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Abkirzungsverzeichnis

-O2- Hyperoxid-Anion

-OH Hydroxyl-Radikal

APC antigenpréasentierende Zelle

ATP Adenosintriphosphat

BER Basen-Exzisionsreparatur

CLIPi cutaneous lymphoma international prognostic index
CML chronische myeloische Leukamie

DSB double-strand break, Doppelstrangbruch der DNA
dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinséure

Fe Eisen

HIV humanes Immundefizienz-Virus

HTLV1/2 humanes T-lymphotropes Virus 1/2

H20: Wasserstoffperoxid
HR homologe Rekombination
ICL interstrand crosslinks
IL Interleukin
IFN Interferon
kbp Kilobasenpaar
MDS myelodysplastisches Syndrom
MF Mycosis fungoides
MMEJ] microhomology-mediated end joining, Mikrohomologie-vermittelte

Endverbindung

MMR Mismatch-Reparatur
mtDNA mitochondriale DNA
NER Nukleotid-Exzisionsreparatur

NHEJ non-homolgous end-joining, nicht-homologe Endverknipfung



nSSNV non-synonymous single nuclotide variation/variant, nicht-synonyme
Einzelnukleotid-Variation/Variante

PI3 Phosphatidylinositol 3

PROVEAN Protein Variation Effect Analyzer (Software)

PUVA Psoralen plus Ultravioletstrahlung A

SéSy Sézary Syndrom

SIFT Sorting Intolerant From Tolerant (Software)

SNP single nucleotide polymorphism, Enzelnukleotid-Polymorphismus
SNV single nuclotide variation/variant, Einzelnukleotid-Variation/Variante
SSB single-strand break, Einzelstrangbruch der DNA

sSDNA Einzelstrang DNA

TCR T-Zell Rezeptor

uv Ultraviolettstrahlung



1. Einleitung

1.1 Der Zellzyklus und seine Regulation

Als Zellzyklus bezeichnet man eine Folge von Ereignissen, die zu einer Zellteilung fihren.
Diese bestehen in der Regel aus 2 Phasen: einer Interphase und der Mitose/Meiose. Die
Interphase kann weiter in die Phase G1, in der unter anderem die fiir die Replikation
gebrauchten Enzyme sowie Zellorganellen synthetisiert werden, in die Phase S, in der eine
DNA-Replikation stattfindet sowie in die Phase G2, in der Proteine (vor allem Tubulin)
entstehen, unterteilt werden. Die Phase M umfasst eine Zytokinese sowie eine Karyokinese.
In der Phase GO befinden sich Zellen, die stark differenziert sind, wie z. B. Nervenzellen oder

Hepatozyten. Diese kdnnen bei Bedarf wieder zur G1-Phase zurlickkehren (1).

Um den Ablauf des Zellzyklus zu kontrollieren, besitzen die Zellen einen speziellen
Mechanismus, sogenannte ,,Checkpoints (Kontrollpunkte). Deren Aufgabe ist es, eine
nachste  Zellzyklus-Phase erst nach vollstindigem  Abschluss/Beendigung  der
vorangegangenen Zellzyklus-Phase einzuleiten. Das Ziel ist, dass eine Mutter- und Tochter-
Zelle dieselbe DNA-Information aufweisen, sodass eine genomische Stabilitit gewahrleistet
werden kann. Die Checkpoints kdnnen durch Stress, Replikationsfehler, DNA-Schaden oder
chromosomale Fehlverteilung wahrend der Mitose/Meiose aktiviert werden. Dies kann zur
Apoptose oder zur unkontrollierten Proliferation und Tumorgenese flhren. Zu den
Checkpoints-Proteinen gehdren Sensor-Proteine, die eine DNA-Schadigung erkennen,
Wandler-Proteine, vor allem Kinasen, die durch Phosphorylierung Signale und deren
Ubermittlung beschleunigen sowie Effektor-Proteine, die einen Progress des Zellzyklus
verhindern (2).

Der Tumorsuppressor p53 spielt eine Hauptrolle bei allen Checkpoints. Er integriert Signale
aus verschiedenen Signalwegen infolge von unter anderem DNA-Schéadigung, Hypoxie sowie
Aktivierung von Onkogenen (3). Eine p53 getriggerte Transkription fuhrt zu einer Regulation,
Bindung und Inhibition von Cyklin-abhéngigen Kinasen, Zellzyklus-Arrest, zelluldren
Seneszensprogramm, Zell-Differenzierung, Apoptose sowie Angiogenese-Inhibition (3).
Uberdies ist p53 ein wichtiger Teil der DNA-Reparatur. Sein Target p21 bindet an PCNA,
wodurch die Replikation aber nicht NER blockiert wird. P53 bindet auch direkt an das
Replikations-Protein RPA, den TF 1I-Komplex sowie an dsDNA und ssDNA, und verfugt
uber eine DNA-Reannealing-, End-Joining- und Exonuklease-Aktivitat (4, 5). Interessant

bleibt eine upstream-Regulation von p53. Hierbei wurde als negativer Hauptregulator ein
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Mdm2-Onkoprotein identifiziert (6). Zu einem anderen negativen Regulator von p53 gehort
ebenfalls das CARF-Protein, das an einer Proteasomen-Degradation von p53 beteiligt ist (7).
Sowohl als negativer (verhindert eine Bindung zu DNA-geschéadigten Stellen) als auch als

positiver (Funktion der Stabilisierung) p53-Regulator gilt das TIRR-Protein (8, 9).

Insgesamt wurden bereits viele Checkpoint-Signalwege entdeckt. Zu den wichtigsten
kontrollierten Ereignissen des Zellzyklus gehoren: Kontrolle der Zellgroiie, Reaktion auf eine
DNA-Schadigung, Monitoring der Replikation (S-Phase), G2/M-Ubergang, Spindelapparat-
Checkpoint (10).

1.2 DNA-Schadigung

Alle Biomolekile unterliegen einer Schadigung durch endogene sowie exogene Faktoren
(11). Da die DNA als eine Datenbank der genetischen Informationen gilt, spielt ihre
Schadigung eine besondere Rolle. Entstehende Schadigungen konnen zu Seneszens,
Mutationen und infolgedessen Erkrankungen, unter anderem Krebserkrankungen, fihren. Zu
dieser Gruppe von Erkrankungen gehéren einige neurologische Erkrankungen, mit einem
erhdhten Krebsrisiko verbundene sowie hamatologische Krankheiten (z. B. Xeroderma
pigmentosum, Fanconi Andmie, Ataxia Teleangiectasia). Des Weiteren kann eine DNA-
Schédigung zu einem vorlbergehenden Zellzyklus-Arrest, wahrend dessen eine Reparatur
stattfinden kdnnte, oder zur Apoptose im Fall einer irreparablen DNA-Schéadigung fuhren.
Die Zellen entwickelten verschiedene Mechanismen der DNA-Reparatur als Reaktion auf
DNA-Schéadigungen (12). Es bestehen allerdings einige Unterschiede zwischen Prokaryonten
und Eukaryonten (13).

