten in je 20 pl Ansitzen im Gel-Shift-Assay-Puffer (30 min, 4 °C oder 25 °C). Zur Uberpriifung
der Bindung wurden Protein (0,75 uM), die DNA-Substrate (0,1 uM) und jeweils 5 ul der Ansitze auf
native Tris-Glycin-Gele (6-10%) aufgetragen. Die Proben wurden zuvor mit Glycerin versetzt, welches als
Ladepuffer diente. Die Trennung etfolgte bei 4 °C (ca. 1 h, 120 V). Um das Fortschreiten der Trennung
zu verfolgen, wurde eine der DNA-Proben mit 6x Gelladepuffer Glycerin, Orange G, statt Glycerin ver-
setzt. Aufgrund der CY3-Markierung konnten die Gele anschlieBend im PharosFX™Plus Molecular Ima-
ger ausgelesen werden, was eine erste Beurteilung einer DNA-Bindung ermdglichte. Fiir die genauere

Analyse wurde anschlieBend eine Silberfiarbung durchgefithrt (3.5.7.4).
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3.5.7 Nachweis von Proteinen
Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteingemische erfolgte auf denaturierenden und auch nati-

ven Gelen.

3.5.7.1 Denaturierende Gele - SDS Gele (SDS-PAGE)

Zur groflenabhingigen Auftrennung der Proteine wurde eine Gel-Elektrophorese auf denaturierenden
SDS-Gelen durchgefiihrt. Sie bestanden aus einem 5 % Sammel- und einem 15 % Trenngel aus Ac-
rylamid. Hierfur wurden 15 pl Probe mit 5 ul 5x Ladepuffer vermischt und denaturiert (5 min, 95 °C). Die
Proben wurden auf das Gel aufgetragen und eine Elektrophorese bei 200 V durchgefiihrt. AnschlieBend
erfolgten entweder Western Blotanalysen (Western Blotanalyse) oder Coomassie- bzw. Silberfirbungen
(3.5.7.4). Des Weiteren wurden fir Co- Immunoprizipitationen (3.5.7) kommerzielle 10 well-NuPAGE®
Novex® 7% Tris-Acetat Gel (Life Technologies, Catlsbad, USA) zur Auftrennung von Proteinen verwen-
det.

3.5.7.2 Native Gele

Diese Art von Gelen wurde fiir den Electrophoretic Mobility Shift Assay (3.5.6) und zur Uberpriifung der
fir die Bindungsstudien annealten Oligonukleotide (3.2.8) eingesetzt. Bei den fiir diese Arbeit verwende-
ten Gelen handelte es sich um TBE- und Tris-Glycin-Gele. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte

in dem zum Gel passenden Laufpuffern bei 120 V bis zur gewiinschten Auftrennung.

3.5.7.3 Farbungen
Die Firbung der Polyacrylamidgele erfolgte entweder Uber die Coomassiefirbung (Proteinnachweisgrenze
bei ca. 100 ng) oder tber die sensitivere Silberfirbung (DNA; RNA, Proteinnachweisgrenze ca. Proteine

0,1 bis 1 ng).

3.5.8 Proteintransfer (Western-Blot)

Nach elektrophoretischer Auftrennung erfolgte die Aquilibrierung der SDS-Polyacrylamidgele in Trans-
ferpuffer (5 min). Die zum Aufbau des Blots verwendeten Schwimme und Whatman-Papiere wurden in
Transferpuffer eingeweicht und die verwendete PVDF-Membran (Hybond-P Amersham Biosciences) in
100% Ethanol aktiviert. Das Blotten wurde in einem XCell II™ Blot Module” in Verbindung mit dem
BlueBlot Wet 100 Tank durchgefiihrt. Dieser war wihrend des Transfers (75 V fir ca. 1,25 h) an ein
DLK500 FRYKA Kihlsystem angeschlossen

3.5.8.1 Immunologische Detektion von Proteinen

Im Anschluss an den Western Blot wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation in 5%
Milch/PBS-T abgesittigt (1 h bei RT oder tber Nacht 4 °C). Nach kurzem Waschen der Membran in
1xPBS-T erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikérper (AK I) in 5% Milch/PBS-T. Die Inkubations-
dauer betrug je nach Antikérper 1-2 Stunden bei RT oder tber Nacht bei 4 °C. Zur vollstindigen Ent-
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fernung des ungebundenen Antikérpers folgten drei Waschschritte (1xPBS-T, 15 min, RT). Daran
schloss sich eine Inkubation mit dem Sekundirantikérper (AK II) in 5% Milch/PBS-T an (mindestens
1h, RT, schwenkend). Nach Entfernung des iiberschiissigen, ungebunden AK II (4x 15 min, 1x PBS-T)
erfolgte die Detektion des Proteins. Auf Basis der an den AKII gekoppelten Meerrettich-Peroxidase in
Verbindung mit dem Detektionsreagenz ,,Jmmobilon™ Western Chemiluminescent HRP Substrate®
(Millipore Corp., Billerica, USA) wurden die auf der Membran immobilisierten Proteine detektiert, dies
erfolgte mit dem MicroChemi-Detektor (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel). Fiir eine Weiter-

verwendung der Membranen wurden Antikérper mit Medium Stripping Buffer von der Membran ent-

fernt.
3.6 Mosaikanalysen

3.6.1 Zweiparametrischen BrdU-Hoechst Zellzyklus-Analyse zur Bestimmung des
G2-Phase-Arrests

Fanconi Anidmie-Patienten fallen auf Zellebene durch einen verzégerten G2-Phase Arrest nach Induktion
von Doppelstrangbriichen auf. Diese wurden in unseren Experimenten mittels MMC, einem DNA-
quervernetzenden Reagenz, induziert. Um die Verzogerung der G2-Phase durchflusszytometrisch nach-
weisen zu konnen, wurden zu PHA-stimulierten Lymphozyten verschiedene Konzentrationen MMC
(5/10/50 ng/ml) und das Thymidinbasenanalog Bromdesoxyuridin (BrdU) hinzugegeben und diese fiir
72 h inkubiert. Die stimulierten Zellen wurden anschlieBend geerntet und nach Firbung mit Hoechst
33258 und  Ethidiumbromid  mittels  zweiparametrischer ~ BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-
Durchflusszytometrie gemessen. Dies erfolgte nach der in Kubbies et al. 1985 beschriebenen Methode.
Die Isolation der Patientenzellen fiir diese Versuche erfolgte aus heparinisiertem Vollblut tber eine Ficoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation. Des Weiteren wurden biopsierte Fibroblastenkulturen, unter Verwen-
dung von Hoechst 33342, mit derselben Methode untersucht. Zur Abschitzung des Mosaikstatus im Blut
wurden mit dieser Methode Blutmischungsstudien durchgefithrt. Hierzu wurde heparinisiertes Patienten-
blut mit dem von gesunden Kontrollpersonen in 10-Prozentschritten gemischt (100% Patient:0% Kon-

trolle, 90% Patient:10% Kontrolle, ... 10 % Patient:90% Kontrolle, 0% Patient:100% Kontrolle).
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3.6.2 Separation der Blutzellreihen CD3*, CD14*, CD15" und CD19" aus Vollblut
(MACS)

Fir diese Methode wurden das Whole Blood Column Kit in Verbindung mit MS-Siulen, Whole Blood

MicroBeads, dem MACS MultiStand sowie QuadroMACS™ bzw. dem OctoMACS™ Separator verwen-

det (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach).

Aufgrund der zu erwartenden geringen Zellzahl der Patienten wurden die Blutproben gesplittet und aus
jedem Aliquot zwei Zelllinien isoliert. Da die Zelltypen in unterschiedlicher Menge im Blut vorliegen, war
hierbei auch die Reihenfolge der Separationen wichtig (Probe A: 1.) CD19, 2.) CD14*; Probe B: 1.)
CD3%, 2.) CD15"- Als Ausgangsmaterial diente je 10 ml heparinisiertes Vollblut. Dieses wurde mit 500 pl
Mikrobeads versetzt und schwenkend inkubiert (15 min, 4 °C). AnschlieBend wurde der Ansatz mit 30 ml
gekithltem MACS-Puffer versetzt und abzentrifugiert (10 min, RT, 450 g, ohne Bremse). Nach der Zentri-
fugation wurde der Uberstand mit einer Pasteurpipette abgenommen und das verbleibende Pellet mit
MACS-Puffer (1x Volumen) vermischt. Das Gemisch wurde auf die mit MACS-Puffer equilibrierte Whole
Blood Column im QuadroMACS™ aufgetragen und der Durchfluss bis zur Isolation der zweiten Zellpo-
pulation gelagert (4 °C). Die Siulen wurden anschlieBend mit MACS-Puffer (3x, 3 ml, 4 °C) gewaschen
und der Durchfluss ebenfalls fiir die Weiterverwendung aufgefangen. Danach wurden die Zellen, au3er-
halb des Magnetes, mit 5 ml Elutionspuffer (RT) eluiert. Zur Steigerung des Reinheitsgrades wurde das
Eluat in einem zusitzlichen Schritt iber MS-Sdulchen aufgereinigt. Dies erfolgte durch Waschen der Zel-
len Uber, in den OctoMACS™ eingespannte, equilbrierte MS-Saulen (3x 0,5 ml MACS-Puffer, 4 °C). An-
schlieBend wurden sie mit 0,5 — 1 ml MACS-Puffer (4°C) eluiert. Vor der Isolation der zweiten Zellpopu-
lation wurden die bei 4 °C aufbewahrten Durchfliisse abzentrifugiert (5 min, 400 g, RT) und das Pellet mit
MACS-Puffer gewaschen (5 min, 400 g, RT). Der Uberstand wurde verwotfen, das verbliebene Gemisch
mit MACS-Puffer auf das Ausgangsblutvolumen aufgefillt und die Prozedur von vorn begonnen. (Aus
Reinbeitsgriinden sollten maximal 2 Zelltypen pro Blut separiert werden). AnschlieBend wurde aus einem Aliquot der

Zellen gDNA isoliert (3.7.3) und uiber ein weiteres die Reinheit der Isolation bestimmt (3.6.3).

3.6.3 Durchflusszytometrische Analysen zur Bestimmung von Zelltypen und Rein-
heitsgrad der MACS-Sortierungen

3.6.3.1 Zellstatus im Vollblut

Vor der anteiligen Bestimmung der einzelnen Zellkompartimente (CD3*, CD14%, CD14* und CD19*
Zellen) im Vollblut wurden die Erythrozyten mittels Erythrozyten-Lysispuffer eliminiert. Hierfiir wurden
100 pl Vollblut mit 2 ml Lysispuffer inkubiert (10 min, RT). Nach einer Pelletierung (400g, 5 min, RT)
wurden die verbliebenen Zellen in 2 ml MACS-Puffer (4 °C) gewaschen und erneut abzentrifugiert (400g,
5 min, RT). AnschlieBend wurden die Zellen (ca. 1x109) in 100 ul MACS-Puffer resuspendiert und, wie im

Anschluss beschrieben, gefirbt.
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Der Zugabe von 8 ul Fluorophor (FITC/APC/PE)-markiertem Antikorper (Mischungen siehe Tabelle 5)
zu 100 pl Zellsuspension (in MACS-Puffer) folgte eine Inkubation (20 min, auf Eis, unter Lichtaus-
schluss). Anschlieend wurde die Suspension mit 2 ml MACS versetzt, abzentrifugiert (400 g, 5 min, RT)
und die Zellen erneut in 2 ml MACS-Puffer gewaschen. Fiir die nachfolgende Messung am Durchflusszy-
tometer BD LSRII (BD, Biosciences, Heidelberg) wurden die Zellen in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen
und auf Eis gelagert. Uber die Bestimmung der Granularitit gegeniiber der CD45-Markierung konnten die
Zellen in ihre verschiedenen Untergruppen (Mono-/Lympho-/Granulozyten) aufgeteilt und so der Zell-

status im Vollblut bestimmt werden.

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Fluorophorkombinationen fiir die Reinheitspriifung.

Nummer | AK Zellspezifitit Fluorophor

1 CD45 Leukozyten APC

2 CD45 + CD3 T-Zellen APC-FITC

3 CD45 + CD19 B-Zellen APC-PE

4 CD45 + CD3 + CD19 T- und B-Zellen APC-FITC-PE
5 CD45 + CD14 Monozyten APC-FITC

6 CD45 + CD15 Granulozyten APC-FITC

7 CD45 + CD20 B-Zellen APC-PE

3.6.3.2 Reinheitsbestimmung der separierten Zellreihen via Immuno-
Phanotypisierung

Zur Uberpriifung der Reinheit, der iber MACS-Sortierung (3.6.2) gewonnen Blutzellreihen erfolgte eine
auf Immuno-Phinotypisierung basierende durchflusszytometrische Analyse. Hierfir wurden je ca. 1x106
der sortierten Zellfraktionen mittels CD-Rezeptor-spezifischer, antikbrpergekoppelter Farbstoffe markiert
und durchflusszytometrisch im BD LSRII gemessen. Die Firbung erfolgte wie unter 3.6.2 beschrieben.
Durch Doppelfirbung der Zellen mit CD-45-APC und dem jeweiligen zelltypspezifischen
CD3/CD14/CD15 bzw. CD19 Antikorper, konnte die Reinheit der MACS-sortierten Separationen be-
stimmt werden. Durch das Setzen von entsprechenden Gates wurde zusitzlich der Anteil der positiven

Zellen der entsprechenden Untergruppe definiert.

3.6.4 Mosaikgradeinstufung heterozygoter Patienten via Sequenzanalyse

Als Grundlage zur Ermittlung des Mosaikstatus der Patientenzellen wurden DNA-Mischungsreihen
durchgefiihrt. Hierfiir erfolgte die Mischung genomischer Fibroblasten-DNA einer nicht FA-Kontrolle
(Kon) und eines heterozygoten Patienten (Pat) in verschiedenen Verhiltnissen : 700% Pat +0% Kon; 99%
Pat + 1% Kon; Pat 98% + Kon 2%; Pat 97% ~+ Kon 3%; Pat 95% + Kon 5%, Pat 90% + Kon 10%, Pat 8§0% +
Kon 20%; Pat 70% ~+ Kon 30%; Pat 60% + Kont 40%; Pat 50% + Kon 50%; 0 % Pat + 100% Kon. Diese Ge-
mische wurden als Template fiir PCRs (3.7.8) eingesetzt und anschlieBend sequenziert (3.2.6).

Die Flicheninhalte unter den Peaks der entsprechenden Position, wurden mit Hilfe des Photoshop-

Auswahltools bestimmt. Beide Flichen wurden summiert und der jeweilige Anteil des wildtypischen Peaks
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und des mutierten Peaks an der Gesamtfliche bestimmt. Diese Bestimmung wurde mehrmals wiederholt
(G>A: 4x, C>T: 5x) und ein Mittelwert aus den Messungen gebildet. Uber die so erhaltenen Mittelwerte
der Mutationspeaks und deren Zuordnung zum Anteil der eingesetzten DNA wurde der Grad der Rever-
sion bestimmt und eine Kurve zur Eingruppierung erstellt. Hierfiir wurde auf der X-Achse der Anteil des
detektierten, mutierten Allels und auf der Y-Achse der tatsdchlich eingesetzte Anteil der mutierten DNA
aufgetragen. Auf diese Weise konnte iber den prozentualen, detektierten Anteil des Mutationspeaks am
Gesamtpeak auf das Wildtyp/Mutationsverhiltnis in der Patienten-DNA geschlossen werden. Zusitzlich
wurden die beobachteten Reversionsgrade der verschiedenen Mischungsansitze im Bezug zu 100% Muta-
tion bestimmt. Hierzu erfolgte die prozentuale Berechnung der Mutationspeakfliche der Mischungsansit-
ze bezogen auf die Fliche des 100 % heterozygoten Peaks. Fiir die Patienten erfolgte eine Mutationsanaly-
se der betreffenden Positionen ebenfalls via Sangersequenzierung. Die prozentualen Anteile der Mutati-
onspeaks wurden, wie oben beschrieben, bestimmt. Die Zuordnung des Reversionsgrades erfolgte iiber
die erstellte Kurve. Eine weitere Variante der FEingruppierung der Reversionen in den Patientenzelllinien
erfolgte tber die Bestimmung der prozentualen Anteile des Mutationspeaks der einzelnen Patientenzellli-

nien im Vergleich zum Mutationspeak der Fibroblasten-DNA-Sequenz des jeweiligen Patienten.

Hierfiir wurden ebenfalls die Flichen der mutationsbedingten Peaks der einzelnen Zellliniensequenzen
herangezogen und ihr prozentualer Anteil an der Mutationspeakfliche der Fibroblastensequenz berechnet.
Die DNA-Sequenz der Fibroblasten konnte als 100% Mutation herangezogen werden, da bisher fiir Fib-
roblasten keine Reversionen bekannt sind und sie somit die Ausgangssituation im Patienten am besten
darstellen. Als dritte Variante wurde bei der Eingruppierung der Reversion ein theoretisches Peakverhalt-
nis von noch 50 % zugrunde gelegt. Bei allen Varianten war zu beachten, dass die Peaks in der Ausgangs-
situation (100% heterozygoter Patient) moglichst den gleichen Flicheninhalt (ca. 50%) besalen. Da sich
die Peakh6hen der Sequenzen von Vorwirts- und Riickwirtsprimer unterscheiden, wurde der Berechnung
aller Ansitze eine der beiden Sequenzen zugrunde gelegt. Des Weiteren wurde eine Abhingigkeit der
Peakhohe von den verwendeten Primerpaaren beobachtet, weshalb fiir die Patientenanalysen teilweise

verschiedene Primerpaare ausgetestet wurden.

3.6.5 Chromosomenbruchanalysen aus Phytohdmagglutinin (PHA)-stimulierter
Voliblutkultur

Zur Analyse wurde heparinisiertes Vollblut eingesetzt. Pro Patient wurden je zwei Kontrollen und zwei
Ansitze mit je 50 ng/ml und 100 ng/ml MMC angesetzt. Der Ansatz erfolgte steril in 10 ml RPMI-
Komplettmedium (+ 16 %FCS), er enthielt: 0,2 ml Phytohdmagglutinin (PHA), entsprechend MMC und
0,8 ml Vollblut. Zum Schaffen eines glnstigen Kulturmilieus, geschah die Inkubation in den fest ver-
schlossenen Zellkulturflaschen (72 h, 37 °C). Die Priparationen erfolgten nach der frither beschriebenen
Standardmethode fiir Chromosomenbruchanalysen (Berger et al. 1993). Die Proben wurden anschlieSend

mit 5% Giemsa-Losung gefirbt. Die Auswertung erfolgte nach dem Protokoll der ,,Freien Universitit
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Amsterdam®, 1997. Hierbei wurden die Bruchraten in mindestens 50 Metaphasen ausgezihlt, wobei Ring-
chromosomen, dizentrische Chromosomen sowie Tri- und Quadriradialfiguren als zwei Briiche und tri-

zentrische Chromosomen als drei Briiche gezihlt wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Studien zu Mosaiken bei FA-Patienten

Im blutbildenden System von Fanconi-Anidmie-Patienten treten durch Reversionen hiufiger Mosaike auf.
Anzeichen dafiir stellen die Stabilisierung der Blutwerte und die Normalisierung spontaner, als auch durch
MMC-induzierter, G2-Phase-Arreste dar. Als ein weiterer Hinweis, kann die Reversion einer Mutation in

einer 77 vitro immortalisierten Patientenzelllinie gewertet werden.

Um einen méglichst umfangreichen Einblick in den Mosaikstatus im Patientenblut zu erhalten, wurde
dieses mittels verschiedener Methoden analysiert. Die Empfindlichkeit der T-Lymphozyten gegeniiber
MMC wurde durchflusszytometrisch und mittels Chromosomenbruchanalyse untersucht. Um Erkenntnis-
se iber einen mdéglichen Mosaikstatus in T-Lymphozyten und weiteren Zelllinien (B-Lympho-, Mono-
und Granulozyten) zu erhalten, wurden antikérperbasierende MACS-Separationen (3.6.2) an Vollblut
durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Sanger-Sequenzierung, zur Analyse der genomischen DNA, der
einzelnen Separationen, des Vollbluts, der Fibroblasten und der etablierten Blutlymphozytenzelllinien.
Aullerdem wurden die Blutwerte der Patienten tiber lingere Zeitrdume beobachtet, um Aufschlisse tiber
einen moglichen Zeitpunkt der Reversion zu erhalten, sowie die Thrombozyten und Erythrozyten in die
Studie mit einzubinden. Die votliegende Studie umfasst funf compound-heterozygote FA-Patienten der

Untergruppen FA-A (3) und FA-D2 (2).

4.1.1 Durchflusszytometrische Analysen

Aufgrund von DNA-Reparatur-Defekten zeigen PHA-stimulierte FA-Patienten-Lymphozyten typischer-
weise einen im Vergleich zu Nicht-FA-Kontrollen erhéhten spontanen und MMC-induzierten G2-
Phasearrest. Dieser wird routinemiBig, wie bei Kubbies et al. 1985 beschrieben, mittels zweiparametri-
scher BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-Durchflusszytometrie gemessen. Die Schwellenwerte fiir die Di-
agnose FA liegen fur einen spontanen Arrest bei einer Ratio (Summe von G2-Phasen/Summe der Wachs-
tumsfraktion (3 G2/GF)) von 0,25 und fir einen induzierten Arrest bei Y} G2/GF= 0,4. Diese Schwel-
lenwerte basieren auf langjdhrigen Messungen eines gro3en Kollektives (FA: n=216, nicht FA: n=507).
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41.1.1 Blutmischungsreihen

Um fir nachfolgende Untersuchungen eine Richtlinie zur Einschitzung eines moglichen Mosaikes in

Patientenblut zu erhalten, wurden Blutmischungsreihen mit Patientenblut und dem von Nicht-FA-

Kontrollpersonen in Abstufungen von 10 %-Schritten durchgefithrt (3.6.7). Fir die aus diesen Ansitzen

isolierten und PHA-stimulierten (72 h) lymphoblastoiden Zellen wurde der G2-PhaseArrest mittels zwei-

parametrischer  durchflusszyto-
metrischer BrdU/Hoechst-Zell-
zyklusanalyse bestimmt (3.6.7).
Die Ansitze etrfolgten zu drei
unabhingigen Zeitpunkten mit
Blutmischungen von drei ver-
schiedenen Kontrollpersonen,
sowie drei verschiedenen Patien-
ten. Die Analysen zeigten eine
Korrelation zwischen linearem
Anstieg von (G2-Phase-Arresten
mit  steigendem  FA-Zellanteil.
Diese Beobachtung trifft sowohl
auf den spontanen als auch auf
den MMC-induzierten (10 pg/ml)
Arrest zu. Die Werte fir den
spontanen Arrest liegen zwischen
>G2/GF= 0,136 (100 % Kon-
trolle: 0 % FA) und Y G2/GF=
0,497 (0 % Kontrolle: 100 % FA),
die fir den induzierten Arrest

zwischen Y G2/GF= 0,197 (100
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Abb. 11: Ergebnisse der auf BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-Durchflusszytometrie basie-
renden Blutmischungsstudien: Blutmischungsverhiltnisse (x-Achse) aufgetragen gegen
>'G2/GF (Y-Achse) Kreise: Ansatz 1, Quadrate: Ansatz 2, Rauten: Ansatz 3, gestrichelte
Linie: Schwelle fir die FA-Diagnose, grauer Punkt mit Standardabweichung: Schwelle fiir
den Reversionsgrad, der noch als FA-typisch eingestuft wird. Kontrolle = nicht FA-Patient;
A: spontaner G2-Phase-Arrest. Bis zu einer Reversion von 75% erfolgt die Einstufung als
FA-Patient (3G2/GF = 0.25), B: MMC-induzierter G2-Phase-Arrest. Der Schwellenwert
zur FA-Klassifikation (}G2/GF = 0.4) wird ab einer Reversion von ca. 59% unterschritten.

% Kontrolle: 0 % FA) und > G2/GF= 0,663 (0 % Kontrolle: 100 % FA). AuBerdem zeigt sich diese Me-

thode im Mittel als sensitiv bis zu einer Reversion von circa 70 % der Blutzellen, was bedeutet, dass Pro-

banden tber diese Methode bis zu einem Anteil von etwa 30 % FA-Zellen im Blut noch als Patienten

eingestuft werden. Dies gilt sowohl fiir den spontanen als auch den induzierten Arrest. Die genauen Werte

sind in Abbildung 11 dargestellt, nach der auch die Einstufung der Patienten erfolgte.
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41.2 MACS-Analysen

Zur Untersuchung von Mosaikstatus und -entwicklung 7z vive erfolgte die Sortierung einzelner Patienten-
zelllinien aus Vollblut. Zur Isolation wurde auf das ,Magnetic Activated Cell Sorting” (MACS) System zuriick-
gegriffen, welches auf Magnetbead-gekoppelten Antikérpern, in Verbindung mit starken Magneten, be-
ruht. Die Epitope der Antikérper richten sich dabei gegen spezifische Oberflichenmarker der Zielzellli-
nien, den sogenannten ,,cluster of differentiation” (CD). Auf diese Weise erfolgte die positive Selektion fur T-
Lymphozyten (CD3%), B-Lymphozyten (CD19+%), Monozyten (CD14*) und Granulozyten (CD15%) aus
Vollblut (3.6.2). Die Isolate wurden durchflusszytometrisch auf ihre Reinheit gepriift und die isolierte
genomische DNA (gDNA) einer Sequenzanalyse via Sangersequenzierung (3.2.6) unterzogen. Die Isolati-

on der gDNA erfolgte wie unter 3.7.3 Isolation von gDIN.A ans MACS-separierten Zelllinien beschrieben.

4.1.3 Reinheitsbestimmung via Durchflusszytometrie

Um bet spateren gDNA Analysen falsch positive bzw. falsch negative Schliisse tiber den Reversionsgrad
der einzelnen Zelllinien zu vermeiden, erfolgte eine Reinheitsanalyse der Separationen (6.6.3). Sie wird am
nachfolgenden Beispiel erklirt. Die Zellen wurden mit spezifischen fluorochromgekoppelten Antikérpern
gefirbt und am Durchflusszytometer analysiert. Das Prinzip wird an Beispiel von CD15% Granulozyten
dargestellt (Abb. 12). Die Abbildungen C und D zeigen die Verhiltnisse der Populationen nach der
MACS-Separation. Hierbei ist zu erkennen, dass die Isolierung nicht zu 100 % Granulozyten, sondern
auch einen Rest Lymphozyten enthielt. Durch setzen des Gates auf die gesamte Granulozytenpopulation
konnte der Anteil der Granulozyten in der Isolation dargestellt werden, er entspricht der Reinheit. Da
jedoch nicht alle Granulozyten positiv auf CD15 gefirbt wurden, wird zusitzlich ein weiterer Wert ange-
geben, der sich nur auf die in Gate D dargestellten positiven Granulozyten bezieht. Diese Analyse ver-

deutlicht, dass die den Separationen neben den erwiinschten Zellen immer noch Reste der anderen Zell-

1024
A w/o MACS | B

768 - 1
o Granulozyten
N
N 512 - 1

2561 Monozyten

Lymphozyten :
00 6 512 768 1024 1 10 100 © 1000 T TTM0 400 1000
FSC CD15 CcD15

Abb. 12: Durchflusszytometrische Bestimmung der Reinheitsgrade am Beispiel von Granulozyten. Auf Basis von Granularitit und fluorochrom-
gekoppelten spezifischen Antikrpern. A: Die einzelnen Zellpopulationen im Vollblut sind auf Grund ihrer unterschiedlichen Granularitit und
GroBe tber die Kombination von Seitwirstscatter (SSC) und Vorwirtscatter (FSC) deutlich voneinander abgtenzbar. B: nach Firbung der
Vollblutkultur mit FITC gekoppelten Antikérpern ist in der Darstellung SSC gegen FITC eine deutliche Rechtsverlagerung der CD15 positiven
Granulozyten zu erkennen. C: Nach MACS Sortierung besteht der Grofiteil det Population aus Granulozyten. Aus dem entsprechenden Gate
kann die Reinheit abgelesen werden. D: Setzt man cin weiteres Gate speziell auf die positiven Granulozyten (innerhalb D) kann zusitzlich der
Anteil CD15-positiver Granulozyten bestimmt werden.
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populationen enthalten. Diese Anteile sind in der Einordnung des Mosaikstatus zu berticksichtigen.

4.1.3.1 Erzielte Reinheiten der Patientenzellsortierungen

Mit oben beschriebener Methode erfolgte die Reinheitspriifung der MACS-Separationen vier verschiede-
ner Patienten (1-4). Fir die einzelnen Zelllinien konnten unterschiedliche Reinheitsgrade erzielt werden.
Die saubersten Isolationen erreichten wir im Mittel fiir Granulozyten (CD15%: 97,2 - 99,5 %), gefolgt von
T-Lymphozyten (CD3*: 75,5 - 99,3 %) und B-Lymphozyten (CD19%: 54,5 - 93,9 %). Die schlechtesten
Reinheiten wiesen Monozyten (CD14+: 37,6 - 91,2 %) auf. Hierbei zeigte sich eine starke Abhingigkeit der
erzielten Reinheiten von Transportweg, der verstrichenen Zeit zwischen Blutentnahme und Isolation,
sowie den Transporttemperaturen. Der direkte Einfluss der Bedingungen wurde iiber Isolationen aus
Kontrollblut bestitigt (Versand per Kurier im Hochsommer versus direkt nach Entnahme). Die Aufarbei-
tung erfolgte hierbei parallel. Genaue Daten beziiglich erzielter Reinheiten der einzelnen Isolate, sowie der
Zeitpunkt der Verarbeitung, sowie der Versand sind in Tabelle 6 aufgefiithrt. Erfolgten von einem Patien-
ten mehrere Separationen, so wurden fiir die anschlieBende sequenzbasierende Auswertung des Mosa-
ikstaus in den verschiedenen Patientenzelllinien, die Isolationen mit den hochsten Reinheitsgraden ver-
wendet.

Tab. 6: Auflistung der erzielten Reinheiten der einzelnen MACS-Separationen aus Patienten- und Kontrollblut. Die jeweils zweiten Werte beziehen
sich auf den positiven Anteil der Untergruppen der Isolate, die per spezifischen FITC-markierten Antikérper detektiert wurden. Beste Reinheiten
wurden fiir Granulozyten erzielt, die schlechtesten fiir Monozyten. Die jeweils teinsten Isolate wurden zur Isolation von gDNA und Sequenzanaly-

se verwendet. 1: Hochsommer; 2: Winter; 3: Isolation im Labor von H. Hanenberg (Dusseldorf), keine Angaben tiber Reinheiten, Transportweg, -

bedingungen
Patient | Isolation Lymphozyten [%] Monozyten [%] Granulozyten [%] Transport
1 CD3 99,3/99,7 0,4 0,2 nein
CD14 2,0 91,2 / 85,0 3,5 nein
CD15 1,2 0,2 98,6/99,4 nein
CD19 93,9/98,7 4.5 2,1 nein
2 CD3 75,5/95,8 7,1 15,4 Kurier (1 d)!
CD14 5,0 37,6/97,5 57,2 Kurier (1.d)!
CD15 0,3 0,2 99,5/ 99,0 Kurrier (1 d)!
CD19 54,5/97,0 28,5 16,0 Kurrier (1d)!
4 CD3 90,0/97,5 3,0 7,0 Kurrier (1 d)!
94,1/99,8 38 2.1 nein
CD14 2,0 43,0/84,0 55,0 Kutrrier (1 d)!
1,7 83,5/88,0 14,8 Kutrier (1 d)?
CD15 0,7 2,1 97,2/96,9 Kutrrier (1 d)!
0,8 0,4 98,5/99,8 nein
CD19 88,3/ 6,7 5,0 Kurrier (1 d)?
(10 griin, 90 rot)
76,5/- 7,0 16,1 nein
(0,6% T-Lymphozyten)
5 CD3 k. A3 koA k. A.? k. A.?
CD14 k. A3 koA k. A.? k. A.?
CD15 k. A3 koA k. A.? k. A.?
CD19 k. A3 k. A3 k. A.? k. A.?
3 CD3 98,2/99,7 0,8 0,9 Auto (1 h)
CD14 4,8 67,8/98,0 25,6 Auto (1 h)
CD15 0,4 0,3 98,8/99,6 Auto (1 h)
CD19 78,2/99,0 6,0 7,0 Auto (1 h)
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4.1.4 DNA-sequenzbasierende Mosaikstatusbestimmung und Entwicklung von
Mosaiken bei FA-Patienten

Die DNA fiir diese Analysen wurde wie unter 3.7.7 Isolation von gDNA aus V'ollblut, 3.1.2 Isolation von
IDNA ans Zellkulturen und 3.1.3 Isolation von gDNA ans MACS-separierten Zelllinien beschrieben gewonnen.
Eine sequenzbasierende Beurteilung des Mosaikstatus in den MACS-sepatierten Patientenzelllinien, des
Vollblutes und der lymphoblastoiden Zelllininen erfolgte durch die Bestimmung der anteiligen Mutations-
peakfliche (in %) an der Fliche des Gesamtpeakes (Summe der Flichen Wildtyppeak und Mutationspeak).
Hierbei wurde davon ausgegangen, dass in einem heterozygoten Individuum beide Allele in gleichen An-
teilen vorhanden sind. Nach dieser Definition entsprechen die anteiligen Flichen unter den Peaks im Pati-
enten ohne Reversion je 50 % der Gesamtpeakhdhe. Da sich Stirke der Reversion im Blut sich nicht
zwangsldufig eins zu eins in der Sequenz widerspiegelt (theoretisch entsprechen 50 % revertierte Zellen 25
% mutiertem (mut) Allel und 75 % wildtypischen (wt) Allel) wurde eine DNA-Mischungsreihe etabliert.
Anhand dieser wurde anschlieSend die Einstufung des Mosaiks auf Zellbasis abgeschitzt (4.7.3.7).

4.1.41 DNA-Mischungsreihe

Zur Erablierung der Mischungsreihe A 'powia 4 100 : Kontrolle 0 | B Patient 100 : Kontrolle 0

wurde eine tatsichlich revertierte A ACIAIGG C T A ACIAIGIG C T
1 ] I I
I I
. . . 48% mut] 1 1 152 % wt
Mutation des spiter beschriebenen by p)’(“u L1260
—x P
heterozygoten Patienten CETP, AN ! \ [T
: II| |III III iy _|'I Ilw'l II
herangezogen. Es handelt sich hiet- —— — ' —
bei um eine Mutation der introni- Patient 50 : Kontrolle 50 Patient 50 : Kontrolle 50
A ACHAIGG C T A A CHAIGG C T
1

94 % wt
430 px

Abb. 13: Dargestellt sind die Unterschiede zwischen etwarteten theoretischen Allelver-
hiltnissen und den tatsichlichen beobachteten Verhiltnissen. Verglichen werden 100%
. . Mutation zu 50% Reversion in den Zellen. Die Angaben beziehen sich auf die Fliche des
gD NA des Patienten (Pat) und einer Gesamtpeaks (Peak mut + Peak wt) Kontrolle = nicht FA-Patient A: Werte geben die

. theoretischen Werte an. B: Werte geben die tatsichlich gemessenen Flichenverhiltnisse
Nicht-FA-Kontrolle (Kon) wurden  , pg. ermittelte Piel.

in Abstufungen gemischt (100 % Pat +0 % Kon; 99 % Pat + 1 % Kon; Pat 98 % + Kon 2 %; Pat 97 % +
Kon 3 %; Pat 95 % + Kon 5 %; Pat 90 % + Kon 10 %; Pat 80 % + Kon 20 %; Pat 70 % + Kon 30 %;
Pat 60 % + Kont 40 %; Pat 50 % + Kon 50 %; 0 % Pat + 100 % Kon).

schen Sequenz zwischen Exon 34
und 35 (IVS34) des FANCD2 Gens
(c.3467-2A>G, (p.A1156V{sX10)).

