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ZUSAMMENFASSUNG 

Fanconi Anämie (FA) gehört zu den seltenen Chromsomeninstabilitäts-Syndromen. 

Ursächlich für die Erkrankung sind biallelische Mutationen mit autosomal rezessiver 

Vererbung in einem der bisher bekannten 21 Genen (FANCA, -B, -C, -D1, -D2, -E, -F, -G, 

-I, -J, -L, -M, -N, -O, -P, -Q, -R, -S, -T, -U und –V). Eine Ausnahme stellen FANCB und 

FANCS dar, die X-chromosomal rezessiv bzw. mit einem dominant negativen Effekt 

vererbt werden. Die Genprodukte sind als Teil des FA/BRCA-DNA-Reparatur Netzwerks 

bei der Beseitigung von DNA-Interstrang-Quervernetzungen (ICL) involviert. ICLs führen 

zu einer Stagnation der Replikationsgabel und blockieren somit wichtige zelluläre 

Prozesse wie Replikation und Transkription, sodass eine Aufrechterhaltung der 

Genomstabilität nicht mehr gewährleistet ist. 

FA ist gekennzeichnet durch angeborene Fehlbildungen, fortschreitendes 

Knochenmarkversagen und eine erhöhte Prädisposition gegenüber Krebserkrankungen. 

Die Diagnose basiert auf phänotypischen Auffälligkeiten und wird auf zellulärer Ebene 

durch die Hypersensititvät gegenüber DNA-quervernetzenden Substanzen wie 

Mitomycin C (MMC) bestätigt. Da nicht jeder Patient einer bisher bekannten 

Komplementationsgruppe zugeordnet werden kann und herkömmliche molekulare 

Diagnostikverfahren mit der steigenden Anzahl an FA-Genen mühsam, zeitaufwändig und 

teuer geworden sind, war es nötig, neue molekulare Verfahren wie 

Whole Exome Sequencing (WES) zu etablieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das 

Potential dieser Methode im Bezug auf die FA-Genotypisierung erforscht. Bei der Suche 

nach einer optimalen Anwendung des WES, untersuchten wir verschiedene 

Anreicherungs- und Sequenziertechniken. Dennoch führen Fehler in den Datenbanken 

sowie Pseudogene zu falschen Dateninterpretationen und –darstellungen und stellen 

somit eine Herausforderung dar. Trotzdem zeigen unserer Daten, dass WES eine 

wertvolle Methode in der Molekulardiagnostik von FA ist. Dies bestätigte sich durch die 

Zuordnung mehrerer, vorher unklassifizierter FA-Patienten zu den bekannten 

Komplementationsgruppen und der Ergänzung eines siebten Patienten zum Subtyp FA-P, 

im Rahmen von zwei Next Generation Sequencing (NGS) Publikationen.  

Außerdem wurden mit Hilfe von WES zwei neue FA-Gene (FANCQ und FANCW) im 

Rahmen dieser Arbeit gefunden, wobei XPF (FANCQ) das erste Gen überhaupt war, 

welches anhand von NGS detektiert wurde. ERCC4/XPF ist eine strukturspezifische 

Endonuklease, die durch ein Gen kodiert wird, welches bereits vorher mit den Krankheiten 

Xeroderma Pigmentosum (XP) und dem segmentalen XFE progeroid Syndrom in 

Verbindung gebracht wurde. Unsere Daten zeigen, dass abhängig von der Mutation in 
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XPF, Patienten eine der drei unterschiedlichen Funktionsstörungen aufweisen. Dies hebt 

die multifunktionale Stellung der XPF Endonuklease im Rahmen der Genomstabilität und 

von humanen Erkrankungen hervor. Das zweite Gen, das während dieser Arbeit entdeckt 

wurde, ist die WD40-Domäne tragende E3 Ubiquitin Ligase RFWD3, die kürzlich mit 

DNA-Reparatur und insbesondere HR verknüpft wurde. Wir konnten zeigen, dass eine 

RFWD3 Mutation in der WD40-Domäne bei einem FA-Patienten mit der genetischen 

Erkrankung Fanconi Anämie assoziiert ist. Die HR ist in RFWD3 (FANCW) mutierten 

Zellen gestört, was auf einer verminderten Relokalisation von mutiertem RFWD3 an das 

Chromatin und einer defekten Interaktion mit RPA beruht. Des Weiteren weisen 

Rfwd3-defiziente Mäuse typische Merkmale anderer FA-Mausmodelle auf, wie 

verminderte Fertilität, ovarielle und testikuläre Atrophie sowie eine reduzierte 

Lebenserwartung. 

Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass neue molekulare Ansätze wie NGS ein wertvolles 

Hilfsmittel in der FA-Diagnostik sind um bisher unklassifizierte Patienten einer 

Komplementationsgruppe zuordnen zu können. Zudem konnten mit Hilfe dieser Technik 

zwei neue Gene identifiziert werden. Deren Charakterisierung trägt zu einer 

Vervollständigung und weiteren Aufklärung des FA/BRCA-DNA-Reparatur-Netzwerks bei.  
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SUMMARY 

Fanconi anemia (FA) is a rare genomic instability syndrome. Biallelic mutations are 

disease causing in any one of at least 21 genes (FANCA, -B, -C, -D1, -D2, -E, -F, -G, -I, 

-J, -L, -M, -N, -O, -P, -Q, -R, -S, -T, -U and -V). All are inherited in an autosomal 

recessive way, except FANCB and FANCS, which are inherited in a X-chromosomal 

recessive and a dominant negative way, respectively. The gene products are involved in 

the FA/BRCA DNA damage response pathway to remove interstrand-crosslinks (ICL). 

ICLs cause stalled replication forks and hence block crucial cellular processes like 

replication and transcription resulting in decreased maintenance of genome stability. 

FA is characterized by congenital malformations, progressive bone marrow failure (BMF), 

and susceptibility to malignancies. Patients are diagnosed based upon phenotypical 

manifestations and the diagnosis of FA is confirmed by the hypersensitivity of cells to DNA 

interstrand crosslinking agents such as Mitomycin C (MMC). Since not every patient can 

be assigned to a complementation group and customary molecular diagnostics has 

become increasingly cumbersome, time-consuming and expensive the more FA genes 

have been identified new molecular approaches like Whole Exome Sequencing (WES) 

has been established. The potential of this method for FA genotyping has been 

investigated in the context of this thesis. By exploring different enrichment and sequencing 

techniques, we were able to identify the pathogenic mutations in each case using WES. 

However, database errors and pseudogenes pose challenges to interpret data correctly. 

Nevertheless our results show that WES is a valuable tool for molecular diagnosis of FA, 

since we were able to assign several previously unclassified FA patients to known 

complementation groups in the framework of two Next Generation Sequencing (NGS) 

studies.  

In addition WES revealed two new FA-genes, XPF and RFWD3. Extraordinarily, XPF 

(FANCQ) is the first gene to be detected with NGS. ERCC4/XPF is a structure-specific 

nuclease - encoding a gene previously connected to xeroderma pigmentosum (XP) and 

segmental XFE progeroid syndrome. Depending on the type of ERCC4 mutation 

individuals present with one of the three clinically distinct disorders highlighting the 

multifunctional nature of the XPF endonuclease in genome stability and human disease. 

The second gene identified within this thesis is the WD40-containing E3 ubiquitin ligase 

RFWD3, which has been recently linked to the repair of DNA damage by Homologous 

Recombination (HR). Here, we show that an RFWD3 mutation within the WD40 domain of 

a patient with typical FA malformations is connected to the genetic disease Fanconi 

anemia (FA). Disordered HR is the result of depleted relocation of mutant RFWD3 to 



 

 
 4 

chromatin and defective physical interaction with RPA. In addition, Rfwd3 knockout mice 

show ovarian and testicular atrophy, a reduced life span and pups with sub-Mendelian 

birth ratios indicating embryonal-lethality. These features resemble other FA mouse 

models.  

In summary, this work showed that new molecular approaches like WES are valuable 

tools for FA diagnosis. Additionally, this method is a useful medium to assign FA-patients 

to so far unknown complementation groups. Two novel genes have been identified and 

contribute to further completion of the FA/BRCA DNA repair network in the context of 

genome stability.  
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1 EINLEITUNG 

1.1 FANCONI ANÄMIE 

1.1.1 ENTDECKUNG UND ERSTBESCHREIBUNG  

Vor 90 Jahren diagnostizierte der Schweizer Kinderarzt Guido Fanconi erstmals die 

Fanconi Anämie (FA). Er entdeckte die Krankheit bei einer Familie, in der drei von fünf 

Kindern bereits angeborene Fehlbildungen wie Mikrozephalie, Pigmentierungsstörungen, 

Hypoplasie der Hoden, Schieleffekte und Einblutungen der Haut aufwiesen. Die drei 

betroffenen Brüder starben im frühen Kindesalter an einer perniziösen Anämie, die sich 

durch macrozytäre Erythrozyten, verstärkter Hämolyse und einem Vitamin B12 Mangel 

auszeichnet. (Fanconi, 1927) Ein ähnlicher Fall wurde im Jahre 1929 von Uehlinger 

beschrieben. (Uehlinger, 1929) Dadurch erkannte Fanconi, dass bei dieser Krankheit 

nicht nur die Erythropoese, sondern die gesamte Hämatopoese betroffen ist. (Fanconi, 

1927; Lobitz and Velleuer, 2006)  

1.1.2 DER KLINISCHE UND ZELLULÄRE PHÄNOTYP 

Guido Fanconi ging davon aus, dass es sich bei FA um eine erbliche Erkrankung handelt. 

Dies konnte vor allem die Gruppe um Traute Schröder-Kurth 1964 weiter belegen und 

zeigen, dass FA-Patienten an einer spontanen Chromosomeninstabilität leiden. 

(Schroeder et al., 1964) In den Chromosomen der Patienten können Brüche, Lücken oder 

Tri- bzw. Quadriradialstrukturen, mittels DNA-quervernetzenden Substanzen wie 

Mitomycin C (MMC) oder Diepoxybutan (DEB) induziert werden. Diese Veränderungen 

sind nach Giemsa-Färbung im Lichtmikroskop sichtbar. (Auerbach, 2009) Den 

Schweregrad der Erkrankung, vor allem in Bezug auf die Wahrscheinlichkeit einen Tumor 

zu entwickeln, konnte Fanconi noch nicht anhand der Unterschiede in der 

Chromosomenstabilität korrelieren. (Fanconi, 1927) 

Der vielfältige klinische Phänotyp der FA überlappt häufig mit anderen Syndromen wie 

Seckel, Nijmegen Breakage (NBS), Dubowitz, Holt-Oram, Thrombocytopenia-Absent 

Radius Syndrome (TAR), Townes-Brocks oder Saethre-Chotzen (TWIST1 Mutation). 

Deshalb kann eine eindeutige Diagnose für FA meist erst mit dem Eintreten 

hämatologischer Störungen gestellt werden. (Auerbach, 2009) Zwei Drittel aller 

FA-Patienten haben angeborene Fehlbildungen in verschiedenen Körperbereichen. Die 

Haut kann bspw. Café-au-lait-Flecken oder Hypopigmentierung aufweisen (bei ca. 40 %  
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der Patienten). Generell wird eine intrauterine und postnatale Wachstumsstörung 

beobachtet, die auch im weiteren Lebensverlauf nicht vollständig aufgeholt werden kann 

(ca. 40 % der Patienten betroffen). Des Weiteren zeigen sich bei etwa 35 % der Patienten 

Skelettanomalien wie Radius- bzw. Daumen A- und Hypoplasie, Skoliose oder Spina 

Bifida. Bei ca. 22 % der Betroffenen treten Hörstörungen, bis hin zur Taubheit, sowie 

Störungen des Sehapparats wie bspw. Mikrophthalmie auf. Etwa die Hälfte der 

FA-Patientinnen ist infertil. Das trifft auch auf einen großen Teil der FA-Patienten auf 

Grund genitaler Fehlbildungen (Mikropenis, fehlende Hoden) zu. Ebenfalls sind bei ca. 

20 % der FA-Patienten renale Fehlbildungen wie eine Hufeisenniere oder das Fehlen 

einer bzw. beider Nieren zu beobachten. Außerdem sind FA-Patienten von 

gastrointestinalen und kardio-pulmonalen Störungen betroffen sowie von Auswirkungen 

auf das Zentralnervensystem (ZNS), die sich häufig in einem Mikrozephalus zeigen 

(<10 % der Betroffenen). Jedoch sind bis heute nur wenige Fälle von geistiger 

Behinderung bzw. Beeinträchtigung bekannt. 70 % aller FA-Patienten leiden zudem unter 

endokrinen Störungen, die neben Diabetes auch einen Mangel an Wachstumshormonen 

und Schilddrüsenhormonen beinhalten kann. (Auerbach, 2009; Tischkowitz and Hodgson, 

2003) 

Wie sich aus dem Namen der Erkrankung ableiten lässt, ist das Leitbild von 

hämatologischen Störungen geprägt, die auch schon Guido Fanconi in seiner 

Erstbeschreibung in Teilen erkannte. Das Durchschnittsalter für das Auftreten dieser 

Veränderungen im Blutbild beträgt bei FA-Patienten <7 Jahre bzw. für eine Leukämie 

11,3 Jahre und steigt mit fortschreitendem Lebensalter dramatisch an, sodass 90 % aller 

40-jährigen FA-Patienten an Knochenmarkversagen leiden. (Alter, 2014; Rosenberg et al., 

2003) Anfangs lassen sich vor allem eine Macrozytose und eine Thrombozytopenie 

beobachten, welche schnell in eine Panzytopenie übergehen können. Durch 

Duplikationen und Triplikationen des langen Arms von Chromosom 1, Monosomie des 

Chromosom 7 oder dem Verlust des langen Arms von Chromosom 7, entstehen häufig 

eine akute myeloische Leukämie (AML) bzw. ein myelodysplastisches Syndrom (MDS), 

die wiederum mit klonalen zytogenetischen Aberrationen im Knochenmark einhergehen. 

(Neitzel et al., 2007) Chromosomale Instabilitäten sind auch eine Ursache für die in 

einigen Komplementationsgruppen auftretenden Krebserkrankungen. Häufig 

manifestieren sie sich bereits im jungen Erwachsenenalter und umfassen neben dem 

hämatopeotischen System auch Plattenepithelkarzinome, vor allem im Kopf- und 

Nackenbereich, sowie weitere solide Tumore bspw. der Leber, WILMS Tumore oder im 

Genitalbereich. (Alter, 2014; Kutler et al., 2003) 
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Generell findet man diese Erkrankung in allen ethnischen Gruppen weltweit mit einer 

heterozygoten Frequenz von 1:181 in der US-Bevölkerung, wobei höhere Frequenzen von 

<1:100 bei den Ashkenasim oder den Gitanos bekannt sind. (Rosenberg et al., 2011; 

Tischkowitz and Hodgson, 2003) Die Prävalenz liegt zum heutigen Stand bei ca. 

4-7 Betroffenen auf 1 Million Geburten, womit FA zu den seltenen genetischen 

Erkrankungen gehört. (Callen et al., 2005; Rosenberg et al., 2011)  

1.2 DIAGNOSTIK, GENOTYPISIERUNG UND THERAPIE 

1.2.1 KLASSISCHE, DIAGNOSTISCHE METHODEN 

Da der klinische Phänotyp eine hohe Variabilität aufzeigt und sich dadurch FA in manchen 

Fällen schwer bzw. kaum diagnostizieren lässt, macht man sich die Hypersensitivität 

gegenüber DNA-quervernetzende Substanzen wie MMC und DEB zunutze, die bei 

ähnlichen Chromosomeninstabilitäts-Syndromen wie NBS, Ataxia teleangiectasia (AT), 

Diamond-Blackfan Anämie (DBA) oder TAR-Syndrom nicht zu finden ist. (Auerbach, 

2009; Tischkowitz and Hodgson, 2003) Im Gegensatz dazu weisen FA-Zellen keine 

Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung oder ultraviolette (UV)-Strahlung auf, was 

wiederum der Fall bei NBS oder AT ist. (Kalb et al., 2004) Dadurch können auch Fälle 

ohne phänotypischen und hämatologischen Auffälligkeiten früh erkannt und diagnostiziert 

werden. Bei der Chromosomenbruchanalyse werden aus Blut oder aus Amnionzellen 

(daher eignet sich die Methode auch als Pränataldiagnostik) isolierte Lymphozyten mit 

unterschiedlichen Konzentrationen von MMC oder DEB versetzt und nach einer 

Aufarbeitung und Färbung im Lichtmikroskop betrachtet. Hierbei weisen Fanconi Anämie 

Patienten eine deutlich erhöhte Bruchrate im Vergleich zu gesunden Menschen auf (siehe 

Abbildung 1 A). Im Durchschnitt haben FA-Patienten eine Bruchrate von 0,65 Brüchen pro 

Zelle, gesunde Menschen hingegen eine durchschnittliche Bruchrate von kleiner als 

0,09 pro Zelle. (Oostra et al., 2012)  

Die Chromosomenbruchanalyse war lange der Goldstandard der FA-Diagnostik, wurde 

jedoch durch Zellzyklusanalysen ergänzt bzw. ersetzt, da diese weniger zeitaufwändig 

sind und keine zytogenetischen Kenntnisse erfordern. (Kitao and Takata, 2011; 

Tischkowitz and Hodgson, 2003) Erstmals wurde 1982 von Dutrillaux et al. eine 

verlängerte G2-Phase bei Kurzzeitkulturen von FA-Blutlymphozyten beobachtet. 