1.2.1 Endogene DNA-Schadigungen

Der GroRteil der DNA-Modifikationen hat eine endogene Ursache. 3x 10° Basen werden in
einer Zelle bei einer Replikation kopiert. An diesem Prozess sind Polymerasen mit hoher oder
niedrigerer Genauigkeit (,Jow-fidelity”) beteiligt. Dadurch entstehen Fehler (falsche
Basensubstitution, Insertion, Deletion) mit einer Frequenz von 107 bis 108 pro Zelle pro
Generation. Weitere endogene Schédigungen kdnnen durch Topoisomerasen verursacht

werden.

Eine spontane Desaminierung von DNA-Basen ist die hdufigste Ursache der Mutagenese in
humanen Zellen. Sie tritt meistens bei Einzelstrang- und Doppelstrang-DNA auf und betrifft

vor allem Cytosin und 5-Methylcytosin. Durch diese Modifikation entsteht Uracil, Thymin,
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Hypoxanthin und Xanthin. Dies flhrt zu weiteren Fehlern wéhrend der Replikation und
Transkription. Wenn eine N-Glycosyl-Bindung in einem DNA-Strang spontan hydrolisiert
oder durch Glykosylasen gespaltet wird, entstehen dadurch sogenannte abasische Stellen.

Diese werden meistens durch Endonukleasen und im Rahmen von BER repariert.

Reaktive Sauerstoffverbindungen (-O2", H202, -OH) entstehen vor allem infolge der zellulé&ren
Atmung bei aeroben Organismen. In kleinen Mengen spielen sie eine Rolle bei Redox-
Reaktionen und sind ein Teil der Immunsystem-Reaktionen auf Pathogene. Das Hydroxyl-
Radikal kann sich an DNA-Basen addieren sowie Elektronen von Zucker- oder
Baseneinheiten abstrahieren. Des Weiteren kdnnen in einer Fenton-Reaktion (H.O2+Fe)
hochreaktive Hydroxyl-Radikale entstehen und eine Offnung des Imidazol-Ringes in Guanin
oder Adenin verursachen. Oxidierte Basen werden im Rahmen von BER oder Reparatur von
SSB/DSB, falls es zu einem DNA-Bruch kommt, repariert.

Zu einer Methylierung von DNA-Basen kann es spontan durch S-Adenosylomethionin-
abhangige Methyltransferasen kommen. Das dadurch entstandene O4-Methylthymin und O4-
Ethylthymin weist im Vergleich zum N3-Methylthymin und N3-Methylcystein ein
hochmutagenes Potential auf und verursacht Transition-Mutationen. Methylierte Basen
werden durch Ethylotransferasen, Oxygenasen oder Glykosylasen im Rahmen von BER oder
MMR entfernt (14).

1.2.2 Exogene DNA-Schadigungen

Zu der ionisierenden Strahlung gehort eine alpha-, beta-, gamma-, Neutron- und X-Strahlung.
Diese wird durch Felsen, Erde, Radon, kosmische Strahlung sowie medizinische Gerate
produziert. Eine Wirkung von dieser kann direkt oder indirekt zu einer DNA-Schadigung
fuhren. Die indirekte Wirkung hangt mit der Entstehung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen (vor allem -OH) zusammen. Infolge dessen kdnnen 8-oxo-Guanin,
Thymin-Glykol oder Formamidopirymidine entstehen. Durch eine direkte Wirkung der
Strahlung kann es zu SSB mit einer charakteristischen Endung (3"-Phosphat oder 3'-

Phosphoglykolat) sowie zu DSB kommen.

UV-Strahlung, die die hdufigste Ursache der verschiedenen Arten von Kerbserkrankungen der
Haut ist (15), kann abhéngig von der Wellen-Léange in UV-C (190-290 nm), UV-B (290-320
nm) und UV-A (320-400 nm) unterteilt werden. Das Sonnenlicht besteht aus 5,1 % UV-A,
0,3% UV-B, 62,7% sichtbarem Licht und 31,9% infrarotem Licht. UV-C wird vorwiegend

durch eine Ozonschicht gefiltert. Eine durch UV-Strahlung verursachte DNA-Schédigung
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entsteht entweder durch direkte oder indirekte Absorption der Energie durch Molekile, wobei
UV-C-Strahlung sehr viel starker im Vergleich zu UV-B/A durch DNA absorbiert wird. Dies
verursacht eine Bildung von ,bulky dimers® (Cyclobutan-Pyrimidin Dimere, Pyrimidin-
Pyrimidon Photoprodukte), die die DNA-Struktur verzerren. UV-B kann ebenfalls zur
Bildung von Dimeren fuhren, allerdings nicht so haufig wie UV-C-Strahlung. UV-A bedingte
DNA-Schadigungen entstehen durch Bildung von DNA-Addukten, Anregung von endogenen
(Porphyrine, Flavine) und exogenen (Psoralen, Tetrazykline) Photosensitizern sowie
Strangbriiche. Die UV-bedingten DNA-Schadigungen werden im Rahmen von NER, TLS
(,,translesion DNA synthesis*) oder HR repariert.

Zu den DNA-schadigenden Chemikalien gehdren Alkylanzien, die zum Beispiel in
Tabakrauch zu finden sind; des Weiteren entstehen diese wahrend der Verbrennung von
Biomasse, industrieller Verarbeitung oder gehdren zu Nahrungskomponenten. Die
Alkylanzien reagieren mit einem Stickstoff, vor allem N7 von Guanin und N3 von Adenin
und weniger mit Sauerstoff. Infolgedessen entstehen sogenannte ,,interstrand crosslinks®, bei
denen zwei reaktive Gruppen mit zwei gegeniber liegenden Basen reagieren (16). Einige
Alkylanzien werden in der Chemotherapie (z. B. Cyclophosphamid, Cisplatin) zur
Behandlung von Krebserkrankungen verwendet. Ahnlich wie Alkylanzien kann auch Psoralen
sowie Pyrimidin-Addukte nach der Photoaktivierung durch UV-A ,interstrand crosslinks*
verursachen. Dies fand Anwendung in der Therapie von Psoriasis, Ekzemen sowie kutanen T-
Zell Lymphomen. Die durch Alkylanzien verursachten DNA-Schéadigungen werden durch
direkte Reparatur, ICL-Reparatur sowie BER behoben.