Die aus Fibroblasten isolierte

Nach PCR und Sangersequenzierung der Produkte wurden die Peakhdhenverhiltnisse analysiert. Hierbei
zeigte sich ein Unterschied zwischen den theoretischen Allelverhiltnissen und den in den Elektrophero-
grammen detektierten Sequenzverhiltnissen, welcher in Abbildung 13 beispielhaft fiir das gDNA-
Verhiltnis von 50 % Patienten-DNA zu 50 % Kontroll-DNA dargestellt wird. Wie sich die Peakverhilt-

nisse innerhalb einer Mischungsreihe verindern, ist zusitzlich in Abbildung 14 dargestellt.
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Patient 100 : Kontrolle 0 Patient 99 : Kontrolle1 Patient 98 : Kontrolle 2
A ACIKAIGG C T|[A ACIAIGG C T|][A ACHKAIGG C T

Patient 97 : Kontrolle 3  Patient 95 : Kontrolle 5 Patient 90 : Kontrolle 10
A ACIAIGG C T|][A ACIAIGG C T|][A ACIAIGG C T

Patient 80 : Kontrolle 20 Patient 70 : Kontrolle 30 Patient 60 : Kontrolle 40
A ACIAIGG C T|[A ACHAIGG C T|[A ACRAIGG C T

I I‘IAII'l N\ N\ 'Ilnll 'I \ N\
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Patient 50 : Kontrolle 50 Patient 0: Kontrolle 100
A ACIAIGG C T|][A ACIAIGG C T

Abb.14: Die Abbildung zeigt die

Verinderung der Peakverhiltnisse

/\ Il'h'u innerhalb der Mischungsreihe fiir
J

|| alle verwendeten gDNA-Verhilt-
nisse. Kontrolle = nicht FA-Patient

Auf vierfacher Analyse dieser gemischten DNA-Konzentrationen erfolgte die Anfertigung einer ,,Mi-
schungskurve® (Abb. 15), die zur Einstufung des Mosaikstatus im Patientenblut diente. Auf diese Weise
wurden, aus dem Anteil des Mutationspeaks am Gesamtpeak, Riickschliisse auf den Anteil mutierter DNA
geschlossen. Dieser Anteil entspricht dem, der fiir die Mischungsreihe verwendeten Patienten-DNA. Er-
stellt somit den verbleibenden Anteil an mutierten Zellen im Blut des eingruppierten Patienten dar. Sub-

trahiert man diesen Wert von 100 %, so erhilt man den Reversionsgrad in den Patientenzelllinien.

Je nach Verwendung von Vorwirts- oder Riickwirtsprimern wurden Unterschiede in den PeakhShenver-
hiltnissen beobachtet. Deshalb ist es von Bedeutung, dass zur Finstufung des Mosaikstatus in den ver-
schiedenen Patientenzellreihen, des Vollblutes bzw. der lymphoblastoiden Zelllinien der Patienten, immer
die auf gleicher Primerbasis beruhende Sequenz zur Berechnung herangezogen wird. Dies ist auch wichtig,

um die Ergebnisse der einzelnen Separationen bzw. Zelltypen vergleichen zu kénnen.
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Abb. 15: Diagramm zur Einstufung des Mosaikstatus in den verschiedenen Patientenzell-
linien. Aufgetragen sind Anteil des mutierten Allels an der Summe von Mutations- und
Wildtyppeak (X-Achse) zu dem Anteil an Fibroblasten-DNA, der in den Mischungsteihen
enthaltenen heterozygoten betroffenen Patienten-DNA (Y-Achse). Uber den Anteil der
Fliche unter dem Mutationspeak im Elektropherogramm kénnen so Riickschlisse tber
den Anteil der Mutationsverhaltnisse im Patienten getroffen werden. Der Reversionsgrad
in den Patientenzelllinien (%) entspricht der abgelesenen Mischungsratio [mutierte DNA].

Deshalb beziehen sich die Analysen
immer auf Sequenzen, deren Peaks
(wt/ mut) in den Fibroblasten még-
lichst gleich hoch ausgeprigt waren
und somit der theoretischen 50 zu
50-Prozentrate entsprachen. War
dies nicht der Fall, wurden neue
Primer fir die PCR sowie die Se-
quenzierung designt. Ein Bezug auf
die Fibroblastensequenz war mog-
lich, da bisher keine Reversionen in
Fibroblasten von  FA-Patienten
bekannt sind und sie somit immer
als 100 % mutiert angesehen wer-

den konnen.
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4.1.5 Patient: 1 (FA-A)

Bereits 2002 erfolgte die Beschreibung des Patienten als Mosaikpatient durch unsere Arbeitsgruppe
(Gross et al. 2002). Die beiden krankheitsauslosenden Mutationen in FANCA, ¢.827-1 G>T (Spleimuta-
tion -> Deletion der ersten 32 bp des Exon 10) und ¢.971 T>G (p.L.324R, Exon 11), wurden per Sanger-
Sequenzierung identifiziert. Wobei fiir letztere eine komplette Reversion in einer etablierten lymphoblasto-
iden Patientenzelllinie beobachtet wurde. Die Erholung der Blutwerte (absolute Leukozyten, Granulozy-
ten und Himoglobin), tber einen beobachteten Zeitraum von drei Jahren, lie} bereits damals eine i vivo
Reversion vermuten (Gross et al. 2002). Allerdings ist zu beachten, dass wihrend dieser Zeit eine Oxyme-

tholontherapie (im Alter von 5,5 bis etwa 8 Jahren) erfolgte.

4.1.5.1

Die Dokumentation der Blutwerte umfasst einen Zeitraum von 17 Jahren (3.-19. Lebensjahr). Riickbli-

Entwicklung der Blutwerte

ckend ldsst sich auch nach Beendigung der Oxymetholontherapie eine Stabilisierung der meisten Werte

- beobachten (Abb. 106). Sie
s/ Lymphozyten 081 Monozyten ] ( )
3 P oe{ 1 lagen zum letzten beo-
" 1 1 1 1
I [} : :
= 04 bachteten Zeitpunkt, mit
I I [} 1
E 1 1 1 1 _
5 SO oL i | Ausnahme der Throm
= 2 i 1 /O
3 — Y bozytenzahl (44 x10%/pl),
0 P P alle im altersabhingigen
3 5 7 9 1 13 15 17 19 3 5 7 9 1 13 15 17 19 Normbereich (Diagramm'
6 Granulozyten Thrombozyten grave Fliche), (Lympho-
= ! ! 1
1 1 1
= L 200 A zyten 1,09 x 10°/pl, Mo-
| 1
= o I nozyten 0,39 x 10%/pl,
= - i
g ) i i 100 i Granulozyten 3,92  x
2 i | S ! .
N E i ! 10/ul, Himoglobin 9,1
1
i ' { schei
ottt Ot mmol/L). Dabei scheinen
3 5 7 9 M 13 15 17 19 3 5 7 9 1 13 15 17 19
- . Abb. 16: Altersabhingige Entwicklung der Blue-  die Lymphozyten, welche
—_— HamoglObln werte des Patienten 1. X-Achse: Alter; Y-Achse: .
=101 i Anzahl bzw. Menge der jeweiligen Parameter. sich an der Untergrenze
o Graue Fliche: Normbereich (altersabhingig), . .
£ i B Schwarze Linie: Entwicklung der Patientenwerte, des Normbereiches stabi-
.E, i Schwarze Quadrate: Messwerte, gestrichelte Linie: o )
D g i Zeitraum Oxymetholongabe. Zu beobachten war 11s1erten, von der Theraple
g’ i cine Stabilisierung von Monozyten, Granulozyten
[} i und Himoglobins auch nach der Therapie. Die Weniger stark beeinflusst
= v ' Thrombozytenzahl sank nach Therapieende unter
N ' den Normbereich. Die Lymphozytenzahl wurde worden zu sein.
T von der Therapie kaum beeinflusst. Sie lag, im
3 5 7 9 1 13 15 17 19 Alter von 19 Jahren, an der Normuntergrenze.
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4.1.5.2

Durchflusszytometrische

Analysen zum G2-Phase-Arrest
BrdU/Hoechst-Zellzklus-
analysen von PHA-stimulierten, mononukledren, lym-
phoblastoiden Zellen des Patienten zeigten iber den
gesamten Beobachtungszeitraum (hier exemplarisch
dargestellt im Alter von 6, 11 und 18 Jahren) einen et-
hohten spontanen G2-Phaseatrest (w/o MMC), auf
cinem fiir FA-Patienten typischen Level (3YG2/GF >
0,25). Der durch MMC induzierte Atrest (w/- MMC)
lag ebenfalls auf dem Niveau anderer FA Patienten
O.G2/GF= 0,4), mit leichter Tendenz in Richtung der
Normalkontrollen (Abb. 17). Die letzte Analyse im
Alter von 18 Jahren ergab hierbei eine Ratio von
YG2/GF = 0,375 (spontan) bzw. Y G2/GF = 0,466
(induziert). Vergleicht man die gemessenen Artrestratien
(> G2/GF) mit diesen der Blutmischungsstudien, so
liegt in den untersuchten lymphoblastoiden Zellen des
Patienten eine Reversion von ca. 20-35 % (gemessen
am spontanen Arrest) bzw. 35-45 % (gemessen am

induzierten Atrest) vor.

4.1.5.3 Chromosomenbruchanalysen

100
° w/o MMC

8% o

o 0
11 Japré,o

o O 0

[%]

N
o
1

0/100

804

60+

ruhende Zellfraktion

40+

204

0 T T T T T T T
00 o1 02 03 04 05 06 07 08

Summe G2-Phasen = Wachstumsfraktion

Abb. 17: BrdU/Hoechst-Zellzyklusanalysen  Ficoll-isolierter,
PHA-stimulierter (72h) Lymphozytenkulturen (exemplarisch im
Alter von 6, 11, 18 Jahten). Aufgetragen Y G2/GF im Verhiltnis
zum Anteil der ruhenden Zellfraktion. Graue Kreise: FA-
Patienten, Graue Rauten: Nicht-FA-Kontrollen. Detr spontane
G2-Phasearrest in den Zellen des Patienten lag auf dem Level
von FA-Patienten (3 G2/GF > 0,25) ebenso der MMC-induzierte
(10 pg/ml; YG2/GF > 0,4).

Chromosomenbruchanalysen von PHA-stimulierten Vollblutkulturen des Patienten zeigten eine Normali-

sierung der Bruchraten hin zu denen von Nicht-FA-Kontrollpersonen. Die spontanen Bruchraten in den

62 ausgewerteten Patientenmetaphasen lagen fiir ein Bruchereignis bei 3 % und fiir zwei Bruchereignisse

bei 2 %. Eine fiir Mosaikpatienten typische bimodale Verteilung der Bruchraten war, nach einer Behand-

lung mit 50 ng/ml MMC, ansatzweise zu beobachten (51 ausgewertete Metaphasen; 1 Bruch: 14 %; 4
Briiche: 2 %; 210 Briiche: 2 %). In den mit 100 ng/ml MMC behandelten Proben lag eine maximale An-

zahl von 6 Bruchereignissen in 2 % von 59 bewerteten vor. Die weiteren Bruchraten lagen bei: 1 Bruch:

12 %,; 2 Briiche 10 %, 3 Briiche: 8 %, 4 Briiche 3 %; 5 Briiche: 2 % (Abb. 18).
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Abb. 18: Auswertung der Chromosomenbruchanalyse des Patien-
ten 1. Dargestellt ist die Anzahl der Briiche pro Metaphase
anteilig an der Gesamtzahl der bewerteten Metaphasen in %.
Ausgewertet wurden: 0 MMC: 62; 50 ng/ml MMC: 62; 100
ng/ml MMC: 59 Metaphasen. Der Patient zeigte im Vergleich zu
Normalkontrollen nur eine leicht erhShte spontane Bruchrate.
MMC induzierte DNA-Schiden fithrten ansatzweise zu der
mosaikpatiententypischen bimodalen Ausprigung bei mittleren
MMC-Konzentrationen und zu erhéhten Raten nach Behandlung
mit 100 ng/ml MMC.

41.54 DNA-Sequenz basierende Mosaikanalysen

Die Blutentnahme erfolgte bei diesem Patienten (Alter 18 Jahre) direkt vor Ort, so dass die MACS-

Separation sofort angeschlossen werden konnte. Die Zelllinien des Patienten wurden, wie oben beschrie-

ben, auf ihre Reinheit Gberpriift. Ihre Reinheitsgrade lagen bei 99,3 % (T-Lymphozyten, davon 99,7 %
positiv), 93,9 % (B-Lymphozyten, davon 98,7 % positiv), 91,2 % (Monozyten, 85 %) und 98,6 % (Gra-

nulozyten, davon 99,4 % positiv). Die jeweiligen Anteile der anderen Zelllinien in den Isolaten sind in der

Tabelle 6 (4.1.2.2) dargestellt. Basierend auf Sanger-Sequenzierung der isolierten DNA des Patienten 1,
konnte die bereits bekannte Reversion der Punktmutation ¢.971 T>G (p.LL324R) im Exon 11 des F.AN-

CA Genes in allen untersuchten Zelltypen nachgewiesen werden (Abb. 19).

Kontrollfibroblasten

Fibroblasten T-Lymphozyten

c € C_T G AC
I

M? /\/\/\

c C CT/IGG A C C C CICKGG AC

M\

B-Lymphozyten

Monozyten Granulozyten

C C CTI<CGG AC
I

C C CTICKGG AC C C CIKGG AC

C C CICKGG AC
1

Abb. 19: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung des Patienten 1 (revertierte
Position ¢.971 T>G, Exon 11, FANCA) auf gDNA-Ebene. Die Mutation
ist unterstrichen. Pfeile: Richtung der Reversion. Oben links: Nicht-FA-
Kontrolle; Oben Mitte: Patientenfibroblasten. Die restlichen Sequenzen
zeigen die Situation in den verschiedenen MACS-Separationen und im
Vollblut.
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Da die Anteile des mutationsbedingten und wildtypischen Peak am Gesamtpeak annihernd gleich waren

(Peak mue 47,4 %; Peak e 52,6 %), konnte die unter 4.7.3.7 DN.A-Mischungsreihe beschriebene Kurve zur

Eingruppierung der Reversion verwendet werden. Die stirkste Reversion (je 100 %) zeigte sich in Isolaten

von B-Lymphozyten, Monozyten, und Granulozyten. Der geringste Grad an Reversion (etwa 14 %) konn-

te in der DNA der T-Lymphozyten-Separationen nachgewiesen werden. Im Vollblut betrug die Reversion

ca. 76 %. Fir die zweite Mutation (c.827-1 G>T) des Patienten wurde keine Reversion beobachtet. Die

entsprechenden Sequenzen der einzelnen Separationen sind gemeinsam mit der gDNA-Sequenz aus Fib-

roblasten, Vollblut und einer Nicht-FA-Kontrolle, aufgefiithrt (Abb. 20).

Kontrollfibroblasten Fibroblasten

T-Lymphozyten

T CA_G T T G T CAGITT

T CAGIT, T T

G

1 [ n 1
i f

= 1 [ I f ]

i 1 R | 1

| 1

| II'. ﬂ'rnll".i §|III |'| |'II ||'| |'III Ill'[ "Iﬂll'i i|'| y
|||' I". A IV\ { l". | f ".,/\ \‘.uf\ i'l ll'u }

i
II I 'II llli ;

J,' l|||‘ / lV\, ‘-'l ||“||

i
1 1
i |
At :|
| i
i |
i |
|

' i \ /1 I"III & E I f 'l| |l"'I E ! ||
I||I I|| Iu"".". :Illl II|I I|I |II I||| III |'I I'nl: ||I| I| ||I I|I |II Ill: :||I III
| III 1 1] 1 N\ 1 |I Y I
yll I". A /\j,l I"._"I ||I | II'.. .' I'.; N ,I IIL ||'| ||I ?. Al EIII ||
B-Lymphozyten Monozyten Granulozyten
T CAGIT)T T G T CAGIT;,T T G T CAGIT;,T T G

Blut
T C AG/IT'T T G
1

{ .I'| fh i \ |I |
[ Y AR
AVALVNAYA

Des Weiteren wurde erstmalig eine Reversion

in primiren Knochenmarkfibroblasten nach-
gewiesen. Hierbei scheint es sich ebenfalls um
eine hundertprozentige Reversion zu handeln,
da der Mutationspeak nicht mehr detektiert
werden konnte. Die Sequenzen sind gemein-
sam mit denen der etablierten lymphoblastoi-

den Zelllinie in Abbildung 21 dargestellt.

Blutlymphozytenlinie

Abb. 20: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung des Patienten 1 (nicht
revertierte Position ¢.827-1 G>T, FANCA) auf gDNA-Ebene. Die Muta-
0 tion ist unterstrichen. Oben links: Nicht-FA-Kontrolle; Oben Mitte:
Patientenfibroblasten. Die restlichen Sequenzen zeigen die Situation in den
verschiedenen MACS-Separationen und im Vollblut.

Blutlymphozytenlinie

C C CTI«KGG AC

M\

N

T C AG/T,

A

\a

T T G

f

| |
\

Knochenmarkfibroblasen Knochenmarkfibroblasen

C C CIKGG AC
I I

ANV

T C AGIT]

T T G

Abb. 21: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung beider Mutationen des FA-
A Patienten 1 an gDNA der etablierten lymphoblastoiden Zelllinie und den
primdren Knochenmarkfibroblasten. Links: revertierte Mutation c.971T>G

(Exon 11); Rechts: ¢.827-1 G>T.
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4.1.6 Patient: 2 (FA-A)

Wie auch fiir den vorherigen Patienten wurde fir FA-A Patient 2 bereits 2002 eine Reversion der Mutati-
on beschrieben (Gross et al. 2002). Die beiden compound heterozygoten nonsense Mutationen ¢.856 C>T
(p-Q256X, Exon 10) und ¢.3976 C>T (p. Q1326X, Exon 40) in F.LANCA wurden per Sangersequenzie-
rung in genomischer Fibroblasten-DNA detektiert (Gross et al. 2002). Die DNA-Analysen einer MMC-
resistenten, lymphoblastoiden Zelllinie und die von mononukledren Zellen aus Vollblut des Patienten
zeigten eine Reversion der Mutation in Exon 10. Diese Reversion spiegelte sich in normalisierenden

Chromosomenbruchraten und Zellzyklusanalysen auch nach Behandlung mit MMC wieder (Gross et al.

2002).

4.1.6.1 Entwicklung der Blutwerte
Die Blutwerte des Patienten wurden iiber einen Zeitraum von 13 Jahren dokumentiert, beginnend im

Alter von 8 Jahren bis zur Gegenwart (Abb. 22).

Die Anzahl der Lymphozyten bewegt sich tiber diesen Zeitraum immer an der Untergrenze des definier-
ten Normbereiches, wobei sich der aktuellste Wert auf 0,95 x 10*> Zellen pro pl belduft. Der auf Grund
steigender und sich stabilisierender Blutwerte vermutete Reversionszeitpunkt liegt zwischen 11 Jahren

(Himoglobin) und 17 Jah-

0,84
4{ Lymphozyten °1 Monozyten .
— ymphozy y \ ren (Granulozyten). Die
= 0,6 . .
s 3 aktuellen Werte liegen bei:
p—
% 2 04TH Monozyten= 0,57 x 103/pl;
= | 0,21 Granulozyten= 3,49 x
w 1
N ol 0,0 103/ul;  Thrombozyten=
8 10 12 14 16 18 20 22 24 8 10 12 14 16 18 20 22 24 218 x 10°/ul; Himoglob-
6 Granulozyten . Thrombozyten in= 9,8 mmol/l. Die Ent-
= wicklung der Blutwerte
> 200
= 4 bestitigt die Durchsetzung
= . .
§ 2 ™. 1001 der Reversion 7 vivo.
S
0_
LN N E BN I B NN BN BN BN BN BN B B B B | GIIIIIIIIIIIIIIIIII
8 10 12 14 16 18 20 22 24 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Hamoglobin
S 101
S Abb. 22: Altersabhiingige Entwicklung der
E, Blutwerte des Patienten 2 tiber einen Zeit-
[0 raum von 13 Jahren. X-Achse: Alter; Y-
g’ 81 Achse: Anzahl bzw. Menge der jeweiligen
D Parameter. Graue Fliche: altersabhingiger
= Normbereich. Schwarze Linie: Entwick-
lung der Patientenwerte. Schwarze Quadra-

LI S B S B B B S B S B S te: Messwerte. Pfeile: vermuteter Zeitpunkt

8 10 12 14 16 18 20 der Reversion.
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4.1.6.2 Analysen zum G2-Phase-Arrest

Zur Untersuchung des G2-Phase-Arrestes wurden durchflusszytometrische BrdU/Hoechst-Zellzyklusana-

lysen durchgefithrt. Hierbei zeigten Ficoll-isolierte, PHA-stimulierte mononukledre Zellen des Patienten

nach 72 stiindiger Inkubation spontane Arreste im in- 100
y w/o MMC
termedidren Bereich zwischen Nicht-FA- und Patien- 804 g
ten-Kontrollen. Nach MMC-induziertem  DNA- 60 °
o : R o ¢
Schaden befanden sich die Werte auf dem Niveau von <>: POURE
. . X 401 &> ©
Nicht-FA-Kontrollen. Diese Beobachtungen galten fir 2 N
s &
den gesamten Zeitraum, in dem diese Analysen durch- £ 207 ‘:’g% °
©
gefiihrt wurden. In Abbildung 23 sind exemplarisch die '°'==0,100 IQ 1 .Jahr? :
@ °
Ergebnisse im Alter von 11 (fritheste Messung), 18 und E " . %%00 i \!)W- MMC
26 Jahren (gegenwirtige Messung) dargestellt. Fir die E, 8
. . . 60
aktuellste Analyse ergab sich ein Verhiltnis der 2
>'G2/GF von 0,283 bei spontanem Arrest (Obergrenze 40+
Nicht-FA-Kontrollen) und von 0,258 bei induziertem 204
Arrest (Nicht-FA-Kontrollniveau). Vergleicht man diese o
Messungen mit denen der etablierten Blutmischungsrei- 00 01 02 03 04 05 06 07 08

hen (4.7.1.7), so lisst sich fiir die untersuchten Zellen Summe G2-Phasen + Wachstumsfraktion

ein RCVer’SiOﬂngad von 50-60 % (nach spontanem Ar- Apb. 23: BrdU/Hoechst-Zellzyklusanalysen ~ Ficoll-isolierter,

PHA-stimulierter (72h) Lymphozytenkulturen (exemplarisch im

rest) beziehungsweise 90-95 % (induzierter Arrest) an-  Alter von 11, 18, 26 Jahren). Aufgetragen Y G2/GF im Verhilenis

zum Anteil der ruhenden Zellfraktion. Graue Kreise: FA-
nehmen. Patienten. Graue Rauten: Nicht-FA-Kontrollen.
4.1.6.3 DNA-sequenzbasierende Mosaikanalysen

Das Blut des Patienten erreichte uns auf postalischem Weg. Der eintdgige Versand erfolgte bei sommerli-
chen AuBlentemperaturen. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen der einzelnen Separationen
zeigten sehr variierende Reinheitsgrade. Die hochste Reinheit, 99,5 % (99 % positiv), wurde fur Gra-
nulozyten erzielt. Fir die CD3* T-Lymphozyten belief sie sich auf 75,5 % (95,8 % positiv). B-
Lymphozyten konnten mit einer Reinheit von 54,5 % (97 % positiv) isoliert werden. Die schlechteste
Reinheit, 37,6 % (97,5 % positiv), wurde fiir die Separation von Monozyten erreicht. Auffillig waren in
allen Separationen die erhéhten Anteile von Granulozyten: 15,4 % in der T-Lymphozyten-, 16 % in der B-
Lymphozyten- und 57,2 % in der Monozytenisolation. Des Weiteren wurden 28,5 % Monozyten in der B-
Lymphozyten-Separation detektiert. Die weiteren Verteilungen der anteiligen, ungewiinschten Zellenlinien
kénnen Tabelle 6 entnommen werden. Wie bereits unter4.1.2.2  erzielte Reinbeiten der Patientenzellsortiernn-

gen beschrieben, wurden die verringerten Reinheiten der Separationen vermutlich durch auf dem Trans-

portweg beschidigte Granulozyten hervorgerufen.
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Sanger-Sequenzierungen von FANCA der genomischen DNA aus den Separationen bestitigten die be-
reits beschriebene Reversion in Exon 10 (c.856 C>T). Die hochsten Grade der wildtypischen Sequenz

wurden in B-Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten beobachtet (Abb. 24).

Kontroll-Lymphoblasten Fibroblasten T-Lymphozyten
GT ALCIAG G| [GT ACITA G G| [G T AC(TA G G

B-Lymphozyten Monozyten Granulozyten
G T ACCTA G G G T AC((TA G G G T ACCTA G G

Vollblut Blutlymphozytenlinie
G T AC(TA G G| [G T AC(IA G G

Abb. 24: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung des Patienten 2 (revertierte Position ¢.856 C>T, Exon 10, FAN-
CA) auf gDNA-Ebene. Die Mutation ist unterstrichen. Pfeile: Richtung der Revetsion, hin zum wt. Oben links:
Nicht-FA-Kontrolle; Oben Mitte: Patientenfibroblasten. Die restlichen Sequenzen zeigen die Situation in den
verschiedenen MACS-Separationen, im Vollblut und in einer etablierten lymphoblastoden Zelllinie.

Da bei diesem Patienten die prozentualen Anteile des mutationsbedingten und wildtypischen Peaks am
Gesamtpeak stark voneinander abwichen (Peak mu: 41,6 %; Peak ¢ 58,4 %), wurde fir die Eingruppie-
rung eine separate DNA-Mischungsreihe angefertigt (Abb. 25). Auffillig war, dass der von dem Mutati-
onspeak stammende Peak nur bis zu einem Anteil von ca. 80 % wildtypischer DNA detektiert werden
kann. Aus diesem Grunde kann die Reversion dieses Patienten nur bis ca. 20 % bestimmt werden. Legt
man diese Kurve fiir die Eingruppierung des Mosaikstatus zu Grunde, kénnen fiir diesen Patienten fol-
gende Reversionen abgeschitzt werden: T-Lymphozyten: mehr ca. 15 %, B-Lymphozyten, Monozyten

und Granulozyten: mehr als 30 %, Vollblut: ca. 20 %.
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Abb. 25: Diagramm zur Einstufung des Mosaiksta-
tus in den verschiedenen Patientenzelllinien des
Patienten 1. Aufgetragen sind der Anteil des mutier-
ten Allels an der Summe von Mutations- und Wild-
typpeak (X-Achse) zu dem Anteil an Fibroblasten-
DNA der in den Mischungsreihen zugesetzten
heterozygoten Patienten-DNA (Y-Achse). Uber den

0 @ T T T T Anteil der Fliche unter dem Mutationspeak im
[EENENEENENENEENENENEEEEENEEEENEEENNENEENENNREEE Elektropherogramm kénnen so Riickschlisse tiber
0 10 20 30 40 50 den Anteil der Mutationsverhiltnisse im Patienten

getroffen werden. Der Reversionsgrad in den
Patientenzelllinien (%) entspricht der abgelesenen

detektierter Anteil mutiertes Allel [%]

Mischungsratio [mutierte DNAI.

Fir die zweite Mutation in Exon 40 von FANCA (c.3976 C>T) des Patienten wurde in keiner der Separa-
tionen eine Reversion im Vergleich zu der Fibroblastensequenz beobachtet. Auch in einer etablierten Blut-
lymphozytenlinie zeigte sich kein Anhaltspunkt fiir einen Riickgang des mutierten Allels. Die Elekt-

ropherogramme der isolierten genomischen DNAs sind in Abbildung 26 dargestellt.

Kontrollfibroblasten Fibroblasten
G A T!'C'A G C G A T C/ITA G C

T-Lymphozyten
G A TICITA G C

B-Lymphozyten Monozyten Granulozyten

G A TICITA G C|[G A TICITA G C| [G A TICITA G C
;’”'ul - i i|'|nl'|I Il"'. " E illﬁllll ..'"'. " i il""lll
||'I I|lI / l'u: AL |'II IIII / 'll'a: Ill: I' 'II ll'l n"ll 'E |, III
BRIV | X YARY Y ] X YAR

Vollblut Blutlymphozytenlinie

G A T G A TICITA G C

Abb. 26: Etgebnisse der Sanger-Sequenzierung des Patienten 2 (nicht revertierte Position ¢.3976 C>T, Exon 40,
FANCA) auf gDNA-Ebene. Die Mutation ist unterstrichen. Oben links: Nicht-FA-Kontrolle. Oben Mitte:
Patientenfibroblasten. Die restlichen Sequenzen zeigen die Situation in den verschiedenen MACS-Separationen,
im Vollblut so wie der etablierten lymphoblastoiden Zelllinie.
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41.7
Fur

heterozygote Mutationen im FANCA-Gen nachgewie-

sen.

Die bisher nicht beschriebene Dreibasenpaardeletion
c.2316+1_2316+3delGTG  betrifft den SpleiBdonor
nach Exon 25. Sie fiihrt auf cDNA-Ebene zu einer

Patient: 3 (FA-A)

diesen Patienten wurden

zwei compound-

T CAC CAG

Exon 25 Exon 26

Abb.

27:
€.2316+1_2316+3delGTG (IVS 25, FANCA) auf cDNA-Ebene
in einer etablierten Blutlymphoblastenzelllinie des Patienten.

Exonisierung der IVS25 (Abb. 27) sowie einem frithzei-

Auswitkung ~ der  Dreibasenpaardeletion

tigen Stopp (p.Q772*13). Das betroffene Allel konnte nur nach Stabilisierung, durch Zugabe von Cyclo-

heximid, (3.7.5) nachgewiesen werden. Bei der zweiten maternal ererbten Mutation handelt es sich um

eine bereits mehrfach beschriebene (Ameziane et al. 2008; Levran et al. 2005)) Missense-Mutation in Exon

34 von FANCA ¢.3391A>G (p.T1131A). Die Aufnahme dieses Patienten in die vorliegende Studie ba-

sierte auf einer beobachteten Peakhdhenverinderung genomischer Patienten-DNA im Vergleich zur ma-

ternalen Sequenz.

4.1.71
Fir diesen Patienten liegen
Blutwerte tber einen Zeit-
raum von 15 Jahren vor
(Patientenalter: 14-29). Die
Entwicklung der in den
MACS-Analysen  unter-
suchten Zellreihen inklusi-
ve der von Thrombozyten
und von Himoglobin sind
in Abbildung 28 zusam-
mengestellt. Alle Blutwerte
des Patienten befinden sich
tber den gesamten Be-
obachtungszeitraum knapp
unterhalb oder an der Un-
tergrenze des altersabhin-
gigen, definierten Norm-
Fir Mono- und

breiches.

Thrombozyten sowie Hi-

Zellzahl [10%/pl] Zellzahl [10%/pl]

Menge [mmol/l]

_

Entwicklung der Blutwerte

Lymphozyten 0,81 MPnozyten
4
0,6
0,4
2
G T T T T T T T T T T T T T T T
18 20 22 24 26 28 14 16 18 20 22 24 26 28
Granulozyten 3001 Thrombozyten
Nl Ay
2] VA
1004
G T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T 1
14 16 18 20 22 24 26 28 14 16 18 20 22 24 26 28
HamogIObln Abb. 28: Altersabhingige Entwicklung der
Blutwerte des Patienten 3 Uber einen Zeitraum
von 15 Jahren. X-Achse: Alter; Y-Achse: Anzahl
07 bzw. Menge der jeweiligen Parameter. Graue
Fliche: altersabhingiger Normbereich, Schwarze
Linie: Entwicklung der Patientenwerte. Schwarze
Quadrate: Messwerte. Bis auf Himoglobin befin-
8 den sich alle Werte wihrend des Beobachtungs-
zeitraums im und um den unteren Grenzbereich
der Normalwerte. Eine leichte Stabilisierung ist
T T T T T T T T T T T T fiir Mono-, Thrombozyten und Himoglobin zu
14 16 18 20 22 24 26 28 beobachten.
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moglobin wurde ein leichter Anstieg der Werte zu unterschiedlichen Zeitpunkten beobachtet (Monozyten:
17 Jahre; Thrombozyten: 23 Jahre; Himoglobin: 25 Jahre). Die beiden anderen Untergruppen der weillen
Reihe, Lympho- und Granulozyten, blieben auf ihrem niedrigen Niveau. Zum aktuellen Zeitpunkt wurden
folgende Daten ethoben: Lymphozyten: 0,89 x10°/ul, Monozyten: 0,29 x10°/ul, Granulozyten: 1,35
x10?/ul, Thrombozyten: 174 x10%/ul, Himoglobin: 9,3 mmol/L.

4.1.7.2 Analysen zum G2-Phase-Arrest

Der G2-Phase-Arrest in Ficoll-isolierten und PHA-stimulierten mononukledren Zellen aus Patientenblut
wurde durchflusszytometrisch unter Verwendung der BrdU/Hoechst- Zellzyklusanalyse zu drei bzw. zwei
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Die Auswertung zeigte sowohl im Alter von 15, von 25 als auch
von 28 Jahren erhohte spontane und MMC-induzierte Arreste auf dem Level von betroffenen FA-
Kontrollpersonen (Abb. 29). Hierbei lag die zuletzt ermittelte Ratio Y G2/GF fur den spontanen Arrest
bei 0,449 und die fiir den induzierten Arrest bei 0,566. Anhand dieser Ergebnisse konnte entsprechend
der spontanen Arreste auf einen maximalen Anteil von 10 % und bezogen auf den induzierten auf maxi-

mal 10-50 % Nicht-FA-Zellen im Blut des Patienten geschlossen werden.

100

g 080 . w/o MMC
80 - ]

S 8 © ©25Jahre

£ w oo O o858 "

g ot

% 090 o

N 407 28 Jahre

3 "

% 20 3 o

. 15 Jahre

.

0 T T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08/0001 02 03 04 05 06 07 08
Summe G2-Phasen = Wachstumsfraktion

Abb. 29: BrdU/Hoechst-Zellzyklusanalysen Ficoll-isolierter, PHA-stimulierter (72h) Lymphozytenkulturen (im Alter
von 15, 25 und 26 Jahren). Aufgetragen Y G2/GF im Verhiltnis zum Anteil der ruhenden Zellfraktion. Graue Kreise:
FA-Patienten, Graue Rauten: Nicht-FA-Kontrollen. Der spontane als auch der MMC-induzierte G2-Phasearrest in
den Zellen des Patienten lag fiir alle Analysen im Bereich von FA-Kontrollen.

41.7.3 Chromosomenbruchanalysen

Untersuchungen von Metaphasen aus PHA-stimulierten Blutzellkulturen zeigten erhéhte spontane als
auch induzierte Chromosomenbruchraten, in einem fir FA-Patienten typischen Bereich. So traten in 3 %
von 58 untersuchten Metaphasen zwei spontane Bruchereignisse und in 9 % ein spontanes Ereignis auf.
Nach Behandlung mit 50 ng/ml MMC erhéhten sich die Bruchraten bereits auffillig. Wihrend 17 % der
52 gewerteten Metaphasen unversehrt blieben, verteilten sich auf 58 % ein bis vier Briiche. In 12 % der
Metaphasen traten zehn oder mehr Biiche auf. Ein ausgeprigter FA-Phinotyp zeigte sich nach einer In-
kubation der Kulturen mit 100 ng/ml MMC. In jeder der 50 ausgezihlten Metaphasen wurde mindestens

ein Bruchereignis beobachtet. 52 % der Metaphasen wiesen zehn oder mehr Briiche auf, weitere 40 %
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entfielen auf Bruchraten von 4-6 je Metaphase. Die genauen Werte sind dem Diagramm (Abb. 30) zu
entnehmen. Die Ergebnisse dieser Analyse lassen nicht auf eine Mosaikbildung im Blut des Patienten

schlieB3en.

100 7 7
=2 oOMMC { 50MMC - 100 MMC
c 80 1 T
K _ ]
N . :
@ i i Abb. 30: Auswertung der Chromosomenbruchanalyse fir den
g 40 B : Patienten 3. Dargestellt ist die Anzahl der Briiche pro Metaphase
=
% 7 b anteilig an der Gesamtzahl der bewerteten Metaphasen in Y.
g 20 i 1 Ausgewertet wurden: 0 MMC: 58; 50 ng/ml MMC: 52; 100

ng/ml MMC: 50 Metaphasen. Der Patient zeigte bei Behandlung

0 246 81002 4 6 81002 4 6 810 mit 100 ng/ml MMC FA-typische Chromosomenbruchraten. Es
Briiche pro Metaphase gibt keine Hinweise fiir eine Mosaikbildung im Patientenblut.