(Dutrillaux et al., 1982) Kubbies et al. konnte im Jahr 1985 diesen Versuch bestätigen und 

als diagnostische Methode mittels Durchflusszytometrie etablieren. (Kubbies et al., 1985) 

Auch hier werden die aus Blut isolierten Lymphozyten mit DNA-quervernetzenden 

Substanzen wie MMC oder Cisplatin versetzt um Unterschiede in der Länge des 
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Zellzyklus zu beobachten. FA-positive Zellen zeigen hier eine verlängerte G2/M-Phase im 

Zellzyklus, weswegen hier auch von einem Zellzyklus-Arrest gesprochen wird (siehe 

Abbildung 1 B). (Seyschab et al., 1995) 

 

 

Abbildung 1: Exemplarische Darstellung der klassischen diagnostischen Methoden 
bei FA 
A: Chromosomenbruchanalyse einer FA-Lymphozytenkultur nach DEB-Behandlung. Es sind für FA typische 

Tri- und Quadriradialfiguren sowie Brüche und Lücken erkennbar (rote Pfeile).Verändert nach Shimamura et 

al. (Shimamura, 2006) B: Zellzyklusanalyse von isolierten Blutlymphozyten eines FA-Patienten und einer 

Kontrolle. Der Patient zeigt einen typischen Anstieg an Zellen und den damit verbundenen G2-Phase Arrest 

nach MMC-Zugabe, wohingegen die Kontrolle keine erhöhte Anzahl an Zellen in der G2-Phase zeigt. In grau 

ist eine klassische Zellzyklusverteilung kultivierter Lymphozyten mit G1-, S- und G2-Phase dargestellt. Die 

erhöhte G2-Phase des FA-Patienten ist der erhöhte Peak mit weißem Hintergrund. Verändert nach Vaz et al. 

(Vaz et al., 2010) Für den Abdruck der Abbildung 1 B liegt die Erlaubnis der Nature Publishing Group vor. 

 

Es gibt allerdings Limitierungen, vor allem wenn der Patient ein sog. „somatisches 

Mosaik“ aufweist (10-25 % der FA-Patienten sind hiervon betroffen). Hierbei ist ein Teil 

der Blutzellen rückmutiert bzw. hat eine kompensatorische „cis“ Mutation erlangt. Die 

revertierten Zellen weisen keine erkennbare Mutation mehr auf und zeigen auch keinen 

Zellzyklusarrest mehr. Des Weiteren ist bekannt, dass durch mitotische Rekombination 

beide Mutationen auf ein Allel gelangen können und somit das andere Allel wieder 

funktionsfähig ist. Die Zellen besitzen in diesem Fall einen Selektionsvorteil und reagieren 

weniger sensitiv auf DNA-quervernetzende Substanzen, da die DNA-Reparatur wieder 

funktionstüchtig ist. (Tischkowitz and Hodgson, 2003) Auch bei der 

Chromosomenbruchanalyse wird man hier eine andere Verteilung der Brüche beobachten 

können. In diesem Fall werden für eine eindeutige Diagnose Fibroblasten, gewonnen aus 

A B 
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einer Hautstanze, untersucht. Diese Zellen unterliegen nicht dem Selektionsdruck und so 

kann sich hier kein Mosaik entwickeln. 

Beide Methoden lassen nur eine Klassifizierung in „FA-positiv“ oder „FA-negativ“ zu, 

geben jedoch keinen genauen Aufschluss über die vorliegende Mutation und das 

betroffene Gen bzw. erlauben keine Zuordnung in eine bestimmte 

Komplementationsgruppe. Hierfür sind molekulargenetische Analysen wie Next 

Generation Sequencing (NGS), Sanger Sequenzierung oder Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification (MLPA)-Analyse unabdingbar, worauf im nächsten Abschnitt näher 

eingegangen wird. 

1.2.2 KOMPLEMENTATIONSGRUPPENBESTIMMUNG  

Obwohl zu diesem Zeitpunkt noch keine FA-Komplementationsgruppe bekannt war, 

wurde erstmals im Jahre 1980 eine sog. somatische Zellhybridisierung durchgeführt. 

Dazu wurden FA-Zellen mit einer nichtverwandten Patientenzelllinie fusioniert und im 

Anschluss auf die FA-typische Hypersensitivität gegenüber DNA-quervernetzenden 

Substanzen getestet. Bleibt diese Hypersensitivität nach der Fusionierung bestehen, 

gehören beide Zelllinien derselben Komplementationsgruppe an. Bei unterschiedlichen 

Komplementationsgruppen muss erneut eine Zellfusion durchgeführt werden, bis der zu 

Grunde liegende Defekt korrigiert ist. (Zakrzewski and Sperling, 1980) Später wurde 

dieses Verfahren durch die retrovirale Transduktion abgelöst. Darunter versteht man die 

Behandlung von Patientenzellen mittels retroviralen Vektoren, die das gewünschte Gen in 

der Wildtyp(wt)-Variante enthält. Die Zellen exprimieren das in den Vektoren enthaltene 

FA-Gen. Ein anschließender Test auf die FA-typische Hypersensitivität gegenüber 

DNA-Doppelstrangquervernetzenden Substanzen, wie bspw. MMC, zeigt ob diese 

aufgehoben ist oder nicht. Bei einer nicht mehr vorhandenen Hypersensitivität kann man 

den Patienten der Komplementationsgruppe zuordnen, die in dem lentiviralen Konstrukt 

enthalten war. (Hanenberg et al., 2002)  

Seit 2012 hat sich die Methode der Hochdurchsatzsequenzierung in der 

FA-Komplementationsgruppenbestimmung immer weiter durchgesetzt. Sie erlaubt neben 

der Sequenzierung des gesamten Genoms (Whole Genome Sequencing, WGS) auch die 

Analyse des Exoms oder bestimmter Gene, die in einem sog. Panel zusammengefasst 

sind. 2005 wurde die erste Plattform von 454 Life Sciences eingeführt. (Margulies et al., 

2005) Mit den Jahren kamen verschiedene andere Systeme wie SOLiD (Sequencing by 

Oligonucleotide ligation and detection) von Applied Biosystems und die Plattform von 

Illumina, die wie der Roche 454 auf der Sequencing by synthesis-Methode basiert, dazu. 

Bei dieser Methode erfolgt die Sequenzierung zyklusweise. In jedem Sequenzierzyklus 
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wird genau ein Nukleotid komplementär zu der Template-DNA eingebaut und die 

Bestimmung der Basenabfolge findet zeitgleich mit der Strangsynthese statt. Ein Vorteil 

der Sequencing by synthesis-Methode ist die Möglichkeit, eine sogenannte 

paired-end-Sequenzierung durchzuführen, die eine präzisere Analyse erlaubt. Mit einer 

vorher festgelegten Readlänge von 100-250 Basenpaaren (bp), werden die zu 

sequenzierenden DNA-Fragmente von jeder Seite sequenziert. (Fullwood et al., 2009; 

Mardis, 2008) Außerdem wurde der Zeit- und Kostenaufwand mit den Jahren immer 

geringer, um bspw. ein vollständiges Genom zu sequenzieren. Somit ist es für fast jeden 

Wissenschaftler eine lohnenswerte Investition, Sequenzier-Daten mittels dieser Methode 

bspw. über kommerzielle Anbieter generieren zu lassen. Daneben sind in den letzten 

Jahren auch Benchtop-Geräte entwickelt worden, die einen Einsatz von NGS in der 

Routinediagnostik ermöglichen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass eine nicht 

unerhebliche Datenmenge verarbeitet und ausgewertet werden muss. Des Weiteren 

konnten mit Hilfe dieser Methode zahlreiche neue Varianten in schon bekannten Genen 

detektiert oder neue krankheitsassoziierte Gene identifiziert werden, wie es im Rahmen 

dieser Arbeit bei XPF und RFWD3 der Fall war. (Bogliolo et al., 2013; Majewski et al., 

2011) Auch bei der Aufklärung von seltenen, monogenen Erkrankungen wie bspw. dem 

Miller-Syndrom spielt NGS, im Besonderen Whole Exome Sequencing (WES), eine 

wesentliche Rolle. (Bamshad et al., 2011; Ng et al., 2010) Daneben erleichtert es die 

Aufklärung der zugrunde liegenden Mutation bei Erkrankungen mit einer Vielzahl von 

Kandidatengenen wie z. B. bei mentaler Retadierung oder heterogenen Erkrankungen wie 

Retinitis Pigmentosum. (Bowne et al., 2011; Brett et al., 2014; Zuchner et al., 2011) Auch 

im Bereich der Krebsforschung ist NGS ein wertvolles Tool, um etwaige Mutationen 

aufzuklären, die für Familienangehörige ebenfalls ein erhöhtes Krebsrisiko darstellen oder 

um eine mögliche Chemoresistenz im Vorfeld zu untersuchen. Hierfür gibt es mittlerweile 

auch sog. Krebspanels, die auf bestimmte Krebsarten abgestimmt sind. (Majewski et al., 

2011) 

Dennoch ist NGS oder WES als Methode zur Komplementationsgruppenbestimmung per 

se oft nicht ausreichend. Großen Deletionen oder Duplikationen, wie sie bspw. häufig in 

FANCA zu finden sind, können mit Hilfe von WES nicht detektiert werden. Hierbei ist es 

hilfreich, eine MLPA durchzuführen, die jedoch bisher kommerziell nur für die Gene 

FANCA und FANCC zu erhalten ist. (Gille et al., 2012) Eine Validierung der kausalen 

Mutation sollte zudem immer mittels Sanger Sequenzierung erfolgen, da auch NGS kein 

fehlerfreies System darstellt und es zu falsch positiven Ergebnissen, wie z. B. bei 

Pseudogenen, kommen kann. (Ameziane et al., 2012; Knies et al., 2012) Außerdem dient 

die Sanger Sequenzierung zur Bestätigung oder dem Ausschluss einer bereits bekannten 
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Mutation bei einem Angehörigen eines FA-Patienten und in der Pränataldiagnostik. 

Hierfür ist es nötig, die Mutation des Index-Patienten bereits vorher zu kennen. 

Oft ist es hilfreich eine vorausgehende Einordnung des mutierten Gens in „downstream“ 

oder „upstream“ bezüglich des FA/BRCA-Signalwegs durchzuführen. Hierbei nützt die 

Erstellung eines FANCD2-Immunblots. Da, wie in 1.3.3 beschrieben, der FA-Kernkomplex 

notwendig ist, um die Proteine FANCD2 und FANCI zu monoubiqitinieren, fehlt diese 

Monoubiquitinierung bei einer Variante in einem der Gene des Kernkomplex oder FANCI. 

Nach der Erstellung eines Westernblots mit Proteinlysaten, die aus MMC-behandelten 

Zellen generiert werden, fehlt die zweite Bande nach der Detektion mit einem 

FANCD2-Antikörper. Die nicht-ubiquitinierte Form von FANCD2 hat eine Größe von 

155 kDa - wohingegen die monoubiquitnierte Form um 7 kDa größer ist. (Garcia-Higuera 

et al., 2001) Liegt ein Defekt im FANCD2 Protein vor, so ist kein bzw. nur ein sehr 

schwaches FANCD2 Protein im Westernblot nachweisbar. Bei einer Mutation in den 

downstream vom ID-Komplex gelegenen Genen, zeigen sich im Westernblot sowohl die 

nicht-ubiquitinierte als auch die monoubiquitinierte zweite Bande von FANCD2. Hierbei ist 

keine Unterscheidung zwischen einem gesunden Menschen und einem sog. 

„downstream“ Patienten möglich. (Shimamura et al., 2002) Vor allem bei möglichen 

„downstream“ Patienten lohnt es sich, im Anschluss RAD51-Foci zu untersuchen, da 

RAD51 als einer der Hauptfaktoren in der Koordination der homologen 

Rekombinationsreparatur (HRR) und seit 2015 auch als FA-Protein bekannt ist. 

(Ameziane et al., 2015; Wang et al., 2015). Hierbei werden die von RAD51 bei der HR 

gebildeten Nukleofilamente durch indirektes Anfärben mit einem Fluoreszenzantikörper 

sichtbar gemacht. Subtypen wie FANCD1, FANCN oder natürlich FANCR zeigen eine 

stark verminderte Anzahl (<10 % Foci-positive Zellen) an RAD51 Foci-positiven Zellen. 

(Ameziane et al., 2015; Godthelp et al., 2006; Reid et al., 2007; Wang et al., 2015) Als 

Foci-positiv bezeichnet man Zellen mit mehr als 10 sichtbaren Foci pro Zelle. Damit lässt 

sich anhand dieser Analyse ein Ausschluss bzw. eine Beteiligung an der HRR feststellen. 

Gerade bei Erkrankungen wie FA, die keine Genotyp-Phänotyp Korrelation aufweisen, 

haben die letzten Jahre gezeigt, dass NGS im Zusammenspiel mit den beschriebenen 

Methoden die Suche nach einer ursächlichen Mutation bei bisher nicht zugeordneten 

Patienten erleichtert.  

1.2.3 THERAPIEANSÄTZE 

Da FA variabel im Phänotyp als auch im Genotyp ist, muss für jeden Patienten eine 

individuelle Therapiemaßnahme ergriffen werden. Trotzdem gibt es bis heute keine 

vollständige Heilung und die Therapie ist somit lediglich symptomatisch.  
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Des Weiteren muss zwischen der hämatologischen Seite der Erkrankung und der 

Krebserkrankung im Zusammenhang mit FA differenziert werden. 

Bei beginnenden Auffälligkeiten im Blutbild kann eine Androgentherapie oder 

Bluttransfusion anfangs ein Fortschreiten der Erkrankung verlangsamen. Androgene, wie 

Oxymetholon, werden häufig verabreicht, da sie die Produktion von Erythropoetin und 

somit die Bildung roter Blutkörperchen steigern. Bei einem Therapieansprechen wird die 

Dosis über einen Zeitraum von drei Monaten langsam erhöht, um Nebenwirkungen wie 

eine Verschlechterung der Leberwerte bis hin zu Leberkrebs, Vermännlichung oder Akne 

zu vermeiden. (Tischkowitz and Hodgson, 2003)  

Bei Knochenmarkversagen ist die Stammzelltransplantation von einem geeigneten 

Spender die einzige Therapiemöglichkeit. Idealerweise stimmen 10 von 10 HLA (human 

leukocyte antigen)-Marker überein. Dies wurde bereits 1989 von Eliane Gluckman mittels 

einer Stammzelltransplantation aus Nabelschnurblut bei einem FA-Patienten erfolgreich 

durchgeführt. (Gluckman et al., 1989) Hierbei ist jedoch zu beachten, dass durch die 

Hypersensitivität von FA-Zellen gegenüber Chemotherapeutika bzw. ionisierender 

Strahlung, eine Vorbereitung nach klassischen Regimen kontraindiziert ist. Fludarabin hat 

sich hier als ein geeignetes Mittel erwiesen, um ein mögliches Abstoßen der neuen 

Stammzellen zu vermeiden bzw. zu vermindern. (Alter BP, 1993-2015; Houghtaling et al., 

2003) Dennoch kann nicht jeder FA-Patient mittels einer Stammzelltransplantation 

therapiert werden. Oft gibt es keinen geeigneten (Fremd)Spender und die Generierung 

eines gesunden Geschwisterkinds, mittels Präimplantationsdiagnostik und in vitro 

Fertilisation ist ethisch umstritten und die Erfolgsquote auf Grund des mendelschen 

Vererbungswegs niedrig (<5 %). (Trujillo and Surralles, 2015) Deshalb richtete sich der 

Fokus in den letzten Jahren immer wieder auf die Gentherapie. Die anfänglichen 

Probleme bestanden vor allem in einer Ineffizienz bei der Transduktion mittels retroviralen 

Vektoren und der Schwierigkeit ausreichend Vorläuferzellen aus dem FA-Patienten zu 

gewinnen. Kürzlich konnte jedoch ein Fortschritt mit Hilfe von lentiviralen Vektoren erzielt 

werden. Außerdem ist es möglich, eine Gentherapie über Autotransplantation von 

korrigierten FA Hautfibroblasten durchzuführen. Hierbei werden aus Hautfibroblasten 

gesunde Vorläuferzellen hergestellt, die im Anschluss reprogrammiert werden und sich 

dann als sog. induzierte pluripotente Stammzelle (IPS) weiter differenzieren und dann 

einen Pool aus korrigierten hämatopoetischen Zellen liefert. Die Korrektur des 

fehlerhaften Gens, kann auch hier durch verschiedene Methoden stattfinden: Neben der 

bereits erwähnten ungerichteten Gentherapie mittels lentiviralen Vektoren, kann diese 

zielgerichtet mit Hilfe von genetischer Rekombination und eines adenoviralen 

Helfervektors oder dem CRISPR/Cas9 Endonuklease System erfolgen. (Bogliolo and 
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Surrallés, 2015) Dennoch sind hier noch weitere klinische Studien nötig, um diese 

Methoden in der Routine zu etablieren.  