Aromatische Amine (z. B. 2-Aminofluorene und sein Derivat N-Acetyl-2-Aminofluor) sind in
Tabakrauch, Brennstoffen, Kohle und Farbstoffen enthalten oder entstehen beim Kochen mit
hoher Temperatur. Nach der Aktivierung durch das P450-Monooxygenase System entstehen
daraus karzinogene Alkylanzien, die vor allem C8 von Guanin ,,attackieren“. Dadurch wird
die DNA-Struktur veréndert, insbesondere wenn C8 in der kleinen Furche der DNA liegt.

Diese Schadigung wird durch NER repariert.

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe zeichnen sich durch einen oder mehrere
aromatische Ringe aus. Zu deren Quelle gehdren Tabakrauch, Autoabgase und verkohltes
Essen. Insbesondere das Dibenzo[a,l]pyren wirkt kanzerogen. Nach der Aktivierung durch
P450 entstehen DNA-Addukte, die im Rahmen von BER oder NER repariert werden kdnnen.
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Die DNA kann ebenso durch andere reaktive Elektrophile geschédigt werden. Dazu gehort

Ostrogen sowie im konservierten Fleisch oder im Tabakrauch enthaltene N-Nitrosamine.

Aflatoxine werden durch Aspergillus flavus und Aspergillus parasiticus produziert. Nach der
Metabolisierung durch den P450-Komplex entsteht eine aktive Form, die mit N7 von Guanin
reagiert, wodurch eine glykosidische Bindung schwécher wird und eine Depurinierung

entsteht.

Zu weiteren DNA-schédigenden Faktoren gehort auch oxidativer Stress sowie einige
Konservierungstoffe  (Natrium-, Kalium-Benzoat, Kalium-Sorbat), Nahrungsmittel-
zusatzstoffe (Zitronenséure, Phosphorsaure) und Pflanzenschutzmittel (14).

1.3 DNA-Reparatur

Um die genomische Stabilitat aufrecht zu erhalten, entwickelten Zellen im Laufe der
Evolution als Reaktion auf eine DNA-Schadigung verschiedene DNA-Reparaturmechanismen
in Abhéngigkeit von der Art der DNA-Schéadigung (,,DNA damage response®; ,,DDR*). Diese
DDR charakterisiert eine zeitlich eng abgestimmte Aktivierung und Deaktivierung von
Faktoren, die an der Erkennung, Uberpriifung und Reparatur der Schadigung beteiligt sind.
Diese Faktoren brauchen einen Zugang zur DNA, der durch Veranderungen der Chromatin-
Struktur reguliert werden kann. Deswegen spielt eine Chromatin-Reorganisation sowie
Dekondensation eine entscheidende Rolle nicht nur bei der DNA-Reparatur, sondern auch bei
anderen zelluldren Prozessen, wie Replikation oder Transkription. Solche Chromatin-
Strukturverdnderungen entstehen unter anderem durch Histon-Phosphorylierung oder

Ubiquitinierung (17).

Bereits kleine, durch UV-Strahlung und Alkylierung verursachte DNA-Basenveranderungen,
konnen mittels Alkyltransferasen (AGT/MGMT) und Dioxygenasen (AlkB-Homologe) in
einem einfachen Weg repariert werden (14).

Zu den wichtigsten DNA-Reparaturmechanismen gehort eine Basen-Exzisionsreparatur,
Nukleotid-Exzisionsreparatur, ein Mismatch-Reparatur-System sowie die Reparatur von
Doppelstrangbriichen mittels einer homologen Rekombination und nicht homologen

Endverkntpfung (,,non-homologous end-joining**) (12).
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1.3.1 Basen-Exzisionsreparatur (BER)

Eine Basen-Exzisionsreparatur ist ein konservierter Mechanismus, der fiir die Reparatur einer
Mehrheit von endogenen, nukledren sowie mitochondrialen DNA-Schédigungen inklusive
Alkylierung, Oxydierung, Desaminierung, Depurinierung sowie fiir die Reparatur von
Einzelstrang-DNA-Schéadigungen verantwortlich ist (18, 19). Bei diesem Prozess werden
Zwischenprodukte ,,isoliert und in den nacheinander folgenden Schritten verwendet, sodass

es nicht zu einem Zellzyklus-Arrest oder einer Apoptose kommt (20).

Eine beschéddigte Base wird durch eine Glykosylase, die eine N-glykosidische Bindung
zwischen dieser Base und einer Desoxyribose spaltet, entfernt. Es ist dabei wichtig, dass eine
unbeschédigte Base zwar durch eine Glykosylase erkannt, aber nicht aus der DNA abgespaltet
wird (21). Infolge der Glykosylase-Wirkung entsteht eine abasische Stelle. Es wurden
mindestens 12 Glykosylasen entdeckt; alle verwenden denselben Mechanismus, in dem eine
Base zur Exzision in eine extrahelikale Position verschoben wird. Eine abasische Stelle wird
durch eine apurinische/apyrimidinische Endonuklease (APE1) repariert. Diese hydrolisiert ein
Phophodiester-Backbone. Nach der Wirkung dieses Enzyms entsteht ein Einzelstrangbruch
mit einer 3-OH und 5"-Deoxyribose-Phosphat Endung. Einige Glykosylasen verfiigen
zusétzlich Uber eine Lyase-Aktivitat. Diese Endungen werden im weiteren Verlauf entweder
durch die Phosphodiesterase-Aktivitdit von APE1 oder die Lyase-Aktivitit der DNA-
Polymerase B entfernt. Zu anderen Enzymen, die entstehende blockierte DNA-Endungen
reparieren konnen, gehort auch beispielsweise eine Tyrosyl-Phospodiesterase, die flr die
Exzision von 3"-Phosphoglykolat (entsteht durch reaktive Sauerstoffverbindungen) zustandig
ist oder Aprataxin. Die Reparatur der Endungen stellt sich insgesamt als ein mehrstufiger
Prozess dar. Im weiteren Verlauf erfolgt eine DNA-Synthese und Ligation. Dieser Schritt
verlauft abhéngig von der Lange der ausgeschnittenen Basen entweder als kurzer (,,short-
patch®) oder langer (,,long-patch*) Weg. Bei dem kurzen Weg, der bei 80-90% aller Basen-
Exzisionsreparaturen verlduft, wird durch eine DNA-Polymerase  eine 5 -Desoxyribose-
Phosphat Endung entfernt und das fehlende Nukleotid eingefugt. Eine Ligation erfolgt durch
die DNA-Ligase | oder die DNA-Ligase 111 und den XRCC1 Komplex. Bei dem langen Weg
ist eine Mitwirkung von anderen Polymerasen (6 oder €), PCNA, RFC und FEN1 notwendig.