41.74 DNA-sequenzbasierende Mosaikanalysen

Die Aufarbeitung des Patientenblutes erfolgte ca. eine Stunde nach Entnahme (persénliche Abholung).
Die erzielten Reinheiten lagen bei 98,2 %/positiv 99,7 % (T-Lymphozyten), 78,2 % /positiv 99,0 % (B-
Lymphozyten), 67,8 %/positiv 98,0 % (Monozyten) sowie 98,8 % /positiv 99,6 % (Granulozyten). Auch
bei diesem Patienten wurde die schlechteste Reinheit in der Monozytenseparation erzielt, der Granulozy-
tenanteil betrug hier 25,6 %. Die genauen Anteile der einzelnen Zellpopulationen in den einzelnen Separa-

tionen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Eine Begutachtung der sanger-sequenzierten relevanten Bereiche des FANCA-Genes auf genomischer
Ebene lie fir keine der beiden Mutationen auf eine Reversion schlieBen. Weder die Allel-
destabilisierende Dreibasenpaardeletion ¢.2316+1_2316+3delGTG im Anschluss an Exon 25 (Abb. 31)
noch die Basensubstitution ¢.3391 A>G in Exon 34 (Abb. 32) zeigten eine Verringerung des mutierten
Alleles.
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Kontrollfibroblasten Fibroblasten T-Lymphozyten
AGGTGAGG AG&AG%

AAAAAA A NA

B-Lymphozyten Monozyten Granulozyten
AGG TG AGG|[AGG TG A AGG TG AGG
“A G GAC T C AAG‘C “AA G G~ACT C
AAWNAAW AAWNAAA\ ,AMKAA
Vollblut Blutlymphozytenlinie
AGG TG AGG|[AGG TG AGG
“A G GAC T C “A G G~AC T C

AA NaAa/AAA

Abb. 31: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung des Patienten 3 (c.2316+1_2316+3delGTG, 1VS25, FANCA) auf
¢DNA-Ebene. Die deletierten Basen sind unterstrichen, die wt-Sequenz ist in der obcren die mutierte in der
unteren Zeile angegeben. Oben links: Nicht-FA-Kontrolle. Oben Mitte: Patientenfibroblasten. Die restlichen
Sequenzen zeigen die Situation in den verschiedenen MACS-Separationen, im Vollblut sowie einer etablierten
lymphoblastoiden Zelllinie.

Um diese Beobachtung zu untermauern, wurde eine aus Patientenblut etablierte lymphoblastoide Zelllinie
ebenfalls auf eine mogliche Reversion einer der beiden Mutationen untersucht. Auch hier konnte, bezogen
auf die Fibroblasten, keine Verminderung der mutierten Sequenz nachgewiesen werden (Abb. 31,
Abb. 32). Da sich in solchen Zelllinien, auf Grund von hohem Selektionsdruck, Reversionen hiufiger und

schneller durchsetzen, kann davon ausgegangen werden, dass es nicht zu einem solchen Ereignis kam.

Kontrollfibroblasten Fibroblasten T-Lymphozyten

AT CLAIC T G|[AT CAIGC T G| [A T CAIGC T G
/ L/\I /l/\ - ’ﬂ\ :/\):/\"j IIH'- A i :f\: \/\_

B-Lymphozyten Monozyten Granulozyten

AT C'A/G'C T G AT C'AIG'C T G AT CA/G' T G

A/V‘E/v% Alé A

AN

Vollblut BIutIymphozytenIinie
A T CIAIGC T G| [A T CIAIGC T G
| 1 | 1 CDNA

AN WY

Abb. 32: Ergebmsse der Sanger-Sequenzierung des Patienten 3 (c.3391 A>G, Ex 34, FANCA) auf gDNA-Ebene.
Die Mutation ist unterstrichen. Oben links: Nicht-FA-Kontrolle. Oben Mitte: Patientenfibroblasten. Die restlichen
Sequenzen zeigen die Situation in den verschiedenen MACS-Separationen, im Vollblut sowie einer etablierten
Blutlymphozytenlinie.
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4.1.8 Patient: 4 (FA-D2)

Dieser Patient wurde im Alter von 33 Jahren durch ein Plattenepithelkarzinom der oberen Mundhéhle
und seiner Infertilitit auffillig. Des Weiteren zeigte er fiir FA typische Malformationen wie rechtsseitige
Aplasie von Radius und Daumen, linksseitige Radiushypoplasie in Verbindung mit Pollicization des Zeige-
fingers und weitere Fehlbildungen. Das Blut des Patienten zeigte innerhalb eines Beobachtungszeitraums
von 2,5 Monaten normale Werte: Lymphozyten: 2,3 x 103/ul, Monozyten: 0,35 x 103/ul, Granulozyten:
2,6 x 103/pl, Thrombozyten: 238-267 x 103/ul und Himoglobin: 9,0-9,5 mmol/l. Die Diagnose FA basiert
auf Zellzyklusanalysen primirer Fibroblastenkulturen sowie Blutlymphozyten. Die Zuordnung des Patien-
ten zur Untergruppe FA-D2 erfolgte iber Western Blot-Analysen. In diesen konnte nach Uberbelichtung
ein Restprotein detektiert werden. Eine Sequenzanalyse des korrespondierenden Gens, FANCD2, offen-
barte zwel componnd heterozygote Mutationen und einen SNP. Die maternal ererbte Missens-Mutation
c.2444 G>A (p.R815Q) in Exon 26 wurde bereits als milde Mutation fiir andere Patienten beschrieben
(Kalb et al. 2007). Sie wird, wie auch bei diesem Patienten, haufig mit dem SNP ¢.2702 G>T, (p.G901V,
rs35495399) in Exon 28 beobachtet (Kalb et al. 2007). Die paternal ererbte Mutation ¢.3467-2A>G be-
trifft den 3‘-gelegenen SpleiBakzeptor. Sie fithrt zum Skipping von Exon 35 in maturer RNA (Abb. 33)

und somit zu einer frihzeitigen Trunkierung des Pro-

) . Exon 34  Exon 35
teins (p.A1156Vfs*10). Die auf Grund fehlender hima- | o A T T Gl C T T C C
c T

T A T

tologischer Auffilligkeiten naheliegende Vermutung n Exon 36

einer Mosaikbildung im Blut des Patienten, konnte

durch eine gDNA-Sequenzanalyse einer etablierten

lymphoblastoiden Zelllinie untermauert werden. SO  Abb. 33: Auswirkung der paternalen Basensubstitution c.3467-

. o . . . 2A>G (Exon 34, FANCD?2) im SpleiBakzeptor auf cDNA-
zeigte sich in der Sequenz ein Riickgang der Mutation. Ebene in Patientenfibroblasten.

4.1.8.1 Analysen zum G2-Phase-Arrest
Der G2-Phase-Arrest in primiren Fibroblasten wurde mit Hilfe einer Zellzyklusanalyse in Verbindung mit

DAPI (Vitalfirbung) untersucht. Nach Behandlung mit MMC (48 h, 10 ng/ml) zeigten DAPI-gefirbte
100

¢ w/o MMC

8% o

[0
o
1
1

60

40

20+

ruhende Zellfraktion [%]

00 o1 02 03 04 05 06 07 08/0001 02 03 04 05 06 07 08

Summe G2-Phasen + Wachstumsfraktion

Abb. 34: BrdU/Hoechst-Zellzyklusanalysen Ficoll-isolierter, PHA-stimulierter (72h) Lymphozytenkulturen des Patien-
ten 4 im Alter von 33 Jahren. Aufgetragen Y G2/GF im Verhiltnis zum Anteil der ruhenden Zellfraktion. Graue Kreise:
FA-Patienten, Graue Rauten: Nicht-FA-Kontrollen. Der spontane G2-Phase-Arrest in den Zellen des Patienten lag auf
dem Level von FA-Patienten (3 G2/GF > 0,25) ebenso der MMC-induzierte (10 pg/ml; YG2/GF > 0,4).
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Zellen einen FA-typischen Anstieg der G2-Phasezellen von 8 % (spontan) auf 58,3 % (induziert). Die
Untersuchung von Ficoll-isolierten, PHA-stimulierten Kulturen von Blutlymphozyten mittels BrdU/
Hoechts-Methode zeigte nach 72-stiindiger Kulturzeit erth6hte G2-Phase-Arreste auf dem Level anderer
FA-Patienten (spontan: Y G2/GF: 0,349; induziert: Y G2/GF: 0,566; Abb. 34). Verglichen mit den durch-
gefiihrten Blutmischungsstudien entspricht dies einer Reversion von 22-42 % bezogen auf den spontanen,

beziehungsweise von 10-50 %, bezogen auf den induzierten Arrest.

4.1.8.2 Chromosomenbruchanalysen

Analysen der Metaphasen von PHA-stimulierten 100

Blutkulturen zeigten nach 72-stiindiger Inkubati- 3% gg 100 MMiC
on erhéhte Bruchraten. So wurde in 12 % der 51 % 60

gewerteten Metaphasen ein Bruchereignis beo- ; 40

bachtet. Eine Behandlung mit 50 ng/ml MMC .g

fuhrte nach diesem Zeitraum bereits zu einer fur *3 20

FA-Mosaikpatienten typischen bimodalen Ver- = 02 46 85002 4 6 800 2 4 6 80
teilung. Hierbei verteilten sich 75 % der Briiche Briiche pro Metaphase

_ . .. Abb. 35: Auswertung der Chromosomenbruchanalyse fiir den Patienten

auf Metaphasen (1’1—53) mit 1-4 BruCherelgrnS' 4. Dargestellt ist die Anzahl der Briiche pro Metaphase anteilig an der

Gesamtzahl der bewerteten Metaphasen in %. Ausgewertet wurden: 0

0 2

sen. In 2 % der Metaphasen wurden 10 oder  ypyc: 51; 50 ng/ml MMC: 53; 100 ng/ml MMC: 60 Metaphasen. Der

. . . . Patient zeigte im Vergleich zu Normalkontrollen nur eine leicht erhéhte

mehr Briiche gezahlt‘ Am deutlichsten trat diese spontane Bruchrate. Durch MMC (50, 100 ng/ml) induzierte DNA-

i . X Schiden fithrten zu einer fiir FA-Mosaikpatienten typischen bimodalen
typische Verteilung der Bruchraten in den 60  vVerteilung der Bruchraten.

begutachteten Metaphasen nach einer Inkubation mit 100 ng/ml MMC zutage. Wihrend in 30 % keine

Briiche zu beobachten waren, traten in 12 % FA-typische Metaphasen (Bruchrate 210) auf. Weitere 51 %

verteilten sich auf 1-3 Bruchereignisse. Die genaue Aufteilung ist der Abbildung 35 zu entnehmen.

4.1.8.3 DNA-sequenzbasierende Mosaikanalysen

Die verschiedenen Zellseparationen aus dem Blut dieses Patienten wurden uns von Hr. Prof. Hanenberg
zur Verfiigung gestellt. Uber ihre Reinheiten kann daher keine Auskunft gegeben werden. Die Sangerse-
quenzierung der isolierten gDNA des Patienten zeigte eine Reversion der den SpleiBakzeptor betreffenden
Mutation ¢.3467-2 A>G (Abb. 36). Die Anteile der beiden Peaks am Gesamtpeak lagen annihrend auf
einer Hohe, (Peak mue 49,4 %/ Peak e 51,6 %), weshalb die allgemeine Kurve (Abb. 15) zur Einschitzung
des Reversionsgrades verwendet werden konnte. Die stdrkste Ausprigung trat hierbei in der B-
Lymphozyten- und der Monozyten-Separation zutage, flr die beiden anderen Zellreihen zeigten sich
schwichere (Granulozyten) bis keine Reversionen (T-Lymphozyten). Eine Eingruppierung entsprechend
der DNA-Mischungsreihe lisst auf eine zellulire Reversion von 16 % in B-Lymphozyten, 10 % in Mo-
nozyten, 0 % in T-Lymphozyten, 7 % in Granulozyten und 4 % im Vollblut schlieBen. Auch in der aus
Patientenblut angelegten B-LCL-Linie lieB sich eine hohe Reversionsrate dieser Mutation beobachten: im

Vergleich zu Fibroblasten: 80 %; nach theoretischen 50 %: 81 %; nach DNA-Mischungsreihe: 47 %. Fir
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die zweite krankheitsverursachende Basensubstituion in Exon 26 (c.2444 G>A) wurde keine Reversion

beobachtet. Die Sequenzen sind in Abbildung 37 dargestellt.

Kontroll-Lymphoblasten Fibroblasten T-Lymphozyten
AACAIG C T|[A ACHAIGG C T| [A ACIAGG C T

é}/\/\ N A I

B-Lymphozyten Monozyten Granulozyten
A ACIAGG C T| [A ACIAKGIG C T| [A ACIHAGG C T

| i N\A/\

Vollblut Blutlymphozytenlinie
A ACHAIGG C T|[A ACHAIGG C T

/\ WANANY

Abb. 36: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der revertierten Position ¢.3467-2A>G (IVS34, FANCD2) auf
¢DNA-Ebene. Die Mutation ist unterstrichen. Oben links: Nicht-FA-Kontrolle. Oben Mitte: Patientenfibroblasten.
Die restlichen Sequenzen zeigen die Situation in den verschiedenen MACS-Separationen und im Vollblut sowie in
ciner etablierten lymphoblastoiden Zelllinie.
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Kontroll-Lymphoblasten Fibroblasten T-Lymphozyten
C T CGIAIG T T|[CTCGIAIG T T|[C T CGIAIG T T

N WA oialion

B-Lymphozyten Monozyten Granulozyten
C T CBIAG T T T|[CTCGIAJIG T T|[C T CGIAIG T T

AN MM

Vollblut
C T CGIAIG T T

E g—_____b
B
)

Ir\

/\Jr"

Abb. 37: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der nicht revertierten
Position ¢.2444 G>A (Exon 26, FANCD?2) auf gDNA-Ebene. Die Muta-
tion ist unterstrichen. Oben links: Nicht-FA-Kontrolle; Oben Mitte: Pati-
entenfibroblasten. Die restlichen Sequenzen zeigen die Situation in den
verschiedenen MACS-Separationen und im Vollblut.

g
=
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419 Patient: 5 (FA-D2)

Fir diesen Patienten, welcher eine Radialstranganomalie aufweist, wurde der Verdacht auf FA iber G2-
Phase-Arrestanalysen bestitigt. Sie konnte im Rahmen einer NGS-Studie der Untergruppe FA-D2 zug-
ordnet werden (Isabell Rost, unveréffentlichte Daten). Hierbei wurden zwei krankheitsverursachende
Mutationen aufgedeckt. Beide, die maternal ererbte Nonsens-Mutation ¢.982C>T (p.328 R>X, Exon 12)
und die vom Vater stammende Mutation ¢.3707G>A (p.H1229EfsX7, r.3684_3727del44, Exon 37),
konnten tiber Sanger-Sequenzierung bestitigt werden. Letztere, bereits beschriebene Mutation (Kalb et al.
2007; Timmers et al. 2001), fiihrte durch das Skippen von 43 bp zu einer Leserasterverschiebung in Exon
37 und somit zu einer Trunkierung des Proteins. Die Analyse genomischer Vollblut-DNA lie} einen
Rickgang des ¢.3707G>A tragenden Allels vermuten, dies stellte einen Hinweil3 auf eine Mosaikbildung
dar (Abb. 41). Des Weiteren konnte die Mutation in der aus Patientenblut etablierten lymphoblastoiden
Zelllinie nicht mehr detekiert werden (Abb. 41). Zellzyklusanalysen der Zelllinie zeigten normale G2-

Phasearreste.

4.1.9.1 Entwicklung der Blutwerte
Die Blutwerte des Patienten wurden tiber einen Zeitraum von circa dreieinhalb Jahren (Alter 7-11 Jahre)

analysiert. Wihrend die Anzahl der Lymphozyten und der Monozyten meist im unteren Bereich der Refe-

renzwerte lagen, wurden 4 Lymphozyten } 06 Monozyten )
reduzierte  Zahlen  flir : :
Granulozyten und beson- :'; 3
ders fiir Thrombozyten £ 2
beobachtet. Die Werte fur % 11

N
Himoglobin fielen zu- é 0 . . . . . ' . .
nichst ab, stabilisierten 8 9 10 " 200- 8 9 10 "
und erholten sich wih- Granulozyten ) Thrombozyten )
rend der Behandlung mit :? 4
dem Androgentherapeuti- & » 100

N :
kum Danazol. Auch fiir <=t L"\f"m"

01 :

die anderen Werte konnte
ein leichter Anstieg nach 8 9 10 | 1 0 8 9 10 I 1

Therapiebeginn, in einem

Alter von 10,5 Jahren,

Abb. 38: Altersabhingige Entwicklung der
» Blutwerte des Patient 5 tiber einen Zeitraum von
3,5 Jahren. X-Achse: Alter; Y-Achse: Anzahl
bzw. Menge der jeweiligen Parameter. Graue
. Fliche: altersabhingiger Normbereich, Schwarze
. Linie Entwicklung der Patientenwerte, Schwarze
ﬂ" Quadrate Messwerte. Gestrichelte Linie: Beginn
v Androgentherapie (Danazol). Die Anzahl der
Lymphozyten, Monozyten und des Himoglobins
lagen meist im Normbereich. Die von Gra-
nulozyten und der Thrombozyten bewegten sich
unterhalb der Normalwerte. Nach Danazolgabe
8 9 10 1 wurde ein Anstieg aller Werte beobachtet.

-
o

4 Hémoglobin >

beobachtet werden. Zum
aktuellsten Zeitpunkt lag
die Anzahl der Lympho-
zyten bei 2,46 x103/ul, die

Menge [mmol/l]

[«
1
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der Monozyten bei 0,24 x103/ul, die der Granulozyten bei 0,8 x103/ul und die der Thrombozyten bei
40 x103/ul. Das Himoglobin stieg auf 9,9 mmol/l an. Die Entwicklung ist in Abbildung 38 dargestellt.

Ein Zeitpunkt fiir eine mogliche Reversion konnte anhand der Blutwerte nicht ermittelt werden.

4.1.9.2 Analysen zum G2-Phase-Arrest

Die Bewertung der G2-Phasearreste in Fibroblasten des 100
_ , _ ° w/o MMC
Patienten erfolgte tber eine Zellzyklusanalyse in Ver- 80 8o o
) o ) ) ¢ © °7 Jahre
bindung mit einer DAPI-Firbung (Vitalfirbung). Hier- 60 on ® &8 [08 °

4 > <&
bei ergaben sich Werte im Bereich von anderen FA- mo° = 11 Jahre

Y 9 o
Patienten (spontan: G2/M-Phase: 9 %; induziert mit o% 407 P 00 "
12 ng/ml MMC: G2/M-Phase: 49,5 %). Auch die Zell- § 20+ CECIR
zyklusanalysen von Ficoll-isolierten, PHA-stimulierten 50,100 : : :
72 h mononukleiren Blutlymphozyten zeigten einen g 80 w/- MMC
FA-typisch Phinotyp. Fiir die im Alter von 7 und 11  §
Jahren durchgefiihrten Messungen PHA-stimulierter -g - S

40- %0

lymphoblastoider Zellen ergaben sich folgende Ratio:
spontan: 7 Jahre: 0,404, 11 Jahre: 0,546; induziert 20-

° <o
(10 ng/ml): 7 Jahre: 0,574, 11 Jahre: 0,648). Verglichen . 11 Jahre
mit den erstellten Blutmischungsreihen ergab sich kein 00 01 02 03 04 05 06 07 08

Summe G2-Phasen = Wachstumsfraktion

Abb. 39: BrdU/Hoechst Zellzyklusanalysen Ficoll-isolierter,

enten ( Abb. 39) PHA-stimulierter (72 h) Lymphozytenkulturenulturen im Alter
von 7 und 11 Jahten. Aufgetragen > G2/GF im Verhiltnis zum
Anteil der ruhenden Zellfraktion. Graue Kreise: FA-Patienten,
Graue Rauten: Nicht-FA-Kontrollen. ZU beiden Zeitpunkten lag
der spontane G2-Phasearrest in den Zellen der Patientin auf dem
Level von FA-Patienten (Y G2/GF > 0,25) ebenso der MMC-
Induzierte (10 pg/ml; Y G2/GF > 0,4).

Anbhaltspunkt fiir eine Mosaikbildung im Blut des Pati-

4.1.9.3 Chromosomenbruchanalysen

Um den Verdacht auf Mosaikbildung weiter zu verfolgen, wurden Chromosomenbruchanalysen von Me-
taphasen aus PHA-stimulierten Vollblutkulturen durchgefiihrt. Nach der Inkubation (72h) zeigte sich eine
leichte Erhéhung der spontanen Bruchraten. Wihrend in 94 % der untersuchten 53 Metaphasen keine
Briiche entstanden, wurden fiir 4 % ein Bruchereignis und fir 2 % zwei Bruchereignisse beobachtet. Nach
einer Behandlung mit 50 ng/ml MMC wiesen bereits 13 % der gewerteten Metaphasen (n=53) FA-
typische Merkmale (10 oder mehr Briiche) auf, wihrend in 30 % keine Briiche auftraten. Far weitere 45 %
der Metaphasen wurden ein bis sechs Briiche verzeichnet. Eine Inkubation der Kulturen mit 100 ng/ml
MMC fiihrte zu einer noch stirker ausgeprigten mosaiktypischen bimodalen Verteilung. Wihrend in 14 %
aller Metaphasen (n=50) keine Bruchereignisse beobachtet wurden, zeigten 34 % ecine FA-typische Aus-

prigung mit zehn oder mehr Briichen. Zusitzlich wiesen 46 % der Metaphasen ein bis sechs Briiche auf.
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Die genaue Verteilung der Bruchereignisse ist der Abbildung 40 zu entnehmen. Laut dieser Analyse

entwickelte sich in den T-Lymphozyten des Patienten ein Mosaik.

100 7 b
=2 OMMC { 50MMC - 100 MMC
c 80
.
g 60
[}
g 40 Abb. 40: Auswertung der Chromosomenbruchanalyse fiir
= den Patienten 5. Dargestellt ist die Anzahl der Briiche pro
% Metaphase anteilig an der Gesamtzahl der bewerteten Meta-
-lq-" 20 phasen in %. Ausgewertet wurden: 0 MMC: 50; 50 ng/ml
= MMC: 53; 100 ng/ml MMC: 50 Metaphasen. Die spontane
Chromosomenbruchrate in den Metaphasen der Patientin
0 2 46 8002 4 6 8100 2 4 6 810 zeigte sich leicht erhoht. Ein induzierter G2-Phasearrest
0 50/100 ng/ml MMC) fiihrte zu der fiir mosaiktypischen
BrUChe prO Metaphase l(jimodalen%ruchraten\?erteilung. oP

4194 DNA-sequenzbasierende Mosaikanalysen

Fir das Blut dieses Patienten wurde die MACS-Sortierung mehrmals durchgefiihrt und die Separationen
mit den hochsten Reinheiten zur Mutationsanalyse herangezogen. Eine durchflusszytometrische Analyse
zeigte sehr hohe Reinheitsgrade fir die Granulozyten- (98,5 %) und T-Lymphozyten-Isolationen (94,1 %).
Die Reinheiten der Monozyten- (83,5 %) und B-Lymphozyten-Separationen (76,5 %) ficlen geringer aus.
Die genauen Anteile der Zellen in den einzelnen Separationen ist der Tabelle 6 zu entnehmen. Eine Sang-
ersequenzierung der aus den einzelnen Separationen isolierten genomischen DNA bestitigte die Ausbil-
dung eines Mosaiks im Blut der Patientin. Wahrend die T-Lymphozyten weiterhin einen sehr hohen Anteil
der paternalen, proteintrunkierenden Mutation ¢.3707 G>A in Exon 37 aufwiesen, konnte fiir B-
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten eine Verminderung des entsprechenden Mutationspeaks (A)
beobachtet werden (Abb. 41), wihrend dieser bei T-Lymphozyten relativ gering ausfiel. Die isolierte Gra-
nulozytenfraktion wies hierbei den héchsten Reversionsgrad auf (Tabelle 6).

Auf Grund des Verhiltnisses von Mutationspeak und wildtypischen Peaks an der Gesamtfliche
(Peak mue 44,7; Peak ¢ 55,3) konnte fir diesen Patienten ebenfalls die allgemeine Kurve (Abb. 15) zur
Eingruppierung angenommen werden. Sie ldsst auf Reversionsgrade von 6 % (T-Lymphozyten),

11 % (B-Lymphozyten), 12 % (Monozyten), 21 % (Granulozyten) sowie 8 % (Vollblut) schlieen.

Fir die zweite Mutation, im Exon 12 des FANCDZ2 Genes (c.982C>T, p.R328X), konnte im Vergleich zu
den Fibroblasten keine Reversion beobachtet werden. Die einzelnen Sequenzen sind in Abb. 42 darge-

stellt.
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Kontrollfibroblasten

Fibroblasten

T-Lymphozyten
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Abb. 41: Ergebnisse der Sanger-
Sequenzierung  der  revertierten
Position ¢.3707 G>A (Exon 37,
FANCD2) auf gDNA-Ebene. Die
Mutation ist unterstrichen. Oben
links: Nicht-FA-Kontrolle; Oben
Mitte:  Patientenfibroblasten. Die

restlichen Sequenzen zeigen die Situation in den verschiedenen MACS-Separationen, im Vollblut und in einer

etablerten lymphoblastoiden Zelllinie.
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Abb. 42: Ergebnisse der Sanger-
Sequenzierung des Patienten 5 auf
gDNA-Ebene (nicht revertierte
Position ¢.982 C>T, Exon 12,
FANCD?2). Die Mutation ist untet-
strichen. Oben links: Nicht-FA-
Kontrolle; Oben Mitte: Patienten-

fibroblasten. Die restlichen Sequenzen zeigen die Situation in den verschiedenen MACS-Separationen, im Vollblut
sowie der etablierten lymphoblastoiden Zelllinie.
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4.1.10 Mutationen und Reversionen im Uberblick
Mit Ausnahme der Deletion ¢.2316+1_2316+3delGTG des Patienten 3 handelte es sich bei allen beo-
bachteten Mutationen um einfache Substitutionen mit unterschiedlichen Auswirkungen. Alle detektierten

Mutationen inklusive Position und Auswirkung sind in Tabelle 7 gelistet.

Tab. 7: Auflistung aller detektierten Mutationen in den untersuchten Patienten inklusive ihrer Auswirkungen auf Proteinebene sowie Effekte und

vorheriger Beschreibungen. Revertierte Mutationen sind kursiv dargestellt.

Patient | Mutation Position | Auswitkung auf Pro- | Referenz
Gen teinebene
1 c.827-1 G>T IVS9 SpleiBmutation, Deletion Gross et al., 2002
FANCA der ersten 32 bp des Exon

10, Proteintrunkierung (9
AS downstream), com-
pound heterozygot

¢971 T>G (p.1.324R) Ex 11 konservative AS- Gross et al., 2002
Substitution
2 856 C->T (p.0256X) Ex 10 Nonsens- Mutation Gross et al., 2002
FANCA Wijker et al., 1999
c.3976 C->T (p.Q1326X) Ex 40 Nonsens- Mutation Gross et al., 2002
3 c.2316+1_2316+3delGTG IVS25 Spleimutation, 13 AS
FANCA | (p.Q772*13) zusitzlich aus IVS25,
Proteintrunkierung, Alle-
linstabilitit
c.3391 A>G (p.T1131A) Ex 34 Missens-Mutation Adachi et a.l, 2002

Ameziane et al., 2007
Levran, et al., 1997
Levran, et al., 2005

4 ¢3467-2 A>G 1VS34 Spleimutation, Exon 35
FANCD2 | (p.A1156V1X10) Skipping, Leserasterver-
schiebung, Proteinkrun-
kierung, Allelinstabilitit

c.2444 G>A (p.R815Q)) Ex 26 Missens-Mutation Kalb et al., 2007
SNP: ¢.2702 G>T Ex 28 Missens-Variante
(p-G901V, 1s35495399)
5 ¢.3707 G>A4, Ex 37 Leserasterverschiebung Kalb et al., 2007
FANCD?2 | (p.H1229E(X7) durch Skip von 43 bp Timmers et al., 2001
c.982 C>T / p.R328X Ex 12 Nonsens-Mutation,
Proteintrunkierung

Zusitzlich zu der Eingruppierung der Reversionen anhand der erstellten Kurven (Patient 1, 4, 5: Abb. 15;
Patient 2: Abb. 25) sind in der nachfolgenden Tabelle 8 die prozentualen Reversionen im Vergleich zur
Fibroblastensequenz bzw. zum theoretischen Anteil der Mutation/Wildtyp-Sequenz von 50 % am Ge-
samtpeak dargestellt. Diese prozentualen Anteile weichen jedoch stark von denen anhand der Kurve abge-
lesenen Reversionen ab, da sich die Sequenz nicht proportional zum eingesetzten Mischungsverhiltnis

verhalt. Die letzteren beiden Methoden sind somit als unvorteilhaft zu werten.
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Tab. 8: Uberblick der Reversionsgrade [%)] nach den verschiedenen Varianten: im Vergleich zu Fibroblasten, laut generierter DNA-

Mischungskurven, im Vergleich zur theoretischen Allelfrequenz von 50% (wt/mut) einer heterozygoten Mutation.

Patient/ rev. Zelllinie im Vergleich zu nach Kurve im Vergleich zu theoret.
Mutation Fibroblasten [%]  Mischungsreihe [%] 50% Allelfrequenz [%0]
1/¢971 T>G | T-Lymphozyten 27 14 31
B-Lymphozyten 100 100 100
Monozyten 100 100 100
Granulozyten 100 100 100
KM-Fibroblasten 100 100 100
Vollblut 93 76 93
B-LCL 100 100 700
2/ ¢.856 C>T | T-Lymphozyten 93 >15 94
B-Lymphozyten 100 > 30 100
Monozyten 100 > 30 100
Granulozyten 100 > 30 100
Vollblut 96 >20 97
B-LCL 100 100 700
4/c.3467-2A>G| T-Lymphozyten 0 0 1
B-Lymphozyten 34 16 35
Monozyten 20 10 26
Granulozyten 14 7 16
Vollblut 6 4 7
B-LCL 80 47 81
5/c¢.3707 G>A | T-Lymphozyten 4 6 14
B-Lymphozyten 14 1 25
Monozyten 19 12 27
Granulozyten 33 21 40
Vollblut 12 8 21
B-LCL 100 100 700

Eine Analyse der angrenzenden Sequenz ergab, dass sich innerhalb von +/-25 bp um die Mutationen
zahlreiche bekannte Mutationsmotive (CTT, TGGA, CAGG, CCTG, CpG-lnsel, THEMIS-Motiv
[[WKVaRRRaVWK |: W= A/T, K= G/T, V= G/A/C, R= Purin (A/G) und n= jedes Nukleotid]),

Basenwiederholungen sowie ein Palindrom (Patienten 2, 5) befinden. Eine Ubersicht der Motive und de-

ren Verteilung sind in Tabelle 9 dargestellt.

101



Tab. 9: Ubersicht der Mutationsmotive, und Basenwiederholungen +/- 25 bp um die Mutation herum.
Eckige Klammer: Deletion; runde Klammer: Motive, die durch Mutation neu entstehen; doppelte runde Klammer: Mutationsmotive die durch Mutation verloren gehen; Rot: mutierte Position wt/mut, Griin: CpG-Insel

(hdufige Mutationsstelle (Coulondre et al. 1978; Levran et al. 1997)), Pink: TGGA = Deletions-Hotspot Konsensussequenz, dhnlich der putativen Arrest-Site der DNA-Polymerase O (Krawczak and Cooper 1991),
Gelb/Blau: CAGG/CCTG = Mutations-Hotspot (Huff et al. 1995; Levran et al. 1997), rot unterstrichen: CTT= Topoisomerase 1 Schnittstellenkonsensunsequenz, schwarz unterstrichen: Palindrom, zwischen vertikalen

Strichen: THEMIS-Motiv (WKVaRRRaVWK: (W= A/T, K= G/T, V= G/A/C, R= Purtin (A/G) und n= C/A/T/G, ein Mismatch etlaubt (Makridakis et al. 2009))

Patient
(Gen)

Pos.

Sequenz wt/mut

Mutationsmotive

(+/-25 bp)

direkte Wiederholungen
(+/-25 bp)

revertierende Sequenzen (wt)

1 Ex11 |CTGAAGAGGTTCTTCAGTCATAC- ((CCTG)), (CpG), CTT 2x CCC, GAAG, TTCTTC, ACTCACTC
(FANCA) CCT/GGACTCAGATACTCACTCACAGCCCT

2 Ex10 |AGACGCTTTGGCTGC TGGA, ((CAGG)), CpG, CTT, |TTT, AGGAGG, TCCTCC,
(FANCA) BAG | TAC/TAGGAGGAG | TCCTCCACTCACAAGAT ((THEMIS-Motiv)), Palindrom

4 1IVS34 | agattcctttgtettcttit- 5x CTT, (CpG) 2x TTT, CCC, TTCCTTT, TCTTCTTTC,
(FANCD2) ctaaca/ggCTTCCCTTGCCAGACAATTCCT CT TTCCCTT

5 Ex37 |agGCATACTITTGTTGTT- ((CpGy)), THEMIS Motiv, 2x TTTT, GATGATG
(FANCD2) TTC|TTCCE/ATGTGAT| GATGG CTGAACTAGAGAAG | 2x CTT

nicht-revertierende Sequenzgen (wt)

1 Ex 10 | ttttetgtieetggctetgtcticag/ATTGCACTTGACGCTTTGGCTG | CCTG, CpG, 3x CTT TTTT,2x TTT, TCCT, CTCT, CTTC,
(FANCA) CT GG CTGCTG, , GCTGCT(TTT)

2 Ex40 |GCTCCTCCTCCGTGTGGCCCLG- CAGG, 3x CpG CCTCCTCC, GTGTG, GGCCCCGAG,
(FANCA) GATC/TAGCACACCAGGCTGCTGCgtacctc CACAC, GCTGCT

3 IVS25 GCTCTGCCAGCTGCTCCGTCACCl AGgtg/[- ((CAGQG)), CpG, CTT CTC, GCTGCT, GGGGG, CTCCCTT
(FANCA) gtglaggcte| tc ctic | atgggggecac| cc 2X THEMIS-Motiv*

Ex 34 |CGGAGGTGCCCTGACACAGGACAT- 2x CAGG, CCTG, CpG, CTT |GGAGG, 2x CCC, ACACA, TCACT,
CA/GCTGCCCACTTCTTCAGGgtgagatge ACAGGACA, ACTTCTTCA, GGG,

4 Ex26 | CCTGAGATGAAGGGGAAGGTGCTCA- CCTG, ((CpG)) GAAGGGAAG, AAA,
(FANCD2) CTCG/AGTTAAAGCACATTGTAGAATTGCAA

5 Ex 12 |CCAAGTAAAGTT- (CpG), THEMIS-Motiv 4x AAA, AAAA, AAAGTTGAAA,
(FANCD?2) GAAAAG|TAAAGGAEITGAG|CAAGgtaaagagctcatcctca TGAAAAGT,

* das erste THEMIS-Motiv entfallt durch die Deletion
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4.2 FANCO (RAD51C) Interaktionen mit den RAD51-Paralogen, RAD51
(FANCR) und FANCN: Wirkungen und Einflisse der Mutation R285H

und von MMC-Exposition der Zellen
Die RAD51-Paraloge bilden zwei distinkte Komplexe, welche jeweils RAD51C enthalten: der RAD51B-
RAD51C-RAD51D-XRCC2 (BCDX2) und der RAD51C-XRCC3-Komplex (CX3). Des Weiteren sind
Interaktionen fiir RAD51C, RAD51D und XRCC3 mit RAD51 beschrieben. Eine kurzlich veroffentlichte
Arbeit (Park et al. 2013) zeigt zusitzlich die Interaktion von RAD51C mit einem weiteren FA-Protein,
FANCN. Zur Verifizierung dieser Interaktionen in einem humanen Umfeld, zur Abschitzung der Quanti-
tit und Qualitit dieser Interaktionen und um mdégliche weitere Interaktionen zwischen diesen Proteinen
offenzulegen, wurde eine Vielzahl von Interaktionsstudien durchgefihrt. In zusitzlichen Analysen wurden
Verinderungen der Interaktionsprofile nach MMC-induzierten DNA-Schiden und der Einfluss einer

Patientenmutation (RAD51C, R258H) untersucht.