Entwickelt ein FA-Patient einen soliden Tumor, so ist auf Grund der bereits erwähnten 

Sensitivität der Zellen gegenüber Chemotherapeutika und ionisierenden Strahlen, die 

Operation das Mittel der Wahl. (Tischkowitz and Hodgson, 2003) 

1.3 GENETISCHER UND MOLEKULARER HINTERGRUND 

1.3.1 DIE FA-GENE 

Entgegen Fanconis Annahme hat sich gezeigt, dass es sich bei FA um eine autosomal 

rezessive Erkrankung handelt. Ausnahmen stellen die Komplementationsgruppen FA-B, 

deren Genlocus sich auf dem X-Chromosom befindet und FA-R, dem ein dominant 

negativer Effekt zu Grunde liegt, dar. (Ameziane et al., 2015; Meetei et al., 2004; Wang et 

al., 2015) 

Bis heute sind 21 FA-Gene bekannt (siehe Tabelle 1), die alle im FA/BRCA-Signalweg 

verwurzelt sind. Hierzu zählen FANCA, -B, -C, -D1 (BRCA2), -D2, -E, -F, -G, -I, -J 

(BRIP1), -L, -M, -N (PALB2), -O (RAD51C), -P (SLX4), -Q (XPF/ERCC4), –R (RAD51), -S 

(BRCA1), -T (UBE2T), –U (XRCC2) und –V (REV7). Im Rahmen dieser Arbeit konnte 

neben XPF, auch ein bisher nicht mit dem FA/BRCA-Signalweg assoziiertes Gen, 

RFWD3, als FA-Gen identifiziert und charakterisiert werden, welches wir mit dem Alias 

FANCW betiteln werden (siehe 3.2.2.). Trotz des variablen Phänotyps sind für die 

Krankheit nur eine homozygote bzw. zwei heterozygote Veränderungen in einem dieser 

Gene ausreichend. (Lobitz and Velleuer, 2006) 

Sieben der 21 Gene sind auch als Prädispositionsgene für familiären Brust- und/oder 

Eierstockkrebs bekannt. Hierzu zählen FANCD1, FANCM, FANCN, FANCJ, FANCO, 

FANCS und FANCU. Der Unterschied zu Fanconi Anämie ist, dass bereits eine Mutation 

in monoallelischer Form ausreicht, um ein erhöhtes Risiko für die o.g. Krebsarten zu 

tragen. Mit der Ausnahme von FANCM, sind die mit familiären Brust- und Eierstockkrebs 

assoziierten Gene alle an die homologe Rekombination (HR) gekoppelt (siehe 1.3.2.4 B). 

(Bogliolo and Surrallés, 2015; Mamrak et al., 2016)  

Die Entdeckung des ersten FA-Gens, FANCC, liegt heute 24 Jahre zurück. (Strathdee et 

al., 1992a) Besonders eine Mutation in diesem Gen ist hier von Bedeutung, da sie 

vermehrt in Ashkenasim zu finden ist (c.345+4 A>T) und als sog. Founder Mutation gilt. 

1996 wurde FANCA entdeckt, welches eines der größten FA-Gene ist und dem die 

meisten FA-Patienten zugeordnet werden können. (Apostolou S et al., 1996) Das 

Mutationsspektrum in FANCA ist äußert heterogen. Neben Punktmutationen sind kleine 
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Duplikationen und Deletionen größerer Bereiche bekannt. (Tischkowitz and Hodgson, 

2003) FANCM nimmt eine Sonderstellung in der Reihe der FA-Gene ein. Der zuvor der 

Komplementationsgruppe FA-M zugewiesene Patient wies auch biallelische Mutationen in 

FANCA auf. Nach einer Komplementation mit wildtypischen FANCA konnte zudem die 

zuvor fehlende Expression der monoubiquitinierten FANCD2-Bande mittels Westernblot 

detektiert werden, was nach einer Komplementation mit wildtypischen FANCM nicht der 

Fall war. Im Gegensatz dazu, blieb die Hypersensitivität gegenüber 

DNA-quervernetzenden Substanzen auch nach der Komplementation mit wt-FANCM 

bestehen. (Meetei et al., 2005; Singh et al., 2009) Somit ist der Patient der 

Komplementationsgruppe FA-A zuzuordnen. In einer weiteren Untersuchung, konnten 

finnische Forscher FANCM ebenfalls als FA-Gen ausschließen, nachdem sie mittels 

Exome Sequenzierung eine finnische Kohorte auf loss-of-function (lof) Founder 

Mutationen gescreent hatten. Dabei wiesen 7 Individuen sog. lof-Mutationen auf, ohne 

FA-typische Merkmale zu haben. (Lim et al., 2014) Die in den darauffolgenden Jahren 

entdeckten Gene haben mit ihrer Charakterisierung wesentlich zum Verständnis des 

FA/BRCA-Signalwegs und der damit verbundenen Entstehung von Fanconi Anämie 

beigetragen. Seit 2013 konnten mit Hilfe neuer Techniken - wie bspw. NGS - sechs neue 

Gene gefunden werden. (Bluteau et al., 2016; Bogliolo and Surrallés, 2015; Park et al., 

2016; Shamseldin et al., 2012) So wurden auch im Rahmen dieser Arbeit mit dieser 

Methode zwei neue Gene identifiziert und charakterisiert (XPF und RFWD3). Bei den neu 

zugeordneten Genen gibt es meist nur einen bis wenige Patienten, die diesen 

Komplementationsgruppen angehören. Allerdings tragen v.a. die Entdeckungen dieser 

Gene wesentlich zur Aufklärung des molekularen Mechanismus von FA bei. In den 

kommenden Jahren ist damit zu rechnen, dass weitere Gene dem FA/BRCA-Signalweg 

als Fanconi-Gene zugeschrieben werden können, da es immer noch viele Patienten gibt, 

die bisher keiner Komplementationsgruppe zugeordnet werden können.  

Eine Übersicht der 21 bekannten FA-Komplementationsgruppen, die dazugehörenden 

Gen-Aliase, deren chromosomale Lokalisation, sowie die Verteilung innerhalb der 

FA-Patienten und die Methode, mit welcher das Gen entdeckt wurde, sind in Tabelle 1 

zusammengefasst.   
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Tabelle 1: Übersicht über alle bis dato bekannten FA-Gene  
Neben der Komplementationsgruppe sind das dazugehörige Gen-Alias, die chromosomale Lokalisation und 

die Häufigkeit unter den FA-Patienten angegeben. Des Weiteren sind die Autoren der Erstbeschreibung 

genannt und die Methode, mit welcher das Gen im Zusammenhang mit FA entdeckt wurde. Die Häufigkeit ist 

aus der Fanconi Anemia Mutation Database (http://www.rockefeller.edu/fanconi/) entnommen.  

Co-IP: Co-Immunopräzipitation; WES: Whole Exome Sequencing; WGS: Whole Genome Sequencing 

Komplementations-

gruppe 

Gen-

Alias 
Lokalisation Häufigkeit Entdeckt von Entdeckungsmethode 

FA-A  16q24.3 63 % 
(Apostolou S et 

al., 1996) 

Expressions-/ 

Positionsklonierung 

FA-B FAAP95 Xp22.3 2 % 
(Meetei et al., 

2004) 

Massenspektrometrie/ 

Co-IP 

FA-C  9q22.3 12 % 
(Strathdee et 

al., 1992b) 
Expressionsklonierung 

FA-D1 BRCA2 13q12.3 2 % 
(Howlett et al., 

2002) 
Kandidatengenscreening 

FA-D2  3p25.3 3 % 
(Timmers et 

al., 2001) 
Positionsklonierung 

FA-E  6p22-p21 2 % 
(Winter et al., 

2000a) 
Expressionsklonierung 

FA-F  11p14.3 2 % 
(Winter et al., 

2000b) 
Expressionsklonierung 

FA-G XRCC9 9p13.3 9 % 
(de Winter et 

al., 1998) 
Expressionsklonierung 

FA-I KIAA1794 15q25-q26 1 % 

(Dorsman et 

al., 2007; Sims 

et al., 2007; 

Smogorzewska 

et al., 2007) 

Kopplungsanalyse/ 

ATM und ATR 

Substratscreening/ 

bioinformatische 

Homologiesuche 

FA-J 
BRIP1/ 

BACH1 
17q23.2 2 % 

(Levitus et al., 

2005; Levran 

et al., 2005)  

Genetisches Mapping/ 

Positionsklonierung 

FA-L FAAP43 2p16.1 0,5 % 
(Meetei et al., 

2003a) 

Massenspektrometrie/ 

Co-IP 

FA-M FAAP250 14q21.3 0,1 % 
(Meetei et al., 

2005) 

Massenspektrometrie/ 

Co-IP 

FA-N PALB2 16p12.2 0,6 % 

(Reid et al., 

2007; Xia et 

al., 2007) 

Co-IP 

FA-O RAD51C 17q22 0,1 % 
(Vaz et al., 

2010) 
Homozygosity Mapping 

FA-P 
SLX4/ 

BTBD12 
16p13.3 0,5 % 

(Kim et al., 

2011; Stoepker 

et al., 2011) 

Sanger Sequenzierung 

FA-Q 
XPF/ 

ERCC4 
16p13.12 0,1 % 

(Bogliolo et al., 

2013) 

WES /Sanger 

Sequenzierung 

FA-R RAD51 15q15.1 0,1 % 

(Ameziane et 

al., 2015; 

Wang et al., 

2015) 

WGS/WES/Sanger 

Sequenzierung 
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Komplementations-

gruppe 

Gen-

Alias 
Lokalisation Häufigkeit Entdeckt von Entdeckungsmethode 

FA-S BRCA1 17q21.31 0,1 % 
(Sawyer et al., 

2015) 
WES 

FA-T UBE2T 1q32.1 0,1 % 

(Hira et al., 

2015; Rickman 

et al., 2015; 

Virts et al., 

2015) 

WES, Sanger 

Sequenzierung, RNA 

Sequenzierung, 

retrovirale 

Komplementation 

FA-U XRCC2 7q36.1 0,1 % 
(Park et al., 

2016) 
WES 

FA-V 
REV7/ 

MAD2L2 
1p36.22 0,1 % 

(Bluteau et al., 

2016) 
WES 

 

1.3.2 DIE FA-PROTEINE IN DER DNA-REPARATUR 

Auf Grund von exogenen (bspw. UV-Strahlen, radioaktive Strahlung oder chemischen 

Substanzen) oder endogenen Faktoren (bspw. fehlerhafte Replikation oder reaktive 

Sauerstoffspezies) entstehen in unserem Genom täglich eine Vielzahl an neuen 

Mutationen. Um diese Mutationen schnellstmöglich erfolgreich zu beseitigen, existieren in 

unserem Organismus verschiedene, spezifische DNA-Reparatursysteme. Sie erkennen 

bestimmte Mutationen und können diese beheben. Betrifft jedoch eine Mutation eines 

dieser Reparatursysteme, resultiert dies meist in einer schwerwiegenden Erkrankung. Im 

Folgenden soll auf verschiedene Reparaturmechanismen und die Beteiligung der 

FA-Proteine an diesen Mechanismen eingegangen werden.  

1.3.2.1 NUCLEOTID-EXCISIONS-REPARATUR 

Die Nukleotid-Excisions-Reparatur (NER) dient vor allem der Entfernung von 

DNA-Schäden, die auf Pyridindimeren oder 6,4 Photoprodukten basieren und auf Grund 

von UV-Strahlen entstanden sind. Vor allem bei Patienten mit Xeroderma Pigmentosum 

(XP) der Komplementationsgruppe F, ist eine genetisch bedingte, fehlerhafte NER 

bekannt. (Cleaver et al., 2009) Hier liegt eine Mutation im Gen XPF/ERCC4 vor, welches 

zusammen mit ERCC1 einen wichtigen Bestandteil der NER ausmacht. (Gregg et al., 

2011) Die Patienten weisen vor allem eine erhöhte Sensitivität gegenüber UV-Strahlung 

und Pigmentierungsstörungen der Haut auf. Im Gegensatz dazu, haben FA-Patienten mit 

einem Defekt in XPF keine erhöhte Sensitivität gegenüber UV-Strahlung, jedoch 

gegenüber DNA-quervernetzenden Substanzen. Es wird vermutet, dass XPF an zwei 

unterschiedlichen Reparaturwegen beteiligt ist. (Bogliolo and Surrallés, 2015) Generell 

detektiert das Heterotrimer XPC/hHR23B/centrin2 den DNA-Schaden und die DNA wird 

durch das Heterodimer XPB und XPD entwunden. XPA und RPA halten die entwundene 
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DNA in einem stabilen Zustand und rekrutieren weitere Enzyme wie den 

Endonuklease-Komplex ERCC1-ERCC4 und XPG. ERCC1-ERCC4 ist verantwortlich für 

das Ausschneiden des DNA-Schadens am 5‘-Ende, wohingegen XPG den Einschnitt an 

der 3‘-Stelle neben dem Schaden durchführt. Im Anschluss werden die fehlenden Basen 

mittels RFC, PCNA, Pol δ neu synthetisiert und die Lücke mit Hilfe der DNA-Ligase 

geschlossen. (Stauffer and Chazin, 2004) 

1.3.2.2 BASENFEHLPAARUNGS-REPARATUR 

Bei der Basenfehlpaarungs-Reparatur sind Fanconi Proteine nur indirekt beteiligt. MSH1 

und MLH1 als Bindungspartner von FANCD2, regulieren im Wesentlichen diesen 

Reparaturweg. Außerdem ist bekannt, dass FANCJ mit dem Komplex MutLα interagiert. 

In diesem hoch konservierten Reparaturweg werden Basenfehlpaarungen, wie Guanin mit 

Thymin, oder kleine Insertionen und Deletionen beseitigt. Im Menschen kennt man zwei 

Komplexe, die an der Erkennung und Bindung der Fehlpaarung beteiligt sind: MutSα und 

MutSβ. MutSα besteht aus MSH2 und MSH6 und ist vornehmlich für die Detektion der 

Fehlpaarung bzw. kleiner Insertionen/Deletionen verantwortlich. MutSβ, bestehend aus 

MSH2 und MSH3, erkennt und repariert hingegen Insertionen und Deletionen mit bis zu 

16 Extrabasen. Nach der Detektion des Schadens rekrutieren die MutS-Komplexe MutLα, 

welcher wiederum aus MLH1 und PMS2 zusammengesetzt ist und die weiteren Schritte in 

der Basenfehlpaarungs-Reparatur regelt. Hierbei wird die Fehlpaarung mit Hilfe von 

Exonuklease 1 und PCNA entfernt, woraufhin die entfernten Nukleotide durch die 

Polymerase δ neu synthetisiert werden können. Im Anschluss wird der DNA-Strang 

mittels einer Ligase wieder verschlossen. (Williams et al., 2011)  

Defekte in der MMR sind mit dem Hereditären Nicht-Polypösen Kolonkarzinom (HNPCC; 

hereditary non-polyposis colon cancer) assoziiert. (Muller and Fishel, 2002) 

1.3.2.3 TRANSLÄSIONS-DNA-SYNTHESE 

Die Transläsions DNA-Synthese ist ein Reparaturmechanismus, der die Eigenschaft hat, 

mittels verschiedener Polymerasen über chemisch modifizierte Basen bzw. abasische 

Stellen in der DNA hinweg zu synthetisieren. Dabei spielt v.a. die DNA-Polymerase ζ, 

bestehend aus den Untereinheiten REV1, REV3, REV7, POLD2 und POLD3, eine 

wichtige Rolle. Sie besitzt die Funktion, Nukleotide gegenüber geschädigter DNA, infolge 

von Addukten, abasischen Stellen und DNA-Quervernetzungen, einzubauen. Damit wird 

das Genom stabilisiert und die Replikation kann voranschreiten. (Sharma et al., 2013) 

Diese Art der Reparatur ist jedoch fehlerbehaftet und nimmt den Einbau von falschen 

Basen in Kauf, um ein Fortschreiten der Replikation zu garantieren. 
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1.3.2.4 REPARATUR VON DNA-DOPPELSTRANGBRÜCHEN 

Hierbei wird vor allem die homologe Rekombination (HR) als Reparaturmechanismus zur 

Auflösung dieser Doppelstrangbrüche (DSB) verwendet. Alternativ kann bei einem 

fehlenden homologen Template die Reparatur mittels Non-homologous-end-joining 

(NHEJ) erfolgen.  

A: Non-homologous-end-joining (NHEJ) 

Non-homologous-end-joining dient wie die HR zur Reparatur von Doppelstrangbrüchen, 

ist aber im Gegensatz dazu fehlerbehaftet und kann in jeder Phase des Zellzyklus 

durchgeführt werden. Dieser Mechanismus lässt sich in zwei unterschiedliche Wege 

einteilen: Das klassische NHEJ (cNHEJ) und das alternative End-Joining (alt-EJ) (siehe 

Abbildung 2 A und C). Beim klassischen Weg bindet das Heterodimer des KU-Komplexes, 

bestehend aus KU70-KU80, an die offenen Enden des DSB um ihn zu stabilisieren und 

vor einer weiteren Prozessierung zu schützen. Dabei wird die katalytische Untereinheit 

der DNA-abhängigen Proteinkinase (DNA-PKcs) aktiviert. (Gottlieb and Jackson, 1993) Im 

Anschluss wird die DNA mit Hilfe des gebundenen MRN-Komplexes und der Exonuklease 

Artemis prozessiert, um 5‘ oder 3‘ des Bruchs einzelsträngige DNA zu entfernen. Die 

freien Enden werden mittels des DNA-Ligase-IV-XRCC4-Komplex und XLF direkt 

miteinander verknüpft, wobei kleine Insertionen oder Deletionen entstehen können. 

(Lieber et al., 2003) Das alt-EJ wurde an Hefen erforscht, die für den KU-Komplex oder 

Ligase-IV defizient sind. Es findet in kurzen Bereichen 5-25 bp von Mikrohomologien 

(MMEJ, microhomology-mediated end-joining) oder während der S und G2-Phase des 

Zellzyklus statt. Zu diesem Zeitpunkt ist das KU-Heterodimer weniger aktiv. Somit besteht 

ein geringerer Schutz für die offenen Enden, die leichter von Exonukleasen angegriffen 

werden können, wodurch auch größere Deletionen möglich sind. Nach der Bindung des 

MRN-Komplexes werden die Enden mittels der Exonuklease CtIP prozessiert und 

anschließend durch die DNA-Ligase III verbunden. (McVey and Lee, 2008) Das MMEJ ist 

eines der wenigen DNA-Reparatursysteme, das durch Überexpression der beteiligten 

Proteine zu Krebs führen kann, da es ein erhöhtes Fehlerpotenzial in der Reparatur hat. 