XRCC1 sowie PARP1 gehdren zu den Helfer-Proteinen, die an der BER beteiligt sind.
XRCCI1 funktioniert als eine ,,Gertist* fiir andere Proteine und interagiert mit diesen (z. B.
Glykosylasen, DNA- Polymerase 3, APE1, Ligase I, PNKP, TDP1, APTX). PARPL1 gilt als

ein Sensor der DNA-Schéadigung. Nach der Bindung an DNA werden andere Proteine, unter
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anderem XRCC1 aktiviert. Nach der PARP1-Freisetzung von DNA konnen Reparatur-
Proteine an die DNA gebunden werden (12).

Mutationen in Genen, die Enzyme des Basen-Exzisionsreparatur-Mechanismus kodieren
(z. B. DNA-Glykosylase), sind mit Krebserkrankungen (Lymphome, Kolorektal-Karzinome),
neurodegenerativen Erkrankungen, Wachstum-Anomalien, Immunsystem-Dysfunktionen

sowie dem Altern assoziiert (22).

Abbildung 1 BER-Mechanismus (23)

Oxidized or ring-
saturated base

Deaminated, alkylated
or mismatched base

Bifunctional DNA Glycosylase Monofunctional DNA Glycosylase
(e.g. OGG1, NEIL, Nth) (e.g. TDG, UNG, SMUG)
APE1,2 APE1,2 l
’;2;‘:1 PCNA
PolB, 5, €
JONTLOT T r
FEN1
l PCNA l Ae
Lig3 Lig1
XRCC1 PCNA
A H-MEHHL
Short-patch BER (1 nt) Long-patch BER (2-10 nt)

BER kann als ein kurzer (,,short-patch“) oder langer (,,long-patch “) Weg verlaufen. Bei kurzem Weg wird
eine Lasion durch ein Nukleotid ersetzt, bei langem Weg werden 2-10 Nukleotide eingebaut.

13




1.3.2 Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)

Durch diesen Mechanismus werden ,,bulky lesions”, die die helikale Struktur der DNA
verzerren, repariert. Im Rahmen von DNA-Verdnderungen entstehen Pyrimidin-Dimere
(Cyclobutan-Pyrimidin Dimere und 6-4 Photoprodukte) vor allem durch eine UV-
Schédigung oder als Folge der Cisplatin-Wirkung (,,intrastrand crosslinks®). Im Vergleich zur
BER umfasst diese Reparatur dhnliche Schritte wie die Erkennung von Lasionen, das Offnen
der DNA-Helix, die Exzision, Synthese eines fehlenden Fragments sowie Ligation; allerdings
erfordert NER die zeitlich koordinierte Aktion von sehr vielen Proteinen (liber 30). Die NER
umfasst 2 Wege: ,,global genome repair” (GG-NER) und ,transcription-coupled repair” (TC-
NER); bei Letzterem werden vor allem Schadigungen der DNA im Bereich aktiv
transkribierter Genen repariert (24). Ein Unterschied zwischen diesen zwei Wegen besteht in
der Erkennung von Lasionen. Bei der GG-NER ist bei groReren DNA-Verzerrungen ein
XPC/RAD23B/CETN2 und bei kleineren Verzerrungen ein DDB1/XPE (DDBZ2)-Protein
Komplex fiir die Erkennung verantwortlich. Die Bindung des DDB2-Komplexes an die DNA
erhoht die DNA-Verzerrung, sodass XPC rekrutiert wird. Bei der TC-NER wird bei einer
DNA-Schadigung eine RNA-Polymerase Il nach der Anlagerung an einer geschadigten Stelle
aktiviert. Einige Lasionen koénnen durch GG-NER erkannt, aber durch TC-NER repariert
werden. Der Grund liegt wahrscheinlich darin, dass Kkleinere Schadigungen keine
signifikanten DNA-Verzerrungen verursachen. Im weiteren Schritt verdrdngen die zwei
Proteine CSA und CSB die RNA-Polymerase, wodurch andere Reparatur-Proteine den
Zugriff auf die DNA erhalten. Weitere Schritte verlaufen bei GG- und TC-NER als ein
gemeinsamer Weg ab. Durch XPC oder CSB und CSA wird ein multifunktioneller
Transkriptionsfaktor TFIIH aktiviert. Daraufhin bewirken die ATP-abhdngigen DNA-
Helikasen XPB und XPD ein asymmetrisches Abwickeln der DNA-Helix von ca. 30
Nukleotiden. Dies erlaubt einen Zugriff von XPA, RPA und XPG auf die DNA. Infolgedessen
erfolgt eine weitere Dehnung der DNA und Stabilisierung des ganzen Komplexes
(,,preincision complex®). Im weiteren Schritt werden Nukleotide durch XPG und
XPF/ERCC1 Endonukleasen geschnitten. Am ehesten erfolgen die Schnitte nicht gleichzeitig,
sondern nacheinander. Dadurch wird eine Exposition von unauffélliger ssDNA, die instabiler
im Vergleich zu ,bulky lesions“ wirkt, verhindert. Des Weiteren kann der Ubergang von der
Exzision zur Synthese besser reguliert werden. Die DNA-Polymerase 6, k oder € synthetisiert
ein fehlendes DNA-Fragment; hierfur wird ein unauffalliger DNA-Strang als Muster benutzt.
Eine Rekrutierung der Polymerase k hiangt von RAD18 und der PCNA-Ubiquitinierung ab.
Die DNA-Synthese kann bereits vor dem Exzisions-Schritt erfolgen und umfasst etwas mehr
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als die Halfte der NER-Reparaturzeit in Anwesenheit der inaktiven XPG. Die Blockung der
DNA-Polymerase kann ahnlich wie bei der Replikation nach dem Eintreffen der DNA-
Schédigung verlaufen. Am Ende wird der Prozess durch eine DNA-Ligase Illo. oder I
vervollstéandigt (12, 25, 26).

Defekte des NER-Mechanismus wurden bei der Xeroderma pigmentosum, dem Cockayne
Syndrom und der Trichothiodystrophie nachgewiesen. Diese Erkrankungen zeichnen sich
durch eine hohe Sensivitat auf Sonnenlicht, ein erhohtes Risiko an Krebserkrankungen,
Neurodegeneration, vorzeitiges Altern, Wachstumsverzdogerung sowie immunologische
Defekte aus (27-30).