4.2.1 Interaktionsanalysen via Mammalian Two- und Three-Hybrid System

Zur Untersuchung méglicher Interaktionen zwischen Proteinen wurde das Mammalian Two-Hybrid
(M2H)-System verwendet. Hierfir galt es, die Gene im passenden Leseraster in die Vektoren des
MatchmakerTM Mammalian Assay Kit 2 zu klonieren, welche je fiir die DNA-Bindedomine (DNA-BD,
pM-Vektor) bzw. eine DNA-Aktivierungsdomine (DNA-AD, pVP16-Vektor) kodieren. Ablauf und
Auswertung sind detailliert im Methodenteil beschrieben (3.5.2.4). Als Positivkontrolle in diesen Analysen
wurde die als stark bekannte Interaktion zwischen FANCA und FANCG verwendet. Um die beobachte-
ten Interaktionen besser einschitzen zu kénnen, beziehen sich alle folgenden prozentualen Angaben auf
die Interaktionsstirke zwischen diesen Proteinen, welche als 100 % gesetzt wurde. Da die fusionierten
DNA-BD- und -AD-Bindungsstellen blockieren kénnten, war es wichtig, die Interaktionen in beiden
Richtungen (pMX+pVP16V/ pMY+pVP16X) zu testen. Auf diese Weise sollten mogliche falsch negative
Ergebnisse ausgeschlossen werden. Eine uberbriickende Wirkung eines weiteren nativen Proteins (Ex-
pression im pCMV-Tag3b-Vektor) wurde in M3H-Analysen getestet. Die Klonierungen der cDNAs in die
entsprechenden Vektoren (pM /pVP16) erfolgte tber herkommliche oder In-Fusion-Klonierung (3.4).
Die als dritter Partner exprimierten Gene, lagen in pCMV-Tag3B-Vektoren (Anhang I) vor, die aus einer

friheren Arbeit von Alexandra Sobeck stammen (2.4.2).
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4.2.1.1 Ausschluss von Selbstaktvierung und Homodimerbildung

Um eine mogliche Aktivierung des Systems durch die einzelnen Fusionsproteine oder die Leervektoren
auszuschlieBen, wurden in jedem Versuch zusitzliche Kontrollen mitgefiihrt, die einen Fusionsprotein
exprimierenden Vektor und einen pM- bzw. pVP16-Vektor ohne zusitzliche Protein exprimierende Se-
quenz enthielten. In diesen Ansitzen lagen die Werte stets auf dem des Hintergrundlevels (pM+pVP10),
was eine Selbstaktivierung ausschloss. Eine Homodimerbildung der Proteine RADS51B, RADS51C,
RAD51D, XRCC2, XRCC3 konnte ebenfalls ausgeschlossen werden. Auch hier lagen die Werte auf dem

des Hintergrundes.

4.2.1.2 Interaktion zwischen RAD51 und seinen Paralogen

M2H-Analysen von RAD51 mit jedem der Paralogen lieferten keine Hinweise auf eine Interaktion zwi-
schen ihm und RAD51B oder XRCC2. Richtungsabhingige, sehr schwache Interaktionen wurden mit
RADS51C, RAD51D und XRCC3 mit pVP16RADS51 detektiert. In der pMRADS51-Richtung konnte keine

Systemaktivitit beobachtet werden. Die Daten sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tab. 10: Zusammenstellung der detektierten Interaktionen mit RAD51.

M2H mit RAD51C RAD51D XRCC3

pM/pVPI6RAD51 [pM  |pVP16  |pM  |pVPI6  |pM  |pVPI16

Interaktionsrate + | 3.2* | 0.8 1.7%% 0.3 2.6 0.4

STABWN 0.1 0.2 0.2 0.0 0.6 0.1

+ Interaktionsrate relativ zur Hintergrundaktivitit (pM+pVP16) in % verglichen zur Interaktion von
pMFANCA mit pVP16FANCG; * / **/ *+* Grad der Signifikanz verglichen mit den Kontrollen

42.1.3 Interaktion im CX3-Komplex

Um die bekannte RAD51C-XRCC3-Interaktion zu untersuchen, weitere mogliche Interaktionspartner von
XRCC3 aufzuspiiren und mégliche Einflisse von XRCC3 auf den BCDX2-Komplex bzw. die der ande-
ren Paraloge und RADS51 auf den CX3-Komplex zu testen, wurden zahlreiche M2H- und M3H-Analysen
in allen méglichen Kombinationen durchgefiihrt. In M2H-Tests konnten nur die Interaktionen zwischen
XRCC3 und RAD51C, sowie die oben beschriebene mit RAD51 beobachtet werden. Co-Transfektionen
der anderen Paraloge fiihrten zu gegensitzlichen Verdnderungen der Interaktionsintensitit der beiden
Komplexproteine. Wihrend RAD51 und XRCC2 diese in der pMRAD51C-Richtung signifikanterweise
ca. verdoppelten, verminderte die RAD51B-Co-Expression die Interaktion. AuBlerdem fithrte RAD51D
zu einer signifikanten Verminderung der Interaktionsstirke in pVP16XRCC3-Richtung. Die Tabelle 11

zeigt eine Zusammenstellung der getesteten Interaktionen.

104



Ergebnisse

Tab. 11: CX3-Komplex-Interaktionen und Vergleich von Interaktionsstirken in M2H und M3H-Analysen.

M2H /M3H mit MMC zusitzlich RAD51C RADS51D
pM/pVP16 XRCC3 pCMV-Tag3B | pM pVPl6  pM pVP16
Interaktionsrate + - / 13.9%*a 9.3*a 1.2 0.8
STABWN 1.4 3.2 0.5 0.3
Interaktionsrate + + / 19.6*b 8.5 / /
STABWN 3.1 2.1 / /
Interaktionsrate + - RADS51 26.7*c 6.0 1.4 0.9
STABWN 8.8 1.6 0.2 0.1
Interaktionsrate + - RAD51B 7.1%*%¢c 9.5 0.9 0.5
STABWN 1.1 0.5 0.1 0.1
Interaktionsrate + - RAD51C / / 3.4%%¢ 1.1
STABWN / / 0.4 0.2
Interaktionsrate + - RADS51D 17.5 2.3%c / /
STABWN 0.1 0.3 / /
Interaktionsrate + - XRCC2 29.7*c 13.1 1,2 0.8
STABWN 4.0 1.8 0.1 0.0

+ Interaktionsrate relativ zur Hintergrundaktivitit (pM+pVP106) in % vetglichen zur Interaktion von pMFANCA mit
pVP16FANCG; MMC: 15 ng/ml; * / **/ *¥** Grad der Signifikanz verglichen mit den Kontrollen; a: M2H im Vergleich zu
Selbstaktivierungskontrollen; b: Vergleich zwischen M2H ohne MMC zu M2H mit MMC; c: M2H im Vergleich zu M3H
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421.4 Interaktionen im BCDX2-Komplex

Die Proteine RAD51B, -C, -D und XRCC2 bilden, laut vorherigen Studien (siche Einleitung) einen ge-
meinsamen Komplex, der aus zwei Subkomplexen (BC, DX2) besteht. Laut dieses Modells kommt es
innerhalb des Komplexes zu direkten (B-C, C-D, D-X2) und indirekten (B-D, C-X2) Bindungen zwischen

den Proteinen. Diese wurden in M2H und M3H-Analysen genauer untersucht.

4.2.1.4.1 Die Subkomplexe BC und DX2

Interaktionsstudien zwischen RAD51D und XRCC2 zeigten richtungsabhingige Systemaktivierungen. Wir
beobachteten eine starke Aktivierung in der pMX2>pVP16D Richtung (133.2 %) und moderate in der
Gegenrichtung (37.4 %). In M3H-Tests wurde fiir alle RAD51-Paraloge und fiir RAD51 selbst eine inhi-
bierende Wirkung auf die pMX2-pVP16D-Bindung beobachtet. In der anderen Richtung konnte eine
Reduzierung nur fiir RAD51B detektiert werden (Abb. 43 A). M2H-Analysen des BC-Komplexes zeigten
in beiden Richtungen moderate Interaktionen (pMRADS51B+pVPRADS51C: 53.8 %; pMRADS51C +
pVP16RADS51B: 21.2 %; Abb. 43 B). Die Co-Expression aller anderen Paraloge und von RAD51 fihrten
zu keinen Systemaktivierungen in der pMB>pVP16X-Richtung. In der anderen Richtung scheinen
RADS51 und RADS51D die Verbindung der Proteine zu stirken bzw. den Komplex zu stabilisieren. Zu-
sitzliches XRCC3 hingegen fithrt nahezu zu einem kompletten Interaktionsverlust zwischen RAD51B

und RAD51C.

A 180 M2H M3H + KON
o ;
s 160 | 133 2 D+X2 RADS1 RAD51B RAD51C XRCC3
] i
B a0l TN 0046 TTN0000T 0001\ 0000
7 78 2 100,0
e 100 =
g 80 P 534
x 60 - -|-' 46,1
S 40 i
e s | | I
] 0 |
X2>D D>X2
0,016 * y
B M2H M3H + KON
e 120 ;
° C+B RAD51 RAD51D XRCC3 100.0
o 100 | -3
b
S g0 Abb. 43: Subkomplexe DX2 und BC
2 Blaue und orange Siulen: Interaktionsrate in Prozent vetglichen mit
o 60 1 42,5 PMFANCA + pVPI6FANCG (100% Interaktionsstirke, griine
] 40 | T T Sdule); >: gibt die Richtung der Transfektion wie folgt an:
© 21,2 pMX>pVP16Y; * / **/ *** Grad der Signifikanz; der Bezug der
9 20 L Signifikanzen ist mit Pfeilen angegeben; erster Abschnitt: M2H;
= 0 0,8 darauffolgend: M3H (das jeweilige co-transfizierte Protein ist ober-
b o halb angegeben), A: Der DX2-Subkomplex im M2H und die Bein-
C>B J J J flussung durch RAD51 sowie der anderen Paraloge in M3H-Studien;
" N N B: Der BC-Subkomplex im M2H und der Einfluss von RAD51,
0,007 0,013 0,018 RAD51D sowie XRCC3 in M3H
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4.2.1.4.2 Interaktion zwischen den Subkomplexen

Anders als erwartet konnte in M2H-Analysen mit RAD51C und RAD51D in keiner der beiden Richtun-
gen eine Interaktion zwischen den Proteinen detektiert werden. Auch die Co-Transfektion von RADS51
und XRCC3 fithrte zu keiner Systemaktivierung. In Expression mit RAD51B sowie XRCC2 als drittes
Protein wurden richtungsabhingig (pMC>pVP16D) schwache bzw. sehr schwache aber signifikante In-
teraktionen (B: 5,7 %/X2: 1,6 %) detektiert (Abb. 44 A). Zusitzlich zu den bekannten Interaktionen von
RAD51B mit RAD51C, RAD51C mit RAD51D sowie RAD51D mit XRCC2 wurden auch alle weiteren
Kombinationen getestet. Eine leichte Systemaktivierung konnte im M2H Assay mit den Proteinen
RAD51B und XRCC2 in der pMRAD51B-Richtung beobachtet werden (3,5 %). Durchgefithrte M3H-
Analysen zeigten bei Co-Expression von RAD51D in beiden Richtungen eine signifikante Intensivierung
der Interaktion (pMB>pVP16X2: 131,9 %; pMX2>pVP16B: 30,3 %) (Abb. 44 B). Ein zusitzliches
RAD51C-Protein hingegen fithrte in M3H zu keiner signifikanten Verinderung.

Wir fanden keine direkte Interaktion zwischen RAD51B und RAD51D. Die zusitzliche Expression von
RAD?5I1C fithrte in beiden Richtungen zu einem Anstieg der Luziferaseaktivitit, welche sich aufgrund der
Standardabweichung im Student-T-Test jedoch nur als grenzwertig bzw. nicht signifikant darstellte
(Abb. 44 C). Eine Co-Expression von XRCC2 zeigte einen richtungsabhingige Aktivierung des Systems
(pMB>pVP16D: 10,9 %) (Abb. 44 C). Im M2H-Assay konnte kein Hinweis fiir eine Interaktion von
RAD51C und XRCC2 gefunden werden. M3H-Assays mit zusitzlichem, nativen RAD51B- und

RAD51D-Protein fiihrten zu keiner Systemaktivierung (Daten nicht dargestellt). Die Co-Expression von

A B
o 120, MH MH+ = KON 180 . M2H M3H + KON
= 100 C>D RAD51B XRCC2 100,0 S 160 | B+X2 RAD51D
3 1 T (] 140 131,9
© 1 1 T
i 804 S 120
2 0 100 | 109,0
o 604 S &0| 0017+
T 40 =
s w %07 30,3
520 S 40 T
1 D
= 09 ¥ 16 £ 20 35
= 0/ % wTa 2 = o | 04 <
0018* * 0025+ * X2»B  B>X2 0,000*** A
c 120 M2H M3H + KON
(=4
=N B+D RAD51C XRCC2 100,0 Abb. 44: Interaktionen zwischen den
o 100 T Subkomplexen
‘.C-B' \ 0,057(grenzwertig)\4 ) Blaue und orange Siulen: Interaktionsra-
; 80 te in Prozent verglichen zu pMFANCA
g 60 + pVP16FANCG (100% Interaktions-
— stitke, griine Siule); >: gibt die Richtung
% 40 der  Transfektion wie folgt an:
S 20 95 13,5 10,9 pMX>pVP16Y; * / *%/ *%¢ Grad der
= 0.4 1.0 T T 1,8 T Signifikanz; der Bezug der Signifikanzen
- 0 e - Fa S ist mit Pfeilen angegeben; erster Ab-
D>B B>D * schnitt: M2H; darauffolgend: M3H (das
0 (O'OW 0.01" jeweilige co-transfizierte Protein ist

oberhalb angegeben), A: Interaktionen
zwischen RAD51C und RAD51D kommt nur in Anwesenheit von RAD51B oder XRCC2 zu Stande; B: die Interaktion zwischen B und X2 wird
durch Co-Expression von RAD51D statk geférdert. C: Eine indirekte Interaktion von RAD51B und RAD51D wird durch XRCC2 ermoglicht.
RADS51C kann die Proteine auch tiberbriicken, jedoch nur grenzwertig oder nicht signifikant.
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XRCC3 und RAD51 fithrte weder zwischen RAD51D und RADS51B noch zwischen RAD51C und
XRCC2 einer Systemaktivierung. Die beobachtete Beeinflussung aller co-transfizierten Proteine ist in

Abbildung 45 zusammengefasst.

O Q0O QO

sehr schwach sehr schwach sehr schwach

M2H M3H

©0 | 60 b

(4] grenzwertig

e 60 S &b

schwach sehr stark  sehr schwach

©0O t

sehr schwach | sehr schwach

Abb. 45: Zusammenstellung aller Anderungen der Interakti-
onsstitken inklusive der vermuteten Interaktionen. Vergli-
chen werden die Ergebnisse des M2H und M3H. Pfeile
geben die Art der Interaktionsstirkeninderung an, wobei die
Anzahl die Stirke widerspiegelt. @ entspricht keiner Interak-
tion zwischen den getesteten Proteinen. *: dieses Protein
wurde co-transfiziert. ?: Es besteht Unklarheit, iber welches
Protein das co-transfizierte Protein die Interaktion beein-
flusst.

A: M2H-Analysen mit RAD51; B: Vergleich zwischen M2H-
und M3H-Analysen der RAD51-Paraloge. Die als grenzwer-
tig bezeichnete Interaktion zwischen RAD51B und RAD51D
2 schwach unter RAD51C Co-Transfektion erwies sich laut Student-T-
Test als erenzwertie sienifikant (0,057).
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4.2.1.5 Einflisse von Mitomycin C (MMC)
Zur Untersuchung méglicher Verinderungen der Proteininteraktionen in Zuge einer Schadensantwort
wurden mittels MMC ICLs induziert. Diese fithren zu Doppelstrangbriichen und somit zum Anschalten

der HR.

4.2.1.5.1 MMC-Wirkung auf den CX3-Komplex
MMC-bedingt beobachteten wir eine richtungsabhingige, signifikante Minimierung der RAD51C-

XRCC3-Bindung in der pMC-Richtung. (Abb. 46, Tabelle 11). In M3H-Analysen mit zusitzlichem

3 120'M(fo3 o RAD51B RAD51D XRCC2 00
.

& 100 1000

=80

£ g © N 2 N 00027\, 0048

% 40 4 196 s 31,8 297 28,7

rlemsfaangeBallfs

€ olrn Pl rma e oe2a 1 12|

X3>C C>X3  +MMC +MMC MM

0,044* / 0,005 0,021/ 2 /

Abb. 46: MMC-Effekte auf den CX3-Komplex

Blaue und rote Siulen: Interaktionsrate in Prozent verglichen zu pMFANCA + pVP16FANCG (100% Interaktionsstirke, griine Saule); >: gibt die
Richtung der Transfektion wie folgt an: pMX>pVP16Y; die Behandlung mit MMC (15 ng/ml) ist unterhalb angegeben; * / **/ *&* Grad der
Signifikanz; der Bezug der Signifikanzen ist mit Pfeilen angegeben; erster Abschnitt: M2H; darauffolgend: M3H (das jeweilige co-transfizierte
Protein ist oberhalb anqubLn)

RAD51 wurde keine Beeinflussung durch die quervernetzende Substanz beobachtet. Weiterfithrende
M3H-Untersuchungen mit RAD51B, RAD51D und XRCC2 zeigten unterschiedliche, im Falle von
RAD51D und XRCC2 richtungsabhingige MMC-bedingte Effekte (Abb. 46). So konnte in M3H-Assays
mit RAD51B und RAD51D durch die Substanz eine zusitzliche Aktivierung im Vergleich zu Tests ohne
MMC beobachtet werden. In Analysen mit XRCC2 hingegen kam es zu einer Reduzierung der Interaktion
in pMX3-Richtung (Abb. 46). Da dies jedoch in pMX3-Richtung zu beobachten war, die sich im Vergleich
zwischen M2H und M3H in Tests ohne MMC als nicht signifikant erwies (Tabelle 11), kénnte es sich hier

um einen Artefakt handeln.

4.2.1.5.2 MMC-Wirkung auf den BCDX2-Koplex

In M2H-Analysen der beiden Subkomplexe fanden wir nach Induktion von DSBs gegensitzliche Auswir-
kungen auf die Interaktionsstirke zwischen den Subkomplexproteinen. Wihrend sich die Interaktion im
DX2-Komplex in der pMX2-Richtung signifikant verringerte ((MMC: 133,2 %; +MMC: 96,8 %), kam es
zwischen RAD51B und RAD51D zu einem Anstieg der Interaktion in pMC-Richtung (-MMC: 53,8 %;
+MMC: 104,2 %) (Abb. 47). Ein Einfluss von MMC in die andere Richtung wurde fir keine der beiden
Komplexe beobachtet.Hierbei war auffillig, dass es sich bei den Richtungen, in denen MMC einen Ein-
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fluss zeigte, um diejenigen handelte, in denen die Interaktionen zwischen beiden Proteinen in M2H-

Analysen ohne MMC am prominentesten zeigten.

Eine Initilerung der in der Literatur beschriebe-
nen Interaktion von RADS51C und RADS51D
konnte auch unter Verwendung von MMC nicht
erzielt werden. Ebenso wie in den Tests ohne
die Substanz wurde RAD51B fiir eine Systemak-

tivierung bendtigt. Im Vergleich zu Analysen D>C

ohne MMC steigerte sich die Intensitit der *
RAD51C-RAD51D Interaktion um das 2,3- w T B>C
bzw. um das 4,4-fache (pMD>pVP16C: -MMC:  Apb. 47: Effekte vom MMC auf den BCDX2-Komplex

o 0 Braune Kreise: Fusionsdominen DNA-BD (pM-Vektor) bzw. AD
2,1 %, +MMC: 10,3 %; pMC>PVP16D -MMC: (pVP16-Vektor); Blaue Kreise: DX2-Subkomplexproteine; Lila Kreise:

. BC-Subkomplexproteine; */** Grad der Signifikanz; Richtung angege-
5,7 %, +MMC: 13,5 0/0) (Abb 47) Auch die ben pMX>pVP16Y; Pfeile geben Art der Interaktionsverinderung
(starker/schwicher) an; MMC (15 pg/ml) wirkt gegensitzlich auf die

Interaktion von RAD51B mit XRCC2 wurde Interaktionsstirken.
nicht durch MMC allein aktiviert. Fur sie wurde, wie in den Analysen ohne die Cross-Linker-Substanz,
RAD51D-Protein benétigt. Die Systemaktivierung durch RAD51D verringerte sich in Folge der MMC-
Behandlung in der pMB-Richtung um das 0,7-fache (-MMC: 133,9 %, +MMC: 88,5 %). In der pMX2-
Richtung wurde keine signifikante Verinderung beobachtet. Auffillig bei diesen Untersuchungen war die
Abhingigkeit der Interaktionsverinderung der M3H-Analysen von denen der M2H-Tests. Verringerte
sich die Intensitdt im Subkomplex, so verringerte sich auch jene zwischen den Subkomplexen in den ent-
sprechenden M3H mit den interaktionsaktivierenden Proteinen und umgekehrt (Abb. 47). Durchgefiihrte
M3H-Analysen, die als Uberbriickendes Protein ein natives Protein enthielten (RAD51D + RAD51B mit

XRCC2; RAD51B + RAD51D mit RADS51C), fithrten nicht zu einer Systemaktivierung.
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4.2.1.6 Einflisse der RAD51C-Mutante R258H auf die Paraloginteraktionen

Die Interaktionen des mutierten RAD51C-Patientenproteins wur-
den in M2H-Analysen mit RAD51B und XRCC3 getestet. Es
konnten weder signifikante, mutationsbedingte Verinderungen
auf die CB-Subkomplex- noch auf die CX3-Komplexbildung beo-
bachtet werden. Der einzig nachweisbare Einfluss wurde im
M3H-Assay zwischen pMC und pMD mit co-transfiziertem
RAD51B-Protein nach Behandlung mit MMC festgestellt. Hier
kam es im Vergleich zu der Interaktion mit dem wildtypischen
RADS51C-Protein zu einer Verringerung der Interaktion zwischen

RAD51C und RAD51D von 13,5 % auf 6,9 % (Abb. 48).

2w o
+
@ 100
g 80 |
oS 60
T 40
g 20 4 11,5
£ o! (B | l l
C>D  C-mut>D

Abb. 48: Effekt von R258H in RAD51C

Blaue und rote Saulen: Interaktionsrate in Prozent
verglichen zu pMFANCA + pVP16FANCG
(100% Interaktionsstirke, griine Siule); M3H
Assay pMC>pVP16D-Richtung mit B und MMC
(15 ng/ml); * Grad der Signifikanz

4.2.1.7 RAD51C im FA/BRCA-Weg: Interaktion mit FANCN
Auf Grund verdffentlichten Arbeit von Park et al. 2013, die RAD51C als Interaktionspartner von

FANCN beschreibt, wurde ein M2H-Assay durchgefiihrt. In verwnedeten System konnte diese Interakti-

on nicht detektiert werden (Abb. 49). Weitere Analysen wurden aus Zeitgriinden nicht durchgefiihrt.

120 M2H- Aktivierungskontrollen M2H -Interaktion KON
e 100 0
o 100
)
=80
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E
- 40
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k= o 06 20 0,7 20 1,0 1,2

Cc>0 @>C N>@ @>N N>C >N

Abb. 49: M2-Analyse von RAD51C und FANCN

Blaue und orange Siulen: Interaktionsrate in Prozent verglichen mit pMFANCA + pVP16FANCG (100%
Interaktionsstirke, griine Siule); >: gibt die Richtung der Transfektion wie folgt an: pMX>pVP16Y; Abschnit-
te 1 und 2: Systemaktivierung durch die einzelnen Fusionsproteine (Selbstaktivierung), Abschnitt 3: Aktivititen

liegen unter denen der Selbstaktivierung-> keine Interaktion
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4.2.2 Interaktionsanalysen via Western Blot

Zur Validierung der tber die M2/3H-Analysen detektierten Interaktionen wurden Co-IPs in HEK293-
Zellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden iber verschiedene Antikérper (0-RAD51B, a-RAD51C, a-XRCC2,
o-XRCC3) Komplexpartner aus Gesamtproteinextrakten extrahiert und tber Western Blot-Analysen de-
tektiert. Die interessanten Proteine wurden fiir diese Analysen mittels pCMV-Tag3B-Vektor iiberexpri-
miert, welcher auch zur Expression nativer Proteine in M3H verwendet wurde. Durch die Expression
entstanden myc-getaggte Proteine. Der Tag und die zwischen ihm so wie dem Start des Proteins integrier-

ten Aminosduren bedintgen die erhShte detektierte Proteingré3e (Tab. 12).

Tab. 12: GréBen der Paraloge, des myc-Tag und der zusitzlichen durch die Klonierung inserierten AS in kDa

Protein ENST CCD nativ (kDa) | myc-Tag (kDa) | zusitzliche AS (kDa)
RAD51 00000267868 | CCDS10062.1 36,966 1,2 3,03
RAD51B 00000487861 | CCDS9789.1 42,195 1,2 1,10
RAD51C 00000337432 | CCDS11611.1 42,190 1,2 1,10
RADS51D 00000345365 | CCDS45646.1 35,049 1,2 1,10
XRCC2 00000359321 | CCDS5933.1 31,956 1,2 1,10
XRCC3 00000445556 | CCDS9984.1 37,850 1,2 1,10

4.2.2.1 RAD51C-Co-IP: Interaktionen mit RAD51B und XRCC3

Die Interaktionen zwischen RAD51C und RAD51B sowie XRCC3 wurde mittels zwei verschiedener Co-
IPs mit a-RAD51C untersucht. Hierflir wurden zwei Proteinkombinationen in zwei verschiedenen Kom-
binationen Uberexprimiert: 1: C, XRCC3; 2: RAD51C, RAD51B. Die Ergebnisse sind in Abbildung 50

zusammengefasst. In der Ladungskontrolle konnte tiber o-p84 deutlich Protein in der Gesamtproteinfrak-

tion (Input) detektiert werden (Spuren 1, 3). In dem Extrakt ~ RADS51C RAD51C
XRCC3 RAD51B
mit Giberexprimiertem XRCC3 war sowohl in der Inputfraktion
o o
als auch in der IP-Fraktion natives und myc-getaggtes XRCC3 T b @B | <TYC RADSIC
nachweisbar (Spuren 1, 2), was eine Interaktion von RAD51C — O . S| <n
mit XRCC3 verdeutlicht. Die Detektion des RAD51B-Proteins P“ <«MYe XRCC3
T e - | <"
war nur schwach in der IP-Fraktion méglich. Ein Nachweis im
s | Myc  RAD51B
Input konnte nicht erbracht werden (Spuren 1, 2). In der
Ubetexpression von RAD51C und RAD51B war ein Nachweis —— R P84

des nativen XRCC3-Proteins ebenfalls in beiden Fraktionen — spp s0. RAD5IC CollP

Oben: tiberexprimierte Proteine; Rechts: zur Detekti-

on verwendeter Antikérper, mit Pfeilen gekennzeich-

. . 3 net: myc: Protein mit myc-Tag; n: natives Protein; i

von RAD51B konnte in der IP-Fraktion deutlich mehr ange-  (spuren 1, 3): cingesetztes Gesamtprotein vor der IP
(Input); IP (Spuren 2, 4): Proteinextrakt der Co-IP

(Input/IP) méglich (Spuren 3, 4). Durch die Uberexpression

reichertes Protein detektiert werden.
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4.2.2.2 XRCC3-Co-IP: Interaktionen mit RAD51, RAD51B und RAD51C

Auch die 0-XRCC3-Co-IPs wurden in Extrakten verschiedener Co-Expressionen durchgefithrt: Expressi-
on 1: XRCC3, RAD51C; Expression 2: XRCC3, RAD51C, RAD51B; Expression 3: XRCC3, RAD51C,
RADS51 (Abb. 51). Die Ladungskontrolle zeigte fir alle Expressionen gleichmiBig schwaches Protein in
der Inputfraktion (Spuren 1, 3, 5). In der a-XRCC3-Detektion zeigte sich schwaches natives und iiberex-
primiertes XRCC3-Protein in den Inputfraktionen. Dieses konnte nur begrenzt in der eigentlichen IP
(Spuren 2, 4, 6) nachgewiesen werden. Die schwachen Proteinbanden deuten auf eine geringe Menge des
Proteins oder ein schwaches Antikérpersignal hin. Dass es dennoch vorhanden ist, ldsst sich aus der nach-
folgenden a-RAD51C Detektion schlieBen. Trotz der geringen Menge an XRCC3, welche als Bait (Kéder)
fir die IP-eingesetzt wurde, konnte prizipitiertes C-Protein in der IP-Fraktion nachgewiesen werden
(Spuren 2, 4, 6). In den Inputfraktionen (Spuren 1, 3, 5) wurde ein starkes Signal detektiert. Uber den
RAD51B-Antikoérper war in allen Inputfraktionen schwaches natives Protein (Spuren 1, 3, 5) und in Ex-
pression 2 zusitzlich das myc-getaggte Protein nachweisbar (Spur 3). In allen drei Expressionen konnte
keine Interaktion von RAD51B mit XRCC3 nachgewiesen werden (Spuren 2, 4, 6). Eine Detektion von
RADS51 war ebenfalls nur in den Input-Fraktionen (Spuren 1, 3, 5), nicht aber in den IP-Fraktionen (Spu-
ren 2, 4, 6), moglich.

XRCC3 XRCC3 XRCC3
RAD51C RAD51C RAD51C
RAD51B RAD51
— e a a
— —

P «myc XRCC3
«n

——
«MyC  RAD51C
- o

«Myc RAD51B
«n

Abb. 51: XRCC3 Co-IP

Oben: uber exptimierte Proteine; Rechts: zur Detektion verwendeter
Antikérper, mit Pfeilen gekennzeichnet: myc: Protein mit myc-Tag, n:
p84 natives Protein; i (Spuren 1, 3): eingesetztes Gesamtprotein vor der IP
(Input); IP (Spuren 2, 4): Proteinextrakt der Co-IP

«n

[e—) «Myc RAD51
je=—

4.2.2.3 Interaktionen von RAD51B und XRCC2

Um die Interaktionen zwischen RAD51B und XRCC2 zu verifizieren, wurden Co-IPs mit 0-RAD51B
und O-XRCC2 durchgefithrt. Hierfiir wurden Proteine in verschiedenen Kombinationen tberexprimiert
(Expression 1: RAD51B, XRCC2 Abb. 52 A; Expression 2: RAD51B, RAD51D, XRCC2, Abb. 52 B).
Fiir beide Ansitze wurde als Ladungskontrolle 0-XPF verwendet. Uber a-XPF konnten in den Inputfrak-

tionen aller Expressionen gleichmilBige Proteinmengen nachgewiesen werden.
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Die Detektion von XRCC2 zeigte fiir beide Expressionen der oi-XRCC2-Co-IP (Abb. 52 A), sowohl in

der Input- (Spuren 1, 3) als auch der IP-Fraktion (Spuren 2, 4) myc-getaggtes Protein. RAD51B hingegen

konnte nur in den Inputfraktionen beider Expressionen nachgewiesen werden (Spuren 1, 3). Dies spricht

gegen eine Interaktion der Proteine, die auch durch RAD51D nicht zu initiieren war. Das RAD51D-

Protein konnte in der Inputfraktion (Spur 1, 3) als starkes Signal und in der IP-Fraktion (Spuren 2, 4) als

schwaches Signal detektiert werden, was die DX2-Komplexbildung bestitigt. Western Blot-Analysen der

0-RAD51B-Co-IP (Abb. 52 B) zeigten ein eindeutiges Signal von RAD51B (nativ/myc-tag) sowohl im

Input (Spuren 1, 3) als auch in der IP-Fraktion (Spuren 2, 4). Mit &-RAD51D und 0-XRCC2 konnten die

Proteine in der Inputfraktion (Spuren 1, 2), nicht aber in der IP-Fraktion (Spuren 2, 4) detektiert werden.

Auch hier spricht das Fehlen des XRCC2-Proteins gegen eine Interaktion mit RAD51B.

A XRCC2 XRCC2
RAD51B RAD51B
RAD51D
XRCC2 o a
Co-IP - — - —
e— D o~ - e | (MYyC
myc
= n

e

— ey

Abb. 52: XRCC2 Co-IP (A) und RAD51B Co-IP (B)
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Co-IP

XRCC2 XRCC2
RAD51B RAD51B
RAD51D
_ o _ o
«myc
L I~ 1
- - «myc
— ‘ «myc

S—

RAD51B

XRCC2

RAD51D

XPF

Oben: uberexprimierte Proteine; Rechts: zur Detektion verwendeter Antikérper, mit Pfeilen gekennzeichnet: myc: Protein mit myc-Tag,
n: natives Protein; i (Spuren 1, 3): eingesetztes Gesamtprotein vor der IP (Input); IP (Spuren 2, 4): Proteinextrakt der Co-IP, XPF diente als

Ladungskontrolle
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4.3 Expressions- und DNA-Interaktionsstudien mit RAD51C
Zur Aufklirung der Struktur des humanen RAD51C galt es, das Protein in geniigender Menge, Reinheit

und Qualitit zu exprimieren, aufzureinigen und nach seiner Kiristallisation per Réntgenbeugungsanalyse
zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Strategien verfolgt. Zum Beispiel erfolgte die
Klonierung des Proteins einzeln oder in Kombination mit XRCC3, seinem Partner im CX3-Komplex. Die
Einzel- und Co-Expressionen wurden teilweise mit der Originalsequenz, aber auch mit einer fiir die Ex-
pression in FE.co/i optimierten DNA-Sequenz durchgefiihrt. Mit den oben genannten Ansitzen wurden
Expressionen in verschiedenen E. co/-Stimmen (ArcticExpress, BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL, BL21
Star™ (DE3) pLysS, Rosetta™ 2 (DE3)) durchgefithrt. Zusitzlich wurden die Einzel- und Co-
Expressionen auf ein Insektenzellexpressionssystem tibertragen. Hierfiir wurde RAD51C einzeln oder in
Kombination mit XRCC3 in die Vektoren pFastBacTM HTa bzw. pFastBacTM Dual kloniert. Die Virus-
generierung erfolgte mit dem Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (3.3.2.3) Das Protein wurde in
Sf21-, und High Five™-Zelllinien exprimiert und unter Anwendung verschiedener Puffer und Strategien

aufgereinigt (3.5.3).

4.3.1 Expressionin E. Coli
4.3.1.1 Expression des RAD51C-Proteins

4.3.1.1.1 Expression von humanem RAD51C

Initial erfolgten Expressionen des RAD51C-Proteins in verschiedenen E. co/-Stimmen tber die Expressi-
onsvektoren pETM11, pET21b und pBADM11. Die Expressionen wurden unter verschiedenen Bedin-
gungen (14/20/25/37°C) in LB-Medium oder Autoinduzierenden Medium nach Studier et al 2005 (2005)
durchgefiihrt. Erste Testexpressionen erfolgten in 5 ml Kulturen (3.5.3.3) weiterfihrende in 2 1-Kulturen
(3.5.3.4). Zur Isolation des Proteins aus den Bakterien wurden die initialen Puffer (2.6.6) verwendet. Abge-
sechen von Expressionen bei 14°C in Bakterien des ArcticExpress-Stammes, unter Verwendung des
pETM11-Vektors und Autoinduzierendem Medium, konnte keine Expression des Proteins in der 16sli-
chen Fraktion detektiert werden (Abb. 53 A/B). Die Analyse des tiber Protino® Ni-IDA- Matrix getreinig-
ten Proteins via SDS-Gelelektrophorese zeigte zusitzlich einen hohen Anteil des Cpn60 Proteins (60
kDa), der groBen Untereinheit des Chaperoninsystems Cpn60/10. Eine mdgliche Assoziation des
RAD51C-Proteins mit den fiir diesen Stamm typischen Chaperoninsystem aus O. antarctica (Joseph and
Andreotti 2008) und daraus bedingter, mdglicher Schwierigkeiten bei der Proteinfaltung, gab, trotz einer

Expression in diesem Stamm, Anlass zur Anderung der Strategie (4.3.1.1.2).
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Abb 53: SDS-Gele der RAD51C- (42 kDa) Expressionsanalysen

Kultur: Bakterienkultur ohne Proteinaufschluss (unlésliche Fraktion), Bead: aus aufgeschlossener Kultur tiber Protino® Ni-IDA-Bead-Matrix
isoliertes Protein (I6sliche Fraktion), Lysat: tiber Sonifikation und Lysispuffer aufgeschlossene Kultur, W: Waschfraktion, E: Elutionsfraktion; A:
Expression in den Vektoren pET21b und pETM11 in verschiedenen E. ¢w/i-Stimmen bei 14°C (5 ml-Kultur). Eine Expression des Proteins in
der l6slichen Fraktion ist nur in ArcticExpress kompetenten Zellen moglich. Die Expression tiber den pET21b-Vektor in anderen E. co/i-
Stimmen fithrt zu unléslicher Expression des Proteins (Kultur) B: Reinigung der 2 1-Expressionskulturen von RAD51C im pETM1-Vektor im
ArcticExpress-Stamm. RAD51C ist sehr gut in der 16slichen Proteinfraktion zu detektieren (Elutionen E1-3). Ebenfalls detektierbar: ein hoher
Anteil Cpn60 (60 kDa).