(Bernstein et al., 2013; Pettan-Brewer et al., 2012)  

B: Homologe Rekombination (HR)  

HR ist ein fehlerfreies Reparatursystem, welches sich in Form eines Schwesterchromatids 

ein homologes DNA-Template zur Vorlage nimmt, um einen Doppelstrangbruch zu 

reparieren. (Haber, 2000) HR findet jedoch nur in einer bestimmten Phase des Zellzyklus 

statt: in der späten S- und der G2-Phase. Zunächst binden die Nukleasen 

MRE11/RAD50/NBS1 (XRCC1) - auch als MRN-Komplex bezeichnet - an den DSB und 
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vermitteln dadurch die Aktivierung von ATM. (Williams and Tainer, 2007) Das 5‘-Ende des 

DSB wird durch den MRN-Komplex mit Hilfe von BRCA1 prozessiert. Dies ist durch ATM 

und CtIP reguliert und wird durch EXO1 und BLM unterstützt. (Ciccia and Elledge, 2010) 

Dadurch entstehen freie 3‘-Enden aus einzelsträngiger DNA (single-stranded DNA, 

ssDNA). An diese bindet RPA, welches durch RAD51 wieder verdrängt wird. Dieser 

Prozess ist durch BRCA2 reguliert. Im Falle von repetitiven Sequenzen, können die 

geschnittenen 3‘-Enden mittels RAD52 direkt miteinander verknüpft werden. Diese 

Variante nennt man single strand annealing (SSA) und neben RAD52 sind auch die 

Endonukleasen XPF/ERRC1 daran beteiligt (siehe Abbildung 2 D). (Hartlerode and 

Scully, 2009; Motycka et al., 2004) Durch die Polymerisation von RAD51-Proteinen bilden 

sich RAD51-Nukleofilamenten an ssDNA. Sie vermitteln die Strang-Invasion, indem sie 

sich an den komplementären Bereich des homologen DNA-Strangs anlagern. (Stauffer 

and Chazin, 2004) Hierbei bildet sich eine sog. D-Loop-Struktur (displacement-structure) 

aus. Anschließend kann der 3‘-Strang mittels DNA-Polymerasen erweitert werden, um 

sich dann an das prozessierte 5‘-Ende anzulagern und die DNA wieder zu verschließen. 

Diese Variante des Signalwegs bezeichnet man als SDSA (synthesis-dependent strand 

annealing) und wird vor allem durch die Helikase RTEL1 begünstigt. Hierbei entstehen in 

der Regel Non-Crossover-Produkte. (Barber et al., 2008) Als Alternative zum SDSA 

können sich aus der D-Loop Struktur doppelte Holliday Junction Strukturen (dHJs) 

ausbilden. Diese können entweder durch den BLM/TOPOIII Komplex aufgelöst oder von 

den Nukleasen GEN1, MUS81/EME1 oder SLX1/SLX4 geschnitten werden. Daraus 

resultieren Non-Crossover oder Crossover-Produkte. (Ciccia and Elledge, 2010) Eine 

schematische Darstellung der HR findet sich in Abbildung 2 B. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Doppelstrangbruch-Reparatursysteme 
A: cNHEJ  Durch die Bindung des Ku-Komplexes und den DNA-PKcs entsteht eine aktive Proteinkinase. 

Nach der Anlagerung der Exonuklease Artemis werden die Enden prozessiert und Artemis wird 

phosphoryliert. Die freien Enden werden mittels des DNA-Ligase-IV-XRCC4-Komplex und XLF direkt 

miteinander verknüpft. B: HR  Die initiale Resektion findet durch Bindung des MRN-Komplexes statt. Die 

Prozessierung der 5`-Enden erfolgt mit Hilfe von BRCA1. Die Regulation findet mit Hilfe von CtIP und ATM 

statt. BLM und EXO1 fördern die Resektion sowie die Anlagerung von RPA an die DNA. Nach Bindung von 

BRCA2 kommt es zur ATR-abhängigen Anlagerung von RAD51-Filamenten sowie zur Stranginvasion in 

homologe Sequenzbereiche. Ausbildung von D-Loop-Strukturen, die direkt über MUS81/EME1 gespalten oder 

durch RTEL1 während SDSA aufgelöst werden. Holliday Junctions (HJ) können auch über den 

BLM/TOPOIII-Komplex oder durch die Nukleasen GEN1 sowie MUS81/EME1-SLX1/SLX4 aufgelöst werden. 

C: alt-NHEJ Beim Vorliegen kurzer, homologer Abschnitte nahe des DSBs. Bindung des MRN-Komplex und 

der Exonuklease CtIP, die die Enden prozessiert. Ligation der Enden mit Hilfe von XRCC1 und LIG3.  

D: SSA  Im Falle von repetitiven Sequenzen werden die geschnittenen 3‘-ssDNA-Enden mittels RAD52 

direkt miteinander verknüpft. Weitere beteiligte Endonukleasen sind XPF und ERRC1. 

cNHEJ: klassisches Non-homologous-end-joining; HR: homologe Rekombination; alt-NHEJ: alternatives 

Non-homologous-end-joining  

Verändert nach Ciccia et al. (Ciccia and Elledge, 2010). Für den Abdruck der Abbildung liegt die Erlaubnis von 

Elsevier vor. 
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1.3.3 DER FA/BRCA-SIGNALWEG  

Die 21, bisher bekannten, FA-Gene lassen sich in unterschiedliche Gruppen und Bereiche 

des FA/BRCA-Signalwegs einordnen, abhängig von ihrer Funktion und der Interaktion mit 

anderen Genprodukten. Die Hauptfunktion des FA/BRCA-Signalwegs besteht in der 

Auflösung von DNA-Interstrang-Quervernetzungen. Diese bewirken ein Anhalten der 

Replikationsgabel, das im schlimmsten Fall zu einem Doppelstrangbruch führen kann. 

Somit kann eine Aufrechterhaltung des Genoms nicht mehr gewährleistet werden. Als 

Folge von blockierten Replikationsgabeln wird der Replikations-Kontrollpunkt des 

Zellzyklus durch die ATR-Kinase aktiviert. Daraufhin erfolgt die Aktivierung des 

FA/BRCA-Signalwegs, wodurch der Schaden behoben werden kann. 

Im Allgemeinen lässt sich die Behebung eines DNA-Schadens, der durch 

DNA-quervernetzende Substanzen induziert wurde, in drei Phasen einteilen. Die erste 

Phase dient der Schadenserkennung und wird bestimmt durch die Proteine des 

Fanconi-Kernkomplexes. Dieser besteht aus den Proteinen FANCA, FANCB, FANCC, 

FANCE, FANCF, FANCG, FANCL und FANCM. Ferner zählen die assoziierten Proteine 

FAAP20 und FAAP100, sowie MHF1, MHF2, FAAP24 und HES1 (hairy enhance of split 

1) dazu. Erst vor kurzem wurde entdeckt, dass der eigentliche Kernkomplex vermutlich in 

drei weitere Subkomplexe unterteilt werden kann: FANCA-FANCG-FAAP20 (AG20), 

FANCB-FANCL-FAAP100 (BL100) und FANCC-FANCE-FANCF (CEF). (Huang et al., 

2014; Rajendra et al., 2014) Über den FANCA-FANCG-FAAP20 Komplex ist noch wenig 

bekannt, von FANCC-FANCE-FANCF weiß man hingegen, dass es als Adapter-Protein 

die Interaktion von FANCD2 und anderen Kernkomplexproteinen steuert und in 

zweifacher Ausführung an die gegenüberliegenden Seiten des BL100 Komplexes bindet. 

(Swuec and Costa, 2016; Swuec et al., 2016) Von Bedeutung ist vor allem der, als 

symmetrischer Heterotrimer vorkommender, Subkomplex FANCB-FANCL-FAAP100, der 

als E3 Ubiquitin Ligase agiert. Diese wird nach der Detektion von stagnierten 

Replikationsgabeln aktiviert. Die E3 Ubiquitin Ligase Aktivität liegt in der PHD (plant 

homeodomain)-Finger-Domäne von FANCL. FANCB und FAAP100 dienen in diesem 

Homodimer aus BL100 vor allem dazu, die beiden PHD-Finger Proteine korrekt zu 

positionieren, um einen Übertrag des Ubiquitins von der E2 auf das Substrat zu 

ermöglichen. (Meetei et al., 2003a; Swuec et al., 2016)  

Nach der Schadensdetektion mittels des Kernkomplexes und dessen Bindung an das 

Chromatin wird mit Hilfe des E2 konjugierenden Enzyms FANCT/UBE2T der sog. 

ID-Komplex, bestehend aus FANCD2 und FANCI, monoubiquitiniert. (Garcia-Higuera et 

al., 2001; Machida et al., 2006; Smogorzewska et al., 2007) Dies ist die zweite Phase der 

DNA-Schadensbehebung. Hervorzuheben ist auch die Rolle von FANCM: Als ein 
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Homolog der archealen DNA-Helikase bzw. -Nuklease HEF, hat FANCM 

DNA-Helikasemotive und eine degenerierte Nuklease. FANCM bindet zusammen mit 

FAAP24, MHF1 und MHF2 bevorzugt an einzelsträngige und verzweigte DNA und 

rekrutiert den restlichen Kernkomplex an das Chromatin um einen DNA-Schaden zu 

erkennen und die Kaskade zur Behebung dieses Schadens in Gang zu setzen. Dieser 

Vorgang ist, wie bei einigen anderen FA-Proteinen auch, mittels der Kinase ATR reguliert. 

(Collis et al., 2008) Neben seiner Funktion als Ubiquitin Ligase bildet der FA-Kernkomplex 

im Zusammenspiel mit BLM, RPA und der Topoisomerase IIIα einen weiteren, größeren 

Komplex (BRAFT), welcher mit dem Bloom Syndrom assoziiert ist. (Meetei et al., 2003b)  

Das monoubiquitinierte Heterodimer des ID-Komplexes bindet an das Chromatin, wo es 

die vom ID-Komplex downstream gelegenen Genprodukte von FANCP (SLX4) und 

-Q (XPF) rekrutiert und aktiviert. Hierbei spielen auch FAN1 und BRCA1 eine Rolle. Die 

struktur-spezifische Endonuklease FAN1 bindet mittels ihrer ubiquitin-binding zinc finger 

(UBZ)-Domäne an geschädigte DNA, indem sie mit monoubiquitiniertem FANCD2 

interagiert. (Liu et al., 2010) Trotz der wichtigen Funktion im FA/BRCA-Signalweg konnte 

FAN1 bisher als kausales FA-Gen ausgeschlossen werden, da bis heute noch kein 

Patient mit Mutationen in diesem Gen gefunden wurde, der den klinischen und zellulären 

FA-Phänotyp aufweist. (Trujillo et al., 2012) Mit Hilfe von FANCP (SLX4) und –Q (XPF) 

erfolgt 3‘ und 5‘ des DNA-Schadens ein Einschnitt an der DNA um den Schaden zu 

entfernen. (Douwel et al., 2014; Liu et al., 2010) Daran sind neben XPF und SLX4 noch 

weitere Endonukleasen (ERCC1, MUS81, EME1, SLX1) beteiligt, die unter anderem auch 

an der Auflösung von Holliday Junction Strukturen mitwirken. Vor allem SLX4 trägt hierbei 

zur Organisation der spezifischen Nukleasen bei. Im Folgenden werden die 

Transläsionspolymerasen REV1, POLζ und REV7 aktiviert, die mittels 

Transläsionssynthese (TLS) den geschädigten DNA-Strang verlängern, um ein 

Ausgangsprodukt für die anschließende HR herzustellen. (Bogliolo and Surrallés, 2015) In 

der dritten und finalen Phase der DNA-Reparatur werden die FA-Proteine FANCD1, 

FANCJ, FANCN, FANCO, FANCS, FANCR und FANCU rekrutiert um gemeinsam, mittels 

HR, den Schaden zu beheben. (siehe Abbildung 3) Unter den FA-Proteinen hat hierbei 

FANCD1 eine entscheidende Rolle in der Regulation der HR. Es rekrutiert FANCR 

(RAD51), die Hauptkomponente der homologen Rekombination (HR). Daneben wird 

FANCD1 von FANCN stabilisiert und an die DNA lokalisiert. (Xia et al., 2007) Um den 

Reparaturprozess wieder zu beenden und alle Komponenten in ihre „Ausgangslage“ 

zurückzubringen, ist eine Deubiquitinierung des ID-Komplexes nötig. Dies erfolgt mittels 

UAF1 und USP1. (Murai et al., 2011) Hierzu ist es nötig, dass sich der ID-Komplex bereits 

wieder von der DNA gelöst hat. (Cohn et al., 2007; Nijman et al., 2005; Smogorzewska et 

al., 2007; van Twest et al., 2016)  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des FA/BRCA-Signalweges. 
Nach einem DNA-Schaden in Form einer DNA-Quervernetzung (roter Blitz innerhalb der DNA) wird der 
FA/BRCA-Signalweg aktiviert. (1) Der Kernkomplex (rote und orangefarbige Proteine) bindet nach der 
Erkennung des Schadens durch FANCM (gelb) an das Chromatin. Durch die E3-Ligase-Aktivität von FANCL 
wird das vom Ubiquitin-konjugierenden Enzym UBE2T/FANCT (gold-gelb) bereitgestellte Ubiquitin auf den 
ID-Komplex (grün) übertragen. (2) Der ID-Komplex ist ebenfalls am Chromatin lokalisiert. Mit Hilfe des aktiven, 
monoubiquitinierten ID-Komplexes werden weitere Proteine zur Schadensbehebung rekrutiert. (3) Die 
Endonukleasen (blau) schneiden den Schaden aus der DNA (Pfeilspitzen). (4) Die Lücke wird mittels 
Transläsions-Synthese aufgefüllt (türkis). (5) Die endgültige Reparatur erfolgt durch die Komponenten der 
Homologen Rekombination (violett). Alle assoziierten Proteine sind in grau dargestellt. Verändert nach 
Schindler et al. (Schindler et al., 2012) Für den Abdruck der Abbildung liegt die Erlaubnis des Springer 
Verlags vor. 

 

1.3.4 WEITERE ZELLULÄRE FA-MERKMALE  

Die Wesentlichen, von Guido Fanconi entdeckten, zellulären FA-Merkmale wurden bereits 

in 1.1.2 beschrieben. Dennoch gibt es weitere zelluläre Dysfunktionen und -regulationen, 

die ebenfalls zum klinischen Phänotyp der FA beitragen.  

Bei FA-Zellen kommt es zu einem Arrest in der G2/M-Phase im Zellzyklus, die man sich 

auch in der Diagnostik zunutze macht (siehe 1.2.1). Der G2/M Checkpoint spielt im 

Zellzyklus in der Aufrechterhaltung der Genomstabilität eine wichtige Rolle. Während 

dieser gewollten Pause findet die DNA-Reparatur statt, bevor die Zellen anschließend in 

die Mitose eintreten. Da bei FA-Patienten diese DNA-Reparatur nicht stattfinden kann, 

arretieren FA-Zellen in der G2/M-Phase. (Tischkowitz and Hodgson, 2003) 



EINLEITUNG 

 

 
 24 

Mehrere Studien haben bestätigt, dass FA-Zellen eine erhöhte Sensitivität gegenüber 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Aldehyden aufweisen. Die Gruppe um Joenje et 

al. konnte zeigen, dass die chromosomale Bruchrate in FA-Zellen unter niedrigen 

Sauerstoffbedingungen verringert ist. (Joenje et al., 1981) Außerdem wachsen in Kultur 

gehaltene FA-Fibroblasten unter hypoxischen (5 % O2) Bedingungen besser als in 

atmosphärischen Bedingungen (20 % O2). (Schindler and Hoehn, 1988) Viele Substanzen 

- wie auch MMC - bilden ROS, woraus die Hypersensitivität gegenüber diesen 

DNA-quervernetzenden Substanzen resultieren kann. (Clarke et al., 1997) Der oxidative 

Stress, dem die Zelle durch ein Ungleichgewicht zwischen der Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies und der antioxidativen Bekämpfung ausgesetzt ist (mitochondriale 

Dysfunktion), bringt vor allem hämatopoetische Stammzellen bzw. Vorläuferzellen dazu, 

vorzeitig in Apoptose zu gehen. Die gestörte Hämatopoese führt letztlich zu 

Knochenmarkversagen und Leukämie. (Du et al., 2008; Pagano et al., 2013; Tischkowitz 

and Hodgson, 2003) Das Labor von KJ Patel konnte in mehreren Studien an FA-Mäusen 

nachweisen, dass neben ROS auch endogene Aldehyde in FA-Zellen erheblich zum 

zellulären Phänotyp beitragen. (Garaycoechea and Patel, 2014) Nicht nur bei 

Aldh2-defizienten FA-Mäusen (siehe 1.4), stellt die endogene Toxizität von Acetaldehyd 

ein Problem dar, vor allem auch für die japanisch-asiatische Bevölkerung, von denen 

40 % ein dominant-negatives Allel für ALDH2 tragen. Sie besitzen zudem, im Falle einer 

zusätzlichen Mutation in einem Fanconi Anämie Gen, ein deutlich erhöhtes Risiko schon 

in jungen Jahren ein Knochenmarkversagen zu entwickeln. Außerdem zeigen betroffene 

Japaner erhöhte Raten an FA-abhängigen Geburtsdefekten. (Hira et al., 2013)  

Die erhöhte Apoptoserate im Vergleich zu gesunden Zellen kann ebenfalls auf dem 

zugrunde liegenden DNA-Reparatur Defekt oder an einer fehlenden bzw. fehlerhaften 

Interaktion mit anderen, Apoptose-assoziierten Proteinen manifestiert sein. (Cumming et 

al., 2001; Pang et al., 2001) Des Weiteren besteht bei FA-Patienten häufig ein 

Ungleichgewicht an pro-apoptotischen Wachstumsfaktoren, wie Interferon-γ (INF-γ) oder 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α). (Du et al., 2008) 

Mehrere Studien haben gezeigt, dass FA-Zellen, vor allem Lymphozyten, eine erhöhte 

Rate an verkürzten Telemoren haben bzw. diese sich schneller verkürzen als in 

Kontrollzellen. (Neveling et al., 2009) Damit assoziiert ist auch eine 10-fach erhöhte Rate 

von einer Chromosomenendfusion. (Callen and Surralles, 2004) 

Generell gilt, dass letztendlich das Zusammenspiel aller zellulären Dysfunktionen zu FA 

führt. 
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1.4 FANCONI ANÄMIE MAUSMODELLE 

Die Maus wird seit Jahrzehnten in der Forschung als Modellorganismus eingesetzt. Durch 

ihre kurze Generationszeit, die hohe Zahl an Nachkommen und der großen Homologie 

des Mausgenoms mit dem des Menschen, eignet sich die Maus hervorragend um in vivo 

Studien verschiedenster Erkrankungen oder Therapieansätze durchzuführen. Mittlerweile 

gibt es verschiedene knockout Mäuse für die einzelnen FA-Gene (siehe Tabelle 2). Im 

Durchschnitt haben die bisher bekannten FA-Mausproteine eine 50-85 % 

Sequenzhomologie mit den humanen Orthologen. (Dong et al., 2015) Dennoch zeigen nur 

wenige FA-Mäuse einen, mit dem von FA-Patienten vergleichbaren, klinischen Phänotyp. 