Abbildung 2 NER-Mechanismus (23)
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Die NER umfasst 2 Wege: ,,global genome repair” (GG-NER) und ,,transcription-coupled
repair”’(TC-NER). Nach der Erkennung der Lasion verlaufen weitere Schritte (Offnen der
DNA-Helix, Exzision, Synthese eines fehlenden Fragments, Ligation) als gemeinsamer Weg
ab.
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1.3.3 Mismatch Reparatur (MMR)

Die Mismatch Reparatur spielt eine Hauptrolle bei der post-Replikations Reparatur, bei der
durch eine Polymerase falsch eingefugte Basen ersetzt werden. Des Weiteren sind MMR-
Proteine an der Reparatur von ,insertion/deletion loops* (IDLs) zustadndig, die nach
,Verrutschen“ der Polymerase bei einer Replikation von repetitiven DNA-Sequenzen
entstenen. Die MMR-Reparatur ist ein konservierter Prozess und umfasst die Erkennung einer
DNA-Schadigung, die Exzision sowie die Synthese des fehlenden DNA-Fragmentes. Die
Erkennung erfolgt durch folgende zwei Proteinkomplexe: MutS und MutL, wobei durch MutS
die Erkennung nicht komplementarer Basen erfolgt, wahrend durch MutL die Rekrutierung
weiterer Proteine stattfindet. MutS funktioniert als ein Heterodimer und besteht sowohl aus
MutSa (MSH2/MSH6), der Mismatches und kleine IDLs erkennt als auch aus MutSR
(MSH2/MSH3), der langere IDLs erkennt. Nach der Bildung eines MutS-DNA Komplexes
erfolgt eine ATP-abhangige Aktivierung von MLH (MutL Homolog). Dieser besteht ebenfalls
aus Heterodimer-Komplexen: MutLo (MLH1/PMS2), der fiir 90% der Komplex-Aktivitét
verantwortlich ist und eine durch MutSa und MutSB eingeleitete Reparatur unterstitzt, MutLR
(MLH1/PMS1) sowie MutLy (MLH1/MLH3). Der Abbau eines fehlerhaften DNA-Stranges
erfolgt mittels der Exonuklease 1 (EXOL1), die Uber eine 5" zu 3"-Exonuklease-Aktivitét
verfiigt. Ihr Ansatzpunkt an der DNA kann bis 1 kbp von der Mismatch-Stelle entfernt sein
und entstent Uber eine ssDNA-Inzision im Rahmen der Endonuklease-PCNA/
Replikationsfaktor C-abhangigen Aktivitit von MutLo. Eine 5 und 3’-Exzisionsreaktion
benétigt unterschiedliche Komponenten, aber beide beginnen mit einer Bindung von MutS an
DNA. Bei einer 5 -Exzision stabilisiert MutS EXO1, sodass eine Exonuklease-Aktivitat nur
im Rahmen des Komplexes vorhanden ist und durch RPA inhibiert wird. Bei einer 3’-
Exzision interagiert MutLo mit MutS sowie PCNA und verursacht multiple DNA Spaltungen
zwischen einer 3"-Endung bis zu einer sich direkt nach dem Mismatch befindenen Stelle.
MutLo kann durch eine Proteasom-abhdngige Degradation von PMS2 reguliert werden. Eine
DNA-LIicke wird durch die Polymerase & mit Beteiligung von PCNA und RPA synthetisiert.
Die verbliebene Kerbe wird durch die Ligase I entfernt (12, 31, 32).

Zellen mit einem gestorten MMR-Mechanismus sind gekennzeichnet durch eine
Mikrosatelliteninstabilitdt und erhéhte Mutationsraten. Storungen treten bei einem MMR-
Protein Mangel (meistens durch epigenetisches Silencing bei Hypermethylierung) auf.
Keimbahnmutationen von MMR-Genen sind mit einer Neigung zur Entwicklung von
Krebserkrankungen wie dem Lynch Syndrom (autosomal-dominant vererbte vor allem MSH2
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und MLH1 Mutationen) verbunden. Bei diesem Syndrom ist nicht nur das Risiko zur
Entwicklung von Kolonkarzinom, sondern auch von Endometrium-, Magen-, Ovarial-,
Dinndarm-, Nieren-, Urether-, Harnblase-, Pankreas-, Talgdruse- (Muirr-Torre Syndrom),

Mamma- und Prostata-Karzinomen sowie Sarkomen erhoht (33-36).

Abbildung 3 MMR-Mechanismus (37)
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Bei MMR erfolgt die Erkennung von DNA-Schadigungen durch zwei Proteine: MutS
(MSH2 + MSH6) und MutL. Nach der Bildung eines MutS-DNA Komplexes wird MutL
Homolog aktiviert. Daraufhin erfolgt eine Zersetzung eines DNA-Stranges mittels einer
Exonuklease 1 (EXQO1). Die fehlende DNA wird durch die Polymerase 6 mit Beteiligung
von PCNA und RPA synthetisiert.
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1.3.4 Reparatur von Doppelstrangbrichen

Doppelstrangbriiche gelten als besonders gefahrliche DNA-Schédigungen in Bezug auf das
Zell-Uberleben. Diese entstehen durch eine Wirkung von ionisierender Strahlung, entweder
indirekt, wenn durch einen Einzelstrangbruch oder eine Basen-Schadigung eine
Replikationsgabel geblockt wird oder wenn eine Replikationsgabel-Regression mit
Entstehung von sogenannten ,.chicken foot“-Strukturen stattfindet. Ein einziger, nicht
reparierter Doppelstrangbruch kann zur Apoptose fihren (38, 39). Die zwei Haupt-
mechanismen, die flr eine Reparatur von solchen Schadigungen verantwortlich sind,
umfassen eine homologe Reparatur (HR) und nicht homologe Endverbindung (,,non-
homologous end-joining™, NHEJ). NHEJ funktioniert in allen Phasen des Zellzykluses aufer
der M-Phase. Die HR wird nur nach der Replikation in der S/G2 Phase aktiviert.

Die Struktur von DSB spielt eine weitere Rolle bei der Wahl des Reparaturmachanismuses.
,,One-ended” DSBs, die wahrend einer Replikation entstehen konnen, werden in der S-Phase
vor allem durch HR repariert, da ein Partner-DSB fiir NHEJ fehlt. In diesem Fall bindet ein
Ku/PKcs Komplex an die DNA, wodurch PKcs aktiviert wird. Durch die MRE11-
Endonuklease-Aktivitat entsteht eine Kerbe um DSB-Endungen herum. Im weiteren Schritt
wird eine EXO1/DNA2-Exonuklease aktiviert. Im Endeffekt wird eine ssDNA fir HR
gebildet. ,,Two-ended“-DSBs, die iberwiegend durch eine ionisierende Strahlung entstehen,
werden entweder in einer G2 Phase durch HR oder NHEJ behoben. Mittels NHEJ werden ca.
70% und mittels HR ca. 30% von solchen DSBs repariert. Die Reparatur verlduft als HR,
wenn DSBs eine komplexe DNA-Endung- oder Chromatin-Struktur sowie Transkription-
aktive Stellen enthalten. In diesem Fall wird Ku70/80 durch eine RNF138-abhédngige
Ubiquitinierung und MRE11-Nuklease-abhangige Digestion entfernt. Weitere Schritte
verlaufen &dhnlich wie die Reparatur von ,,one-ended“-DSBs. Diskutiert wird auch eine
weitere Regulation durch BRCAL und 53BP1. 53BP1 wird zu den DSB-Endungen rekrutiert.
Nach der Phosphorylierung durch ATM ist eine Interaktion mit RIF1 moglich. Infolgedessen
wird eine 53BP1-Repositionierung verhindert. Durch eine Bindung zu Chromatin kommt es
zur ihrer Verdichtung, so dass DNA-Nukleasen geblockt werden. Dies fuhrt zur NHEJ-
Reparatur. Nach einer Dephosphorylierung von 53BP1 durch Phosphatasen (z. B. PP4c), die
durch BRCAL gefordert werden, erfolgt eine UHRF1-abhangige Ubiquitinierung von RIF1
und seine Freisetzung aus dem Komplex. Dadurch kann 53BP1 repositioniert werden.
Infolgedessen kann HR mit Wirkung von EXOL stattfinden (40, 41).
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1.3.5 Homologe Rekombination (HR)