4.3.1.1.2 Expression von humanem Codon-optimierten RAD51C

Die Grundlage des genetischen Codes allen terrestrischen Lebens beruht auf den Basen Adenin (A), Gua-
nin (G), Cytosin (C) und Thymin/Uracil (T/U). Dutch ihre Abfolge codieren jeweils drei Basen (Triplett/
Codon) eine bestimmte Aminosiure. Bei der Codierung herrscht jedoch eine gewisse Redundanz, dies
bedeutet, dass verschiedene Basenfolgen fiir eine Aminosdure codieren kénnen. Fir die Codierung bevor-
zugen bestimmte Organismen verschiedene Codons. Diese unterschiedliche Priferenz wird als Codonusage
bezeichnet. Um die Expression des humanen RAD51C in E. w/ fiir weitere Expressionen zu férdern,
wurde eine fiir die Bakterien optimierte Gensequenz (GeneArt, Regensburg) in verschiedene Expressions-
vektoren (pETM11, pET28a(+)) kloniert und mit diesen unterschiedliche Stimme (ArcticExpress Compe-
tent Cells, BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL Competent Cells, BL21 Star™ (DE3)pLysS One Shot® Chemi-
cally Competent Cells) transformiert. Initiale Expressionstests von ArcticExpress, BL21-CodonPlus®
(DE3)-RIL und BL21 Star™ (DE3)pLysS One Shot® E. c/-Stimmen zeigte lediglich eine schwache Ex-
pression des codonoptimierten hRAD51C bei 37°C und eine 16sliche Expression tiber den pETM11-
Vektor. Die Analyse der Expressionsversuche iber den pET28a-Vektor zeigten nach Aufarbeitung mit

den initialen Puffern (pH 8.0), sowohl bei 15°C als auch bei 37°C unlésliches Protein. Die Expression des
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Proteins in gréBerem Umfang (2 1, BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL, pETM11RAD51Copt, 15°C) fihrte
nur zu einer minimalen Bindung von 16slichem Protein an die Affinititsmatrix. Dies lie3 ein mdgliches
,»nach innen Falten® und einer damit verbundenen schlechten Zuginglichkeit des an das Protein fusionier-

ten 6xHis-Tags vermuten, welcher zur Aufreinigung tiber eine Protino® Ni-IDA- Matrix ben&tigt wird.

Puffer 1 Puffer 2
= - 2z oo o @ =z oo @
5
e Abb. 54: SDS-Gele (15%) Aufschluss der RAD51C
5 <RADS1C (42 kDa) codonoptimierten Expressionen (BL21-
34 CodonPlus®  (DE3)-RIL, pETM11RADS51Copt.,
. 15°C) mit verschiedenen Lysispuffern.
Puffer 1: 50 mM Tris-HCL (pH 8,0), 1 M NaCl;
Puffer 3 Puffer 4 Puffer 2: 100 mM Tris-HCL (pH 8,0), 250 mM NaCl,
5 9 5 1 M Guanidiniumhydrochlorid; Puffer 3: 50 mM Tris-
2 T « o ™ 2 T «~ o ™ HCL (pH 8,0), 250 mM NaCl, 0,1% NP-40; Puffer 4:
ZF 2 w W w 2 w W w

100 mM Tris-HCL (pH 8,0), 1 mM NaCl, 1 M Gua-
nidiniumhydrochlorid, 0,1% NP-40); Lysat: tber
Sonifikation und Lysispuffer aufgeschlossene Kultur,

— <RAD51C W: Waschfraktion, E: Elutionsfraktion; Eine Expres-
sion von codonoptimierten RAD51C in der 15slichen
Fraktion (E1-2) konnte durch Puffer 3 und 4 erzielt
werden (E1-2).

B @ Marker

In einem weiteren Versuch (BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL, pETM11-RAD51Copt, 15°C) wurden die, im
Schikanekolben besser beliifteten, Kulturen mit alternativen Lysispuffern (2.6.6; Lysispuffer 1-4) aufge-
schlossen. Die Puffer unterschieden sich in NaCl- und Tris-Konzentration, sowie weiteren Zusitzen (Gu-
anidiniumhydrochlorid, 0,1 % NP-40). Eine Expression des Proteins in der 16slichen Fraktion konnte mit
den Puffern 3 und 4 erzielt werden (Abb. 54). Nach dem Konzentrieren des Proteins (VIVASPIN2 10.000
MWCO PES Zentrifugalkonzentrator) und dessen Lagerung Gber Nacht aggregierte es, was zum Ausfal-
len des Selben aus der Losung fiihrte. Fir eine weitere Reinigung des Proteins, aus pETM11RAD51Copt
transformierten und in autoinduziertem Medium kultivierten BL.21-CodonPlus® (DE3)-RIL E. w/ (15°C),
wurden auf Tris-HCL (pH 9,0) basierende Lysis-/Wasch- sowie Elutionspuffer verwendet (2.6.6; pH 9,0-
Puffer). Das Protein aus den Elutionsfraktionen 1-3 (Abb. 55 A) wurde vereinigt und mittels Dialyse tber
Nacht in Aktapuffer (pH 9,0) umgepuffert. Das konzentrierte Protein (1,8 mg/ml) wurde groBenchroma-
tographisch gereinigt (AKTA Purifier 10, Hil.oad™ 16/60 Superdex™200 pg). Eine Analyse der Eluti-
onsfraktionen (10 % SDS-Gel, Silberfirbung) zeigte, dass das codonoptimierte RAD51C hauptsichlich in
dem zuerst eluierenden Aggregatmaximum (hier Fraktionen A1-A7) vorlag. Gemil3 der GroBenfraktionie-
rung werden in diesem Maximum verschiedene, undefinierbare Proteinkomplexe bzw. aggregierte Protei-
ne cluiert. In der danach eluierten Fraktion, in dem das erwiinschte iberexprimierte Protein vermutet
wurde (Proteinmaximum), konnte nur ein geringer Anteil des Proteins detektiert werden. Diese Fraktion
enthielt ein weiteres Protein mit einer Masse von ca. 25 kDa. Das so gewonnene unsaubere Protein (Abb.

55 B) konnte somit nicht weiter verwendet werden.
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Abb 55: SDS-Gele (15%) Reinigung des codonoptimierten RAD51C (42 kDa) aus BL.21-CodonPlus® (DE3)-RIL ( pETM11RAD51Copt., 15°C)
mit pH 9,0 Puffern

Pellet: Protein in pelletierten Bakterien, Lysat: Protein in aufgeschlossenen Bakterien, E: Elutionsfraktion, A/B: Elutionsfraktionen der GroBen-
ausschluss Chromatographie, A: Comassiefiarbung der Proteinisolation. Codonoptimiertes RAD51C ist in den Iéslichen Fraktionen E1-3 nach der
Aufreinigung vorhanden. Die Isolation enthilt zusitzlich unspezifisches Protein. B: Silberfirbung relevanter Fraktionen nach einer groBenabhin-
gigen Chromatographie. Das codonoptimierte RAD51C befindet sich in der Aggregatfraktion A1-A7. Wihrend ein geringer Anteil des Proteins
in der Proteinfraktion B11 detektiert werden konnte, war in allen weiteren Proteinfraktionen nur unspezifisches Protein detektierbar (B10/7/6/5)

4.3.1.2 Co-Expression von Codon-optimierten RAD51C und XRCC3
Da RADS51C-Einzelexpressionen nicht zur Gewinnung ausreichender Proteinmengen fiir Interaktions-
studien oder Kiristallisation fithrten, wurde das Protein in weiteren Versuchen mit XRCC3 co-exprimiert.

Bei XRCC3 handelt es sich um einen bekannten RADS51C-Interaktions-partner in der DNA-Reparatur.

A 37°C 15°C Auf diese Weise sollte das expri-
g 5 2 5 2 mierte Protein stabilisiert werden.
2 . >z o o 2l = o 8 @ ) ) ) )

7 Eine Expression beider Proteine

55 tiber pETMI11-RAD51Copt und

& <RADS51C
& — 4 CRCC3 pBADM11-XRCC3 in den E. coii-
34

Stimmen  ArcticExpress, BL21-

B 3rc 15°C CodonPlus® (DE3)-RIL und Roset-

5 i 2| 5 ta™ 2 (DE3), bei 15 bzw. 37°C
2 =zo @88 2lzz @8 5
7 Y] fihrte nach Aufreinigung mit Ly-
55 v sispuffer A (pH 9,0), Waschpuffer
A v <RAD51C
. v <xRec3 A (pH 9,0) und Elutionspuffer (pH
34
' 9,0) (2.6.6) erneut zu einer unlosli-
C 3rc 15°C chen Expression (Abb. 56 A-C).
5 g & F 5 Aus diesem Grunde wurde das
52 _ =z o 8 @lzo 9 8 5 _ )
7 W Expressionssystem gedndert und
55 w weitere Versuche in Insektenzellen
i <RAD51C
43 —" <XRCC3 durchgefiihrt 4.3.2).
34

Abb. 56: SDS-Gele (15%) zur Uberpriifung der Co-Expression von RAD51Copt (42 kDa)
und XRCC3 (38 kDa) (pETM11RAD51Copt, pBADM11XRCC3) bei 15/37°C mit pH
9,0-Puffern aus A: ArcticExpress, B: BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL, C: Rosetta™ 2 (DE3).
Die Proteine konnten in allen Expressionen nur in der unléslichen Fraktion (Lysat vor
Auftreinigung) detektiert werden
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4.3.2 Expression in Insektenzellen

Da die Expressionen von RAD51C in E. c/i-Systemen zu unzureichenden Expressionen in der 16slichen
Fraktion fihrten, wurde ein weiteres Expressionssystem zur Proteingewinnung heran gezogen. Die von S.
Sfrugiperda (S£21) und T. ni (H5) abstammenden Zelllinien wurden, wie unter 3.3.2.3 Virale Transfektion von
Insektenzelllinien als Grundlage zur Herstellung von Proteinen fiir die DINA-Bindungsstudien beschrieben, mit re-
kombinanten Viren infiziert. Hierbei wurden sowohl Einzel- als auch Co-Expressionen mit XRCC3

durchgefiihrt. Die Aufreinigung des exprimierten Proteins erfolgte mittels verschiedener Puffer.

4.3.2.1 Einzelexpression von RAD51C

Initial wurden FEinzelexpressionen des His- unlosliche Fraktion | losliche Fraktion

markierten RADS51C in IPBL-Sf21 AE-Zellen g = = _ E

(10 ml) durchgefihrt. Die Aufarbeitung erfolgte - f2zxendkens

mit den initialen fir E. co/i verwendeten Lysispuffer g5 A '

(pH 8,0) (2.6.6). Eine Ponceaufirbung der Western 72 ™ !

blotmembran zeigte eine deutliche Expression des > £ . ’ (DI

43

Proteins in der Gesamtproteinfraktion wihrend das Abb 57: Western Blot-Analyse der ersten Testexpressionen von
RADS51C (42 kDa) in IPBL-Sf21 AE

Protein in den 16slichen Fraktionen nur schwach zu
Das exprimierte Protein konnte deutlich in der Gesamtproteinfrakti-

erkennen war. Die antikérperbasierende Analyse  on nach 48 h und 72 h detektiert werden. In der isolierten, 1slichen
Fraktion wurde eine minimale Proteinexpression beobachtet.

(AK1: Mouse anti His, AK2: goat anti Mouse-

HRP) lie3 48 h und 72 h nach der Infektion der Zellen deutlich exprimiertes Protein in der Gesamtpro-
teinfaktion (unldsliche Fraktion), nicht aber in der 16slichen Fraktion erkennen (Abb. 57). In weiteren
Testexpressionen des RAD51C-Proteins in IPBL-Sf21 AE-Kulturen (10 ml) konnten nach Infektion mit 2
% Virus und einer Inkubation von 24 h bzw. 72 h Proteine in den 16slichen Fraktionen beobachtet wet-

den. (Abb. 58). Die Pellets wurden mit initialen Puffern (pH 8,0) (2.6.6) behandelt.

unlésliche Fraktion |6sliche Fraktion
2% Virus 4% Virus 2% Virus 4% Virus
f:’ = E =
£ 3 2 |z @ & £ 3 2 Qlz @2 & &
72 72 -
5 <RADSIC> O
43 43 v
34 34 v
26 26

Abb. 58: Coomassiefirbung 15 % SDS Gele zur Analyse der Testexpressionen von RAD51C (42 kDa) in IBPL-Sf21 AE-
Kulturen (10 ml) mit 2%/4% rekombinanten Virus (RAD51C) in IPBL-Sf21 AE.

In den mit 2% Virus infizierten Zellen konnte nach 24 h und 72 h das RAD51C-Protein sowohl in der unloslichen, als
auch in der I6slichen Fraktion nachgewiesen werden. Mit 4% Virus konnte keine l6sliche Expression erzielt werden.
(Kontr.: Aufreinigung ohne virale Infektion)
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4.3.2.2 Co-Expression von RAD51C und XRCC3

Um eine schnellere Proteingenerierung in einem gré3eren Malistab zu erzielen, wurden alle weiteren Ver-
suche in Zusammenarbeit mit dem Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung GmbH (HZI, Braun-
schweig) durchgefithrt. Die fiir die Virusgenerierung verwendeten Vektoren (pFastBac HTa-RAD51C,
pFastBac HTa-XRCC3 und pFASTBac™Dual-RAD51C-XRCC3) und auch der Virus, zur Expression
von RAD51C (ausgehend von pFastBac HTa-RAD51C) wurden von uns generiert. Die Expressionen
erfolgten zum einen ber separate Viren fir RAD51C und XRCC3 (pFastBac HTa-Vektoren) und zum
anderen mit einem Virus (basierend auf pFASTBac™Dual-RAD51C-XRCC3). Die Co-Expressionen
wurden in verschieden Zelllinien (Sf21/H5) dutrchgefiihrt. Das Zellpellet wurde auf Trockeneis geliefert

und das Protein von uns mit unterschiedlichen Puffern isoliert.

4.3.2.2.1 Puffertest: initiale Puffer

Eine erste Expression wurde in H5-Zellen (1 1-Kultur) mit separaten Viren fiir RAD51C und XRCC3
durchgefiihrt (20°C /27°C, 48 h Inkubation). Der Aufschluss des Pellet erfolgte mit den initialen, auch fir
die Aufreinigung der E. cw/-Expressionen verwendeten Puffer (basierend auf Tris-HCL, pH 8,0) und dem
Lysispuffer 3 (pH 8,0) (2.6.6). Nach Reinigung iiber eine Protino® Ni-IDA- Matrix konnte fiir beide Pro-
teine eine Expression in der I6slichen Fraktion nachgewiesen werden. Das beste Ergebnis wurde ausge-
hend von der 20°C-Kultivierung erzielt (Abb. 59 A). Fur eine analytische, gréBenchromatographische
Auftrennung wurden die Eluate beider Ansitze zusammengefasst (20°C E1-E3/27°C E1-E2) und kon-
zentriert (VIVASPIN2 10.000 MWCO PES). Die anschlieBende Analyse der Fraktionen A8 - A12 (Aggre-
gatmaximum) und B9-7 und B3-1- C3 (Proteinmaximum) (Abb. 59 B) SDS-Gel (15 %) zeigte nach
Coomassiefirbung, dass beide Proteine (RADS51C, XRCC3) hauptsichlich in aggregierter Form vorlagen

(Abb. 59 C). Deshalb konnten sie nicht fiir weitere Experimente verwendet werden.
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Abb. 59: Aufschluss der co-exprimierten Komplexproteine RAD51C (42 kDa)/XRCC3 (38 kDA) (separate Viren) aus H5- Kulturen (1 1, 48 h,
20/27°C, am HKI)

A: Coomassiefirbung SDS-Gel (15%). Aufgetragen sind die Proben vor und nach Reinigung (Protino® Ni-IDA-Bead-Matrix). Bei beiden Ex-
pressionen (20°C/27°C liegen die Proteine in der 16slichen Fraktion (Eluate E1-E3) vor. Ein geringer Anteil ist in den Waschfraktionen (W1+2)
detektierbar. Im Lysat, Uberstand und den aufgetragenen Beads sind beide Proteine nicht detektierbar. B: analytische, groBenchromatographische
Auftrennung der gepoolten Eluate aus beiden Isolationen (20°C E1-E3/27°C E1-E2). Es liegt nur sehr wenig Protein vor. C: Coomassiefirbung
SDS-Gel (15%) der Fraktionen der gréenchromatographischen Trennung. Die grofite Proteinmenge liegt in aggregierter Form vor (A8 - A12:
Aggregatpeak). Ein relativ geringer Anteil entfillt auf die Fraktionen B9-7 und B3-1 (Proteinpeak).

4.3.22.2 Puffertest: Phosphatpuffer

Fur diesen Test wutde ein Pellet aus einer H5-Kultur (21, 20°C, 48 h) verwendet. Die Co-Exptession von
RAD51C und XRCC3 erfolgte iiber einen Virus, welcher ausgehend vom pFastBacTM Dual-Vektor gene-
riert wurde. Hierbei stand das His-markierte RAD51C unter Kontrolle des PH-Promotors und XRCC3
unter der des pl10-Promotors. Die Aufarbeitung wurde mit Phosphatpuffern (2.6.6) durchgefiihrt. Eine
erste Analyse Uber 15 % SDS-Gele zeigte eine unsaubere Isolation mit geringem Anteil von RAD51C und
XRCC3 (Abb. 60 B). Trotz der Verunreinigung wurde das Protein der ersten Elution (E1) gré3enchroma-
tographisch gereinigt (AKTA Purifier 10). Da fiir eine GroBenausschlusschromatographie kleine Volumi-
na mit hoher Proteinkonzentration zur bestméglichen Trennung fithren, wurde das Volumen der Protein-

l6sung vor der GroBenausschlusschromatographie mit Hilfe eines Konzentratorréhrchens VIVASPIN2
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10.000 MWCO PES) von 1 ml auf 500 ul reduziert. Die héchste Absorption bei 280 nm wurde im Aggre-
gatmaximum gemessen (E1) (Abb. 60 A). Dieser wurde gemeinsam mit den Fraktionen des Proteinmaxi-
mums mit Hilfe eines 15 % SDS-Gel analysiert. Die Auswertung zeigte, dass der Grofteil der RAD51C
und XRCC3 Proteine im Aggregatmaximum und nur ein geringer Anteil im Proteinmaximum, Fraktionen

E11-F9 (Abb. 60 C), vorlag. Mit dieser geringen Ausbeute konnte nicht weiter gearbeitet werden.
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Abb. 60: Reinigung des co-exprimierten RAD51C (42 kDa)/XRCC3 (38 kDA) Komplexes aus H5- Kulturen (21, 48 h, 20°C, am HKI)

A: analytische, groBenchromatographische Trennung des konzentrierten Eluats (E1, Abb. B). Im Proteinpeak (Fraktion E11-F9) liegen nur sehr
geringe Mengen der Proteine RAD51C und XRCC3 vor, die gréBten Anteile befinden sich im Aggtegatpeak (Fraktion E1).

B: Coomassiefirbung des 15% SDS-Gels. Aufgetragen sind die Proben vor und nach der Reinigung tiber eine Protino® Ni-IDA-Bead-Matrix. Im
Eluat (E1) liegt viel, aber unsaubetes RAD51C- und XRCC3-Protein vor. Die Elution 2 enthilt nur wenige und die Waschfraktionen keine
Proteine.

C: Coomassiefitbung des SDS-Gels der groBenchromatographisch aufgetrennten Fraktionen. Das meiste Protein liegt in aggtegierter Form vor
(A8 - A12: Aggregatpeak) ein relativ geringer Anteil entfillt auf die Fraktionen E11 — F9 (Proteinpeak).
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4.3.2.2.3 Puffertest: Variation nach Compton et al.

Fir eine weitere Proteinisolation aus einer Sf21-Kultur (2 1, 20°C, 48 h) wurden Puffervariationen, basie-
rend auf denen in Compton et al. 2010 beschriebenen, herangezogen (2.6.6). Der zusitzlich mit TCEP,
Proteinaseinhibitor und DNAse versetzte Puffer B wurde gleichzeitig als Lysis- und Waschpuffer verwen-
det. Die Infektion erfolgte mit Viren, welche sowohl die Sequenzen von RAD51C als auch von XRCC3
enthielten. Die Analyse der Aufreinigung via SDS-Gel (15 %) zeigte eine deutliche und relativ saubere
Isolation der beiden co-exprimierten Proteine (Abb. 61 A). Die Analyse der gréflenchromatischen Auf-
trennung (AKTA Purifier 10) ergab eine deutliche Prisenz der beiden Proteine (RAD51C, XRCC3) in der
Proteinfraktion (A12-B3). Ein geringer Anteil wurde auch im Aggregationspeak detektiert (A2-A3) (Abb.
61 A/B).
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Abb. 61: Aufschluss des co-exprimierten RAD51C (42 kDa)/XRCC3 (38 kDA) Komplexes aus Sf21- Kulturen (2 1, 48 h, 20°C, am HKI)

A: Coomassiefirbung eines 15% SDS-Gels. Aufgetragen sind die Proben vor (Pellet, Uberstand) und nach der Reinigung iiber eine Protino® Ni-
IDA-Bead-Matrix (E1-3, W1-2). Im Eluat (E1) kann deutlich ein hoher Anteil von RAD51 und XRCC3 nachgewiesen werden. Geringere Men-
gen sind in den Eluaten 2 und 3 (E2-3) detektierbar. Die Waschfraktionen W1/W2 enthielten fast kein Protein. B: Graph der analytischen,
groBenchromatographischen Auftrennung des konzenttierten Eluats (E1) und Trennung der Fraktionen A2-3 (Aggregationspeak) und A12-B5
(Proteinpeak), sowie der Fraktion A5 tiber ein 15%-SDS-Gel (Coomassiefirbung). Beide Proteine liegen hauptsichlich im Proteinpeak vor.
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Im Anschluss an die Trennung wurden die Fraktionen A12-B3 vereinigt und tber einen VIVASPIN2
10.000 MWCO PES Zentrifugalkonzentrator; von 1 mg/ml auf 3,7 mg/ml konzentriert. Dieses Protein
wurde erneut via AKTA Purifier 10 gereinigt. Die anschlieBende Analyse zeigte, dass beide Proteine
(RAD51C, XRCC3) in allen aufgetragenen Fraktionen vorhanden waren. Ein Teil des Proteins lag weiter-
hin im Proteinmaximum vor (A12-B4), war aber auch im Aggregatmaximum (A1-A3) detektierbar
(Abb. 62). Dies verdeutlicht erneut, dass das Protein bei erhéhter Konzentration zur Aggregatbildung
neigt. Fiir weitere Analysen der Proteine bzw. weiterfiihrende Versuche wurden diese mit den an Comp-
ton et al. 2010 (Compton et al. 2010) angelehnten Puffern gereinigt. Eine weitere Pufferoptimierung

konnte die Protein-Ausbeute evtl. noch erhohen.
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Abb. 62: Kurve der grolenchromatographischen Auftrennung der konzentrierten Proteine inkl. einer 15%-SDS-Gelanalyse (Coomassiefirbung).
Deutlich etkennbar, beide Proteine liegen in allen Fraktionen vor (Aggregatmaximum: A1-A3; Proteinmaximum: A12-B4, dazwischen: A4-A11).

4.3.3 Proteinstabilitat im Thermal Shift Assay

Um die Pufferbedingungen fiir die Isolation und die Weiterverwendung des Proteins zu optimieren, wur-
de ein Thermal Shift Assay (3.5.5) durchgefiihrt. Hierbei wurde die Stabilitit des Proteins in verschiedenen
Puffern (2.7) gemessen. Die Schmelzkurven konnten in Verbindung mit dem Fluorophor Sypro®Orange
detektiert werden (3.5.5). Eine Analyse der Schmelzkurven zeigte die héchste Stabilitdt der Proteinkom-
plexe in HEPES-Puffer (pH 7,0, 100 uM) (Abb. 63). In diesem Puffer entfalteten sich die Proteine sehr
spit. Das Optimum der Auffaltung lag bei ca. 65°C. Aus diesem Grund sollten in einer weiteren Reini-
gung auf HEPES basierende Puffer getestet werden. Auf Grund fehlenden Materials konnte dies jedoch
nicht mehr erfolgen. Weiterhin scheinen Puffer auf Basis von Bis-Tris (pH 5,5) und CHES (pH 9,5) giins-

tig fiir die Aufarbeitung der Proteine.
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Abb. 63: Thermal Shift Assay

Die Schmelzkurvenbestimmung erfolgte in Verbindung mit dem Fluorophor Sypro® Orange. Die Proteine RAD51C und XRCC3 zeigten in
diesem Assay die hochste Stabilitit in 100 pM HEPES-Puffer (pH 7,0). Ebenfalls eine relativ hohe Stabilitit wurde in Bis-Tris (pH 5,5) und
CHES (pH9,5) beobachtet.

4.3.4 DNA-Interaktion via Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
Die Bindung von RAD51C und XRCC3 an verschiedene DNA-
Strukturen (Einzelstrang, 3‘-Uberhang, 5“-Uberhang, Open Fork)
wurde mit dem EMSA-Assay (3.5.6) untersucht. Hierfir wurden im
Vorfeld die entsprechenden DNA-Strukturen generiert (3.5.5). Die

INRR

DNA-Doppelstrang-Strukturen bzw. der Einzelstrang wurden auf
einem nativen 10 %-TBE-Gel tberpriift ein beispielhaftes Ergebnis

o Abb. 64: Annealte DNA-Strukturen auf
ist in Abb. 64 dargestellt. nativem 10% TBE-Gel nach Silberfirbung

Die verwendeten Proteine wurden mit den oben beschriebenen, nach Compton et al. 2010 optimierten
Puffern isoliert und iiber den Akta Purifier 10 gereinigt. Fiir die Interaktionsstudien wurden Proteine aus
dem Proteinmaximum verwendet. Hierbei variierte die Menge des eingesetzten Proteins von 0,5 bis 4 uM,
die der verwendeten DNA-Strukturen betrug 100 nM. Die Gele wurden, nach der Auftrennung der Pro-

ben, iiber einen sehr sensitiven Cy3-Scan mit dem PharosFX-Scanner sowie tiber Silberfarbung analysiert.
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Abb. 65: Nachweis von C3-markierter DNA tber einen
sehr sensitiven Cy3-Scan (PharosFX Scan) der EMSAs mit
Einzelstrang DNA (Detektion mit dem PharosFX-Scaner),
Roter Punkt: Cy3-Markierung, Oben: Experiment bei 25°C,
30 min, natives 6% Tris-Glycin-Gel, Unten: Experiment bei
4°C, 30 min, natives 8% Ttis-Glycin-Gel

Die Interaktionsstudien der Proteine mit Cy3-markierter
Einzelstrang-DNA wurden sowohl bei 25°C (Abb. 65,
oben) als auch bei 4°C (Abb. 65, unten) durchgefiihrt. Es
zeigten sich keine deutlich abgegrenzten, nach oben ver-
schobenen Banden. Allerdings wurde mit zunehmender
Konzentration, ab 1 uM Protein, ein Anstieg der Cy3-
markierten DNA in den Taschen detektiert (Abb. 65).
Dieser Anstieg wurde sowohl im Experiment bei 25°C als
auch bei 4°C beobachtet. Die Menge des nach oben vet-
schobenen Proteins erreichte bei 25°C bereits bei einer
Konzentration von 1,5 pM sein Maximum, wihrend dies
bei 4°C erst ab einer Proteinmenge von ca. 2,5 uM zutraf
(Abb. 65). Im Vergleich zu der DNA-Kontrolle (Abb. 65,
Spur 2) konnte, bei 25°C, in der Einzelstrang-DNA-
Bande, ein leicht sinkender Anteil der Cy3-markierten
DNA mit steigender Proteinkonzentration beobachtet
wetrden. Bei 4°C konnte keine Abnahme beobachtet wet-
den. Eine Silberfirbung der beiden Gele zeigte, dass die
Proteine weder auf dem 8 % Tris-Glycin-Gel (4°C) noch
auf dem 6 %-Tris-Glycin-Gel (25°C) sauber aufgetrennt
wurden. Auf beiden Gelen war nur ein Proteinschmier zu
erkennen (ohne Abbildung). Diese Beobachtung begriin-
det die fehlende Detektion klarer, nach oben verschobener
Banden, wie sie sowohl im CY3-Scan als auch in der Sil-

berfirbung zu erwarten gewesen wiren.
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Fine weitere Interaktionsstudie wurde mit einem 3“Uberhang-DNA-Konstrukt bei 4°C fiir 30 min

durchgefiihrt. Auch in diesem Experiment konnte mit steigender Proteinmenge ein Anstieg des gebunde-

nen Konstruktes in den Taschen beobachtet werden. Der Cy3-markierte DNA-Anteil stieg ab einer Pro-

teinkonzentration von 1 uM bis zu ihrem Ma-
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Abb. 66: EMSA mit 3*-Uberhang-DNA-Konstrukt

(30 min, 4°C, natives 8% Tris-Glycin-Gel)

Roter Punkt: Cy3-Markierung, Der sehr sensitive Cy3-Scan (mit Pha-
rosFX-Scaner) bildet die CY3-markierte DNA ab

% || + Protein ximum bei ca. 2,25 uM an. Gleichzeitig war
B cine Abnahme der Cy3-markierten DNA im
TOTTTIITTINRTITIETTT Vergleich zur reinen DNA-Kontrolle (Abb. 66,

Spur 2) zu beobachten. Dies spricht fiir eine

% Bindung von mindestens einem der Proteine

(RAD51C, XRCC3) an 3“Uberhang-DNA.
Das Maximum der gebundenen DNA wurde
bei 2,25 uM Protein erreicht. In den Silberfir-
bungen (ohne Abbildung) war, ausgehend von
den Taschen, ein Proteinschmier zu beobach-
ten. Dieser weist auf eine sehr heterogene

Trennung der Proteine hin.

Des Weiteren wurden Interaktionen der Proteine mit Open Fork- und 5“-Uberhang-Strukturen unter-

sucht. Fir beide DNA-Konstrukte konnten Interaktionen beobachtet werden. Die Abbildung 67 zeigt
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Abb. 67: EMSA Open Fork und 5*-Uberhang-DNA-Konstrukt

(30 min, 4°C, natives 8% Ttis-Glycin-Gel)

Roter Punkt: Cy3-Markierung, Links: Der schr sensitive Cy3-Scan (mit PharosFX-
Scaner) bildet die CY3-markierte DNA ab

eine zunchmende Konzentration der Cy3-
makierten DNA im Bereich der Gel-
taschen, ab einer Proteinkonzentration
von 1 uM Protein. Sie erreicht fiir beide
Konstrukte ihr Maximum bei ca. 2,5 uM
Protein. Die Abnahme der markierten
DNA gegeniiber den Kontrollen (Open-
fork: Spur 1; 5“Uberhang: Spur 2) ist
ebenso deutlich zu beobachten. Auch hier
zeigte die Silberfirbung des Gels keine
klaten Proteinbanden, sondern einen

Proteinschmier, ausgehend von den Ta-

schen (ohne Abbildung).
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5 Diskussion

5.1 Mosaike bei Fanconi Anamie

Auch wenn Schiden im FA/BRCA Weg die Ursache fiir FA darstellen, so sind sie fiir manchen Patienten
in gewisser Weise auch von Vorteil. Denn ebenso wie durch fehlerhafte DNA-Reparatur gehduft Schiden
im Genom entstehen, die zu Tumoren und Andmien fithren, so steigert sich durch diese Reparaturfehler
auch die Chance auf eine ,,natiirliche Gentherapie®. Das Phinomen der Mosaikentstehung wurde bereits
in zahlreichen Erkrankungen (siehe 1.2.5), sowohl in hdmatopoetischen, als auch in anderen somatischen
Zellen, beobachtet. Solche Reversionen treten viel hiufiger auf als anfangs vermutet und wurden fiir FA
sowie das Bloom Syndrom bereits 1977 beschrieben (German et al. 1977; Schroeder et al. 1977). Bedingt
dutch eine schnelle Zellproliferation und somit einem hohen Selektionsdruck im himatopoetischen Sys-
tem entstehen im Blut hiufiger Reversionen als in somatischen Zellen. Als Folge der fir FA bisher nur im
Blut beschriecbenen Reversionen kann anfangs das Auftreten zweier verschiedener Zellpopulationen
(Nicht-FA/FA) beobachtet werden, welche sich in Chromosomenbruchanalysen als sog. Bimodalitit wi-
derspiegeln (Auerbach 2009; Gross et al. 2002; Oostra et al. 2012). Der Wachstumsvorteil der revertierten
Zellen kann im Laufe der Zeit zu einer immer stirkeren Normalisierung der Chromosomenbruchraten
bzw. der G2-Phasearreste fithren, so dass in beiden Analysen die Untergrenze des Detektionslevels er-
reicht wird und die Gefahr falsch negativer Ergebnisse besteht. Die méglichen Grundlagen fiir Reversio-
nen bilden verschiedene Mechanismen wie Genkonversion, intragene Crossover beziehungsweise Riick-
mutationen und kompensatorische Mutationen (Insertion, Deletion, Missense-Mutationen) (Gross et al.

2002; Pasmooij et al. 2012; Youssoufian and Pyeritz 2002).

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit zwel bereits publizierten (Patient 1, 2) (Gross et al. 2002) und
drei potentiellen, bisher noch nicht veréffentlichten Mosaikpatienten (Patient 3, 4, 5). Sie gehdren den
Untergruppen FA-A (Patient 1, 2, 3) und FA-D2 (Patient 4, 5) an, fir die die h6chsten Mosaikfrequenzen
in FA beschrieben wurden (Schindler and Hoehn 2007). Dabei bleibt zu bedenken, dass die beobachtete,
hoéhere Anzahl an Reversionen der Untergruppe FA-A vermutlich auch auf ihren groflen Anteil (FA-A:
60-70 % (Alter and Kupfer 1993)) am Gesamtpatientenkollektiv zuriickgefihrt werden. Reversionen im
hidmatopoetischen System gehen mit einer besseren Prognose, sowie einem milderen Krankheitsverlauf
einher. Sie schlieBen eine himatopoetische Manifestation der FA in Form von Knochenmarksversagen
jedoch nicht aus (MacMillan et al. 2000), da weiterhin FA-Zellen im Blut vorhanden sind. Dies konnte
auch bei einem, nicht in der vorliegenden Arbeit beschriebenen, Patienten unseres Patientenkollektivs
beobachtet werden. Zusitzlich ist zu bedenken, dass Mosaike in Abhingigkeit ihres Entstehungsorts auch
wieder verloren gehen kénnen (Gross et al. 2002). Das fiir die Erkrankung typische erh6hte Tumorrisiko

bleibt im restlichen Gewebe weiterhin bestehen, deshalb ein engmaschiges Screening eingehalten werden.
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Um die Entstehung und Entwicklung bzw. das Durchsetzen von Mosaiken sowie den vorliegenden Mosa-
ikstatus in verschiedenen Zelllinien zu untersuchen, wurden verschiedene Analysen angewandt. Neben der
Beobachtung der Blutwerte iiber einen lingeren Zeitraum erfolgte die Analyse von PHA-stimulierten
peripheren Blutlymphozyten mittels Chromosomenbruch- (3.6.5) und zweiparametrische BrdU-Hoechst-
Zellzyklusanalyse (3.6.7), mit welcher G2-Phase-Arreste untersucht wurden. Zusitzlich wurde die gDNA
unterschiedlicher, MACS-sortierter Zelllinien (T-/B-Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, Fibroblas-
ten, Knochenmarkfibroblasten) untersucht. Die Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Analysen in
unterschiedlichen Stadien der Mosaikentwicklung, was einen Einblick in dessen Entstehung ermdglicht. In
einem Kollektiv (n=67) der letzten drei Jahre, fanden wir, in nur einem Patienten und einer etablierten
lymphoblastoide Linie, Reversionen. Die durchflusszytometrischen Analysen des Blutes weiterer Patienten
weisen jedoch auf weitere Reversionen hin. Sie konnten aufgrund fehlenden Materials bzw. fehlender
Patienteneinverstindnisse nicht niher untersucht werden. Somit kénnte auch in unserem Patientenkollek-

tiv, die in der Literatur beschriebenen 10-30 % Reversion (Oostra et al. 2012) vorliegen.