Dieser beschränkt sich vor allem auf eine über alle Komplementationsgruppen verteilte In- 

bzw. Subfertilität mit Hypogonadismus und ovarieller Dysfunktion. Der humane, zelluläre 

Phänotyp spiegelt sich hingegen in embryonalen Mausfibroblasten wider. Sie zeigen 

ebenfalls eine Hypersensitivität gegenüber DNA-quervernetzenden Substanzen, ein 

verlangsamtes Zellwachstum und eine erhöhte Chromosomenbruchrate. Generell kann 

man beobachten, dass knockout Mäuse mit Defekten in den Kernkomplex Genen einen 

milderen Phänotyp aufweisen, als Mäuse mit einem Defekt im ID-Komplex oder den 

„downstream“ Genen. Des Weiteren scheint auch der genetische Hintergrund der Maus 

eine Rolle zu spielen. So sind Mäuse mit einem C57BL/6J Hintergrund stärker betroffen, 

als bspw. Mäuse mit einem 129SV oder 129S4 Hintergrund. Man geht hier davon aus, 

dass sog. „modifier“ Gene diese erhöhte Penetranz auslösen. (Parmar et al., 2009) 

Den schwersten Phänotyp weisen Fancd1 defiziente Mäuse auf. Sie sind embryonal 

lethal. Lediglich eine homozygote Deletion von Exon 27 ist lebensfähig, zeigt jedoch eine 

spontane Chromosomeninstabilität und eine erhöhte MMC-Sensitivität im Vergleich zu 

Fanca-/- Mäusen. Des Weiteren bilden diese Mäuse keine RAD51-Foci nach Bestrahlung 

oder Behandlung mit DNA-quervernetzenden Substanzen aus. Auffällig ist jedoch, dass 

diese Mäuse keine verminderte Fertilität aufweisen – ein Merkmal, das alle anderen 

FA-Mäuse gemeinsam haben. (Atanassov et al., 2005; McAllister et al., 2006)  

Ein weiterer Vorteil eines Mausmodells ist die Untersuchung von Doppelmutanten. Mittels 

Kreuzung zweier FA-knockout Mäuse bekommt man eine Doppelmutante für beide Gene. 

So gibt es Doppelmutanten für Fanca-/-/Fancc-/-, Fancc-/-/Sod1-/-, Fancc-/-/p53-/-,  

Fancd2-/-/p53+/-, Fancd2-/-/Fancj-/- und Fancd2-/-/Aldh2-/-. (Langevin et al., 2011; Matsuzaki 

et al., 2015; Parmar et al., 2009) Vor allem Doppelmutanten mit p53-Defizienz geben 

Aufschluss über die Entstehung von Tumoren und die Möglichkeit, eine Strategie zu 

entwickeln, um diese Tumore bei FA-Patienten in Zukunft vermeiden zu können bzw. 

mittels Chemotherapie erfolgreich behandeln zu können. (Freie et al., 2003; Houghtaling 

et al., 2005)  
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Vergleichbar mit FA-Zellen, zeigen auch mouse-embryonic-fibroblasts (MEFs) eine 

erhöhte Sensitivität gegenüber Actealdehyd und reaktiven Sauerstoffspezies. 

Homozygote Doppelmutanten von Fancd2-/- und Aldh2-/- sind nicht lebensfähig, insofern 

das Muttertier Aldh2-/- ist. Selbst wenn das Muttertier heterozygot für Aldh2 ist, sterben die 

Nachkommen innerhalb von 3-6 Monaten an akuter lymphatischer Leukämie (ALL). 

(Langevin et al., 2011) Jedoch ist dieses Phänomen bisher nur bei Fancd2 defizienten 

Mäusen zu erkennen. (Noda et al., 2011) Dies steht im Gegensatz zu einer Studie von 

Yabe et al., die japanische FA-Patienten und ihre Mütter bezüglich ihres ALDH2 Status 

untersuchten. Hierbei scheint ein normales, maternales ALDH2-Allel nicht nötig zu sein, 

um eine normale fetale Entwicklung zu fördern. Alle Kinder von ALDH2 defizienten 

Müttern sind lebensfähig. Dennoch entwickeln alle FA-Patienten mit einer homozygot oder 

heterozygot defizienten ALDH2-Mutter schon früh ein Knochenmarkversagen oder 

myelodysplastisches Syndrom. (Yabe et al., 2016)  

Den abweichenden Phänotyp von FA-Mäusen im Vergleich zu FA-Patienten, vor allem in 

Bezug auf die Entwicklung von Knochenmarkversagen und Krebsentwicklung, lässt sich 

zum einen durch die verkürzte Lebensdauer einer Maus (ca. 3 Jahre) und zum anderen 

mit den sterilen Bedingungen, unter denen Labortiere gehalten werden, erklären. Sie sind 

in dieser Umgebung keinen exogenen Noxen ausgesetzt, die auch im endogenen System 

somit nicht zu bspw. ROS oder Acetaldehyd metabolisiert werden. Dies sollte ein Hinweis 

für FA-Patienten sein, sich – wenn möglich – dem Einfluss von exogenen Noxen zu 

entziehen. (Bakker et al., 2013) 
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Tabelle 2: Übersicht über die aktuellen FA-Mausmodelle.  
Neben dem deletierten Gen, den phänotypischen Auffälligkeiten und den zellulären FA-Merkmalen, sind die 

Publikation mit der Erstbeschreibung eines jeden Mausmodells, angegeben. Des Weiteren ist der genetische 

Hintergrund des Mausstammes angegeben, auf dem der Knockout basiert. 

Gen Phänotyp 
Zelluläre  

FA-Merkmale 

Genetischer 

Hintergrund 
Erstbeschreibung 

Fanca
 

Hypogonadismus, 

verminderte Fertilität, 

Mikrozephalie, 

Thromobzytopenie, 

Lymphome, Sarkome und 

Eierstocktumore 

Hypersensitivität 

gegenüber MMC 

129/Ola und C57BL/6 

Deletion Exon 4-7 
(Cheng et al., 2000) 

Fancb Testikuläre Atrophie 
Hypersensitivität 

gegenüber MMC 

C57BL/6J 

Deletion Exon 2 
(Kato et al., 2015) 

Fancc 

Hypogonadismus, 

verminderte Fertilität, 

Mikrophthalmie und nicht-

mendelsche Geburtenrate, 

 Sarkome, Adenokarzinome 

(bei Mäusen >1 Jahr) 

Hypersensitivität 

gegenüber MMC und 

DEB, erhöhte 

Chromosomen-

bruchrate 

129/Sv und C57BL/6J 

Deletion Exon 8 
(Chen et al., 1996) 

Fancd1 
Embryonal lethal 

Fancd1
Δ27/Δ27

Karzinome 

Hypersensitivität 

gegenüber MMC und IR 

C57BL/6J 

Deletion Exon 10-11 

bzw. 27 

(Suzuki et al., 1997) 

Fancd2 

Prä- und postnatale 

Wachstumsstörung, 

Hypogonadismus, 

verminderte Fertilität, 

Adenome und Karzinome; 

nicht-mendelsche 

Geburtenrate und 

Mikrophthalmie (bei 

C57BL/6J Hintergrund)  

Hypersensitivität 

gegenüber MMC, 

schwach sensitiv 

gegenüber IR 

129/S4 und C57BL/6J 

Deletion Exon 26/27 

(Houghtaling et al., 

2003) 

Fance Verminderte Fertilität   Nicht getestet 
FVB/N 

Insertion Intron 8 
(Fu et al., 2016) 

Fancf 
Erhöhte Rate an ovariellen 

Tumoren, Hypogonadismus  

Hypersensitivität 

gegenüber MMC,  

129/Ola und FVB 

Deletion Exon 1 
(Bakker et al., 2012) 
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Gen Phänotyp 
Zelluläre  

FA-Merkmale 

Genetischer 

Hintergrund 
Erstbeschreibung 

Fancg 

Hypogonadismus, 

verminderte Fertilität, 

Wachstumsverzögerung, 

Mikrozephalie, 

Mikrophthalmie, 

Hypersensitivität 

gegenüber MMC und 

DEB, erhöhte 

Chromosomenbruchrate 

129/Sv und C57BL/6 

Deletion Exon 2-9 
(Yang et al., 2001) 

Fancl 

Verringertes Geburtsgewicht, 

embryonal lethal bei 129/Sv 

oder C57BL/6 Hintergrund, 

jedoch lebensfähig bei 

C57BL/6xFVB Hintergrund  

Nicht getestet 

129/Sv und C57BL/6 

150kb große Deletion 

auf Chromosom 11 

(umfasst Exon 4-14) 

(Agoulnik et al., 2002) 

Fancm 

Verkürzte Lebensdauer, 

erhöhte Krebsrate, 

verminderte Rate an 

homozygoten Weibchen 

Hypersensitivität 

gegenüber DNA-

quervernetzenden 

Substanzen 

FVB und C57BL/6 

Deletion Exon 2 
(Bakker et al., 2009) 

Fancn 

Homozygote Tiere sind 

embryonal lethal, 

heterozygote ohne 

Auffälligkeiten 

Nicht getestet 

129/Ola und 

C57BL/6N 

Ersatz von Exon 1 

durch ß-geo  

 

(Rantakari et al., 2010) 

Fanco 

Homozygote Tiere sind 

embryonal lethal, 

Hypomorphes Allel zeigt 

keine Auffälligkeiten 

Nicht getestet 
129/5v und C57BL/6J 

Deletion Exon 2/3  
(Kuznetsov et al., 2007) 

Fancp 

Mikrophthalmie, erniedrigte 

Zahl an Blutplättchen und 

Lymphozyten, nicht-

mendelsche Geburtenrate, 

kleiner, verminderte Fertilität, 

Entwicklungsstörung im 

Gehirn, Störungen im 

Zuckerhaushalt 

Hypersensitivität 

gegenüber DNA-

quervernetzenden 

Substanzen 

C57BL/6N 

Deletion Exon 3 
(Crossan et al., 2011) 

Fancq 
Postnataler Minderwuchs, 

verkürzte Lebenszeit 

Hypersensitivität 

gegenüber MMC und 

UV-Strahlen  

Genetischer 

Hintergrund nicht 

bekannt  

Deletion Exon 8 

 

(Tian et al., 2004) 

Fancr 

Embryonal lethal, 

hetrerozygote Tiere zeigen 

keine Auffälligkeiten 

Hypersensitivität 

gegenüber IR 

C57BL/6 

Deletion Exon 5 
(Lim and Hasty, 1996) 

Fancs 

Embryonal lethal, 

Tumorgenese abhängig von 

Mutation 

Hypersensitivität 

gegenüber DNA-

quervernetzenden 

Substanzen 

C57BL/6 

Deletion Exon 1-3 
(Hakem et al., 1998) 
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Gen Phänotyp 
Zelluläre  

FA-Merkmale 

Genetischer 

Hintergrund 
Erstbeschreibung 

Fancu Embryonal lethal 
Hypersensitivität 

gegenüber γ-Strahlen 

C57BL/6 

Deletion Exon 3 
(Deans et al., 2000) 

Fancv 

Wachstumsverzögerung, 

Infertilität, teilweise 

embryonal lethal 

Nicht getestet 

C57BL6J/129SvJ 

Deletion Exon 1 und 2 

 

(Watanabe et al., 2013) 
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1.5 ZIEL DER ARBEIT 

Diese Arbeit ist in zwei große Abschnitte gegliedert. Im ersten Teil wird die Methode 

Whole Exome Sequencing als neues diagnostisches Werkzeug im Zusammenhang mit 

Fanconi Anämie etabliert. Dadurch können nicht klassifizierte Patienten einer 

Komplementationsgruppe zugeordnet und gleichzeitig eine genaue Mutationsanalyse 

durchgeführt werden. Die hierfür nötigen Vorarbeiten, die sich im Wesentlichen auf die 

Eingruppierung in „Upstream“ oder „Downstream“ im Sinne des FA/BRCA-Signalwegs 

beziehen und mit Hilfe von FANCD2-Westernblots oder RAD51-Foci erfolgten, werden 

ebenfalls in Teilen im Rahmen dieser Arbeit, geleistet.  

Der zweite Bereich beinhaltet die Entdeckung und Erforschung neuer FA-Gene und deren 

Zusammenhang im FA/BRCA-Netzwerk. Hierzu dient ebenfalls das WES, das mittels 

nachfolgender in silico Analysen eine weitere Eingrenzung der Kandidatengene und einen 

Ausschluss der bereits bekannten FA-Gene zulässt. Anhand anschließender funktioneller 

Studien, wurden während dieser Arbeit zwei neue Fanconi Anämie Gene bestätigt, die zur 

weiteren Aufklärung dieser seltenen Erkrankung beitragen. Im Vordergrund steht hier vor 

allem RFWD3, das bisher nicht mit dem FA/BRCA-Netzwerk in Verbindung gebracht 

wurde. Eine detaillierte Charakterisierung des Gens und der molekulare Zusammenhang 

mit dem zellulären FA-Phänotyp findet mittels verschiedener RFWD3-defizienter Zelllinien 

statt. Als ein weiteres in vivo Modell neben der Patientin, diente ein neu designtes 

knockout Maus-Modell, das RFWD3 als neues FA-Gen zusätzlich bestätigt. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

Alle verwendeten Materialien und Methoden sind in den einzelnen Abschnitten der 

enthaltenen Publikationen explizit dargestellt und erklärt. 

2.1 GENOTYPING OF FANCONI ANEMIA PATIENTS BY WHOLE EXOME 

SEQUENCING: ADVANTAGES AND CHALLENGES 

Details zu den verwendeten Materialien und den Methoden der Veröffentlichung 

„Genotyping of Fanconi Anemia Patients by Whole Exome Sequencing: Advantages and 

Challenges“ (siehe 3.1.1) befinden sich auf den Seiten 35-40. Explizit beschrieben sind 

die Durchführung des WES, die Datenanalyse und Filterstrategie. Des Weiteren werden 

Details zu Sanger Sequenzierung, Westernblot und „Homozygosity Mapping“ zur 

Validierung der Daten angegeben.  

2.2 WHOLE EXOME SEQUENCING REVEALS NOVEL MUTATIONS IN THE 

RECENTLY IDENTIFIED FANCONI ANEMIA GENE FANCP  

Die detaillierten Materialien und Methoden der Veröffentlichung “Whole Exome 

Sequencing reveals novel mutations in the recently identified Fanconi Anemia gene 

FANCP“ (siehe 3.1.2) sind auf den Seiten 49-51 enthalten und im gesamten Text 

integriert. Sie beschreiben die Analyse der WES Daten und die Mutationsvalidierung 

mittels Sanger Sequenzierung auf gDNA und cDNA Ebene. Die proteinanalytischen 

Methoden wie Zellfraktionierungen, Westernblot und Immunopräzipitation, sowie 

Zellzyklusanalyse sind detailliert im Abschnitt 3.2.2 auf den Seiten 86-90 dargestellt. 

Details zur Durchführung von Immunofluoreszenz Versuchen finden sich ebenfalls im 

Abschnitt 3.2.2 auf Seite 88-89. 

2.3 MUTATIONS IN ERCC4, ENCODING THE DNA-REPAIR ENDONUCLEASE 

XPF, CAUSE FANCONI ANEMIA  

Nähere Angaben zu den verwendeten Materialien und Methoden in der Veröffentlichung 

„Mutations in ERCC4, Encoding the DNA-Repair Endonuclease XPF, Cause Fanconi 

Anemia“ (siehe 3.2.1) sind in den jeweiligen Bildunterschriften der einzelnen Abbildungen 

angegeben (siehe Seiten 54-57). Beschrieben sind die Sequenzanalyse nach Sanger und 

die Auswertung der WES Daten, sowie Wachstumskurven in Abhängigkeit von 

verschiedenen DNA-quervernetzenden Substanzen oder UV-Strahlung von den 

Patientenzelllinien, den komplementierten Linien, Referenzzelllinien und MEFs. Des 
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Weiteren werden Chromosomenbruchanalysen nach MMC oder DEB Schadensinduktion 

näher beschrieben. Material und Methoden zur Durchführung der NER-Tests finden sich 

unter Abbildung 3 auf Seite 56. Proteinanalytische Methoden zur Validierung der 

Nuklease-Aktivität finden sich unter der Abbildung 4 auf Seite 57.  

Weitere Validierungsexperimente sind in den Supplements dieser Veröffentlichung 

angegeben und befinden sich auf den Seiten 61-64.  