Diese Reparatur kann als ein ,,Schutzweg™ einer Replikationsgabel-Progression betrachtet
werden, da somit eine genaue Chromosomen-Duplikation gewahrleistet werden kann. Durch
eine  HR-Reparatur werden ssDNA-Lucken, die nach einem Durchgang von einer
Replikationsgabel Gber eine beschadigte DNA-Stelle entstehen, verschlossen. Die Reparatur
wird durch eine 5° zu 3" Einzelstrang Resektion von DSBs Endungen initiiert (prasynaptische
Phase). Dafir ist ein MRN (MRE11-RAD50-NBS1)-Komplex mit CtIP (RBBPS)
verantwortlich. BRCAL interagiert direkt mit CtIP, sodass eine phosphylierte Form an DSB-
Stellen gebunden wird. Ein weiterer Schritt der Resektion erfolgt mittels einer BLM-Helikase
und EXO1 Exonuklease. Infolgedessen entstehen kurze 3"-Uberhange von ssDNA, die von
RPA gebunden werden. RPA wird durch RAD51 in Verbindung mit anderen Proteinen wie
RAD52, RAD54, BRCA2 oder RAD51-Paralog-Proteine (RAD51B/C/D, XRCC2, XRCC3)
ersetzt, wodurch ein Nukleoprotein-Filament entsteht. BRCA1 fordert durch PALB2 eine
BRCAZ2-Rekrutierung. Dies ermdglicht eine sSDNA-RADS51 Interaktion. RAD52 stimuliert
eine Polymerisierung von RAD51, wobei RAD54 den DNA-Protein-Komplex stabilisiert und
die Entstehung von einer Heteroduplex-Struktur fordert. Interessanterweise kann RAD51
ebenso zur DNA-Schéadigung durch Beteiligung an der Entstehung von DNA-RNA Hybriden
(R-Loops) fuhren. Dieses Protein wird bei Hefen durch Srs2 von ssDNA entfernt. Bei
Sdugetieren gestaltet sich ein RAD51-Regulationsmechanismus komplexer. Als potentielle
Srs2-Homolog-Proteine wurden FBH1, RTE und RECQLS5 identifiziert. Im weiteren Verlauf,
nach der Identifizierung eines homologen DNA-Stranges (z. B. aus einem Schwester-
Chromatid) vermittelt RAD51 eine Strang-Invasionsreaktion (synaptische Phase). Bei dieser
legt sich ein beschadigter DNA-Strang an ein DNA-Template an. Eine DNA-Synthese von
einem 3"-Ende erfolgt durch eine Polymerase n und eine Ligation durch eine Ligase I
(postsynaptische Phase). Eine ,,holliday junction® wird durch einen BLM-TopllIla- Komplex
geldst. Dies erfolgt entweder durch eine symmetrische Spaltung durch GEN1/YEN1 oder
SLX1/4, oder asymmetrische Spaltung durch eine Endonuklease MUS81/EMEL (12, 42-46).

Bei allen Organismen mit mangelhafter HR-Reparatur zeichnen sich Zellen durch eine hohe
Rate von Mutationen aus, die entweder spontan oder durch exogene Faktoren entstehen. Die
Mehrheit der Mutationen, die mit einem familidren Brust- oder Ovarialkarzinom verbunden
sind, betreffen einen HR-Mechanismus. Zu den betroffenen Genen gehéren BRCA1/2 und die
AKT1 Kinase. Eine HR-Hemmung durch eine Bcl-2 Uberexpression und somit
Relokalisierung von BRCAL in Endomembranen wurde bei Lymphomen nachgewiesen.
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Eine verminderte Expression von RAD51 und XRCC2 héngt mit einem MDS-Progress
zusammen. Eine Inaktivierung vom BLM Protein ist mit dem Bloom-Syndrom
(Wachstumsverzdgerung, Immunschwéche, Entwicklung von verschiedenen Tumoren)
verbunden. Eine Resistenz von BCR/ABL-positiven Krebserkrankungen (CML) gegen
Medikamenten-bedingte DNA-Schédigungen kann durch einen erhohten intrazelulldren

Spiegel von RADS1 erklart werden (46-49).

Abbildung 4 HR-Mechanismus (46)
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Homologe Rekombination besteht aus einer prasynaptischen (5" zu 3" Einzelstrang-
Resektion durch MRN-Komplex, CtIP, BLM, EXO1), synaptischen (durch RADS51-
vermittelte Strang-Invasions Reaktion) und postsynaptischen (DNA-Synthese durch
Polymerase n und Ligation durch Ligase 1) Phase.
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1.3.6 Non-Homologous End Joining (NHEJ)

Grundsétzlich wird dieser Mechanismus bei DSB-Reparaturen bevorzugt, wobei es zwischen
einem klassischen (cNHEJ) und alternativen NHEJ (alt-NHEJ) unterschieden werden muss.