Fibroblasten in der Diagnostif

Wie einleitend unter 7.2.4 Diagnostik beschrieben, kénnen stark durchgesetzte Reversionen im himatopoe-
tischen System zu falsch negativen Resultaten in Chromosomenbruch- und Zellzyklusarrestanalysen, mit
Werten auf dem Level von Nicht-FA-Kontrollen, fithren. Da fiir FA, anders als fiir andere Erkrankungen
wie Ichthyosis mit Konfetti oder Epidermolysis Bullosa Simplex (Lai-Cheong et al. 2011), bisher keine
Reversionen in Fibroblasten beschrieben wurden (Hoehn et al. 2007; Pinto et al. 2009), kénnen diese bei
grenzwertigen Diagnosen als patienteninterne Kontrolle herangezogen werden. Die gDNA-Sequenz der
Fibroblasten spielte auch bei der Eingruppierung des Mosaikstatus in einzelnen Patienten eine wichtige
Rolle. Aufgrund der beobachteten somatischen Reversionen in anderen Erkrankungen kann eine Reversi-
on jedoch nicht zu 100 % Prozent ausgeschlossen werden. Geht man davon aus, dass die Wahrscheinlich-
keit eines Auftretens von Reversionen in Zellpopulationen mit kurzer Generationszeit héher und das dort
der Selektionsdruck (Youssoufian and Pyeritz 2002) grof3er ist, entstehen Reversionen hdufiger im schnell
proliferierenden hidmatopoetischen System als in Fibroblasten. Unter der Voraussetzung, dass es in den
Fibroblasten eines FA-Patienten zu einer Reversion kam, bestinde zusatzlich auf Grund ihrer Immobilitat
und somit der geringen Durchmischung mit dem umliegenden Gewebe eine relativ geringe Wahrschein-
lichkeit genau diesen Bereich zu biopsieren. Aus diesem Grund kénnen Mutationen und das Verhalten der
Patientenfibroblasten, gegentiber quervernetzenden Substanzen wie MMC als ,,grundlegende Situation®

ohne Reversionen angenommen werden.

B-L.CL.s in der Diagnostik
In der Laborroutine werden zur Konservierung der Patientenzellen flir weiterfithrende Versuche, wie z.B.
Mutations- oder Komplementationsanalysen, immortalisierte B-LCL-Kulturen angelegt. In Versuchen, in

denen diese Zelllinien verwendet werden, wurden in der Vergangenheit bereits 6fters Reversionen beo-
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bachtet. Diese fithrten zu einer Verringerung bzw. einer Aufthebung der MMC-Sensitivitit, und somit des
zelluliren FA-Phinotyps. Ursdchlich hierfir kénnen i vitro Korrekturen einer der beiden Mutationen oder
das Durchsetzen einer bereits 7z vivo revertierten Zellpopulation sein. So wurden in einem Patientenkollek-
tiv (n=53) in neun etablierten lymphoblastoiden Zelllinien Reversionen beobachtet. Dies liegt knapp unter
den in der Literatur beschriebenen 20-30 % (Hoehn et al. 2007). In diesen etablierten Linien vermuten
wir, verglichen zum Patientenblut, einen ca. dreifach erhdhten Reversionsgrad. Aus diesem Grund sollte
bei, auf B-LCL basierenden Versuchen, welche grenzwertige Ergebnisse aufweisen, ebenfalls auf Fib-

roblasten zurtickgegriffen werden.

Beeinflussung der gDINA-Analysen durch falsch positive Selektion

Um auf Sequenzebene der verschiedenen Zelllinien keine falsch negativen bzw. positiven Schliisse zu
ziehen, erfolgte eine durchflusszytometrische Reinheitspriffung der MACS-Separationen (3.6.3). Hierbei
wurden deutliche Reinheitsunterschiede beobachtet. Die héchsten Reinheitsgrade konnten fiir die Isolati-
onen der Granulozyten (bis zu 99,5 % (Patient 2) und die niedrigsten fir die der Monozyten
(91,2 - 37,6 % (Patient 1, 2) erzielt werden. Zur Erklirung des teilweise sehr hohen Granulozytenanteils
(Patient 2: 57,2 %) in den Monozytenisolationen kénnen zwei Griinde heran gezogen werden. Zum einen
fithrt das zusitzliche, von Person zu Person variierende Vorhandensein des Endotoxinrezeptors CD14+
auf neutrophilen Granulozyten natiirlicherweise zu geringen Anteilen dieser Population in den Monozy-
tenisolaten. Stellt man der Expression des CD14+-Rezeptors auf den Granulozyten (3.300 +/-800) seine
Expressionsraten auf den Monozyten gegentiber (115.400 +/-10.600), erklirt sich hieraus die Verunreini-
gung, allerdings nur marginal. Aulerdem konnte eine weitere Korrelation der erhéhten Granulozytenraten
in diesen Separationen im Zusammenhang mit der Transportdauer und den Transportbedingungen beo-
bachtet werden. Sie beruht vermutlich auf der Fragilitit der Granulozyten, welche nicht zuletzt auf ihre
GroBe zuriickzufiihren ist. Durch die Schidigung der Zellen, tritt DNA durch die Zellmembran und fithrt
zu unspezifischen Bindungen, der fir die Isolation verwendeten Antikérper. Besonders ausgeprigt konnte
dieses Phinomen im Vergleich der Blutlinienisolationen von Patient 1 (sofortige Sortierung nach Blutent-
nahme, RT) und Patient 2 (Versand per Post, im Hochsommer) beobachtet werden (Tab. 6). Die, vom
Hersteller angeratene, sofortige Separation der Zellen nach der Blutdonation konnte auf Grund der Ver-
fiigbarkeit der Patienten nicht immer eingehalten werden. Sie ist aber in Anbetracht unserer Ergebnisse
sehr zu empfehlen. Diese Verunreinigungen der Isolationen sind unbedingt in der Einschitzung des Mo-
saikstatus zu bertcksichtigen. Ein vermehrtes Auftreten der ersten Zellfraktion in der zweiten Isolation
des zweistufigen Separationsprozesses (3.6.2) wurde nicht beobachtet und ist deshalb vernachlissigbar.
Eine Schidigung der Granulozyten kénnte auch durch das Verwenden zu dinner Kanillen fir die Blut-
entnahme entstanden sein, dies konnte im Nachhinein jedoch nicht iberpriift werden. Eine weitere, zell-
schonendere Méglichkeit der Zellseparation wire die Verwendung eines Zellsorters. Bei dieser durch-

flusszytometrischen Analyse werden die Zellen aufgrund ihrer Gré3e und Granularitit sortiert, so dass die
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Behandlung mit Antikérpern entfillt. Aus Kostengriinden und da die Antikérper keinen Einfluss auf die
DNA-Isolation und die anschlieBende Weiterverarbeitung haben, wurde in unseren Versuchen auf das
MACS-System zurtickgegriffen. Dies bietet zudem den Vorteil, dass die Isolationen, wenn das mogliche

Equipment vorhanden ist, direkt vor Ort durchgefiihrt werden kénnen

Mosaikstatusbestimmung in Zelllinien mittels DINA-Mischungskurve

Die Bewertung des Mosaikstatus in T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten
erfolgte anhand von DNA-Mischungskurven. Diese wurden durch Sangersequenzierungen von gDNA in
unterschiedlichen Mischungsverhiltnissen (mutiert vs. wildtyp) erstellt (4.7.3.7). Die Beobachtung der
Abnahmen bzw. Zunahmen wildtypischer und mutationsbedingter Peakanteile am Gesamtpeak zeigte,
dass cin direktes Ablesen der Reversion aus dem Elektropherogramm nicht, wie angenommen, zu einer
Reversionsgeraden fithrt, sondern eher zu einer Kurve (Abb. 15). So steht zum Beispiel in der allgemeinen
Mischungskurve dem theoretisch vermuteten Allelverhiltnis von 25 % mut zu 75 % wt ein tatsichliches
Verhiltnis von 6 % mut zu 94 % wt nach detektiertem Flicheninhalt gegeniiber. Aus diesem Grunde
wurden Ubetlegungen, die reellen Reversionsgrade im Blut der Patienten auf die Peakhohen der Fib-
roblastensequenzen bzw. auf ihren theoretischen Anteil von 50 % zu bezichen, verworfen und zur Ab-
schitzung der Reversion die erstellten gDNA-Mischungskurven (Abb. 15 fiir Patienten 1, 3, 4, 5 bzw.
Abb. 25 fir Patient 2) herangezogen. Die Anwendbarkeit der allgemeinen Kurve (,,Reversion” von G>A)
wurde anhand der Sequenzierung von Fibroblasten-gDNA tberprift. Sie kam nur zum Einsatz, wenn der
Flicheninhalt der Fibroblastensequenz des wildtypischen Peaks dem des mutierten Peaks entsprach und
somit beide anteilig 50 % des Gesamtpeaks betrugen. Dies traf fiir vier der finf untersuchten Patienten

(Patient 1, 3, 4, 5) zu.

Obwohl in der DNA heterozygoter Patienten theoretisch gleiche Anteile wildtypischen als auch mutierten
Allels vorliegen, entsprechen methodenbedingt beide Peaks der DNA-Sequenz nicht immer 50 % des
Gesamtpeaks. Zum einen kann es, bedingt durch die Primer, in PCR-Reaktionen zu einer Verschiebung
der DNA-Verhiltnisse kommen. Dies ist durch die Verwendung anderer Primerpaarungen teilweise kom-
pensierbar. Einen weiteren Einfluss auf die Sequenzhohen tbt die unterschiedliche Stabilitdt der fiir die
Sequenzierung verwendeten Fluorochrome aus. Da das empfindlichere Rot emittierende Fluorophor
(ddTTP-gekoppelt) schneller abgebaut wird als das Blau emittierende (ddCTP-gekoppelt), nimmt der rote
Peak schneller ab. Besonders stark zeigte sich der Effekt unterschiedlicher Sequenzhdhen bei Patient 2.
Deshalb wurde fir ihn eine eigene Mischungskurve erstellt. Hierbei war zu beobachten, dass der Mutati-
onspeak (rot) sehr schnell abnahm und nur bis zu einem Anteil von ca. 70 % Reversion in der gDNA zu
detektieren war. Aus diesem Grund sind die Reversionen fiir diesen Patienten nur grob abschitzbar. Sie
liegen aber vermutlich héher, als bei den anderen Patienten. Geht man von einer Reversion von ca. 15 %
in den Lymphozyten aus, so scheint das Mosaik im hdmatopoetischen System des Patienten, bezogen auf

das untersuchte restliche Patientenkollektiv, am stirksten durchgesetzt zu sein.
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Reversionen im Patientenblut

Zur Untersuchung der Reversionen in den einzelnen Zelllinien - Erythrozyten, Thrombozyten, Monozy-
ten, Granulozyten sowie B- und T-Lymphozyten, wurden verschiedene Methoden herangezogen. Finen
ersten Eindruck tiber mégliche Reversionen bzw. Reversionslevel im Patientenblut konnte durch die Be-
obachtung der Blutwerte gewonnen werden. Diese erfolgte, je nach Patient, iber unterschiedliche Zeit-
raume (Patient 1: 17 Jahre; Patient 2: 13 Jahre, Patient 3: 15 Jahre, Patient 4: einmalig, Patient 5: 3,5 Jahre).
Eine Abschitzung des Mosaikstatus in T-Lymphozyten konnte iiber Chromosomenbruchanalysen und die
Bestimmung von G2-Phasearresten erzielt werden. Detailliertere Einblicke in die Durchsetzung revertier-

ter Zellen der einzelnen Linien wurden auf Basis von Sanger-Sequenzierungen genomischer DNA erlangt.

Erkenntnisse ans Blutwertbeobachtungen:

Wie kennzeichnend fiir Mosaikpatienten beschrieben (Soulier et al. 2005) 86, zeigte sich fuir drei der finf
Patienten (1, 2, 5) eine Verbesserung der Blutwerte im Beobachtungszeitraum. Allen gemein war jedoch
das fehlende Ansteigen der Lymphozytenzahlen. Diese befanden sich bei Patient 1 und 2 an der Unter-
grenze des Normbereichs und bei Patient 5 im unteren Normbereich. Therapiebedingt verbesserten sich
die Blutwerte der Patienten 1 und 5 innerhalb kurzer Zeit. Bei Patient 1 (Oxymetholongabe im Alter von
5,5 bis 8 Jahren) war ein Anstieg von Himoglobin sowie der Granulo- und Thrombozyten mit 5,5 Jahren
und der Monozyten mit 6 Jahren zu beobachten. Patient 5 (Danazol ab 10,5 Jahre) zeigte eine Erhéhung
der Mono-/Granulo-/Thrombozytenzahlen mit 10,7 Jahren und von Himoglobin mit 11 Jahren. Die
Anstiege der Thrombozytenzahl und des Himoglobins, unter Danazoleinfluss, lagen im Rahmen der zu-
vor in Scheckenbach et al. 2012 beschriebenen. Das zwischenzeitliche kurze Absinken der Thrombozy-
tenwerte wihrend der Danazolgabe bei Patient 5, fiel mit einem starken grippalen Infekt zusammen. Die
verringerte Anzahl lisst sich daher vermutlich auf die Antibiotikatherapie zurtickfithren. Die Stabilisierung
bzw. der Anstieg der Himoglobin- und Thrombozytenwerte des Patienten 1 nach Beginn der Oxymetho-
lontherapie steht mit bisherigen Beobachtungen ebenso im Einklang, wie seine nur geringe Wirkung auf
Leukozyten (Hast et al. 1978). Wihrend die vermehrte Ausschiittung von Erythrozyten auf die therapie-
bedingte, erhchte Erythropoetinmenge zuriickzufiithren ist, kommt es vermutlich durch die i vivo Wir-
kung von Oxymetholon auf Stammzellen nicht nur zu einem Anstieg der Thrombozyten (Hast et al.
1978), sondern auch zu der beobachteten Mono- und Granulozytenerh6hung. Nach Abschluss der The-
rapie, konnte fiir Patient 1, wie auch zuvor schon fiir andere (Hast et al. 1978), ein Sinken bzw. ein sich
Einpendeln der einzelnen Werte beobachtet werden. Mit Ausnahme der Thrombozyten blieben alle weite-
ren beobachteten Werte, auf Normalniveau. Hierbei siedeln sich die Lymphozytenzahlen an der unteren
Grenze des Normalbereiches an. Dies lisst unterschiedlich starke Reversionen in den Zelllinien vermuten,
welche am stirksten in Mono-, Granulozyten und Erythrozyten, weniger stark in den Lymphozyten und
am schwichsten in den Thrombozyten ausgeprigt zu sein scheint. In wie weit eine Androgentherapie die

Entstehung des Mosaike beeinflusst, kann nicht abgeschitzt werden. Jedoch kénnten méglicherweise die
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therapiebedingten erhdhten Proliferationsraten leicht positiv auf ein bereits vorhandenes Mosaik wirken.
Um dies zu beurteilen, wire eine Langzeitstudie mit einem gréfleren Patientenkollektiv notwendig. Fir
Patient 2 konnte, ohne Therapie, mit Ausnahme der Leukozyten, fir alle zusammengestellten Blutwerte
ein Anstieg beobachtet werden. Der Anstieg der Thrombozyten ldsst auf einen relativ hohen Reversions-
status auch in dieser Zelllinie schlieen. Zu einer Entwicklung der Blutwerte von Patient 4 kann aufgrund
des kurzen Beobachtungszeitraums (2,5 Monate), keine Aussage getroffen werden. Sie lagen im alterstypi-
schen Normbereich. Fir Patient 3 wurde ein minimaler Anstieg der Blutwerte fir Monozyten, Throm-
bozyten und Himoglobin beobachtet. Die Anzahl der Granulo- und Leukozyten befanden sich jedoch
weiterhin an der Untergrenze des Normbereiches. Wihrend die grenzwertigen Leukozytenzahlen den
Beobachtungen in anderen Patienten entsprachen, stehen das niedrige Level der Granulozyten und die
steigenden Thrombozytenzahlen im Kontrast zu denen, der anderen, in dieser Studie untersuchten Patien-

ten. Die Entwicklung seiner Blutwerte scheint somit nicht denen von Mosaikpatienten zu entsprechen.

Beobachtungen anf Zell- und DNA-Ebene:

Eine Analyse der Chromosomenbriiche PHA-stimulierter, MMC-behandelter Blutzellkulturen des Patien-
ten 1 zeigte, wider Erwarten, keine mosaikpatiententypische bimodale Verteilung. Des Weiteren wurden
keine typischen FA-Metaphasen mit mehr als zehn Briichen detektiert. Dies und auch das Fehlen von 7-9
Bruchereignissen pro Metaphase spricht fiir einen sehr hohen Reversiongrad in den T-Lymphozyten des
Patienten. Unterstiitzt wird dies durch die Beobachtung eines hohen Metaphasenanteils mit 0-3 Briichen
(93 % der Metaphasen). Der sich abzeichnende hohe Grad an Reversion in dieser Zellpopulation wurde
von den Ergebnissen der G2-Phase-Arrestanalysen unterstitzt. Einem Anteil von 20-35 % revertierter
Zellen, welche anhand der Blutmischungskurve (ohne MMC) vermutet wurde, stand auf gDNA-Ebene
der frisch isolierten T-Lymphozyten im Blut ein Anteil von 14 % gegentiber. Dieser prozentuale Unter-
schied basiert vermutlich auf dem Proliferationsvorteil der Nicht-FA-Zellen gegeniiber von FA-Zellen in
Zellkulturen (Noll et al. 2001). Verdeutlicht wird dieser Vorteil revertierter gegeniiber nicht-revertierter
Zellen nach einer Behandlung mit der doppelstrangquervernetzenden Substanz MMC. Die durch die Be-
handlung entstehenden Schiden kénnen aufgrund mangelnder DNA-Reparatur in FA-Zellen nicht oder
mangelhaft repariert werden. Dies fithrt zu einem G2-Phase-Arrest der betroffenen Zellen und somit zur
selektiven Wirkung von MMC. Anhand der DNA-Mischungskurven zeichnete sich in den T-
Lymphozyten eine mégliche Reversion der Mutation (c.971 T>G FANCA) von 35-45 % ab. Fiir die wei-
teren isolierten Zelllinien wurde auf gDNA-Ebene eine vermutlich komplette Reversion detektiert (siehe
Abb. 19). Ebenso konnte, bisher einmalig, eine vollstindige Reversion in einer Knochenmarkfibroblasten-
linie des Patienten beobachtet werden.

Patient 2 zeigt in G2-Phasearrestanalysen der T-Lymphozyten den héchsten beobachteten Reversionsgrad
aller Patienten. Diese hohen Reversionen lassen auf ein sehr starkes Durchsetzen der revertierten, wildty-

pischen gegeniiber den nicht-revertierten Zellen schlieen. Auch hier wird der selektive Effekt von MMC
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deutlich (spontane Arreste: 50-60 % Reversion/induzierte Atreste: 90-95 % Reversion). Aufgrund des, im
Vergleich zum wt-Peak, schnell zuriickgehenden Mutationspeaks (siche: Mosaikstatusbestimmung in Zell-
linien mittels DNA-Mischungskurve) kénnen auf gDNA-Ebene tber die Reversionsgrade in T-
Lymphozyten, sowie allen anderen untersuchten peripheren Blutzelllinien nur grobe Abschitzungen erfol-
gen. Die im Vergleich zu anderen Patienten am stirksten ausgeprigte Reversion der Mutation ¢.856 C>T
(FANCA) in den T-Lymphozyten, lisst einen sehr hohen Reversionsgrad in B-Lympho-, Mono- und
Granulozyten vermuten. Moglicherweise kénnte die Mutation in diesen Zellen komplett eliminiert worden
sein. (Abb. 24). Die Verunreinigung der Monozytenseparation durch Granulozyten spielt bei der Einord-
nung des Mosaikstatus keine Rolle, da fiir beide Linien der Reversionsgrad unterhalb der Detektions-
schwelle liegt.

Die Ergebnisse der Chromosomenbruchanalysen (100 ng/ml MMC) fur Patient 4 lassen durch ihre
Bimodalitit auf einen Mosaikstatus in den T-Lymphozyten schlieBen. Der relativ geringe Anteil typischer
FA-Metaphasen (14 % 9 bis =210 Briiche) lisst einen hohen Reversionsgrad vermuten. Vergleicht man
jedoch diese Bruchraten mit denen der bei 50 ng/ml MMC kultivierten Zellen, so fillt eine nur langsam
ansteigende MMC-Sensibilitit und er nur leicht erhShte Anteil von typischen FA-Metaphasen auf. Auf3er-
dem zeigten die Zellen FA-typische G2-Phasearreste sowohl in spontanen, als auch in MMC-induzierten
Untersuchungen, welche auf Basis der Blutmischungsreihen bei 22-42 % (spontan) bzw. 10-50 % (indu-
ziert) Reversion eingeordnet werden kénnen. Dies deutet auf eine relativ geringe Reversion hin. Unterstri-
chen wird diese Beobachtung zusitzlich durch gDNA-Analysen der T-Lymphozyten, die keinen Riickgang
der Mutation zeigten. Im Vollblut wurde auf gDNA-Ebene eine relativ geringe Reversion der Mutation
c.3467-2 A>G (FANCD?2) detektiert, welche auf den Rickgang der Mutation in B-Lymphozyten, Mo-
nozyten und Granulozyten zurlickzuftihren ist (Abb. 36).

Auch fir den Patienten 5 (FANCD2) wurde in Chromosomenbruchanalysen (100 ng/ml MMC) eine
mosaiktypische, bimodale Verteilung (14 % 0 Briiche, 46 % 1-6 Briiche, 40 % 8-=10 Briiche) der Bruchra-
ten beobachtet. Der Anteil an detektierten FA-typischen Metaphasen lag hdher als bei Patient 4. Die G2-
Phasearreste hingegen zeigten Werte im Bereich normaler FA-Patienten. Die Analyse der gDNA von T-
Lymphozyten stand im Einklang mit beiden Analysen. Relativ geringe Reversionen der Mutation
¢.3707 G>A wurden in allen weiteren Zelllinien beobachtet (Abb. 41). Wobei bei der Einstufung des Re-
versionsgrades in Monozyten der relative hohe Anteil von Granulozyten zu bedenken ist. Durch die stir-
kere Reversion in den Granulozyten kommt es in dem Fall zu einer unnatiirlichen Steigerung des Reversi-
onslevels.

Die Ergebnisse der Analysen von Patienten 3 standen im Kontrast zu den Ergebnissen der anderen Pati-
enten. In Bruchanalysen konnte keine bimodale Verteilung beobachtet werden. Metaphasen ohne Chro-
mosomenbriche, die charakteristischerweise auch in Mosaikpatienten auftreten (Hoehn et al. 2007), konn-
ten nicht detektiert werden. Die fiir FA typischen hohen Bruchraten (=10 Briiche) lagen in 52 % der Me-

taphasen vor. Die restlichen 48 % verteilten sich auf 2-9 Briche pro Metaphase. Durchflusszytometrische
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Analysen weisen, bezogen auf spontane G2-Phasearreste, auf eine Reversion von 10 % und nach MMC-
Behandlung einen Anteil von 10-50 % Nicht-FA-Zellen hin. Fine Analyse auf gDNA-Basis zeigte jedoch
fiir keine der Zelllinien eine Korrektur der Mutationen. Auffillig bei diesem Patienten waren zusitzlich die
stabilen bzw. sich leicht bessernden Blutwerte von Mono-, Thrombozyten und Himoglobin, wihrend die
Zahlen der Granulozyten auf einem gleichbleibenden, grenzwertigen Niveau stagnierten und die Lympho-
zyten leicht abfielen. Diese Beobachtungen und auch das Fehlen einer Reversion in der B-LCL-Kultur

sprechen gegen eine Mosaikbildung im Blut des Patienten.

Welche Zellrethen revertierten?

Auf ¢gDNA-Ebene zeigt ein Vergleich der prozentualen Reversionen in den einzelnen Zelllinien fiir alle
untersuchten und als Mosaik bestitigten Patienten (1, 2, 4, 5), eine einheitliche Tendenz. Die schwichsten
Reversionsgrade fanden wir in den T-Lymphozyten. Sie liegen zwischen 0 % (Patient 4) und >15 % (Pati-
ent 2). Die hochsten Reversionslevel finden wir bei den Patienten 1 und 2 in Granulo-, Mono- und B-
Lymphozyten. Hierbei scheint sich in beiden Patienten die Reversion vollstindig durchgesetzt zu haben.
Untersuchungen der Patienten 4 und 5 zeigen, dass sich Reversionen zuerst in Granulozyten und an-

schlieBend in Mono- und B-Lymphozyten durchsetzen bevor sie schlief3lich in den T-Lymphozyten detek-

tietbar sind. Dies steht auch im Ein- o Reversion in % 100
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schon fir andere Patienten vermutet blut auf gDNA-Basis. Die Einstufung erfolgte anhand der Mischungskurven.

(Gregory et al. 2001; Gross et al. 2002).

Das versetzte in Erscheinung treten der Reversion in den unterschiedlichen Blutzelllinien, steht vermut-
lich im Zusammenhang mit der Lebensdauer der einzelnen Zelllinien. In Zelllinien mit geringerer Leben-
spanne (B-Lymphozyten:-Tage bis Wochen (Fulcher and Basten 1997), Mono-, Granulozyten: Tage
(Whitelaw 1966; Yousefi and Simon 2002)) setzen sich die Reversionen schneller durch, da die FA-Zellen

dort frithzeitiger abgebaut werden. In den T-Lymphozyten, welche bis zu Jahren im Blut iberleben
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(Tough and Sprent 1995), wird die Mutation in gewisser Weise konserviert. Deshalb kénnte in dieser Linie
ein kompletter Riickgang der MMC-sensitiven Population selten zu beobachten sein (Hoehn et al. 2007).
Die im Vergleich zu Granulozyten stirkere Reversion der Mono- und B-Lymphozytenlinien des Patienten
4, die gegen eine lebenszeitbedingten Erklirung der Reversionsgrade sprechen wiirde, ldsst sich vermutlich
durch das Vorliegen eines viralen Infekts erkliren. Die in diesem Falle stitkere Bildung von B-
Lymphozyten und Monozyten wiirde zu einer Proliferationssteigerung der Zelllinien und somit zu einer
vorgetduschten schnelleren Selektion hin zu Nicht-FA-Zellen fithren. Da zusitzlich nichts iiber die Rein-
heiten der Zelltypisolationen bekannt ist (die Isolation wurde nicht von uns durchgefiihrt), kann es, be-
dingt durch die Fremdpopulationen, zusitzlich zu Abweichungen zwischen der detektierten und der tat-
sachlichen 7z vivo Situation im Blut des Patienten kommen. AulBlerdem ist zu beachten, dass es sich bei
allen Analysen nur um Momentaufnahmen handelt. Aus diesem Grund kann es dutrch verschiedene Ein-
flisse, wie zum Beispiel bakterielle oder virale Infekte oder eine Medikamenteneinnahme zu einer Ver-
schiebung im Blutbild kommen. Anders als erwartet, konnte bei Patient 1 zusitzlich einen Reversion in
Knochenmarkfibroblasten festgestellt werden. Diese Teilpopulation der Knochenmarkstromazellen
(50-70 %) reguliert die Himatopoese durch Sekretion von Botenstoffen wie Scf (Ding et al. 2012) oder
direkte Zellinteraktion mit den himatopoetischen Zellen (Rougier et al. 1996). Wie genau der Lebenszyk-
lus der Knochenmarkfibroblasten mit dem der hidmatopoetischen Linien in Verbindung steht, kann in
diesem Zusammenhang nicht erklirt werden. Bisher ging man von getrennten Entwicklungen dieser Zell-
linien aus. Da in den Fibroblasten jedoch die Korrektur an derselben Position stattfand, kénnte eine ge-
meinsame Vorlduferzelle auch hier eine Erklirung bieten. Als weitere Moglichkeit kann jedoch eine mogli-

che 7n vitro Reversion in der Knochenmarkfibroblasten-Zellkultur nicht ausgeschlossen werden.

Welche Mutationen revertieren?

Die von uns untersuchten Patienten, in deren Blutzellen Reversionen beobachtet wurden, gehéren den
Untergruppen FA-A und -D2 an, fiir welche diese Ereignisse bisher am hiufigsten dokumentiert wurden
(Hoehn et al. 2007). Weitere Reversionen sind fiir die Untergruppen FA-C, -D1, -L und -N beschrieben
(Gross et al. 2002; Hoehn et al. 2007). Allen vier Patienten gemein war die Art der Reversion. Die Se-
quenzanalyse der beiden FANCD2-Patienten zeigte, ebenso wie die der beiden bereits in Gross et al. 2002
beschriebenen FA-A-Patienten (Patient 1 und 2), eine Reversion hin zur urspriinglichen Base. Diese Art
der Reversion wurde bisher auch in weiteren FA-Patienten beobachtet (Gross et al. 2002; Hoehn et al.
2007). Ob es sich hierbei um Riickmutationen oder mdglicherweise um Rekombinationen handelt, kann

anhand der Sangersequenzierungen nicht beurteilt werden.

Eine Analyse der Umgebung aller Mutationen (+/- 25 bp) ergab das Vorhandensein von Mutationsmoti-
ven in unmittelbarer Nihe der Basenpaarsubstitutionen (Patient 1, 2, 4, 5) bzw. der Deletion (Patient 3).
Drei der vier FANCA-Mutationen der beiden Patienten 1 und 2 lagen in den Exons 10 und 11, einer als

hochgradig mutabel bekannten Region mit zahlreichen, repetitiven Sequenzen. (Gross et al. 2002). Aber

136



Diskussion

nicht nur im Bereich dieser beiden Exons, sondern auch in unmittelbarer Nihe der anderen Mutationen,
konnten zahlreiche repetitive Sequenzen und Mutationsmotive (TGGA, CAGG/CCTG, CpG-Insel,
THEMIS-Motiv (WKVnRRRnVWK)) (Coulondre et al. 1978; Huff et al. 1995; Levran et al. 1997,
Makridakis et al. 2009) nachgewiesen werden (Tabelle 9). Einerseits zerstérten die Mutationen diese, evtl.
ihre Entstehung férdernden, Motive (Patient 1, Ex 11: CCTG; Patient 2, Ex 10: CAGG, THEMIS-Motiv;
Patient 3, IVS 25: CAGG; Patient 4, Ex 26: CpG; Patient 5, Ex 37: CpG), anderseits entstanden so neue
Mutationsmotive (Patient 1, Ex 11: CpG; Patient 4, IVS 34: CpG; Patient 5, Ex 12: CpG). Interessanter-
weise erfolgten zwei der beobachteten Reversionen an diesen neu entstandenen CpG-Inseln (Patient 1
(FANCA, Mutation ¢.971 T>G zu WT, Patient 4 (FANCD2, Mutation ¢.3467-2 A>G zu WT). Zu ciner
weiteren Reversion (Patient 5 (F.ANCDZ2, Mutation ¢.3707 G>A zu WT) kam es in einem erhalten geblie-
benen THEMIS-Motiv. Im Rahmen einer Studie wurden innerhalb dieses Motives in 66 % von 56 Prosta-
takrebsfillen und 74 % von 122 Brustkrebspatienten somatische Mutationen beobachtet (Makridakis et al.
2009). Die Reversion in der DNA des Patienten 2 lag nicht in einem Mutationsmotiv. Sie befand sich
jedoch zwei Basen von einer palindromischen Sequenz (Gross et al. 2002) entfernt. Alle nicht-revertierten
Mutationen  hingegen lagen, mit Ausnahme der Spleildonor betreffenden 3 bp-Deletion
(c.2316+1_2316+3delGTG) des Patienten 3 (im THEMIS-Motiv), nicht direkt in einem solchen Motiv.
Diese Beobachtung kénnte zu der Vermutung fithren, dass diese Motive Riickmutationen férdern. Fine
Analyse der genomischen Sequenz (+/-25 bp der Mutation) weiterer 10 Patienten, die Reversionen hin
zum Wildtyp aufwiesen (SST, NR, IFAR557-2, EUFA173, EUFA449, FAD2-14/-15, FAD2-26 (Hoehn
et al. 2007), EGF056, EGF071 (Pinto et al. 2009)), fithrt jedoch zur Infragestellung dieser Theorie, da hier
nur eine der Reversionen an einer CpG-Insel erfolgte. Allerdings stellen CpG-Inseln eine gute Vorausset-

zung fiir Reversionen durch Punktmutationen dar.

Hierbei kann allerdings davon ausgegangen werden, dass die Reversion nicht durch den gezielten Aus-
tausch gegen die wt-Base erfolgt. Vielmehr scheint sich diese, gegen andere unwillkiirlich ausgewechselte
Basen, aufgrund ihres Selektionsvorteils, durchzusetzen. Allerdings kénnten die Reversionen in diesen
Patienten zum Beispiel auch iiber homologe Rekombination und nicht durch eine direkte Riickmutation
der Base erfolgt sein. So wire es denkbar, dass beglinstigende Mutationsmotive nicht in der untersuchten
unmittelbaren Umgebung (+/-25 bp) die Reversionen in diesen Patienten begiinstigten. Ob bestimmte
Reversionsmechanismen oder Arten der Reversion gegentber anderen bevorzugt werden, ldsst sich auf
Grund des Patientenkollektivs nicht abschitzen. Nimmt man alle bei Héhn et al. 2007 und Pinto et al.
2009 und die in dieser Dissertation beschriebenen Reversionen zusammen (n=27), so entfallen die Rever-
sionen auf elf kompensatorische Mutationen, acht Riickmutationen, zwei Genkonversionen, zwei bis drei
mitotische Crossover, sowie zwei Reversionen hin zum Wildtyp, fir die kein Mechanismus bekannt ist.
Auch auf die Frage nach einer bevorzugten Reversion einer der beiden im Patienten votliegenden Mutati-
onen, kénnen unsere Untersuchungen keine Antwort geben. Um dies ansatzweise zu beurteilen, musste

eine ausreichende Anzahl revertierter, moglichst verwandter Patienten mit gleichen Mutationen, zur Ver-
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figung stehen. Die in der Literatur beschriebenen drei Fille von himatopoetischen Reversionen (Kalb et
al. 2007; Mankad et al. 2006; Waisfisz et al. 1999) ein und derselben Mutation in Geschwistern lassen dies-
beziiglich nur Hinweise offen. Bei einem der Geschwisterpaare handelt es sich um monozygote Zwillinge,
weshalb die Annahme besteht, dass die kompensatorische Mutation in einer himatopoetischen Stammzel-
le des einen Embryos erfolgte und sich via intra-uteriner Zirkulation im himatopoetischen System der
zweiten Schwester etablierte (Mankad et al. 2000). Somit ldsst dieser Fall ebenfalls keinen Riickschluss auf
eine selektive Reversion zu. Als ein Hinweis kénnten die in peripheren Blutzellen beobachteten kompen-
satorische Reversion in EUFA506 (Waisfisz et al. 1999) und seinem Bruder, sowie die in den Wildtyp
revertierten Mutationen (c.2775_2776 CC>TT) der verwandten Patienten FANCD2-14 und FANCD2-15
(Kalb et al. 2007) angesehen werden. Jedoch kann anhand dieser wenigen Fille keine Aussage getroffen

werden.