2.4 BIALLELIC MUTATIONS IN THE UBIQUITIN LIGASE RFWD3 CAUSE FANCONI 

ANEMIA 

Die detaillierten Materialien und Methoden der Veröffentlichung „Biallelic mutations in the 

ubiquitin ligase RFWD3 cause Fanconi anemia“ (siehe 3.2.2) sind auf den Seiten 84-92 

explizit dargestellt. Die beschriebenen Methoden umfassen molekulargenetische 

Arbeitsweisen wie DNA-Extraktion, PCR, die Sequenzanalyse nach Sanger und die 

Auswertung der WES-Daten. Des Weiteren wurden Chromosomenbruchanalysen 

unterschiedlicher Zelllinien, sowie Wachstumskurven in Abhängigkeit von verschiedenen 

DNA-quervernetzenden Substanzen durchgeführt. Außerdem sind die Herstellung 

komplementierter Zelllinien, DT40 Zelllinien, CRISPR/Cas9 Zelllinien und die genaue 

Beschreibung der Mausgenerierung enthalten. Zudem werden die proteinanalytischen 

Untersuchungen mittels Westernblot, Proteinfraktionierung, Immunfluoreszenz und Ko-

Immunopräzipitation detailliert beschrieben. Die verwendeten Primer, Antikörper und 

Southernblot-Sonden erscheinen in den Supplemental Data auf Seite 110-114. 

2.5 THE E3 LIGASE RFWD3 PROMOTES TIMELY REMOVAL OF BOTH RPA AND 

RAD51 FROM DNA DAMAGE SITES TO FACILITATE HOMOLOGOUS 

RECOMBINATION 

Alle Details zu den verwendeten Materialien und den Methoden der Veröffentlichung “The 

E3 Ligase RFWD3 promotes timely removal of both RPA and RAD51 from DNA damage 

sites to facilitate homologous recombination” (siehe 3.2.3) sind auf den Seiten 136 und 

167-173 (im Rahmen der Supplemental Data) zu finden.  
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3 ERGEBNISSE 

Die folgenden Arbeiten sind von den jeweiligen Journalen zur Veröffentlichung im 

Rahmen dieser Dissertation als (Co-)Autor genehmigt. 

3.1  WHOLE EXOME SEQUENCING ALS NEUE METHODE DER GENOTYPISIERUNG 

3.1.1 GENOTYPING OF FANCONI ANEMIA PATIENTS BY WHOLE EXOME 

SEQUENCING: ADVANTAGES AND CHALLENGES 
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Supporting information 

Table S1. Predicted effect of the mutations detected in FANCD1, FANCD2 and 

FANCJ 

 
Mutation Taster Poly-Phen 2 SIFT 

FANCD2  

c.2204G>A 

55 % disease 

causing 

100 % probably 

damaging 
damaging, score 0.01 

FANCD2  

c.3888+2T>G 

72 % Polymorphism,  

Splice Site Change 
- - 

FANCD2 

c.1370T>C 
86 % Polymorphism 

100 % probably 

damaging 
damaging, score 0 

FANCD2 

c.376A>G 
74 % Polymorphism 

100 % probably 

damaging 
damaging, score 0.02 

FANCJ  

c.1878A>T 

71 % disease 

causing 

100 % probably 

damaging 
- 

FANCD1  

c.7890insAA 

100 % disease 

causing,  

NMD, FS 

- - 

FANCD1  

c.7795G>A 

83 % disease 

causing, 

 rs80359682 

- 
damaging, score 0.01 

rs 80359682  

The percentages denominate probability of being pathogenic. 

 

  



ERGEBNISSE 

 

 
 45 

Supporting information 

Table S2. Coverage of FA genes.  

 

Project 1 Project 2 Project 3 Project 4 

FANCA 1 (79 %) 1 (79 %) 1 (79 %) 

1 (7 9%),  

22 (63 %) 

FANCB 

   

 

FANCC 

   

 

FANCD1 

 

12 (31 %) 

 

 

FANCD2 

   

5 (44 %) 

FANCE 1 (76 %) 1 (76 %) 1 (76 %) 1 (76 %) 

FANCF 

   

 

FANCG 

   

 

FANCI 

 

23 (36 %) 

 

23 (36 %) 

FANCJ 

   

 

FANCL 

   

 

FANCM 

   

 

FANCN 

   

 

FANCO 

   

 

FANCP 

   

8 (72 %) 

    

 

Listed are the completely unsequenced exons of 15 FA genes in the four independent WES 

projects. Corresponding GC contents are given in percent. 
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Supporting information 

Figure S1 
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3.1.2 WHOLE EXOME SEQUENCING REVEALS UNCOMMON MUTATIONS IN THE 

RECENTLY IDENTIFIED FNACONI ANEMIA GENE SLX4/FANCP 
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3.2 NEUE FANCONI ANÄMIE GENE UND DEREN CHARAKTERISIERUNG IM 

RAHMEN DES FA/BRCA-SIGNALWEGS 

3.2.1 MUTATIONS IN ERCC4, ENCODING THE DNA-REPAIR ENDONUCLEASE 

XPF, CAUSE FANCONI ANEMIA 
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3.2.2  BIALLELIC MUTATIONS IN THE UBIQUITIN LIGASE RFWD3 CAUSE FANCONI 

ANEMIA 
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3.2.3 THE E3 LIGASE RFWD3 PROMOTES TIMELY REMOVAL OF BOTH RPA AND 

RAD51 FROM DNA DAMAGE SITES TO FACILITATE HOMOLOGOUS 

RECOMBINATION 
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4 DISKUSSION 

4.1 WHOLE EXOME SEQUENCING ALS SCHLÜSSELTECHNOLOGIE IN DER FA-

KOMPLEMENTATIONSGRUPPENBESTIMMUNG 

In den letzten Jahren hielt NGS, insbesondere das WES, Einzug in die Mutationssuche 

bei Patienten mit Erkrankungen ungeklärter, genetischer Ursache. So konnten wir bereits 

2012 bei einem Patienten Mutationen in FANCQ mittels WES nachweisen (siehe 3.2.1). 

Durch eine vereinfachte Anwendung in Form von Benchtop-Geräten und reduzierten 

Kosten erwogen wir, NGS bzw. WES auch in der Routinediagnostik zum Einsatz zu 

bringen.  

Dazu wurde von uns im Rahmen dieser Arbeit, eine Evaluierung von WES für die 

FA-Diagnostik durchgeführt. (Knies et al., 2012) Nach der Zuordnung von fünf Patienten 

zu den Komplementationsgruppen FA-D1, FA-D2, FA-G und FA-J und FA-P, überzeugte 

diese Methode in der FA-Diagnostik in unserem Labor. (Knies et al., 2012; Schuster et al., 

2013). Zudem bietet WES die Möglichkeit neue FA-Gene zu entdecken und somit das 

Verständnis um den FA/BRCA-Signalweg zu verbessern. Hierauf soll in Abschnitt 4.2 

näher eingegangen werden. 

Wichtig war bei der Etablierung der Methode vor allem die strategische Auswertung der 

Datenmenge. Nach der Anreicherung und Sequenzierung der verschiedenen Patienten 

gDNAs bei unterschiedlichen Service-Providern, wurden die Daten mit Hilfe der 

NextGENe Software von Softgenetics alignt und ausgewertet. Zunächst beschränkte sich 

die Auswertung auf alle bekannten FA-Gene und mögliche Kandidatengene, wie FAAP20, 

FAAP100, FAAP24, MHF1 und MHF2. Diese sind bereits als ein Teil des FA-Signalwegs 

bekannt, jedoch wurde bisher noch kein FA-Patient mit Mutationen in einem dieser Gene 

gefunden. Nach Ausschluss bekannter Polymorphismen, die bereits in der dbSNP 

Datenbank von NCBI (National Center for Biotechnology Information) gelistet waren, 

erfolgte die Analyse von heterozygoten oder homozygoten Varianten, basierend auf dem 

familiären Hintergrund der Patienten. Dennoch gab es verschiedene Hindernisse und 

Herausforderungen, die bei der Auswertung der Daten der o.g. Patienten auffielen und 

bewältigt werden mussten. Diese werden im Folgenden diskutiert. 

Allen voran steht die Abdeckung der einzelnen Exons. Hier zeigten sich deutliche 

Unterschiede, nicht nur in Abhängigkeit von GC-reichen Bereichen oder polyA- oder 

polyT-Stretches, sondern auch aufgrund einer erhöhten Fehlerrate bei der Detektion der 

richtigen Base an der richtigen Stelle. Verschiedene Studien zeigen, dass eine 
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Abdeckung von 30- bis 40-fach ausreichend ist, um die meisten Exons vollständig 

abzudecken und eine eindeutige Aussage bezüglich vorhandener Varianten treffen zu 

können. (Lohmann and Klein, 2014; Majewski et al., 2011) Im Durschnitt lag die 

Abdeckung unserer fünf publizierten WES-Analysen bei 58x. Für die FA-Gene betrug sie 

bei den gleichen Exomen 40x. Obwohl dies prinzipiell ausreichend ist, beobachteten wir 

bei einzelnen Exons eine geringere Abdeckung, wie z. B. bei FANCE Exon 1. FANCE 

Exon 1 hat einen hohen GC-Gehalt und lies sich unabhängig der Anreicherungstechnik 

und der Sequenzierplattform nie ausreichend bzw. gar nicht abdecken. Hier war es nötig, 

die Abdeckung auf 100-fach zu erhöhen, um eine minimale Abdeckung dieser Exons von 

mindestens 10 Reads zu erreichen. 

Ein Problem stellt auch die Speicherung der großen Datenmengen dar, die beim WES 

generiert werden. Nach der Sequenzierung sind die Daten in FASTQ Files enthalten, die 

nach dem Alignment in das sog. Sequence Alignment/Map (SAM) Format umgewandelt 

werden. Diese werden wiederum komprimiert und im sog. Binary Sequence 

Alignment/Map (BAM) Format gespeichert, das die Dateigröße um ein drei- bis vierfaches 

reduziert, dennoch aber einige Gigabyte groß ist. Das kleinstmögliche Speicherformat ist 

das sog. Variants call format (VCF), welches nur noch die nach der Analyse detektierten 

Varianten enthält und nicht größer als 100 Megabyte (MB) ist. Es ist jedoch ratsam, die 

FASTQ oder BAM Dateien zu speichern, da bei einer erneuten Analyse so auf die 

Rohdaten zurückgegriffen werden kann. Eine nochmalige Betrachtung der Daten kann vor 

allem dann wichtig sein, wenn copy number variations (CNV) oder mitochondriale DNA 

untersucht werden sollen. Außerdem könnten in der Zwischenzeit andere Gene oder 

vorherige Kandidatengene als neue krankheitsassoziierte Gene identifiziert werden, wie 

es bspw. für FA auch im Rahmen dieser Arbeit erfolgte. Eine Kompression der NGS-

Daten geht meist mit einem Verlust an Informationen einher. Daher ist es wichtig ein 

Format zu wählen, das ein Mindestmaß an Daten enthält. Das beinhaltet vor allem die 

Position der Variante und deren Abdeckung. Ein vielversprechendes, neues Format ist 

das sog. challenge-response authentication mechanism Format (CRAM). Es ist um 

38-55 % kleiner als eine BAM Datei und wurde u. a. auch für das 1000 Genomes project 

verwendet. In den letzten Jahren sind neben kleineren Dateiformaten auch neue 

Speichermöglichkeiten aufgekommen, wie bspw. die Cloud. Sie ist eine kostengünstige, 

leicht bedienbare und kommerziell angebotene Speicherplattform. Trotz der Nutzung von 

großen Konsortien wie dem International Cancer Genome Consortium (ICGC) ist der 

Gebrauch aus ethischen und legalen Gründen abzuwägen. (Lelieveld et al., 2016) Daten 

des NGS sind sensible und sehr persönliche Informationen des jeweiligen Patienten. 

Anhand ihrer Auswertung ist, trotz einer Pseudo- oder Anonymisierung, eine genaue 

Zuordnung zu einer bestimmten Person möglich. Da es sich bei der Cloud um ein 
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Internet-basiertes Speichermedium handelt, muss man berücksichtigen, dass diese Daten 

Hacker-Angriffen ausgesetzt sein können. Des Weiteren ist auch bei der Cloud keine 

100 %ige Garantie vor einem Datenverlust gegeben. Die große Menge an generierten 

NGS-Daten wird daher zukünftig ein Speicherplatzproblem darstellen, das nur mit der 

Entwicklung von neuen und kleineren Dateiformaten zu bewältigen sein wird. Da es sich 

bei den WES-Daten um medizinische Daten handelt, müssen diese normalerweise, wie 

andere Patientendaten auch, für mindestens 10 Jahre aufgehoben werden. Diese 

Vorschrift wurde jedoch für Exomdaten bereits gelockert, sodass hier eine 

Aufbewahrungspflicht von lediglich 2 Jahren besteht. (Rehm et al., 2013; Weiss et al., 

2013)  

Eine weitere Herausforderung ist die Interpretation der entdeckten Varianten. Hierbei gilt 

es nicht nur zu beurteilen, ob eine Variante die normale Gen- bzw. Proteinfunktion 

beeinträchtigt, sondern auch, ob das veränderte Gen überhaupt eine Relevanz für die 

Pathogenese einer Krankheit hat. Mit Hilfe von großen Datenbanken wie das Exome 

Aggregation Consortium (ExAC, http://exac.broadinstitute.org/), welches zurzeit mehr als 

60.000 Varianten mendelscher Erkrankungen beinhaltet, ist eine Beurteilung vereinfacht 

worden. In Bezug auf FA ist auch ein Abgleich mit dem International Fanconi Anemia 

Registry (IFAR) bzw. der Faconi Anemia Mutation Database der Rockefeller Universität 

(http://www.rockefeller.edu/fanconi/mutate/) zu empfehlen. Sie enthält alle bisher in 

FA-Genen detektierten und veröffentlichten Varianten (5363 Varianten, Stand Februar 

2017). Dennoch gibt das keine Garantie vor falsch-positiven oder falsch-negativen 

Befunden. Zudem geben in silico Vorhersageprogramme nur eine Prognose für die 

entdeckte Variante, jedoch aber keine 100 %ige Sicherheit. Es ist daher ratsam, mehrere 

verschiedene in silico Tools zu nutzen und die verschiedenen Aussagen zu vergleichen. 

Des Weiteren sollte der Abgleich der entdeckten Variante mit dem Vorhersageprogramms 

auf verschiedenen Ebenen stattfinden. Auf DNA-Ebene 

(z. B. http://www.mutationtaster.org), als auch auf Proteinebene 

(z. B. http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Projekt 3 in Knies et al. beschreibt solch 

einen Fall, eines schwer zu interpretierenden Ergebnisses. Es wurden neben der als 

pathogen definierten Mutation c.7890_7891insAA in FANCD1 drei weitere Varianten in 

der Exomanalyse detektiert. Laut den o. g. Vorhersageprogrammen war jedoch nur die als 

single nucleotide polymorphism (SNP) gelistete Variante c.7795G>A ebenfalls pathogen. 

Das Problem stellt der an dieser Position gelistete SNP dar. Dieser beinhaltet eine 

drei-Basenpaar-Deletion von c.7795_7797. In unserem Fall ist jedoch nur die erste 

Position dieses SNPs von einem Basenaustausch betroffen. Somit wurde 

fälschlicherweise dieser Basenaustausch als SNP gelistet und erst durch sorgfältige 

Nachanalyse als pathogene Variante detektiert. Es ist von Vorteil, bei nur einer 
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bestätigten, heterozygoten pathogenen Variante auch gelistete SNPs im gleichen Gen 

näher zu betrachten und diese mittels in silico Programmen zu bewerten. Außerdem sollte 

stets die neuste Version der dbSNP Datenbank zur Exomanalyse verwendet werden, 

bestenfalls in Kombination mit minor allele frequencies und Daten aus dem 

1000 Genomes project. (Knies et al., 2012) 

Zudem erschweren vorhandene Pseudogene eine Variantenbeurteilung erheblich. 

Pseudogene entstehen durch Duplikation einzelner Gensegmente oder durch 

Retrotransposons. Sie haben eine hohe Übereinstimmung in der Sequenzabfolge, werden 

jedoch nicht transkribiert und sind daher funktionslos. (Khurana et al., 2010) Durch die 

kurze Readlänge (< 300 bp) beim WES, kann es zu fehlerhaften Alignments mit den 

Pseudogenen kommen, die dann als falsch-positive Varianten detektiert werden. Bei der 

Analyse der o. g. WES-Daten fielen immer wieder gleiche Gene mit einer deutlich 

erhöhten Anzahl an Varianten im Vergleich zu den anderen Genen auf. Nach genauerer 

Recherche war festzustellen, dass diese Gene wie bspw. CDC27, MUC oder NBPF eine 

hohe Anzahl an gelisteten Pseudogenen aufwiesen. In Bezug auf FA-Gene ist bisher nur 

das Vorhandensein von Pseudogenen bei FANCD2 bekannt. Aktuell sind in der 

Pseudogendatenbank (Build 83) fünf Pseudogene für FANCD2 bestimmt. Dabei handelt 

es sich um PGOHUM00000299338 (FANCD2P1), PGOHUM00000299341 (FANCD2P2), 

PGOHUM00000299342 (FANCD2P3), PGOHUM00000305819 (FANCD2P4) sowie 

PGOHUM00000305820 (FANCD2P5). Rost et al. (persönliche Kommunikation) konnte 

zeigen, dass FANCD2P5 mit FANCD2P3 und FANCD2P4 mit FANCD2P2 identisch sind. 

Somit ergeben sich drei Pseudogene für FANCD2 (FANCD2P1, FANCD2P2 und 

FANCD2P3). Diese Daten erweitern die Analysen von Kalb et al. aus dem Jahr 2007. 

(Kalb et al., 2007) Es empfiehlt sich bei einer detektierten Variante in FANCD2, diese mit 

Vorsicht zu beurteilen und auf jeden Fall mittels Sanger Sequenzierung, am besten auf 

cDNA Ebene, zu validieren. Des Weiteren helfen längere Readlängen (300-800 bp), wie 

sie beim Roche454 oder den Pacific Bioscience Geräten generiert werden, Pseudogene 

in der Analyse von WES-Daten zu umgehen. 