Bei cNHEJ werden am Anfang DSB-Endungen der DNA durch ein Ku70/Ku80 Heterodimer
(Ku) erkannt. Dieser kreist diese ein und rekrutiert eine katalytische Untereinheit der DNA-
abhangigen Protein-Kinase (DNA-PKcs), sowie einen XLF, XRCC4-DNA Ligase IV-
Komplex. XRCC4 gilt als ein ,,Gertst* fir NHEJ-Proteine und interagiert mit Proteinen
inklusive PNKP, APTX und APLF, die fir die Verarbeitung von DNA-Endungen
verantwortlich sind. Im weiteren Schritt erfolgt eine Translokation von Ku, was eine
Interaktion von DNA-PKcs und Exonukleasen mit DNA-Endungen ermdglicht. Es ist auch
mdoglich, dass Ku dynamisch an DNA gebunden und davon geldst werden kann. Durch die
Bindung von DNA-PKcs an die gegenuber liegende DSB-Endung und eine
Autophosphorylierung von DNA-PKcs entsteht eine stabile Synapse. Da fur die Wirkung der
DNA-Ligase IV 5 -Phosphat- und 3"-Hydroxyl-Endungen der DNA erforderlich sind, missen
DNA-Uberhéange entsprechend ,,angepasst* werden. Dieses erfolgt mittels Proteinen, die
durch XRCC4 rekrutiert werden. XRCC4 wird durch die Kinase CK2 phosphoryliert.
Infolgedessen kann an der DNA PNKP, APTX, APLF gebunden werden. Insbesondere
scheint eine PNKP-Wirkung fir NHEJ kritisch zu sein. Dieses Protein verflgt tUber eine 3"-
Phosphatase- und 5 -DNA-Kinase-Aktivitét, die durch XRCC1 und XRCC4 (vor allem durch
einen gesteigerten Substratumsatz) stimuliert werden kann. Eine NHEJ-spezifische Nuklease
Artemis verfugt Gber eine DNA-PKcs unabhdngige 5° zu 3" Exonuklease-sowie eine DNA-
PKcs-abhangige Endonuklease-Aktivitat, wodurch Einzelstrangiiberhdnge entfernt werden
konnen. Des Weiteren sind bei der ,Reparatur* von Uberhangen auch andere BER-
spezifische Enzyme wie APE1, TDP1 sowie Exonukleasen wie EXO1 und WRN involviert.
Eine Synthese von fehlenden Nukleotiden erfolgt durch eine Polymerase u und A. Eine
Ligation der DNA-Endungen erfolgt durch eine Ligase IV in Verbindung mit XRCC4 und
XLF.

Zu einem alternativen NHEJ gehért microhomology-mediated end joining (MMEJ). Dieser
Reparatur-Mechanismus ist besonders bei Zellen mit beeintrachtigtem BER-, HR- oder
cNHEJ-Mechanismus aktiv und wird in S/G2-Phase bevorzugt. MMEJ besteht aus 3
Schritten. Beim Pre-Annealing bindet PARP1 an DSB-Endungen, was eine Rekrutierung von
Resektionsfaktoren wie CtIP sowie des MRN-Komplexes mit einer 3" zu 5" -Exonuklease-

Aktivitdit ermdglicht. Eine ausgedehnte 5°-3"-Resektion erfolgt mittels BLM/EXOL.
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Der Annealing-Mechanismus bleibt vorwiegend unklar, wobei die Grolle von
mikrohomologen Fragmenten flr deren Stabilitdt und das Reparaturergebnis verantwortlich
sind. Das Annealing von ssDNA wird durch RPA verhindert. Nicht-homologe DNA-Enden
werden durch einen XPF/ERCC1-Komplex entfernt. Dabei entstehen 3"-Hydroxyl-Endungen,
die durch eine Polymerase 0 verliangert werden. Bei einer Polymerase 6-Rekrutierung zu
DSB-Endungen sind XRCC1/LIG3 sowie PARPL1 beteiligt. Eine Ligation erfolgt mittels
LIG3 und LIG1.

NHEJ kann bei Zellen in einer G1-Phase als ein schneller oder Artemis- und Resektions-
abhangiger langsamer Weg verlaufen (,,resection-dependent NHEJ). Letzterer unterscheidet
sich vom MMEJ, da er nicht von PARP1, LIG3 sondern von DNA-PKcs und Ligase 1V

abhangig verlauft.

Wéhrend der Verarbeitung der DSB-Endungen kann es zu Fehlpaarungen in der DNA,
Verlust oder Gewinn von Nukleotiden kommen. Insbesondere ,,low-fidelity* Polymerasen
wie Polf sind fiir eine Hypermutagenese verantwortlich. Des Weiteren begunstigt eine
langsame Reparatur-Kinetik (wie bei MMEJ) eine Entstehung von DNA-Anderungen infolge
einer endogenen sowie exogenen DNA-Schadigung. Ein Artemis-Mangel fihrt zu einer
schweren Immunschwéche. Bei BRCA2-defizienten Ovariallkarzinom-Zellen ist besonders
MME] aktiv, sodass eine Pol6-Inhibition als ein neues potenzielles Therapieziel eingesetzt
werden konnte. Es wurde des Weiteren nachgewiesen, dass in BCR/ABL-positiven CML-
Zellen der Spiegel von MMEJ-Faktoren im Gegensatz zu cNHEJ-Faktoren deutlich erhoht ist.
Harnblasekarzinom-Zellen weisen einen niedrigen Spiegel der MMEJ-Faktoren auf. Es wird
auch vermutet, dass Storungen bei MMEJ der mtDNA mit einer Entstehung von
mitochondrialen Erkrankungen zusammenhangen, wobei LIG3 als einzige Ligase in
Mitochondrien exprimiert wird (12, 50-54).
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Abbildung 5 NHEJ (55)
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Bei NHEJ muss es zwischen einem klassischen (canonical NHEJ) und alternativen
NHEJ (z. B. MMEJ) unterschieden werden. Bei cNHEJ wird Ku, XRCC4 und DNA-
Ligase 1V eingesetzt. Bei alt-NHEJ stellt sich als erster Schritt das Pre-Annealing mit
Rekrutierung von Resektionsfaktoren wie CtIP sowie MRN-Komplex dar. Beim Post-
Annealing wird XRCC1 und DNA-Ligase Il beteiligt.
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1.4 Sézary Syndrom

Sézary Syndrom und Mycosis fungoides gehoren zu den haufigsten Typen der kutanen T-Zell
Lymphome. Mycosis fungoides wird als reifes T-Zell non-Hodgkin Lymphom mit kutaner
Manifestation definiert. Lymphknoten, Blut sowie innere Organe konnen ebenso betroffen
werden. Das Sézary Syndrom ist durch eine Erythrodermie und leukdmische Beteiligung von
malignen T-Zellen gekennzeichnet. Ein SéSy kann sich de novo oder aus einer MF
entwickeln, des Weiteren ist bei SéSy im Vergleich zu MF eine Remissionsrate sowie
Uberlebenszeit geringer. Die Haufigkeit von SéSy betragt 0,8-0,9 Falle pro eine Million
Einwohner pro Jahr. Etwas haufiger werden Manner betroffen (Manner-Frauen-Ratio 2,11)
(56).