Vergleich und Amwendbarkeit der einzelnen Methoden zur Abschitzung der Mosaikstatus im Patientenblut
Wie bereits dargestellt, kann durch die Beobachtung der Blutwerte tber einen lingeren Zeitraum hinweg
ein erster Eindruck tber die Entwicklung eines Mosaiks 7 vivo erlangt werden. Eine Einschitzung des
Mosaikstatus an sich ist durch die reine Beobachtung der Blutwerte jedoch nicht mdglich, da sie auch von
der Ausprigung der Mutation (mild/schwer) sowie anderen Faktoren, wie Medikationen und allgemeiner
Gesundheitszustand abhingen. Dies wird besonders bei Patient 4 deutlich der, trotz eines auf gDNA-
Ebene vergleichsweise geringen Reversionsanteils (4 % im Vollblut), Werte innerhalb des Normbereiches
(unterer Grenzbereich: Lymphozyten, Monozyten; unterer/mittlerer Normbereich: Granulozyten,
Thrombozyten, Himoglobin) aufweist. Fiir diese Blutwerte ist vermutlich nicht nur die Reversion verant-
wortlich, sondern auch die als verhiltnismaBig mild beschriebene, nicht-revertierte Mutation c.2444 G>A
(Kalb et al. 2007). Wie stark sich die Werte des Patienten im Laufe der Zeit verbesserten bleibt unklar, da
diese nur fir einen sehr kurzen Zeitraum vorliegen.

Vergleicht man die Ergebnisse der Chromosomenbruchanalysen mit denen der DNA-Sequenzanalysen, so
wird besonders in der Gegentiberstellung der Analysen von Patienten 4 und 5 deutlich, dass aus den
Bruchanalysen nur bedingt auf den moglichen Grad der Reversion geschlossen werden kann. Der Ver-
gleich der Bruchraten beider Patienten lieBe eine stirkere Durchsetzung der Reversion in den T-
Lymphozyten des Patienten 4 (0 Briiche: 30 %; =10 Briiche: 12 %) als in Patienten 5 (0 Briiche: 14 %;
210 Briiche: 34 %) vermuten. Betrachtet man jedoch die Werte der gDNA-basierenden Reversion in die-
ser Zelllinie, so stehen 0 % Reversion (Patient 4) 6 % Reversion (Patient 5) gegeniiber. Der Grund hierfir
liegt in der Natur beider Analysen. Wihrend es sich bei der Chromosomenbruchanalyse um einen funkti-
onellen Test handelt, liegt der Sequenzanalyse die tatsichliche Situation in den Zellen zugrunde. Auf diese
Weise fithren hier vermutlich milde Mutationen, wie die fiir Patient 4 beschriebene (c.2444 G>A (Kalb et
al. 2007)), zu geringeren Bruchraten. Zusitzlich kommt es durch die MMC-bedingte stirkere Stimulation

von wildtypischen Zellen im Vergleich zu FA-Zellen (Noll et al. 2001; Thomas et al. 2004) zu einer weite-
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ren Verschiebung der Bruchraten hin zu denen von Nicht-FA-Kontrollen. Dieselbe Beeinflussung durch
MMC tritt bei der Bestimmung der G2-Phasearreste tUber die zweidimensionale BrdU/Hoechst-
Zellzyklusanalyse zu tage. Auch bei dieser funktionellen Analyse kommt es nach MMC-Behandlung zu
einer Verschiebung des Verhiltnisses Y} G2/GF (Summe G2-Phasen/Summe der Wachstumsfraktion) hin
zu Nicht-FA-Kontrollen. Dieser Effekt lasst sich besonders fur Patient 2 beobachten, dessen Ratio nach
Behandlung mit 100 mg/ml MMC ganzheitlich (Alter: 11, 18, 26 Jahre) im Bereich von Nicht-FA-
Kontrollen lag, wihrend die Ratio fir den spontanen Arrest (ohne MMC) zum selben Zeitpunkt (im Alter
von 11 und 26 Jahren) noch an der Untergrenze der von FA-Patienten angesiedelt waren. Dies zeigt auch,
dass die Methode allein nur unter Vorbehalt zur Einstufung eines Patienten als Mosaikpatienten herange-
zogen werden kann. Ebenso spielt hier, wie bei der Chromosomenbruchanalyse, der funktionelle Aspekt
der Methode eine Rolle. Auch hier kénnen milde Mutationen zu einer eher wildtypischen Erscheinung der
Patientenzellen im Assay fithren. Zusitzlich ist zu bedenken, dass die MMC-Sensitivitit in peripheren
Blutlymphozyten nicht nur durch eine Reversion, sondern auch durch einen erworbenen reduzierten G2-
Phase-Arrest vermindert werden kann. Als Grundlage hierfiir wurden reduzierte CHK1- und p53-Level
beobachtet (Ceccaldi et al. 2011). Aus diesem Grund scheint die Methode allein zur Feststellung eines
erworbenen Mosaiks anhand von stimulierten T-Lymphozyten nur bedingt geeignet. Zu einer Mosaikdi-
agnostik via G2-Phase-Arrest muss deshalb immer der Vergleich zu Fibroblastenkulturen (Ausgangssitua-
tion, siche oben) herangezogen werden. Wurde die Diagnose Mosaik gestellt, kann tiber diese Methode die
Durchsetzung der Reversion in T-Lymphozyten gut verfolgt werden (Patient 1 und 2). Die Abschitzung
des Mosaikstatus Uber diese Methode erscheint auf Grund der Auswirkung des Mutationstyps
(mild/schwer) und dem Aspekt der positiven Selektion jedoch etwas vage. Zusitzlich kommt hinzu, dass
Mosaike in stimulierten T-Zellen, sowohl tber den spontanen, als auch den MMC-induzierten G2-Phase-
Arrest, erst ab einem Anteil von ca. 30 % revertierter Zellen detektierbar erscheinen. Beriicksichtigt man
die Beeinflussung beider funktioneller Analysen (Chromosomenbruch-/G2-Phaseatrest-Analyse) durch
die Mutationsausprigung, sowie die positive Selektion revertierter Zellen durch MMC (Thomas et al.
2004), so scheint die Einschitzung des Mosaikstatus auf gDNA-Ebene die 7z vivo Situation im Patienten
am genausten darzustellen.

Allerdings ist auch diese aufwindigere Methode mit méglichen Fehlern und Schwichen belastet (siche
Analyse Patienten 2 und falsch positive Selektion). Zusitzlich kénnen bei Sequenzanalysen methodenbe-
dingt Schwankungen auftreten, weshalb eine Wiederholung der Analysen sinnvoll wire. Aufgrund der
geringen isolierbaren DNA-Mengen stellt sich dies wiederum problematisch dar. Eine mdgliche Herange-
hensweise, das Vorhandensein und die Stirke eines vermuteten Mosaiks iber Chromosomenbruchanaly-
sen besser abschitzen zu kénnen, wire auch der Vergleich zwischen stimulierten Blutlymphozyten und
Fibroblasten. Fir diese Einschitzung bedirfte es Vergleichswerte eines groflen Patientenkollektivs mit
bekannten Mutationen sowie Mosaikstaus. Dieser sollte, meines Erachtens, nicht nur tber Chromoso-

menbruchanalysen, sondern auch tiber DNA-Analysen bestimmt werden.
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5.2 FANCO (RAD51C): Mutationen, Interaktionen, Struktur

Trotz seiner ersten Charakterisierung und Beschreibung als eines der RAD51-Paraloge vor tiber 15 Jahren
(Dosanjh et al. 1998), konnten Mutationen in RAD57C erst im Jahr 2010 mit Krankheiten in Verbindung
gebracht werden. So zeigt unsere Studie (Vaz et al. 2010), dass biallelische Mutationen in diesem Gen zu
einem ,,FA-dhnlichem® Phinotyp fithren Die Zuordnung zu dieser Erkrankung erfolgte anhand von Un-
tersuchungen einer pakistanischen Familie. Aus einer konsanguinen Partnerschaft ersten Grades gingen
vier Kinder hervor, eine gesunde Tochter, zwei im Sduglingsalter verstorbene Kinder (Tochter T 2 Mona-
te, Sohn T 2 Tage) eine Fehlgeburt (11. Woche) und ein, zum Zeitpunkt der Untersuchung, 10 Jahre alter
Sohn. Alle betroffenen, lebend geborenen Kinder zeigten fiir FA-typische kongenitale Fehlbildungen. In
den Lymphozyten der verstorbenen Tochter konnte nach MMC-Behandlung eine erhéhte Chromoso-
menbruchrate beobachtet werden. Typisch fiir FA zeigten sich in primdren Fibroblasten des Sohnes ge-
steigerte Chromosomenbruchraten (MMC, DEB behandelt) und in primiren Lymphozyten sowie einer
Fibroblastenkultur erhéhte G2-Phase-Atreste. In einer iber Genotypisierung eingegrenzten Region (Chr.
17q12-q24), wurden, die mit DNA-Reparatur verbundenen Gene EME, RAD51C und BRIP1, Gberpriift.
RAD51C wies eine potentiell pathogene Basensubstitution auf (c.773 G>A, R258H). Die starke evolutio-
nire Konservierung des Arginins in verschiedenen Spezies (Huhn, Zebrafisch, Seeigel, kleine Acker-
schmalwand) und innerhalb der Paraloge (RAD51, RAD51B, XRCC3) lie3 auf eine pathologische Natur
der Substitution schlieBen. Eine Finschitzung der Auswirkung anhand eines Homologiemodels auf der
Basis von rad51 aus Pyrococcus furiosus zeigte eine mogliche Verinderung der Sekundirstruktur, welche evtl.
zur Beeinflussung der Proteineffektivitit aufgrund einer verdnderten Tertidrstruktur fithrt. Eine Wirkung
auf die Proteinstabilitit gilt als unwahrscheinlich. Funktionelle Tests bestitigten die auf iz silico Basis ver-
muteten Auswirkungen der Sequenzverinderung. Analysen von Patientenfibroblasten zeigten eine stark
reduzierte RAD51-Focibildung, sowie eine Camptothecinsensitivitit in den Lymphoblasten. Beides sind
Merkmale, wie sie auch fiir FANCD1/N-Defekte beobachtet wurden. Sie sind typisch fir Proteine, wel-
che in die DNA-Reparatur tber Homologe Rekombination im FA/BRCA-Weg downstream des
FANCD?2 Proteins stehen. Diese Defekte konnten, ebenso wie die moderate Sensitivitit gegeniiber ionise-
render Strahlung und der moderat erhShte G2-Phasearreste, durch die wildtypische RADS57C-Sequenz
korrigiert werden. Da der Patient im Alter von 10 Jahren noch keine himatopoetische Manifestation und
keine anderen fir FA typischen Tumore entwickelte, wurde die mit RAD51C in Verbindung stehende
Erkrankung als , FA-like* beschrieben. Allerdings bleibt zu bedenken, dass in diesem Alter weniger als 3
% der Patienten von Leukdmien und anderen Tumoren sowie nur etwa 20-30 % von Knochenmarksde-

fekten betroffen sind (Vaz et al. 2010).

Eine parallel erscheinenden Studie an einem deutschen Patientenkollektiv zeigte auf, dass monoallelische
Keimzellmutationen in RAD57C mit einer Pridisposition fiir Brust- und Ovarialkrebs assoziiert sind

(Meindl et al. 2010). Somit gehdrt, neben FANCD? (BRCA2), EANC] (BRIP1) und FANCN (PALB2),
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ein weiteres Mitglied der FA-Familie zu den Brustkrebsrisikogenen (Levy-Lahad 2010). Die Beobachtung
von Meindl et al. 2012, dass monoallelische RAD57C-Mutationen in Familien mit Brust- und Ovarialkrebs
auftreten (Frequenz: 1,3 %), nicht aber in solchen mit reinem Brustkrebshintergrund, wurde in darauffol-
genden Studien mit jeweils mehr als 100 Probanden kritisch hinterfragt (Blanco et al. 2014; Coulet et al.
2013; Loveday et al. 2012; Osorio et al. 2012; Rashid et al. 2014). Loveday et al. 2012 weist darauf hin,
dass das Risiko fiir Ovarialkrebs zwar erhoht, aber eine Steigerung des Brustkrebsrisikos nicht gegeben
scheint. In vier Studien aus China, den USA und Kanada (starker jidischer und frankokanadischer Hinter-
grund) konnte die hohe Penetranz der RAD57C-Mutation nicht nachgewiesen werden (Osorio et al.
2012). Dem gegentiber stehen Studien mit finnischem, schwedischem, spanischem, australischem (Osotio
et al. 2012), pakistanischem (Rashid et al. 2014), und franz&sisch-europdischem Hintergrund (Coulet et al.
2013), die neben Meindl et al. 2010 (deutsches Patientenkollektiv) eine Pridisposition fiir beide Tumorar-
ten beobachteten. Blanco et al 2014 zeigte in einer spanischen Studie ebenfalls ein durch RAD57C-
Mutationen erhohtes Risiko fur Brust- und Ovarialtumore, aber auch eines in reinen Brustkrebsfamilien.
In einem franzosischen/europiischen Kollektiv (117 Brust- und Ovarialkrebsfamilien ohne BRCA1/2-
Hintergrund) konnten drei pathogene RAD51C-Mutationen nachgewiesen werden. Zwei von ihnen wur-
den in Familien mit beiden Tumorarten, die dritte in einer reinen Ovarialkrebsfamilie detektiert (Coulet et

al. 2013).

Auch unserer Studie, Osorio et al 2012, zeigte in spanischen Brust- und /oder Ovatialkrebsfamilien ein
erhéhtes Tumorrisiko von 1,3 % (4 von 300), was dem von Meindl et al. 2010 entsprach. Auffillig hierbei
war der hohe Anteil von pathogenen Missense-Mutationen ((3 von 5: p.Leul38Phe), (p.Leu219Ser),
(p-Gln143Arg)). Die Frequenz von RAD51C-Mutationen in Brustkrebsfamilien hingegen lag mit 0,2 % (1
von 438) auf einem sehr geringem Niveau. Bedenkt man die Variation der verschiedenen Studien beziig-
lich der Frequenz der RAD51C-Mutation in Brust- und/oder Ovarialkrebsfamilien, konnte der ethnische
Hintergrund der untersuchten Kollektive eine Rolle spielen. Zudem scheinen aber auch die Auswirkungen
von Missense-Mutationen teilweise unterschitzt zu werden. So schloss zum Beispiel Romereo et al. 2011
eine mogliche klinische Relevanz des Basenaustauschs ¢.428 A>G (p.Gln143Arg) nicht aus, bezog ihn
aber aufgrund mangelnder Uberpriifung nicht mit in die Frequenzberechnung ein. Fine von uns durchge-
fiihrte funktionale Uberpriifung der Mutation, in Form von Komplementationsstudien an RAD51C-
defizienten Fibroblasten, zeigt eine nur teilweise Wiederherstellung der RAD51-FOCI-Bildung durch das

mutierte Protein.

Das eine funktionale Uberpriifung solcher Verinderungen fiir die Einschitzung der Frequenz wichtig ist,
zeigt auch unsere Berechnung: Wurde nur die trunkierende Mutation (c.774delT) und die 7 silico als muta-
gen vorhergesagte SpleiBmutation (p.Cys135Tyr) berticksichtig, so betrug die RAD51C-Frequenz 0,6 %,
nach ihrer funktionellen Uberpriifung jedoch 1,3 %. Interessanterweise scheint sich diese Konstellation-

bialleische Mutation FA, monoallelische Mutation Brust- bzw. Brust- und Ovarialkrebsrisikogen- weiter zu
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ziehen. Mit XRCC2 scheint nun erneut ein fiir die HR essentielles Protein in dieses Schema zu passen.
Auch fiir diesen indirekten Interaktionspartner von RADS51C (Schild et al. 2000) wurden monoallelische
Mutationen beobachtet, die vermehrt zu Brustkrebs in den betroffenen Familien fithrt (Park et al. 2012).
AuBerdem wurde eine trunkierende Mutation beschrieben, von der angenommen wird, dass sie ursdchlich
fir den FA-Phinotyp des Patienten sei. Die Autoren regen jedoch zusitzliche Analysen zur Bestitigung
an (Shamseldin et al. 2012). Vor kurzem wurde mit RAD51B ein weiteres RAD51-Paralog als eines der
seltenen Brustkrebsrisikogene identifiziert (Golmard et al. 2013) und Mutationen in RAD51D (Loveday et
al. 2011), sowie XRCC3 (Yuan et al. 2014) scheinen fiir Ovarialkarzinome zu pradispositionieren. Auf-
grund dieser Tatsachen und den direkten Interaktionen mit RAD51C, im fiir die HR wichtigen BCDX2-
Komplex, liegt die Uberlegung nahe, dass es sich auch bei diesen Genen méglicherweise um mit FA-
assozilerte bzw. FA-Gene handeln kénnte. Aus dieser Sicht, scheint auch das RAD51-Paralog XRCC3 als
potentielle FA-Genkandidaten interessant, da es wie auch andere Proteine des FA/BRCA-Weges eine
Rolle in der RAD51-vermittelten HR spielt und ein Fehlen zu Defiziten in der RAD51-Foci-Entstehung
fithrt. Somit scheint es wahrscheinlich, dass Interaktionspartner von RAD51C und den RAD51-Paralogen
moglicherweise als Kandidaten fir FA-Gene bzw. FA-assoziierte Gene in Frage kommen. Vor allem
wenn man bedenkt, das erst kiirzlich eine dominante Mutation in RAD51 (FANCR) als ursichlich fiir FA

nachgewiesen werden konnte (Wang et al. 2015).

Missense-Mutationen und DINA-Interaktion von RAD51C

Im Vergleich zu anderen FA-Proteinen wie zum Beispiel FANCEF, scheint RAD51C (FANCO) Missens-
Mutationen gegeniiber weniger tolerant. Wahrend das Erstere aufgrund seiner hohen Toleranz gegeniiber
diesem Mutationstyp als flexibles Adapterprotein bezeichnet wird (Osorio et al. 2012), fithren in RAD51C
auch Missens-Mutationen hiufig zu mehr oder weniger stark ausgeprigten Einschrinkungen bzw. Redu-
zierungen der Proteinfunktion, bis hin zu deren kompletten Verlust. Méglichkeiten, die Auswirkungen
von Basensubstitutionen zu untersuchen, bieten verschiedene Herangehensweisen. Sehr oft werden 7 silico
Analysen mit Programmen wie PolyPhen, Splicefinder und SIFT verwendet. Diese schlieen, zum Beispiel
basierend auf bekannten Strukturen und Alignments mit anderen Sequenzen, auf mogliche Auswirkungen
der Basenverinderungen. Auch der speziesiibergreifende, evolutionire Konservierungsgrad einer Amino-
sdure gibt Hinweise auf die Tolerierbarkeit von missensen Substitutionen, moglicher Deletionen oder
Insertionen. Den besten Aufschluss tiber die Wirkung einer solchen Verinderung stellt jedoch die funkti-
onelle Analyse in Komplementationsstudien dar (Osotio et al. 2012). Auch computergestiitzte Aminosiu-
reaustausche in Homologiemodellen bekannter oder verwandter Proteinstrukturen (hier archaele pfrad51)
geben Anhaltspunkte iber eine mdgliche Pathogenitit der Varianten. Fin solches Modell wurde zur
Uberpriifung der Auswirkung des Aminosiureaustauschs H258R in RAD51C herangezogen (Vaz et al.
2010).
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Um bessere Voraussagen zu ermdglichen, war ein Teilziel dieser Arbeit, das humane RAD51C Proteins
strukturell zu charakterisieren. Versuche in unterschiedlichen Expressionssystemen (E. co/, SF21, H5) und
mit verschiedenen Puffervarianten fiihrten zu geringen Ausbeuten des Proteins. Die stabilisierende Co-
Expression seines Interaktionspartners XRCC3 (CX3-Komplex) fihrte zu einer fir die Kristallographie
unzureichenden Menge des Proteinkomplexes. Dass die Reinigung von RAD51C in austeichender Menge
mit Komplikationen verbunden ist, lassen auch einige bisher veréffentlichte Artikel vermuten. Auffillig
ist, dass trotz groflen Interesses an diesem Protein, bis zum heutigen Tage keine vollstindig geléste Struk-
tur des humanen Proteins veroffentlicht wurde. Fiir RAD51C-Proteine anderer Spezies, z. B. hyperthermo-
philic enkaryote Alvinella pompejana wurden ebenfalls Strukturanalysen durchgefithrt (Williams et al. 2015).
Auf diese Weise konnten Dominen hochauflésend dargestellt werden (Williams et al. 2015), die ibertra-
gen auf das humane RAD51C einen Rahmen zur Abschitzung méglicher Auswirkungen von Mutationen

bieten konnen.

Der Proteinkomplex wurde zwar bereits elektronenmikroskopisch als Einzelstruktur und gebunden an
DNA dargestellt (Compton et al. 2010; Masson et al. 2001a), jedoch werden hierfiir geringere Protein-
mengen bendtigt. Aullerdem zeigte die in Compton et al. 2010 dargestellte mogliche Ringstruktur relativ
viel Hintergrund, was wiederum moglicherweise auf aggregiertes Protein hinweist. Ein weiteres Anzeichen
fir die schwierige Reinigung und geringe Expressionsmenge stellt das in Compton et al. 2010 als reprisen-

tativ dargestellte Elutionsprofil dar, welches auf eine geringe Proteinmenge schlieSen lasst.

Geringe Mengen der in SF21-Zellen exprimierten Proteine (HZI, Braunschweig) konnten im Rahmen
dieser Arbeit gereinigt werden. Mit diesem Protein erfolgten initiale Interaktionenstudien mit ausgewahl-
ten DNA-Strukturen (Einzelstrang, 3-Uberhang, 5“-Uberhang, Open Fork). In EMSA-Assays konnte das
Binden des Proteinkomplexes an alle Substrate nachgewiesen werden. Anders als erwartet konnten wir
keine vollstindige Verschiebung der Bande auf dem Gel nachweisen. Jedoch stieg nach Zugabe von Pro-
tein die Cy3-markierte DNA in den Geltaschen proportional mit der Proteinmenge bis zu einem Maxi-
mum an. Eine Abnahme des nicht an DNA-gebundenen Proteins konnte bei den Substraten Openfork
und 5-Uberhang beobachtet werden. Bei Verwendung des 3‘Uberhangsubstrat war die Abnahme nur
sehr schwach ausgeprigt. Dieser Effekt wurde zuvor auch schon bei der Verwendung von Polyacrylamid-
gelen zur Uberpriifung der ssDNA-Bindung durch CX3 beobachtet (Masson et al. 2001a). Er kann még-
licherweise durch das pl-abhingige Laufverhalten des DNA-Proteingemisches in den verwendeten nati-
ven Gelen begriindet werden. Einen weiteren Grund fiir das mangelnde in das Gel-Laufen des DNA-
Proteingemisches in den Taschen des Gels konnte das Coating der DNA-Strange durch die Proteine dar-
stellen. So kénnten durch Zusammenlagerung grofie Strukturen entstehen, die nicht ohne weiteres in die
Poren des Gels eindringen kénnen. In einer zusitzlichen Silberfirbung konnte ein Proteinschmier beo-
bachtet werden, der sich ebenfalls mehr im oberen Bereich des Gels befand. Er spricht fiir das mogliche

Vorliegen eines inhomogenen Proteingemisches aus zusammengelagerten Proteinen. Die Sittigung der
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Reaktion beim Binden an Einzelstrang-DNA wurde bei 25°C Reaktionstemperatur bereits bei niedrigeren
Proteinkonzentrationen (1,5 uM) erreicht, als bei einer Temperatur von 4°C (2,5 uM). Dies kénnte auf
den 7n vivo-ahnlicheren Bedingungen beruhen. Dafiir war bei der niedrigeren Temperatur die Zunahme der

CY3-markierten DNA in den Geltaschen besser zu beobachten.

Versuche mit weiteren DNA-Strukturen, welche alle ssDNA-Abschnitte beinhalteten, zeigten ebenso eine
Zunahme der gebundenen DNA mit steigender CX3-Konzentration. Diese Beobachtung bestitigt diese
bereits nachgewiesene Interaktion des Komplexes mit diesem DNA-Typ (Kurumizaka et al. 2003;
Kurumizaka et al. 2001; Masson et al. 2001a). Dies wiirde auch die Rolle des CX3-Komplexes wihrend
der Auflésung von kollabierten Replikationsgabeln unterstreichen. Dieser funktionelle Test ermdglicht es,
Auswirkungen von in Patienten beobachteten RAD51C-Missense-Mutationen auf die CX3-Komplex-
DNA-Bindung zu untersuchen. Er ist jedoch nur fiir Mutationen mit geringeren Auswirkungen auf die
Struktur anwendbar, da eine stark strukturdndernde oder das RAD51C-Protein instabilisierende Wirkung
moglicherweise direkt zu mangelnder bis keiner Proteinexpression fithren. Aulerdem sollte die Mutation
die RAD51C-XRCC3-Bindung nur gering beeinflussen. Fir weitere Versuche wiren deshalb die Mutatio-
nen c.414 G>C (p.L138F, (Meindl et al. 2010; Osorio et al. 2012)), c.458 G>A (p.G153D, (Clague et al.
2011)), c.475 G>A (p.D159N, (Somyajit et al. 2012)), ¢.745 C>T (p.R249C, 1528363311, LOVD Daten-
bank Leiden) und ¢.773 G>A (p.R258H, (Vaz et al. 2010)) interessant. Thre als mild zu erwartende Aus-

wirkungen wurden anhand eines an das archeale pfRAD51 angelehnte Homologiemodell abgeschitzt.

Qunalitative und quantitative Untersuchung der FANCO (RADS51C)-Interaktionen innerhalb der
RADS51-Paraloge, sowie mit RADS5T und EANCN- inklusive Beeinflussung durch MMC

Eine weitere Moglichkeit Auswirkungen von Mutationen auf die Funktionalitit des Proteins zu testen,
stellen Proteininteraktionsstudien dar. Um Interaktionen méglichst nah an der 7z vivo Situation zu untersu-
chen, wurde hier das Mammalian-Two- bzw. Three-Hybrid-System (M2/3H-System) in Verbindung mit
Hela-Zellen verwendet. Mit dieser Methode und der auf demselben Prinzip basierenden Yeast Two-
/Three-Hybrid-System wurden zuvor schon verschiedene Interaktionen zwischen den FA-Proteinen und
auch solche mit FA-assoziierten Proteinen untersucht (zB. FANCA/ FANCG, FANCA/FANCC,
FANCF/FANCG, FANCC/FANCE, FANCE/FANCD2, FAAP100+FANCB, FAAP100+FANCL
(Gordon and Buchwald 2003; Ling et al. 2007; Reuter et al. 2000)). Mit der Zuordnung von RAD51C zum
FA/ BRCA-Weg riickten die RAD51-Paraloge niher in den Fokus der Fanconi Andmie-Forschung. Da
diese Proteine in der DNA-Schadensignalisierung, der DNA-Reparatur iiber Homologe Rekombination
und in der Tumorgenese ecine wichtige Rolle spielen (Golmard et al. 2013; Scheckenbach et al. 2014;
Suwaki et al. 2011), wurden ihre Interaktionen untereinander und mit anderen Proteinen in zahlreichen
Studien untersucht (Masson et al. 2001b; Miller et al. 2004; Park et al. 2013; Rajesh et al. 2009; Rodrigue et
al. 2006; Schild et al. 2000).
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Die hier vorliegende Studie zur Untersuchung von Interaktionen innerhalb der RADS51-Paraloge
(RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, XRCC3) stellt unseren Erachtens die bisher umfangreichste mit
dem M2H-/M3H-System dar. Ein Vorteil dieser Methode besteht datin, dass mit ihr iz vivo auftretende
Verinderungen der Interaktionsintensitdt zwischen zwei Proteinen, auch in Anwesenheit eines dritten
Proteins, im Falle von Sequenzverinderungen beobachtet werden kénnen. Ebenso kann eine mogliche
verinderte DNA-Schadensantwort nach MMC-Behandlung untersucht werden. Die Subkomplexbildun-
gen von RAD51B mit RAD51C (BC) und RAD51D mit XRCC2 (DX2) sowie die Bildung eines Komple-
xes zwischen RAD51C und XRCC3 (CX3), welche zuvor schon in verschiedenen iz vitro und in vivo Analy-
sen nachgewiesen wurden, konnten verifiziert werden (Kurumizaka et al. 2001; Liu et al. 2002; Masson et
al. 2001a; Sigurdsson et al. 2001; Wiese et al. 2002). Zusitzlich zeigten wir, dass die Zusammenlagerung
beider Subkomplexe vermutlich eine wichtige Rolle fir die Bildung des RAD51B-RAD51C-RAD51D-
XRCC2 Komplex (BCDX2) spielt. Aulerdem detektierten wir eine weitere, bisher nicht beschriebene
Interaktion innerhalb des BCDX2-Komplexes, die zwischen RAD51B und XRCC2.

Aber nicht nur die Subkomplexpartner beeinflussen einander, sondern auch die Interaktion im CX3-
Komplex scheint durch die anderen Paraloge (RAD51B, RAD51D, XRCC2) sowie durch RADS51 ihre
Intensitdt zu verandern. Dies spricht fur eine mdégliche komplexiibergreifende Regulation innerhalb der
Paraloge, was mit dem dynamischen Ablauf der Reparaturprozesse in Verbindung stehen kénnte. Eine
Zusammenstellung aller Verinderungen zeigt die Abb. 45. RAD51 (FANCR) wurde zusitzlich mit in die
Untersuchungen einbezogen, da fiir dieses Protein ebenfalls Interaktionen mit den Paralogen beschrieben
wurden (Schild et al. 2000). Seine Co-Transfektion in M3H-Analysen zeigte Auswirkungen auf die Interak-
tionen im BCDX2- und im CX3-Komplex. Die bekannte Interaktion zwischen FANCN und RAD51C
(Park et al. 2013) konnte im M2H-Assay nicht dargestellt werden. Nach MMC-induziertem DNA-Schaden
konnte eine Verinderung der Interaktionsstirken zwischen den Paralogen beobachtet werden, welche
deren Rolle in der Beseitigung von Doppelstrangbriichen unterstreicht. Die funktionelle Uberpriifung der

Missense-Mutation ¢.773 G>A (p.R258H) in RAD51C spiegelte erneut ihre hypomorphe Natur wider.

Der BCDX2-Komplex:

Die zuvor iber andere Methoden (Immunoprizipitationen, Nit+Pulldown-Experimente) an humanen
Zellextrakten nachgewiesene (Liu et al. 2002; Masson et al. 2001b; Wiese et al. 2002) und von Schild et al.
2000 im Y2H als schwache detektierte Interaktion zwischen RAD51C und humanen RAD51D konnte im
M2H nicht nachgewiesen werden. Erst eine Co-Transfektion ihrer Subkomplexpartner RAD51B (BC) und
XRCC2 (DX2) in nativer Form fihrte zu einer Aktivierung des Assays. Eine verstirkende Wirkung von
RAD51B auf die RAD51C-RAD51D-Interaktion wurde schon zuvor beschrieben (Schild et al. 2000).
Eine neue Beobachtung innerhalb des heterotetrameren Komplexes war die schwache, aber signifikante
Interaktion zwischen pMRADS51B und pVP16XRCC2. Diese wurde durch die Co-Transfektion von nati-

vem RAD51D bidirektional signifikant stark intensiviert, was eine starke Interaktion der RADS51B-
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XRCC2-Proteine im M3H spricht. Da in unseren M3H-Versuchen RAD51B die RAD51C-RAD51D-
Interaktion und RADS51D die Interaktion von RAD51B mit XRCC2 verstirkt, scheint eine vorherige
Subkomplexbildung fiir die Ausbildung des BCDX2-Komplexes forderlich. Somit suggerieren unsere
Ergebnisse ein vom BCDX2-Komplex unabhingiges Vorkommen beider Subkomplexe. Dies stimmt auch
mit der Beobachtung tiberein, dass DX2 in Abwesenheit von DNA multimere, ringférmige Strukturen

und in Anwesenheit von ssDNA filamentése Strukturen ausbildet (Kurumizaka et al. 2002).

In Co-Immunoprizipitationen (Co-1Ps) aus HEK293-Zellextrakten mit tiberexprimierten RAD51B und
XRCC2 konnte keine Interaktion der Proteine nachgewiesen werden. Auch eine zusitzliche Co-
Expression von nativem RADS51D, dnderte dies nicht. Obwohl RAD51D in der Inputfraktion der
XRCC2-Immunoprizipitation deutlich detektierbar war, zeigte die Westernblot-Analyse ein auffillig
schwaches RAD51D-Signal in der mit «-XRCC2 isolierten Fraktion. Da der Nachweis von XRCC2 deut-
lich ein Binden an die fir die Isolation verwendeten Agarose-Beads zeigt, kann davon ausgegangen wer-
den, dass die XRCC2-RAD51D-Bindung nicht optimal verlief. Bedenkt man, das XRCC2 erst nach der
Bindung an RAD51D verstirkt eine Interaktion mit RAD51B eingeht, so kdnnte dies evtl. den fehlenden
Nachweis des RAD51B-Signals erkliren. Solche Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen unterschiedli-
cher Assays wurden in der Literatur auch schon zu vor beschrieben. So wurde zum Beispiel im Y2H eine
starke Interaktion von RAD51 und dem Paralog RADS55 beobachtet, welche in biochemischen Assays nur
schwach nachgewiesen werden konnte oder das Fehlen der XRCC3-RAD51-Interaktion in WTK1 und
TK6-Zelllinien, die in anderen Y2/3H-Studien als stark aufgezeigt wurde (Wiese et al. 2002). Berticksich-
tigt man dies, so kénnten die Diskrepanzen beziiglich der RAD51B-XRCC2-Interaktion auf unterschiedli-
che Assays oder die Verwendung zweietlei Zelllinien (HeLa: M2H/M3H, HEK293: ColP) zuriickzufiih-
ren sein. Letzteres scheint aufgrund der Proteiniiberexpression relativ unwahrscheinlich. Zusitzliche Ana-
lysen mit anderen Methoden und Zelllinien zur Untersuchung der moglichen RAD51B-XRCC2-

Interaktion wiren deshalb fir die weitere Aufklirung sehr aufschlussreich.

Ein Indiz fir die Wechselwirkung von RAD51B, RAD51D und XRCC2 lieferte die sinkende Interakti-
onsstirke im DX2-Komplex in Anwesenheit von RAD51B, sowie die Intensivierung der RAD51B-
RAD51C-Interaktion in Anwesenheit von RAD51D. Zieht man die Ergebnisse unserer M2/3H-Analysen
heran, so scheinen, anders als bisher angenommen (Masson et al. 2001b; Miller et al. 2005; Schild et al.
2000), RAD51B und XRCC2 nicht nur tiber RAD51C bzw. RAD51D in den BCDX2-Komplex integriert
zu werden. Die Beobachtung dieser Interaktion liefert, zusammen mit dem bisher angenommenen Modell
(Masson et al. 2001b), Indizien zur Ausbildung einer Ringstruktur. Einen zusitzlichen Hinweis geben die
in M3H-Analysen beobachteten indirekten Interaktionen von RADS51IB mit RADS51D, da Co-
Transfektionen von nativem XRCC2 zu einer signifikanten und die von RAD51C zu einer grenzwertigen
Systemaktivierung fithrten. Die Grenzwertigkeit der Signifikanz entsteht hierbei vermutlich durch die

hohe Standardabweichung, welche wiederum méglicherweise von der Instabilitit der Interaktion bedingt
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sein kénnte. Hinweise auf solch eine ringférmige Komplexstruktur lieferten zuvor auch elektronenmikro-
skopische Aufnahmen von Compton et al. 2010. Sie zeigen das Zusammenlagern der Proteine in An- und
Abwesenheit von DNA (Replikationsgabel, Holiday Junction). So scheint nicht nur der CX3-Komplex
(Compton et al. 2010; Masson et al. 2001a), sondern auch der BCDX2-Komplex von ringtérmiger Struk-

tur.