Nebenbefunde stellen ein weiteres Problem beim WES dar. Bei einer gezielten 

Panel-Analyse werden ausschließlich krankheitsassoziierte Gene und evtl. damit 

zusammenhängende Kandidatengene analysiert. Bei WES ist das anders. Da das 

gesamte Exom eines Patienten betrachtet wird, ergeben sich neben dem mit der 

untersuchten Krankheit, auch Varianten in Genen, die für andere Krankheiten ursächlich 

sein können. Man unterscheidet zwischen verschiedenen Kategorien von 

Nebenbefunden: nicht-behandelbare Erkrankungen im Kindesalter, nicht-behandelbare 

Erkrankungen im Erwachsenenalter, behandelbare Erkrankungen im Erwachsenenalter 
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und Anlageträgerschaft für eine Erkrankung. (Bishop et al., 2017) Neben einer 

zielgerichteten, bioinformatischen Auswertung der Daten, ist auch die individuelle 

Absprache mit dem Patienten notwendig. Nimmt man FA als Beispiel, sollten zunächst 

nur, die mit FA assoziierten Gene und Kandidatengene untersucht werden. Da ein Teil der 

FA-Gene auch mit familiär bedingten Brust- und Eierstockkrebs in Verbindung gebracht 

wird (siehe 1.3.1), sollten monoallelische Varianten in diesen Genen notiert und auch auf 

ihre Pathogenität hin untersucht werden. Findet sich in den bereits bekannten FA-Genen 

und den Kandidatengenen keine krankheitsauslösende Veränderung, ermöglicht die 

Exomanalyse nach neuen FA-Genen zu screenen. Hier steigt auch die Gefahr für 

Nebenbefunde. Konsortien wie das American College of Medical Genetics and Genomics 

(ACMG) oder die American Society of Human Genetics, haben in den letzten Jahren 

immer wieder Empfehlungen zum Umgang mit Nebenbefunden herausgegeben. Darüber 

hinaus aktualisiert das ACMG jährlich eine Liste mit Genen, deren mutierte Genprodukte 

zu schweren, hoch penetranten Erkrankungen führen können und als Nebenbefunde 

mitgeteilt werden sollten. Dabei ist zu beachten, dass nur bekannte pathogene (known 

pathogen, KP) oder als pathogen vorhergesagte (expected pathogen, EP) Varianten als 

Nebenbefunde angegeben und dem Patienten mitgeteilt werden sollen. Die aktuelle Liste 

umfasst 59 Gene, die vornehmlich mit Krankheiten wie verschiedene Krebsarten oder 

Kardiomyopathien assoziiert sind, deren Ursprung monogenisch ist. Die Kriterien zur 

Aufnahme eines Gens in diese Liste sind klar definiert: Es muss sich um eine schwere, 

lebensbedrohliche Erkrankung handeln, die eine hohe Penetranz aufweist und dennoch 

mit spezifischen Untersuchungen und Vorsorgen zu vermeiden oder behandelbar ist. Auf 

dieser Liste befinden sich auch die beiden FA-Gene BRCA1 (FANCS) und 

BRCA2 (FANCD1), die wie bereits erwähnt, bei monoallelischer Mutation zu familiär 

bedingtem Brust- und Eierstockkrebs führen können. (Kalia et al., 2016) Das Problem der 

Nebenbefunde wird sich mit WGS noch weiter verstärken, da sich die Anzahl an 

detektierten Varianten durch die Anreicherung der Introns deutlich erhöhen wird. Letztlich 

liegt die Entscheidung über eine Mitteilung von Nebenbefunden ausschließlich beim 

Patienten selbst. Eine Zustimmung über deren Mitteilung sollte bereits vor der Analyse 

erfolgen, zumal im Anschluss eine humangenetische Beratung zur Bewertung des Risikos 

unbedingt erfolgen sollte.  

Trotz der diskutierten Probleme, die sich im Rahmen von WES ergeben können, eignet 

sich diese Methode sehr gut zur Genotypisierung von FA-Patienten. Oft durchlaufen 

Patienten mit seltenen Erkrankungen, wie bspw. auch bei FA, eine Odyssee an 

Untersuchungen, da nicht jeder Arzt mit dem heterogenen klinischen Phänotyp vertraut 

ist. WES erleichtert in diesem Fall die Zuordnung eines Patienten zu einer bestimmten 

Krankheit in einer kurzen Zeitspanne und mit einer genauen Mutationsanalyse. Generell 
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ist die Zuordnung der Komplementationsgruppe für die Patienten ein weiteres Puzzlestück 

in der Gesamtheit ihrer Erkrankung. Besonders bei Mutationen in Genen wie FANCD1, 

FANCN oder auch FANCS wird sich ein intensiviertes Vorsorgeprogramm auf Grund der 

erhöhten Krebsdisposition anschließen, die dem Patienten eine schnellere und gezieltere 

Behandlung ermöglicht.  

Auch wenn in Zukunft WGS günstiger und schneller durchzuführen sein wird, ist WES für 

FA durchaus ausreichend. Es bietet die gleichzeitige Abdeckung aller bisher bekannten 

FA-Gene und möglicher Kandidatengene. Etwa 85 % aller bisher bekannten Mutationen 

liegen in Exons bzw. an Exongrenzen und Spleißstellen, sodass WGS nur einen geringen 

Teil an neuen Mutationen beitragen könnte – sog. tief intronische Mutationen. Dabei 

besteht nur ca. 1 % des menschlichen Genoms aus Protein-codierenden Genen. 

(Majewski et al., 2011) Weitere Möglichkeiten des NGS sind die 

Transkriptom-Sequenzierung und die gezielte Anreicherung der FA-Gene mittels sog. 

Panelsequenzierung. Die Vorteile der Transkriptom-Analyse liegen in ihren niedrigen 

Kosten, der Analyse von kodierenden Bereichen und der Identifikation von großen 

Deletionen und Insertionen. Dennoch hat auch sie ihre Limitierung, die vor allem in der 

Vorbereitung der RNA und der Umschreibung in cDNA liegt. Aufgrund der Expression 

instabiler Transkripte, kann es zu Fehlern kommen, die sich letztlich als falsch-positive 

oder falsch-negative Ergebnisse in der Auswertung zeigen. Bei der gezielten 

Anreicherung der FA-Gene und möglicher Kandidatengene mit Hilfe der Paneldiagnostik, 

ist meist mit einer hohen Abdeckung der einzelnen Bereiche zu rechnen und die Anzahl 

an Nebenbefunden reduziert sich dadurch erheblich. Dennoch bietet eine gezielte 

Anreicherung der FA-Gene nicht die Möglichkeit neue FA-Gene, außerhalb der 

angereicherten Kandidatengene, zu finden. 

Für die Anwendung von WES in der FA-Routinediagnostik sollten zunächst die o. g. 

Probleme gelöst werden. Zudem müssen Standardprotokolle für die Sequenzierung als 

auch die Auswertung etabliert werden. Hinzu kommen die nötigen 

Einverständniserklärungen der Patienten, auch in Bezug auf Nebenbefunde und die 

Möglichkeit der Forschung zur Entdeckung neuer FA-Gene mit Hilfe von WES. Des 

Weiteren wird in naher Zukunft auch eine Abklärung mit der Krankenkasse bzw. dem 

Kostenträger nötig sein, damit WES in der FA-Routinediagnostik in den Leistungskatalog 

aufgenommen werden kann. 
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4.2 DIE ENTDECKUNG NEUER FANCONI ANÄMIE GENE UND DEREN 

CHARAKTERISIERUNG IM RAHMEN DES FA/BRCA-SIGNALWEGS 

4.2.1 DIE STRUKTUR-SPEZIFISCHE ENDONUKLEASE XPF 

Innerhalb der letzten 5 Jahre wurden sechs FA-Gene mit Hilfe von NGS, insbesondere 

WES gefunden. (Ameziane et al., 2015; Bluteau et al., 2016; Bogliolo et al., 2013; Hira et 

al., 2015; Sawyer et al., 2015; Shamseldin et al., 2012; Wang et al., 2015) Zu diesen 

Genen konnten bis heute wenige FA-Patienten zugeordnet werden, womit sie zu den 

seltenen Komplementationsgruppen zählen. Doch gerade hierfür eignet sich die 

Mutationssuche mittels WES sehr gut, da es keine Kenntnisse über die molekularen 

Funktionen und Interaktionen im FA/BRCA-Signalweg voraussetzt.  

XPF war bereits vorher als krankheitsverursachendes Gen von XP Subtyp F beschrieben 

worden und auch im Zusammenhang mit Segmentaler Progerie (XFE) bekannt. 

(Niedernhofer et al., 2006; Sijbers et al., 1996) Das Mutationsspektrum für diese beiden 

Krankheiten war jedoch sehr speziell und lies keine Rückschlüsse auf einen 

Zusammenhang mit FA zu. Dennoch erregte das Ergebnis der WES-Analyse eines zuvor 

nicht zugeordneten FA-Patienten unsere Aufmerksamkeit, nachdem sich zwei 

compound-heterozygote Mutationen in XPF fanden. Somit konnte im Jahr 2013 XPF als 

das sechzehnte FA-Gen identifiziert und näher charakterisiert werden. (Bogliolo et al., 

2013) 

Unsere genetischen, biochemischen und funktionalen Studien, die bereits bekannte 

Mutationen in ERCC4 berücksichtigten, konnten zeigen, dass abhängig von der Mutation, 

drei unterschiedliche Krankheiten aus einem mutierten XPF-Gen hervorgehen können. Im 

Gegensatz zu XP, deren XP-F Patienten meist einen milden Phänotyp aufweisen und 

hauptsächlich an einer Photosensitivität der Haut leiden, weisen XPF-Patienten mit FA die 

klassischen Merkmale wie hämatologische Auffälligkeiten und Knochenmarkversagen auf. 

(Gregg et al., 2011) Die Zellen der XP-Patienten zeigen keinen erhöhten G2-Phase Arrest 

nach MMC-Zugabe, reagieren jedoch sensitiv auf UV-Strahlen. Sie haben ein 

vermindertes Level an nukleärem XPF-Protein, das in einer reduzierten NER-Aktivität 

resultiert. Dennoch reicht der Anteil an nukleärem XPF-Protein aus, um 

interstrangquervernetzungs-spezifische Reparaturfunktionen aufrechtzuerhalten und 

einen Zellzyklusarrest und Chromosomenbrüche zu vermeiden. Dies ist gegensätzlich zu 

den FA-Q Patienten, die eine ausreichende NER-Aktivität besitzen, jedoch keine 

Interstrangquervernetzungen auflösen können. Das segmentale Progerie-Syndrom 

manifestiert sich sowohl durch Kennzeichen von XP als auch von FA. Die Zellen haben 

einen sehr geringen Anteil an nukleärem XPF-Protein, wodurch weder NER noch die 
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Reparatur von Interstrangquervernetzungen möglich ist. Bis heute wurde nur ein Patient 

für XFE beschrieben, der auch im klinischen Phänotyp eine Mischung aus FA und XP 

zeigt. Er hat eine erhöhte Photosensitivität sowie Anämie und auch auf zellulärer Ebene 

lässt sich die Kombination aus den beiden anderen Erkrankungen erkennen. Die Zellen 

sind sowohl sensitiv gegenüber UV-Strahlen als auch gegenüber DNA-quervernetzenden 

Substanzen. (Niedernhofer et al., 2006) Zeitgleich mit der Entdeckung von XPF als FA-

Gen, wurde von Kashiyama et al. eine Patientin mit Mutationen in ERCC4 beschrieben, 

die klinische Merkmale für sowohl XP, FA als auch Cockayne Syndrom (CS) zeigt. Neben 

einer erhöhten UV-Sensitivität zeigen ihre Zellen ebenfalls eine erhöhte Sensitivität 

gegenüber MMC und daraus resultierende erhöhte Chromosomenbruchraten. 

Interessanterweise sind die beschriebenen Mutationen bisher nur mit XP und CS in 

Verbindung gebracht worden und reflektieren keine der Mutationen der beiden bei 

Bogliolo et al. beschriebenen FA-Q Patienten. In beiden Arbeiten ist die verminderte 

Endonukleaseaktivität von XPF in Bezug auf FA untersucht und obwohl sich das 

Mutationsspektrum der drei Patienten unterscheidet, ist bei allen eine verminderte 

Endonukleaseaktivität zu beobachten. In Bogliolo et al. resultiert diese aus den 

Mutationen, die direkt in der Nuklease-Domäne des Proteins lokalisiert sind. Bei 

Kashiyama ergibt sie sich aus der gestörten Interaktion mit TFIIH. (Bogliolo et al., 2013; 

Kashiyama et al., 2013) Einen ähnlichen Fall wie für XPF, kennt man von XPD, der 

Komplementationsgruppe D von Xeroderma Pigmentosum. Unterschiedliche Mutationen 

in diesem Gen können ebenfalls zu drei verschiedenen Erkrankungen führen: XP, CS 

oder Trichothiodystrophie. (Cleaver et al., 2009) 

Zudem ist XPF auf Grund seiner Funktion als Endonuklease sehr interessant im Kontext 

des FA/BRCA-Signalwegs. Die bisher beschriebenen FA-Gene sind entweder in der 

Schadenserkennung oder der DNA-Reparatur mittels HR oder TLS beteiligt. XPF und sein 

Interaktionspartner ERCC1 bilden zusammen eine Endonukleaseeinheit, deren Funktion 

im FA/BRCA-Signalweg die eigentliche Schadensbehebung darstellt. Im Rahmen vieler 

Studien hat man herausgefunden, dass XPF an verschiedenen 

DNA-Reparaturmechanismen beteiligt ist. (Manandhar et al., 2015) Je nach 

Reparaturweg schneidet die Endonuklease 5‘ oder 3‘ des DNA-Schadens. Bei NER 

erfolgt der Einschnitt 5‘ der geschädigten DNA-Stelle. (Mu et al., 1996; Sijbers et al., 

1996) Findet die Reparatur mittels NHEJ statt, entfernt ERCC1-XPF die 

3‘ non-homologen Enden der DSB innerhalb des alternativen-NHEJ Wegs. (Bennardo et 

al., 2008) In Bezug auf FA ist die Beteiligung an der ICL Schadenbeseitigung jedoch am 

wichtigsten. Vergleichbar mit NER erfolgt der Einschnitt der DNA 5‘ der 

Interstrangquervernetzung. Im Anschluss wird mittels seines Interaktionspartners 

SLX4/FANCP entweder die HR oder TLS eingeleitet. (Kuraoka et al., 2000) Trotz seiner 
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vielfältigen Funktion innerhalb verschiedenster Reparaturmechanismen, ist XPF ein 

Schlüsselprotein im FA/BRCA-Signalweg, da es durch seine Nukleaseaktivität die 

eigentliche DNA-Schadensreparatur erst einleitet. 

Auf Grund seiner Zugehörigkeit zu den sog. „downstream“ Genen des 

FA/BRCA-Signalwegs, war XPF ein potenzielles Kandidatengen für familiär bedingten 

Brust- und Eierstockkrebs, so wie es auch bei FANCN, FANCO und FANCD1 der Fall 

war. Jedoch bestätigen verschiedene Studien, dass der Anteil an monoallelischen 

Mutationen unter den betroffenen Familien mit Brust- und Eierstockkrebs sehr klein bis 

vernachlässigbar ist. Somit kann XPF als kausales Gen für die erbliche Variante dieser 

Erkrankungen ausgeschlossen werden. (Kohlhase et al., 2014; Osorio et al., 2013) Des 

Weiteren scheint XPF in der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle zu spielen, da 

bisher kein Patient beschrieben wurde, der eine homozygote oder 

compound-heterozygote Nullmutation trägt. (Kashiyama et al., 2013) Im Gegensatz dazu 

konnte von Lehmann et al. mit Hilfe des CRISPR/Cas9 Systems eine stabile humane 

Fibroblastenzelllinie mit einer XPF-Defizienz hergestellt werden. (Lehmann et al., 2017) 

Es handelt sich hierbei jedoch um ein in vitro Experiment. So ist davon auszugehen, dass 

XPF in vivo weitere Aufgaben bzw. Interaktionen übernimmt, welche für das Überleben 

eines Organismus von großer Bedeutung zu sein scheinen. Zukünftige Studien werden 

nötig sein, um dieses Phänomen aufzuklären und zu testen, ob andere Endonukleasen 

wie Mus81/Eme1, SLX4/SLX1 oder FAN1 die Aufgaben im Fall einer XPF-Defizienz 

übernehmen können. (Lehmann et al., 2017) 
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4.2.2 DIE E3-UBIQUITIN LIGASE RFWD3 

Mit Hilfe von WES wurde neben XPF/FANCQ auch das neuste FA-Gen, die RING-Typ 

E3-Ubiquitin Ligase RFWD3, alias FANCW, identifiziert. (siehe 3.2.2) Ubiquitinierung, als 

eine Form der post-translationen Modifikation, wurde im Zusammenhang mit 

DNA-Reparatur bereits häufig beschrieben. (Schwertman et al., 2016) Der Prozess der 

Ubiquitinierung ist durch drei Enzyme geregelt: das Ubiquitin-aktvierende Enzym (E1), 

das Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2) und die Ubiquitin-Protein-Ligase (E3). (Hershko 

and Ciechanover, 1998) Zudem gibt es verschiedene Formen der Ubiquitinierung: 

Monoubiquitinierung wie bei FANCD2/FANCI, Multiubiquitinierung an verschiedenen 

Lysinen des selben Zielproteins oder Polyubiquitinierung, wobei mehrere 

Ubiquitin-Moleküle in Form einer Kette an ein Lysin des Zielproteins angehängt werden. 

(Boisvert and Howlett, 2014) Darüber hinaus ist Ubiquitin in der Lage Polymere bzw. 