Der CX3-Komplex: und Wechsehyirkungen der Komplexiproteine inklusive RADS51:

Die in vivo Ausbildung des CX3-Komplex konnten wir tiber M2H-Studien bestitigen. Wir fanden bidirek-
tional signifikante Interaktionen, die auch in den Westernblot-Analysen der RAD51C- und XRCC3-Co-
IPs dargestellt werden konnten. Trotz der Vermutung, dass beide Paralogkomplexe in verschiedenen Pha-
sen des BRCA1-BRCAZ2-abhingigen HR-Reparaturprozesses beteiligt sind (BCDX2 #pstream und CX3
downstream der RAD51-Rekrutierung an die Orte der DNA-Schadenstellen) (Chun et al. 2013), beobachte-
ten wir in M3H-Analysen, Einfliisse von BCDX2-Komplexproteinen auf die C-X3-Bindung. Wihrend die
Co-Transfektion von RAD51B, im Gegensatz zu den Y2H-Analysen von Schild et al. 2000, zu einer signi-
fikanten Verringerung der Bindung fiihrte, kam es durch natives XRCC2 zu einer Intensivierung dersel-
ben. Co-IPs mit tiberexprimierten XRCC3, RAD51C und RAD51B bestitigten die Interaktionen der drei
Proteine. So konnte RAD51B unter Co-Expression von RAD51C mit XRCC3 aus einem HEK293-
Proteingemisch extrahiert werden.

Umgekehrt beobachteten wir in unseren M3H-Analysen Beeinflussungen der internen BCDX2-
Komplexbindungen durch XRCC3. Die Anwesenheit von nativem XRCC3 hob die moderate RAD51B-
RADS51C-Interaktion einseitig, in der pMRADS51 + pVP16RADS51B-Richtung, fast vollstindig auf und
reduzierte die Intensitit der starken DX2-Bindung in einer Richtung (pMXRCC2 + pVP16RAD51D) auf
die Hilfte. Die schwache Interaktion zwischen RAD51B und XRCC2 verschwand im M3H mit XRCC3
komplett. Wie XRCC3 in Abwesenheit von RAD51C die letzten beiden Bindungen beeinflussen kann, ist
unklar, denn RAD51C gilt bislang als einziger Interaktionspartner des Proteins (Masson et al. 2001b;
Schild et al. 2000). All dies kénnten mégliche Indizien fiir die parallele Existenz beider Komplexe an den
RAD51-Filamenten darstellen. Mégliche Wechselwirkungen bzw. Regulationen zwischen den Komplexen
oder einzelner Proteine wiren auch denkbar. Bedenkt man die in unseren M3H-Analysen beobachteten
Reduzierungen der Interaktionsstirken innerhalb des BCDX2-Komplexes durch die Anwesenheit von
XRCC3, so kénnte moglicherweise XRCC3 die Auflésung des wpstream von RADS1 gelegenen Komplexes
tordern und downstream mit RAD51C einen Komplex ausbilden. Ein dhnliches Gedankenmodell wurde
von Liu N. et al. 2002 aufgestellt. Aber auch RADS51 scheint Einfluss auf den BCDX2-Komplex auszu-
tben. Ein Vergleich der Bindungsintensititen M2H versus M3H mit nativem RADS51 zeigt, mit Ausnah-
me der verstirkten RAD51B-RADS51C-Interaktion, verminderte Interaktionsstirken. Zusitzlich steigert
seine Anwesenheit die Bindungsintensitit im CX3-Komplex und férdert so méglicherweise seine Bildung.
Da es an beide Proteine binden kann (Liu et al. 1998; Schild et al. 2000), bleibt offen iiber welches diese

Induktion erfolgt. Dieser gegensitzliche Einfluss steht im Einklang zur angenommenen Ansiedlung der
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Komplexe up- und dowstream von RAD51. Wie RAD51 auf die Bindung zwischen RAD51B und XRCC2
wirkt, bleibt jedoch unklar, da fiir diese Proteine in unseren M2H-Ananlysen keine Interaktionen detek-
tiert wurden. Alle anderen flir das Protein beschriebenen Interaktionen mit RAD51C, XRCC3 und
RADS51D (Liu et al. 1998; Schild et al. 2000) konnten wir verifizieren, auch wenn sie sehr schwach ausfie-
len.

Die Interaktion von RAD51C mit EFANCN:

Mit FANCN (PALB2) banden wir ein weiteres Protein in unsere M2H-Analysen ein, welches gemeinsam
mit RAD51C und BRCA2 den sogenannten HR-Komplex bildet (Park et al. 2013). Wie bei RAD51C
fithren auch bei FANCN monoallelische Mutationen zu einer Pridisposition fiir Brust-sowie Ovarialkrebs
und biallelische Mutationen zu Fanconi Andmie. Fiir beide Proteine ist eine direkte Interaktion beschrie-
ben. Anders als erwartet konnten wir in M2H-Analysen der beiden Proteine keine Interaktion nachweisen.
Da jedoch die c-terminale WD40-Domine von FANCN eindeutig als Bindungsstelle fiir RAD51C charak-
terisiert wurde (Park et al. 2013), ist von einem falsch negativem Ergebnis unserer Analysen auszugehen.
Eine Ursache hierfir kénnte méglicherweise das Verdecken der Protein-Bindungsstellen durch die fusio-
nierte DNA-Binde- bzw. Aktivierungsdomine darstellen. Eine andere mégliche Erklirung fiir die fehlen-
de Interaktion wire, dass FANCN zwar die Bindungsstellen fiir RAD51C und BRCA2 separat bereitstellt,
beide Proteine aber eine wechselseitige Aktivierung bzw. die eines anderen Partners benétigen. Aufgrund
des Zeitmangels konnten fiir RAD51C und FANCN keine M3H-Analysen durchgefithrt werden. Zur
Aufklirung dieses Widerspruchs, sind diese jedoch dringend zu empfehlen.

Die Wirkung von MMC:

Da RAD51-Paraloge eine wichtige Rolle in der Beseitigung von DNA-Schiden via HR spielen
(Brenneman et al. 2002; French et al. 2002; Takata et al. 2000; Wiese et al. 2000), schien es interessant,
mogliche Verdnderungen der Bindungsintensititen innerhalb der Komplexe nach Induktion von DNA-
Schiden zu untersuchen. Die MMC-induzierten Interstrang-Crosslinks, welche iiber HR aus der DNA
entfernt werden, fihrten zu gegenldufigen, signifikant verinderten Interaktionsstirken im BCDX2-
Komplex. Die Interaktionen zwischen RAD51C und RAD51D sowie die zwischen RAD51B und XRCC2
konnten nicht durch MMC getriggert werden. M3H-Analysen mit den entsprechenden fir die Aktivierung
benétigten Proteinen fithrten zu interkomplexen Verinderungen der Bindungsintensititen. Diese entspra-
chen denen des jeweiligen vorhandenen Subkomplexes. So stieg, nach MMC-Behandlung, die Stirke der
Interaktion im M3H-Assay mit RAD51C, RAD51D und nativem RAD51B ebenso wie die im BC-
Komplex an. Die Schadensinduktion im M3H-Assay mit RAD51B, XRCC2 und nativem RADS51D fiiht-
te, wie im DX2-Komplex zum Sinken der Interaktionsstirke. Die sich verindernden Interaktionsstirken
weisen auf eine mogliche Konformationsinderung innerhalb des Komplexes, im Falle von DNA-Schiden,
hin. Dies unterstreicht gewissermalen ihre bekannte Beteiligung an diesem Reparaturweg. Es wire auch
denkbar, dass diese Konformationsinderungen die Bildung der Ringstruktur in Falle von DNA-

Schidigung férdern.
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Interessanterweise entsprechen die Richtungen dieser Intensititsdinderungen, denen der im M3H-Assay
mit nativem RADS51 (ohne MMC) beobachteten. Die einzige Ausnahme hierbei bildet die Interaktion
zwischen RAD51C und RADS51D, fiir dessen Aktivierung RAD51B benétigt wird. Die detektierte, inter-
aktionssteigernde Wirkung von MMC auf den CX3-Komplex unterstreicht seine Involvierung in HR. Sie
widerspricht aber friheren Beobachtungen von Wiese et al. 2002, die in Nit-Pulldown-Experimenten
keinen MMC-Effekt detektierten. Diese Diskrepanz kénnte moglicherweise auf die Verwendung unter-

schiedlicher Zelllinien (Wiese et al.: TK6-XRCC3 Zellen, wir Hela) zuriickgefiihrt werden.

Die Mutation R258H:

Da die RAD51C-Mutation R258H in bialleischer Ausprigung zu einem der Fanconi Andmie dhnlichen
Phinotyp fithrt (Vaz et al. 2010), bezogen wir diese in unsere M2H/M3H-Studie ein. Anders als erwartet,
konnten wir, im Vergleich zum wildtypischen Protein, weder in M2H- noch in M3H-Anlysen eine Beein-
flussung durch die Mutation beobachten. Die einzige Ausnahme hiervon bildete die Interaktion zwischen
RAD51C und RAD51D in Anwesenheit von nativem RAD51B, welche nach Behandlung der Zellen mit
MMC sank. Eine verringerte Aktivierung von RAD51C durch RAD51B wurde in entsprechenden M2H-
Analysen ausgeschlossen. Bezogen auf die schematische Darstellung von Miller et al. 2003 liegt die Muta-
tion in der c-terminalen Domine von RAD51C, welche die fiir Proteininteraktionen wichtigen Walker A-
und B- Motive enthilt. Die Mutation betrifft keines der beiden Motive direkt, sondern eine nahegelegene
hoch konservierte Aminosiure. Das konnte die reduzierte Bindungsaktivitit von RAD51C zu RAD51D
erkliren. Allerdings ist nicht bekannt, ob diese Motive fiir die Bindung beider Proteine bendtigt werden
(Wiese et al. 2006). Die verbleibende Restaktivitit des mutierten RAD51C bezogen auf diese Bindung ldsst
eine gewisse Tolerierbarkeit der Verinderung R258H vermuten. Diese Beobachtung steht im Einklang zu
dem als hypomorph beschriebenem Erscheinungsbild des mutierten Proteins (Vaz et al. 2010). Bedenkt
man die wichtige Funktion von RAD51C in der DNA-Reparatur und dass es sich bei dieser Mutation um
die bisher einzige, in einem lebenden FA-dhnlichem Patienten, beschriebene handelt, scheint dieses Er-
scheinungsbild nicht verwunderlich. Eine stirkere Auswirkung auf das Zusammenspiel der RAD51-
Paraloge wire vermutlich nicht mit dem Leben vereinbar. Dies wird auch von der frihen embryonale

Letalitit als Folge biallischer Rad51c-Abwesenheit im Mausmodell (Vaz et al. 2010) unterstrichen.

M2H-/ M3H-Analysen in der Routinediagnostifk

Urspriingliche Uberlegungen galten der routinemiBigen Nutzung von M2/3H-Analysen zur Einschitzung
moglicher FA-Kandidatengene und der Auswirkungen von Mutationen. Nach Anwendung der Methode
zur Verifizierung und Aufdeckung RADS51-Paraloginteraktionen und der Testung von R258H in RAD51C
scheint diese durchaus sinnvoll. Trotzdem bleibt zu bedenken, dass die Interaktion zwischen RAD51C
und FANCN im M2H nicht nachgewiesen werden konnte. Allerdings wurden aus zeitlichen Griinden nur
direkte Interaktionen zwischen den Proteinen untersucht. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass

evtl. die Co-Transfektion eines weiteren Partners zu einer Interaktion fuhrt. AuBBerdem beobachteten nicht
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nur wir Diskrepanzen verglichen mit Ergebnissen anderer Methoden (RAD51B-XRCC2-Interaktion).
Auch in der Literatur sind vereinzelte kontroverse Ergebnisse aus M2/3H-Analysen und anderen Interak-
tionstests zu finden (Wiese et al. 2002). Ergebnisse sollten deshalb immer tberpriift werden. Der Assay
scheint daher in der Suche nach weiteren FA-Gen-Interaktionspartnern nur bedingt einsetzbar. Besser
eignet er sich vermutlich zur funktionellen Uberpriifung von Interaktionen, nach eingefiigten Mutationen,
geeignet. Da sich das Klonieren von FA-Genen teilweise als langwierig erwies, wire das Anlegen einer
cDNA-Bibliothek aller potentiell zu testenden Gene zu empfehlen, um an diesen entsprechende Muta-
genesen durchzufithren. Der Einsatz als schnelle diagnostische Methode zur Abschitzung der Schwere

der Mutation scheint ohne weiteres nicht sinnvoll.
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

Yo Prozent

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

3'-OH Hydroxygruppe am 3' Ende

A Adenin

AD VP16-Aktivierungsdomine (pVP16-Vektor)
AK Antikoérper

AT Ataxia telangiectasia

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATP Adenosin-5"-triphosphat

B-LCL Blutlymphozytenzelle

B-LCLs Blut-Lymphozytenzellen

BD Bindedomine

BER Basenexzisionsreparatur

bp Basenpaar

BRCA breast cancer tumor suppressor protein
BRIP BRCAT1 interacting protein

BS Bloom Syndrom

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. cirka

cDNA complementary DNA

Co-IP Co-Immumoprizipitation

CS Cockayne Syndrom

DE Deutschland

DEB Diepoxybutan

ddH>O doppelt destilliertes Wasser

ddNTPs Didesoxynukleotid — Triphosphate
DDR DNA-damage response (DNA-Schadensantwort)
dH-O destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNA-BD GAL4-DNA-Bindedomine (pM-Vektor)
dNTPs Desoxynukleotid- Triphosphate
dsDNA Doppelstrang DNA
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DTIT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EtOH Ethanol

F vorwirts (forward)

FA Fanconi Animie

FA- (D2) Fanconi-Animie Untergruppe- (D2)

FANC- (D2) Fanconi-Animie-Gen (D2)

FANCD2-L Fanconi-Andmie-Protein D2, monoubiqutinierte Form
FANCD2-S Fanconi-Animie-Protein D2, native Form

FCS fotales Kilberserum

G Guanin

g Gramm

g Erdbeschleunigung

G2 Gap2-Phase

gDNA genomische DNA

h Stunde

HR Homologe Rekombination

HSE-Puffer Harnstoff-Saccharose-EDTA-Puffer

ICL Interstrang-Crosslink-Reparatur

kDA Kilodalton

M Molar

MEM minimal essential medium

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

MMC Mitomycin C

MMR Missmatchreparatur (Basenfehlpaarungsreparatur)
mut- mutierter Typ

mRNA Messenger-RNA

MW Mittelwert

NBS Nijmegen Breakage Syndrom

NCBI National Center for Biotechnology Information
NER Nukleotidexzisionsreparatur

NES nuclear export sequence (Kernexportsequenz)
NHE]J Non-Homologous End Joining

NLS nuclear localiziation signal (Kernlokalisierungssignal)
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ng

PBS
PHA
pM

Pol 111
R

RLE
RPMI
RT

s

SA

SD
SDS
SNP
ssDNA
STABWN

TBE
TLS

TRIS
TTD

UAS
uv

WS
wt
(w/v)
XP

Nanogramm

Phosphat gepufferte Saline
Phytohidmagglutinin

Pikomol

Polymerase 111

rickwirts (reverse)

relative Lichteinheiten

Roswell Park Memorial Institute, (Zellkulturmedium)
Raumtemperatur

Sekunde

SpleiB3-Akzeptor

SpleiB3-Donor

Sodium dodecyl sulfate oder Natriumdodecylsulfat
Short Nucleotide Polymorphism
single strand DNA
Standardabweichung

Thymidin

Tris-Borat-EDTA-Puffer
Translisionssynthese
Ttis-(hydroxymethyl-)-aminomethan
Trichothiodystrophie

Unit

upstream activating sequence
ultraviolett

Volt

Werner Syndrom

Wildtyp

weight per volume

Xeroderma pigmentosum
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Primersequenzen

In Mosaikstudien verwendete Primer

Bezeichnung

Sequenz (5¢->3)

FAA, gDNA Ex 10 for !

FAA, gDNA Ex 10 rev !

FAA, gDNA Ex 11 for !

FAA, gDNA Ex 11 rev !

FAA, gDNA Ex 25 for 2

FAA, gDNA Ex 25 rev ?

FAA, gDNA Ex 35 for !

FAA, gDNA Ex 35 rev !

FAA, gDNA Ex 40 for !

FAA, gDNA Ex 40 rev !
FANCD2_Ex12_for!
FANCD2_Ex12_rev!

FAD2, gDNA Ex 26 for unique 2
FAD2, gDNA Ex 26 rev unique 2
FA-D2, eDNA_Ex 28_F 3
FA-D2, gDNA_Ex_28 rev 3
FAD2, ¢gDNA Ex 35 for 4
FAD2, gDNA Ex 35 rev 4
FANCD2_Ex37II_for !
FANCD2_Ex371II_tev !

CACTGC AGC CCA GACTGT AA

CAG GAA AAG GCT GAC CAG AG

AGT GGC CTG GCC AAG AAA GCC

GTC CTA GAATTC CTG GCATCT CC

TTC TTC GGC CGC TGG TGG TTG

CGA GAA TGA GGG TGG CAG AGC AGA
GGATCCTCCTGT CAG CTT CTT G

TTT CCC TGA GAT GGT AAC ACC

CCA GCT GCT GAC AGG TAC

CAT CTC AGC ACC TCT GGG TCC

AGATTG TCA TGG TAG AGA GCC TGG

GAT CGG AGT TCC TGC CAT GT

CAC ATA CGA ATT TCA ATA GGG AGT TC
CTC GTG CCC AGC TGA TAT TTT TAA TG

TCT TCT ACCTCT AGG CAG TTT

ACC GAT TAC TCC AAC GCC TAA

TTA GAC CGG GAA CGT CTT AGT

GTC CAG TCT CTG ACA AAC AAC

CAT CCT CTT ACT AAG GAC CCT AGT GAA AG
CAG CAA CTT CCA AGT AAT CCA AAG TCC AC

Hersteller: 1 Biolegio, 2 SIGMA Genosys, 3 MWG -Biotech AG, 4 TIB MOLBIOL

Primer fiir herkémmliche Klonierung

in die Vektoren pM und pVP16 (Mammalian Two-Hybrid Assay)

Bezeichnung

Sequenz (5->3¢)

EcoRI_RAD51B_f
HindIII_RADS51B_r
EcoRI_RAD51C_f
Pstl_RAD51C_r
EcoRI_RAD51D_f
EcoRI_RAD51D_r
XRCC2 EcoRI_f
XRCC2 Sall_r
EcoRI_XRCC3f
HindIII_XRCC3t

ceg gaattc CTG GGT AGC AAG AAA CTA AAA CGA GTG G
cce aagettTTA AAA AAT TAG CTG GGT ATG GTG GCAC
ccg gaattcCTG CGC GGG AAG ACG TTC CGC TTT

aaa ctgcagTTA TAA TTC TTC CTC TGG GTC TCG TGAC C
ccg gaattc CTG GGC GTG CTC AGG GTC G

ccg gaattcTCA TGT CTG ATC ACC CTG TAA TGT GG

ccg gaattc CTG TGT AGT GCC TTC CAT AGG G

acge gtcgac TCA ACA AAA TTC AAC CCC ACT TTC TC

ccg gaattc CTG GAT TTG GAT CTA CTG GAC CTG AAT CCC
ccc aagett TCA GTG GGA CTG GGT CCCAGG T

kleine Buchstaben: zusitzlich eingefiigte Nukleotide fur bessere Bindung der Restriktionsenzyme, Unterstrichen: Schnittstellen fur Restriktions-
enzyme; grof3e Buchstaben: Gensequenz; grofle, kursive Buchstaben: durch Leucin (CTG) ersetztes Startcodon (ATG); Hersteller: Sigma-Aldrich
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Sequenzierprimer zur Uberpriifung der inserierten Sequenzen

Bezeichnung

| Sequenz (5->3°)

plasmid-interne Primer (pM-/p1"P16-1/ektor)

pM_BD_msc_f

pVP16_AD_mscf
pM_pVP16_msc_r

RAD51B-Primer

CAT CAT CGG AAG AGA GTA G
GCC GACTTC GAG TTT GAG
GTATGG CTG ATT ATG ATC ATT TAC

Rad51b_134_f
Rad51b_448_f
sRad51b_716_f
RADS51C-Primer

GTT ATC GAG GTG TCC ATG AACTIC TAT G
GAA AGA CTG GTT GAA ATA GCA GAATCCC
CAT CCT CCT TGA AGT ATT TGG CTG AG

cRADS51c_1forseq

cRAD51c_lrseq

cRAD51c_2forseq
cRAD51c_3forseq
cRAD51c_4forseq

CGA GCT TAG CAA AGA AGT TGG GAT ATC
CTC TTC TGA TAATTT GCA GAG TTT CTA AGG
CCA GGT GTT GGA AAA ACA CAATTATGT ATG
CTG TCG TGA CTA CACAGA GTT ACT G

GAT AGA AAT CAG GCC TTG CTT GTT CC

cRAD51c_Rev GTA ACA AGT CCA CTT GTA CAC ATT GAT TTC
RADS51D-Primer

RAD51D_255f CAT TGG CAG TCT TGA TAA ACT
RAD51D_762¢ GTCTCG AGT TAT GTG GTIT G
XRCC2-Primer

XRCC2_244f GAT ACA GAT TAC CACTTT GAT ATG
XRCC2_578¢f CAA CGA CACAAA CTATAATGC AG
XRCC3-Primer

XRCC3_180_f CAG CAT CCT TAC AGC ACT GCA GC
XRCC3_155_r GTT CTC AGC AAG TGC CAG ACCTC
XRCC3_505_f CTG CTT CAG AAG CTC CGA TTT GGC AG
XRCC3_554_r GCC ACG TGC TCG ATG AAG ATCTG

sXRCC3_818_f

Hersteller: Biolegio

TGG GGT TCT GGG ACG AAC GTG TTTC
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Primer fiir Mutgenesen:

hRADS5IC

Bezeichnung

Sequenz (5¢->3)

51C_c404G->A_f
51C_c404G->A_r

GGAAAAACACAATTAT A TATGCAGTTGGCAGTAG
CTACTGCCAACTGCATA T ATAATTGTGTTTTTCC

51C_c656T->C_f
51C_c656T->C_r

CGTGACTACACAGAGT C ACTGGCACAAGTTTATC
GATAAACTTGTGCCAGT G ACTCTGTGTAGTCACG

51C_c341G->A_f
51C_c341G->A_r

GATATTCTTGGGGGTG A AGTGCCCTTAATGAAAAC
GTTTTCATTAAGGGCACT T CACCCCCAAGAATATC

51C_308delTCT_f
51C_308delTCT_r

GGCTTCATAATCACCT - GTTCAGCACTAGATG
CATCTAGTGCTGAAC - AGGTGATTATGAAGCC

51C_c485G->A_f
51C_c485G->A_r

GCAGTTTTTATTGATACAGAGG A AAGTTTTATGGTTGATAG
CTATCAACCATAAAACTT T CCTCTGTATCAATAAAAACTGC

51C_c89C->A_f
51C_c89C->A_r

GAAGCTGGTGTCTG A GGGGTTCCAGACTGC
GCAGTCTGGAACCCC T CAGACACCAGCTTC

51C_c428A->G_f
51C_c428A->G_t

GTTGGCAGTAGATGTGC G GATACCAGAATGTTITTGG
CCAAAACATTCTGGTATC C GCACATCTACTGCCAAC

51C_c772C->T_f
51C_c772C->T_x

CTAGATGACCTGTCTCTT T GTACTCGGTTATTAAATG
CATTTAATAACCGAGTAC G AAGAGACAGGTCATCTAG

51C_c341G>T_f
51C_c341G>T_r

GATATTCTTGGGGGTG T AGTGCCCTTAATGAAAAC
GTTTTCATTAAGGGCACT A CACCCCCAAGAATATC

51C_c745C>T_f
51C_c745C>T_r

GGTATTGCTTTTCCATTT T GTCATGACCTAGATGAC
GTCATCTAGGTCATGAC A AAATGGAAAAGCAATACC

hRADS51D

Bezeichnung

Sequenz (5->3¢)

RAD51D_c334G->A_f
RAD51D_c334G->A_r

GTAGGAGGCCCAGGTAGC A GCAAAACTCAGGTATG
CATACCTGAGTTTTGC T GCTACCTGGGCCTCCTAC

RAD51D_c796C->T_f
RAD51D_c796C->T _r

CAAACCTGCCCTCGGA T GCTCCTGGAGCTTTG
CAAAGCTCCAGGAGC A TCCGAGGGCAGGTTTG

Primer fiir die In-Fusion-Klonierung

hRADS51 (Mammalian Two-/ Three-Hybrid Assay)

Bezeichnung Sequenz (5->3¢) | Plasmid
pVP_RADS51 M2H_Eco_f gacgagtgacggtooe AAT TCC TGG CAA TGC AGA TG pVP16
pVP_RAD51 M2H_Sal_r agcttctgeagacgegtcgac TCA GTC TTT GGC ATC'T pM/pVP16
pM_RAD51 M2H_Eco_f ttgactgtatcgecggaattc CTG GCA ATG CAG ATG pM

kleine Buchstaben: Vektorsequenz, groie Buchstaben: Gensequenz; Hersteller: Biolegio

XV



Anbang I

hRADSIC (Strukturanalysen)

Bezeichnung Sequenz (5¢->3) Plasmid
rad51cf_ncol tttcagggcegccATG CGC GGG AAG ACG TTC CGC TIT | pETM-11  /
GA pBADM-11
rad51cr_hindIII gtecggccgeaagetTTA TAA TTC TTC CTC TGG GTC T pETM-11  /
pBADM-11
rad51cr_XhoI** ggtgotootoctcgagT'AA TTC TTC CTC TGG GTCT pBADM-11,
ohne Stopp
rad51cf_Ndel aaggagatatacatatg CGC GGG AAG ACG TTC CGC TTT GA | pET21-b (+)
rad51cr_Xhol ggtgotootoctcgac TAA TTC TTC CTC TGG GTC TCG TGA | pET21-b (+)
CCGT ohne Stopp
rad51c_Ncolf (pFastBacHTa) | tttcagggcgee atgCGC GGG AAG ACG TTC CGC TTT GA pFastBacHTa
rad51c_Xholr* (pFast- | taccgcatgectcgag TTA TAA TTC TTC CTC TGG GTC TCG | pFastBacHTa
BacHT?4) TGACCGT

* N-terminaler 6x His-TAG, ** ohne Stopp (TAA) -> Nutzung c-terminaler 6X His-TAG; kleine Buchstaben: Vektorsequenz, grof3e Buchsta-
ben: Gensequenz; Hersteller: Biolegio

Primer fiir die In-Fusion-Klonierung XRCC3 - virale Infektion

Bezeichnung Sequenz (5¢->3) Plasmid
XRCC3f_ncol* tttcagggcgecatg GAT TTG GAT CTA CTG GAC CTG pBADM-11
XRCC3r_hindIII gtgcggccgeaagetICA GTG GGA CTG GGT CCC AG pBADM-11
XRCC3_Ncolf tttcagggcgecatgGAT TTG GAT CTA CTG GAC CTG pFastBacHTa
XRCC3_Xholr* taccgcatgectcgagTCA GTG GGA CTG GGT CCC AG pFastBacHTa

* N-terminaler 6x His-TAG, ** ohne Stopp (TAA) -> Nutzung c-terminaler 6x His-TAG; kleine Buchstaben: Vektorsequenz, grof3e Buchstaben:
Gensequenz; Hersteller: Biolegio

Umklonierung Codon-optimiertes hRAD51C (aus pFastBacHTa-inkl. His-Tag down-stream of

PH Promotor) und hXRCC3 (downstream p10 Promotor) in pFastBac-Dual

Bezeichnung

Sequenz (5¢->3)

Plasmid

hRAD51C_EcoRI-f
(pFastBac-Dual)
hRAD51C_HindIII-r
(pFastBac-Dual)
hXRCC3_Xhol-f
(pFastBac-Dual)
hXRCC3_Kpnl-r
(pFastBac-Dual)

cggtecgaagegegeggaatt GAT CTC GGT CCG AAA CCA TGT
CG

gtacttctcgacaagett ' TT ATA ATT CTT CCT CTG GGT CTC
GTG ACC

ttgatcacccgggatctcgag ATG GAT TTG GAT CTA CTG GAC
CTG

cctececcateteceggtace TCA GTG GGA CTG GGT CCC AG

kleine Buchstaben: Vektorsequenz, grole Buchstaben: Gensequenz; Hersteller: Biolegio;

pFastBac-Dual

pFastBac-Dual

pFastBac-Dual

pFastBac-Dual
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Anbang I

Primer fiir Codon-optimiertes hRAD51C

Bezeichnung Sequenz (5¢->3¢) Plasmid

Infusion Klonierung

rad51cf_Ncol_11 tttcagggcgee ATG CGT GGT AAA ACCTTT CGT TT pETM-11

rad51cr_Xhol_11 gtegtgotootootoctcgag TTA CAG TTC TTC TTC CGG ATC pETM-11

rad51cf_Ncol_28 taagaaggagatatacc ATG CGT GGT AAA ACCTTT CGTTT pET28a(+)

rad51cr_Xhol_28** gtggtootootoote CTC GAG CAG TTC TTC TTC CGG ATC | pET28a(+)
ACG (ohne Stop)

Reinsertion Stop in pET28a(+)

pET28a Stop F CCGGAAGAAGAACTGTAACTCGAGCACCACCAC

pET28a Stop R GTGGTGGTGCTCGAGTTACAGTTCTTCTTCCGG

Sequenzierung

rad51c_opt280r CCT GTT CCAGCAGTTCCAG

rad51c_opt224f ATG CAG GCA CCA GCG AAA G

rad51c_opt571f GAA CAT CGT AAA GCC CTG G

rad51c_opt835f GCA GTT ATT CTG ACC AAT CAG

kleine Buchstaben: Vektorsequenz, groe Buchstaben: Gensequenz; **ohne Stop: c-terminaler 6x His Tag; kursiv: Stopkodon Hersteller: Biolegio

Primer zur Generierung von DNA-Strukturen fiir DNA-Bindungsstudien

Bezeichnung Sequenz (5->3¢) Label

Hef_bottom_5'Cy3 AGC TAT GAC CAT GAT TAC GAA TTG CTT GGA ATC CTG | 5'Cy3
ACG AACTGT AG

Hef_bot_3‘15 AGC TAT GAC CAT GAT TAC GAATTG CTT AATTCG T

Hef_bot AGC TAT GAC CAT GAT TAC GAA TTG CTT GGA ATC CTG
ACG AACTGT AG

Hef_top_3'Cy3 AGC TAC CAT GCC TGC ACG AAT TAA GCA ATT CGT AAT | 3'Cy3
CAT GGT CATAGCT

Hef_top_5*-15 ATT CCA AGC AAT TCG TAA TCA TGG TCA TAG CT

konzipiert von Florian Rohleder, AG Kisker, Rudolf Virchow Zentrum, Wiirzburg, Hersteller: Biomers
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Codon-Optimierung
E. coli-Codon-optimierte Sequenz des humanen RAD51Cin pMA-T

KpnI
ggtaccATGCGTGGTAAAACCTTTCGTTTTGAAATGCAGCGTGATCTGGTTAGCTTTCCGCT -
GAGTCCGGCAGTTCGTGTTAAACTGGTTAGCGCAGGTTTTCAGACCGCAGAAGAACTGCTG—
GAAGTTAAACCGAGCGAACTGAGCAAAGAAGTTGGTATTAGCAAAGCAGAAGCACTGGAAAC—
CCTGCAGATTATTCGTCGTGAATGTCTGACCAATAAACCGCGTTATGCAGGCACCA—
GCGAAAGCCATAAAAAATGTACCGCACTGGAACTGCTGGAACAGGAACATACCCAGGGTTT-
TATTATTACCTTTTGTAGCGCACTGGATGATATTCTGGGTGGTGGTGTTCCGCTGATGAAAAC—
CACCGAAATTTGTGGTGCACCGGGTGTTGGTAAAACCCAGCTGTGTATGCAGCTGGCAGTT -
GATGTTCAGATTCCGGAATGTTTTGGTGGTGTTGCCGGTGAAGCAGTTTTTATTGATAC—
CGAAGGTAGCTTTATGGTTGATCGTGTTGTTGATCTGGCAACCGCATGTATTCA-
GCATCTGCAGCTGATTGCCGAAAAACACAAAGGTGAAGAACATCGTAAAGCCCTGGAAGATTT -
TACCCTGGATAATATTCTGAGCCATATTTATTATTTTCGCTGCCGTGATTATAC-
CGAACTGCTGGCCCAGGTTTATCTGCTGCCGGATTTTCTGAGCGAACATTCAAAAGTT-
CGTCTGGTTATTGTGGATGGTATTGCATTTCCGTTTCGTCATGATCTGGATGATCT -
GAGCCTGCGTACCCGTCTGCTGAATGGTCTGGCACAGCAGATGATTAGCCTGGCAAATAAT -
CATCGTCTGGCAGTTATTCTGACCAATCAGATGACCACCAAAATTGATCGTAATCA-
GGCACTGCTGGTTCCGGCACTGGGTGAAAGCTGGGGTCATGCAGCAACCATTCGTCTGATTT -
TTCATTGGGATCGTAAACAGCGTCTGGCAACCCTGTATAAAAGCCCGAGCCAGAAAGAATG—
TACCGTTCTGTTTCAGATTAAACCGCAGGGTTTTCGTGATACCGTTGTTACCAGCGCATG—
TAGCCTGCAGACCGAAGGTAGTCTGAGCACCCGTAAACGTAGCCGTGATCCGGAAGAAGAACTGTAAgagcte
SacI Hersteller: GENEART, Regensburg, DE
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Anhang I

Vektorkarten

Humane Expressionsvektoren

(Mammalian Two-Three-Hybrid Assay / Co-Immunoprizipitation)

A feal B Nde|

%?gslil Byl 89} Aatl Byl 1l (sea)

Nhe @)

EcoR | 857)

Sma | 852)

BamH 1 867) Puu |
Sall g7 (2433)
Miul @77

Pst | i833)

Hind 111 889)

Xbal 89

pVP16
3.3kh

SVao
Pvul poly A 5530

(2634)

A Va0 IarFe T-antigen _
nuclear localization signal

pCMV-Tag 3

4.3 kb
Abb. 69: Vektorkarten der im Mammalian Two-/Three-Hybrid-Assay

genutzten Plasmide; A+B: Erzeugung von Fusionsproteinen (Clontech
Laboratories Inc. Mountain View, USA); A: pM-Vektor mit DNA-
Bindedomine; B: pVP16-Vektor mit DNA-Aktivierungsdomine; C:

dritter Expressionsvektor in M3H-Assay (Agilent Technologies, Inc.

Luciferase-Reporter-Vektoren (Mammalian Two-Three-Hybrid Assay)

Synthetic Paly(A) Signalf
A B Transcriptional Pause Sile GAL4UAS
Ball |4 (for background reduction) Adenovirus Major Late Promoler
ho | 5
Sac | 12
EcOICR | 1g
Hind Il |1
r né'l 24 lucZP
Amp NS/ | 20
on Soh| (22
Spel (24
INar | 4
p‘III:;:n:rII ﬁ”\’} 'I gz pGLA.31[/uc2P/GAL4UAS Hygro]
(3320bp) Ecor| |52 Vector
BamH| P xmal |65 (61070p)
e smal |67 T
ioian T "
S s Promoter
poly(A) Whe | 200

1247 Xba Rlue Cspd5 1315 Synthatic Poly(A) ‘ Hyaro & SVd0 Late Paly(A)
SV40 Enhancer/

Early Promoter
Abb. 70: Karten der im Dual-Luziferase-Assay genutzten luziferasetragenden Reportergenvektoren A: pRL-null mit konstitutiver Renilla-

Luziferase, B: pGL4.31{luc2P/GALAUAS/Hygro] mit anschaltbarer Fire Fly-Luziferase (Promega Corp., Madison, USA)
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Expression in Bakterien

A
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Abb. 71: in E. Coli verwendete humane Exptessionsvektoren fiir hRRAD51C, hRAD51C (E. coli-codonoptimiert) und hXRCC3 A: pET-21a(+)*;
B: pET-28a(+)*; C: pBADM-11%*; D: pPETM-11**; *Merck KGaA, Darmstadt, DE; ** EMBL Heidelberg

Cc
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Abb. 72: zur Virusgenerierung verwendete Insektenexpressionsvektoren A: pFASTBac HTb als Variante des verwendeten pFASTBac HTa zur

Expression von hRAD51C und getrennter Co-Expression von hRAD51C und hXRCC3 B: pFASTBac™Dual-Vektors zur Co-Expression von

hRAD51C und hXRCC3 (Life Technologies, Catlsbad, USA)
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