Ubiquitinketten zu bilden, die an acht verschiedenen Bindungsstellen entstehen können. 

Jedes siebte Lysin innerhalb von Ubiquitin (K6, K11, K27, K29, K33, K48 und K63) sowie 

das amino-terminale Methionin kann als Ubiquitin-Akzeptor dienen. (Komander, 2009; 

Komander and Rape, 2012) Diese interne Ubiquitinierung reguliert Protein-Protein-

Interaktionen oder gibt das Signal für den proteasomalen Abbau. Die Ubiquitinierung an 

K11 und K48 bspw. dient als Markierung für den Abbau mittels des Proteasoms. Für eine 

Signaltransduktion bei DSBs wird hingegen K63 bevorzugt ubiquitiniert. (Elia et al., 

2015a) Die unterschiedliche Funktion ist durch die strukturellen Gegebenheiten der 

polyubiquitinierten Lysine gegeben. (Komander, 2009) Im menschlichen Genom wurden 

bisher zwei E1-, ca. 40 E2- und > 600 E3-Enzyme charakterisiert. (Deshaies and 

Joazeiro, 2009)  

Fehlerhafte oder fehlende Ubiquitinierung konnte bereits mit verschiedenen Erkrankungen 

assoziiert werden. So führen Mutation in der Ubiquitinligase PARKIN zu einer bestimmten 

Form der Parkinson Erkrankung. (Shimura et al., 2000) Außerdem wurden Mutationen in 

der E3 Ligase CULLIN7 mit der autosomal-rezessiven Wachstumsstörung 3M-Syndrom in 

Verbindung gebracht. (Huber et al., 2005) Ein weiteres Beispiel ist BRCA1, bei dem 

Mutationen in der RING-Domäne häufig in Brust- und Eierstockkrebs resultieren. (Maxwell 

and Domchek, 2012) Neben BRCA1/FANCS, gibt es auch weitere Gene im FA-Signalweg 

(bspw. FANCI, FANCD2, UBE2T, FANCL) die auf Grund einer fehlenden oder 

fehlerhaften Ubiquitinierung zu FA führen. (Dorsman et al., 2007; Hira et al., 2015; Meetei 

et al., 2003a; Rickman et al., 2015; Sims et al., 2007; Smogorzewska et al., 2007; 

Timmers et al., 2001; Virts et al., 2015) 

Unsere Studie zeigt, dass biallelische Mutationen in RFWD3 zu einer fehlerhaften 

DNA-Reparatur führen und in einem FA-Phänotyp resultieren. Bei den 
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compound-heterozygoten Mutationen unserer Patientin ist vor allem die 

Missense-Mutation c.1916 T>A (p.I639K) von Interesse, da die Duplikation von zwei 

Cytosinen an der Stelle c.204_205 zu einem vorzeitigen Abbau des Proteins führt 

(nonsense-mediated decay, NMD). Die Missense-Mutation ist in der WD40-Domäne am 

C-terminalen Ende des Proteins lokalisiert und verhindert dadurch 

Protein-Protein-Interaktionen, insbesondere mit RPA2 (replication protein A2) und eine 

Relokalisation von RFWD3 ans Chromatin. (Gong and Chen, 2011; Liu et al., 2011) Inano 

et al. untersuchte auf der Basis, der von uns gefundenen Missense-Mutation in RFWD3 

die Interaktion von RPA (vor allem RPA1 und RPA2) und RFWD3 näher. Dies geschah im 

Wesentlichen in einer etablierten Modellzelllinie, DT40 Zellen von Gallus gallus. Dabei 

stellten sie fest, dass RFWD3 und RPA einen Komplex bilden, der an ssDNA bindet. Dies 

steht im Gegensatz zu der Hypothese, dass RPA erst an ssDNA bindet und im Anschluss 

RFWD3 rekrutiert. (Gong and Chen, 2011; Liu et al., 2011) Erst kürzlich wurde von Elia et 

al., in einem FA-unabhängigen Kontext, die Funktion von RFWD3 und RPA näher 

charakterisiert. Hierbei ist vor allem die Ubiquitinierung von RPA mittels RFWD3 

hervorzuheben. (Elia et al., 2015b) Diese Interaktion ist bei der von uns beschriebenen 

Patientin gestört. Die Daten von Inano et al. stellen zudem einen Widerspruch zu Elia et 

al. dar. Anhand von untersuchten RPA-Foci 16-48 Stunden nach einem induzierten DNA-

Schaden mittels MMC, konnten Inano et al. einen Abbau von polyubiquitinierten RPA 

feststellen, wohingegen Elia et al. diesen Abbau nicht beobachten konnten. (siehe 3.2.3) 

RPA ist neben RAD51, einer der Hauptkomponenten der Homologen Rekombination 

(HR), da es einzelsträngige DNA (ssDNA) stabilisiert, indem es sich an sie anlagert und 

somit einen Abbau verhindert (siehe 1.3.2.4 B).  

Es stellte sich die Frage, ob RFWD3 - als ein Interaktionspartner von RPA - ebenfalls ein 

Teil der HR ist und welche Rolle es in diesem wichtigen Reparaturweg einnimmt. In den 

letzten zwei Jahren wurden einige Gene, die Bestandteil der HR sind, als FA-Gene 

identifiziert (bspw. RAD51, BRCA1 oder XRCC2). (Ameziane et al., 2015; Park et al., 

2016; Sawyer et al., 2015; Wang et al., 2015) Insgesamt kann man bis heute sieben 

FA-Gene zählen, die in verschiedenen Bereichen der HR involviert sind. RAD51, RAD51C 

und XRCC2 sind vor allem an der Stranginvasion, D-Loop Bildung und der Auflösung der 

Holliday Junctions beteiligt, wohingegen RFWD3 eine frühere Rolle in der HR 

einzunehmen scheint, indem es ssDNA markiert. Die persistierenden RPA1-, RPA2- und 

RAD51-Foci in Patienten- und ΔRFWD3 DT40 Zellen geben einen weiteren Hinweis 

darauf, dass RFWD3 nicht nur mit RPA interagiert, sondern auch mit RAD51, dem 

Schlüsselprotein der HR. Diese Hypothese konnte vor allem die Gruppe um Inano et al. 

mit ihrer biochemischen Charakterisierung von RFWD3 in Bezug auf FA untermauern. 

RAD51 wird ebenfalls von RFWD3 ubiquitiniert und damit für einen Abbau markiert. Für 
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diesen Mechanismus gibt es zwei mögliche Erklärungen: 1) Bei einer fehlenden 

Ubiquitinierung bilden RAD51 und RPA Filamente aus, woraus eine fehlerhafte HR 

resultieren könnte. 2) RPA und RAD51 müssen aus einer D-Loop Struktur am 3‘-Ende der 

ssDNA entfernt werden, um ein Fortschreiten der DNA-Reparatur zu gewährleisten. 

Hierbei könnte RFWD3 die entscheidende Rolle spielen. Anhand der Foci-Daten, scheint 

RFWD3 RPA nicht durch RAD51 an ssDNA zu ersetzen. Dies ist mit Hilfe von BRCA2 

reguliert. (Zelensky et al., 2014) Es scheint, als ob RFWD3 downstream von und 

epistatisch mit BRCA2 interagiert. Die Daten erlauben die Hypothese, dass die 

Ubiquitinierung von RPA und RAD51 sowohl räumlich als auch zeitlich streng durch 

BRCA2 geregelt ist. So gehen Inano et al. davon aus, dass das aktivierte BRCA2-Protein 

während der DNA-Schadensantwort eine Phosphatase oder Deubiquitinase inhibiert, die 

die Aktivität von RFWD3 mindern könnten. (Inano et al. 2017, in revision, Molecular Cell)  

An der Anzahl der Gene lässt sich erkennen, dass der FA/BRCA-Signalweg stark mit der 

HR verwoben ist. Dennoch wurden die meisten dieser Gene erst in den letzten Jahren als 

FA-Gene identifiziert. Mit Hilfe von WES konnte jedoch auch der geringe Anteil an 

Patienten mit Mutationen in diesen Genen zugeordnet werden. Außerdem weisen 

Patienten mit Defekten in den HR-Genen oft hypomorphe Mutationen auf. Dies könnte 

einen Hinweis darauf sein, dass andere Mutationen bereits embryonal lethal sind. Des 

Weiteren sind die meisten dieser Gene auch mit verschiedenen Krebserkrankungen, 

insbesondere erblichem Brust- und Eierstockkrebs, assoziiert. (Katsuki and Takata, 2016) 

Dennoch zeigen biallelische Mutationen in diesen Genen erstaunlicherweise kaum ein 

erhöhtes Krebsrisiko im Kindesalter oder eine verstärkte Neigung zu AML für 

FA-Patienten. Eine Ausnahme stellen hierbei BRCA2 und PALB2 dar. (Howlett et al., 

2002; Reid et al., 2007) Aufgrund der reduzierten Penetranz der p.I639K Mutation in 

RFWD3, zeigt unsere Patientin bisher ebenfalls keine Tumorgenese. Dies ist vergleichbar 

mit Patienten der Komplementationsgruppe FA-O, FA-U, FA-R und FA-S. (Ameziane et 

al., 2015; Park et al., 2016; Sawyer et al., 2015; Shamseldin et al., 2012; Vaz et al., 2010) 

Es ist daher davon auszugehen, dass vor allem BRCA2 und sein Interaktionspartner 

PALB2 die verstärkte Neigung zu bösartigen Tumoren begünstigt, da sich das bei den 

anderen „downstream“ Genen nicht beobachten lässt. Interessanterweise konnte die 

Gruppe um Chung et al. einen SNP (rs4888262) in RFWD3 mit einem erhöhten Risiko für 

Stammzell-basierten Hodenkrebs assoziieren. (Chung et al., 2013) Eine weitere Studie 

brachte den gleichen SNP mit einem erhöhten Risiko für Multiples Myelom in Verbindung. 

(Mitchell et al., 2016) Beide Studien könnten einen Hinweis für eine erhöhte 

Krebsdisposition bei RFWD3 Mutationen geben, obgleich es sich nicht um Krebsarten 

handelt, die typischerweise bei FA auftreten. Es ist daher abzuwarten, was die kommende 
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Entwicklung unserer Patientin zeigt und ob weitere FA-Patienten gefunden werden, die 

der Komplementationsgruppe FA-W zugeordnet werden können. 

Mittels verschiedener Zellsysteme und einem weiteren in vivo Modell, der Maus, konnten 

wir zeigen, dass die E3-Ligase RFWD3 ein Bestandteil der HR ist und damit erheblich 

zum Verständnis des FA/BRCA-Signalwegs beiträgt. Weitere Studien werden nötig sein, 

um den exakten Mechanismus der Ubiquitinierung von RPA und RAD51 mittels RFWD3 

aufzuklären. Dabei ist auch zu prüfen, ob es weitere Interaktoren gibt, die an diesem 

Prozess beteiligt sind. Außerdem ist es interessant zu untersuchen, ob die Deubiquitinase 

UCHL3, die für die Deubiquitinierung von RAD51 und der damit verbundenen Interaktion 

mit BRCA2 verantwortlich ist, auch RPA in Rahmen der HR deubiquitiniert. Damit würde 

UCHL3 den Gegenspieler von RFWD3 darstellen. Dies würde die o. g. These von Inano 

et al. untermauern, dass BRCA2 eine Phosphatase oder Deubiquitinase inhibiert, die die 

Aktivität von RFWD3 mindern könnten. Ferner ist UCHL3 in meinen Augen ein 

potenzielles FA-Kandidatengen, das sich durch seine Interaktion mit RAD51 und dem 

bereits beschriebenen Zusammenhang mit Brustkrebs auszeichnet. (Luo et al., 2016)  
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6 ANHANG  

I. LISTE DER ABKÜRZUNGEN 

A   Adenin 

ACMG   American College of Medical Genetics and Genomics 

AML   Akute myeloische Leukämie 

ALL   Akute lymphatische Leukämie 

Alt-EJ   alternatives End-joining 

AT   Ataxia Teleangiectasia 

ATM   Ataxia Telangiectasia Mutated 

ATR    Ataxia Telangiectasia and Rad3 related 

BAM   Binary sequence alignment/map 

BLM    Bloom Syndrom, RecQ helicase-like 

BMF   Bone marrow failure (Knochenmarkversagen) 

bp   Basenpaar(e) 

BRAFT   Komplex aus BLM, RPA, FA und Topo III alpha  

BRCA1/2   Breast cancer susceptibility gene 1/2 

BRIP1    BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1 

bzw.   beziehungsweise 

C   Cytosin 

cDNA   Complementary DNA 

CDC27   Cell division cycle 27 homolog (S. cerevisiae) 

cNHEJ   Classical Non-homologous-end-joining 

CNV   Copy number variation 

Co-IP   Co-Immunopräzipitation 

CRAM   Challenge-response authentication mechanism 

CRISPR  Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CS   Cockayne Syndrom 

CtBP   C-terminal binding protein 

CtIP   CtBP-interacting protein  

DBA   Diamond-Blackfan Anämie 

dbSNP   Single nucleotide polymorphism database 

DEB   Diepoxybutan 

dHJs   Double Holliday junctions 

DNA   Desoxyribonucleic acid 

DSB   Doppelstrangbruch 

EME1   Essential meiotic endonuclease 1 homolog (S. cerevisiae) 

EP   Expected pathogen 
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ERCC1 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 1 

ExAC Exome Aggregation Consortium 

EXO1 Exonuklease 1 

FA   Fanconi Anämie 

FAN1   Fanconi anemia associated nuclease 1 

FAAP   Fanconi Anämie assoziiertes Protein 

G   Guanin 

gDNA   Genomische DNA 

GEN1   Holliday Junction 5' Flap Endonuclease 

HEF   Helicase-associated endonuclease for fork-structured DNA 

HR   Homologe Rekombination 

HRR   Homologe Rekombinationsreparatur 

HES1   Hairy and enhancer of split-1 

HLA   Human leukocyte antigen 

HNPCC  Hereditäres non-polypöses kolorektales Karzinom 

ICGC   International Cancer Genome Consortium 

ICL   Interstrand crosslink (Interstrang-Quervernetzung) 

ID    Komplex bestehend aus FANCI und FANCD2  

IFAR   International Fanconi Anemia Registry 

INF   Interferon 

IPS   Induzierte pluripotente Stammzelle 

KP   Known pathogen 

Lof   Loss of function 

MB   Megabyte 

MDS   Myelodysplastisches Syndrom 

MEF   Mouse embryonic fibroblasts 

MHF1/2  FANCM-interacting histone fold protein 1/2 

MLH1/3   mutL Homolog 1/3  

MLPA   Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

MMC   Mitomycin C 

MMEJ   Microhomology-mediated end-joining 

MRN   Komplex bestehend aus MRE11, RAD50 und NBS1 

MSH2/3   mutS Homolog 2/3 

MUC    Mucin gene, oligomeric mucus/gel-forming 

MUS81   MUS81 endonuclease homolog (S. cerevisiae) 

NBPF   Neuroblastoma Breakpoint Family 

NBS   Nijmegen-Breakage-Syndrom 

NCBI   National Center for Biotechnology Information 

NER   Nucleotidexzisionsreparatur 

NGS   Next Generation Sequencing 
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NHEJ   Non-homologous-end-joining 

PALB2    Partner and localizer of BRCA2 

PCNA   Proliferating-cell-nuclear-antigen 

PHD   Plant homeodomain 

PKC   Proteinkinase C 

PMS2    Postmeiotic segregation increased 2 

Pol   Polymerase 

POLD   Polymerase delta 

RAD51    RAD51 Homolog (S. cerevisiae), RecA-like protein 

RAD51C   RAD51 Homolog C (S. cerevisiae), RAD51L2 

RAD52   RAD52 Homolog (S. cerevisiae) 

REV1    REV1 Polymerase  

RFC   Replication factor C 

RFWD3  Ring Finger and WD Repeat Domain 3 

RNA    Ribonucleic acid 

ROI   Region of interest 

ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 

RPA   Replication protein A 

RTEL1   Regulator of telomere elongation helicase 1 

SAM Sequence alignment/map 

SDSA Synthesis-dependent strand annealing 

SLX1 SLX1 structure-specific endonuclease subunit homolog (S. cerevisiae) 

SLX4  SLX4 structure-specific endonuclease subunit homolog (S. cerevisiae) 

SNP    Single nucleotide polymorphism 

SSA   Single-strand annealing 

ssDNA   single-stranded DNA (Einzelsträngige DNA) 

T   Thymin 

TAR   Thrombocytopenia-Absent Radius Syndrome 

TLS   Transläsionssynthese 

TNF   Tumornekrosefaktor 

TOPOIII  Topoisomerase III 

TWIST1  Twist-related protein 1 

UAF1    USP1 associated factor 1 

UBE2T   Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 T 

UBZ   Ubiquitin-binding zinc finger domain 

UCHL3   Ubiquitin Carboxyl-Terminal Esterase L3 

USP1    Ubiquitin specific peptidase 1 

UV   Ultraviolett (Strahlung) 

VCF   Variants call format 

WES   Whole Exome Sequencing 

WGS   Whole Genome Sequencing 
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WT   Wildtyp 

XFE   ERCC4 associated progeroid syndrome, segmental progeria 

XLF   XRCC4-like factor  

XP    Xeroderma pigmentosum 

XPD   Xeroderma pigmentosum, Komplementationsgruppe D 

XPF    Xeroderma pigmentosum, Komplementationsgruppe F 

XRCC4   X-ray repair cross-complementing protein 4 
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III. EIGENE BEITRÄGE ZU DEN ENTHALTENEN VERÖFFENTLICHUNGEN 

Die folgenden Seiten enthalten die Unterschriften aller Co-Autoren der enthaltenen 

Veröffentlichungen. Leider ist Johan P. de Winter bereits verstorben, sodass von ihm 

keine Unterschrift mehr zu bekommen war.  
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