1.4.1 Pathogenese

Die Atiologie von SéSy bleibt weiterhin unklar. Maligne T-Zellen stammen am ehesten von
CD4-positiven T-Zellen oder ,central memory“ T-Zellen, die typsicherweise CLA
(,,cutaneous lymphocyte antigen®), CCR4 und CCR7 exprimieren. Diese verfligen Uber kein
hohes Proliferationspotential, sodass ein Einfluss der Mikroumgebung vermutet wird.
Adhasionsmolekile, Chemokine und durch Langerhanszellen produzierte Zytokine spielen
eine Rolle beim ,,Anlocken* von malignen T-Zellen in das Hautgewebe. Des Weiteren kommt
es mit einem Erkrankungprogress zu Anderungen in der Zusammensetzung der
Mikroumgebung. Bei einigen Fallen, insbesondere mit einem CD8+ Phéanotyp wurde ein
Zusammenhang mit einer retroviralen Infektion (HTLV1/2 oder HIV) nachgewiesen. Dies

bleibt allerdings umstritten und trifft nur fur einen kleinen Teil der Félle zu (57).

Charakteristisch ist fiir SéSy eine endogene Immunsuppression. Diese kann durch eine
erhdhte Produktion von Th2-Zytokinen, die im Endeffekt zur erniedrigten Produktion von
Interleukin 2 und 12 sowie Interferon gamma flhren, erklart werden. Des Weiteren werden
nicht-transformierte T-Zellen durch maligne T-Zellen unterdriickt. Eine erhohte Expression
von PD-1 (,,programmed cell death protein 1) auf den malignen T-Zellen hemmt unter
anderem die Funktion zytotoxischer T-Zellen. Durch eine gestorte Expression von CD40 auf
den malignen T-Zellen wird eine Aktivierung und Differenzierung von dendritischen Zellen
fehlgeleitet. Bei malignen T-Zellen wird eine Apoptose durch Interleukin 15 gehemmt. Dafur
spricht eine verminderte Expression von CD95 sowie die erhohte Expression von cFLIP und
der Verlust des TRAIL-2 Rezeptors. In einer Genexpressionsanalyse konnte eine

Uberexpression von GATA3, verbundenen mit TNFa-Signalweg Genen, JUNB, JUND sowie
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eine Herabregulation von Stat4 und Verlust von pro-IL 16 gefunden werden. Einige
chromosomale Aberrationen (betroffen sind vor allem die Chromosomen 1, 6, 7, 8, 9, 10, 17)
sind fir SéSy und MF gemeinsam, andere sind fiir eine dieser beiden Erkrankung typisch.
Dies betrifft auch die Expression bestimmter Oberflachenmarker (bei SéSy wird
typischerweise CD27, CCR7, L-Selektin und CCR4, bei MF CCR4 und CLA exprimiert) (56,
58).

1.4.2 Klinische Symptomatik und Diagnostik

Zu den kutanen Symptomen von Patienten mit SéSy gehdren: Erythrodermie, die nach den
Diagnose-Kriterien > 80% der Korperoberflache betragen sollte, lokale oder diffuse Alopezie,
Keratosis pilaris-ahnliche Veranderungen, Ektropion, Keratoderma, hypertrophische Nagel,
Infektionen, Erosionen und eine Lichenifikation. Als weitere SéSy-Manifestationen kann eine
Lymphadenopathie, Splenomegalie, Knochenmarkinfiltration, Beteiligung von Lungen,
Leber, Gastrointestinaltrakt und eine multifokale Leukoencephalopathie auftreten.

Bei SéSy-Patienten ist das Risiko von sekundédren malignen Krebserkrankungen (Hodgkin-

Lymphom, Non-Hodgkin Lymphome, malignes Melanoma, Urothelkarzinome) erhéht.

Bei jedem Patienten mit einer anhaltenden Erythrodermie sollte differentialdiagnostisch ein
SéSy erwogen und weiter diagnostisch abgeklart werden. In der initialen Diagnostik sollte
eine Hautbiopsie mit Beurteilung des Immunphénotyps der T-Zellen und der Klonalitét der T-
Zell-Rezeptoren erfolgen. Bei Verdacht auf ein kutanes Lymphom sollten ein manuelles
Differentialblutbild sowie eine FACS-Analyse durchgefiihrt werden. Zu den diagnostischen

Kriterien von SéSy gehoren:

1. Erythrodermie > 80% der Korperoberfldche
2. Klonales T-Zell-Rezeptor-Rearrangement
3. Anzahl von Sézary Zellen > 1000/ ul oder eines von folgenden Kriterien
- erhohte Anzahl von CD4+ oder CD3+ Zellen mit CD4+/CD8+ Ratio >10
- erhéhte Anzahl von CD4+ Zellen mit einem abnormalen Phanotyp (CD4+CD7-
Ratio > 0,4 oder CD4+ CD26- Ratio > 0,3 (56).

Sézary-Zellen sind durch einen typischen cerebriformen Nukleus gekennzeichnet. Fir eine
Stadien-Einleitung wird eine TNMB-Klassifikation der kutanen T-Zell Lymphome
verwendet. Hierbei entspricht T der kutanen Manifestation, N der Beteiligung von

Lymphknoten, M einer Beteiligung von inneren Organen und B dem Nachweis von
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Lymphomzellen im peripheren Blut. Das Sézary Syndrom entspricht bei dieser Klassifikation
T4 (Erythrodermie) und Bz (Sézary Zellen-Anzahl mindestens 1000/pl) (56, 58).

1.4.3 Therapie

Bei SéSy-Patienten lassen sich die Stadien IVAL (keine Beteiligung von inneren Organen),
IVA2 (Beteiligung von Lymphknoten N3, aber keine viszerale Beteiligung) oder VB
(viszerale Beteiligung ist vorhanden) unterscheiden. Die Therapiewahl hangt von klinischem
Verlauf der Erkrankung ab (59). Als negative prognostische Faktoren wurden Alter tiber 60
Jahre, erhohter LDH-Wert, das ménnliche Geschlecht, viszerale, Lymphkonten- sowie Blut-
Beteiligung festgestellt (60-63). Fir eine Risiko-Stratifizierung kann ein prognostischer Index
CLIPi verwendet werden (64, 65). Das mediane Uberleben von Patienten mit SéSy betragt
zwischen 1 und 5 Jahren (61).

Immunologische Therapien werden bei neudiagnostizierten Patienten mit langsamem
Progress der Erkrankung bevorzugt eingesetzt. Die Chemotherapie wird meistens bei
Patienten mit aggressivem Krankheitsverlauf verwendet. Es wurden allerdings keine
Standardtherapien bei neudiagnostiziertem SéSy sowie bei Patienten mit Progress oder
Rezidiv festgelegt. Diesbezliglich sollte insbesondere bei therapierefraktaren Verlaufen ein

Einschluss in klinischen Studien erwogen werden.

Bei Patienten mit SéSy sollten regelmaRige Verlaufskontrollen zur Beurteilung des
Therapieansprechens erfolgen. Dazu gehort eine Hautbeurteilung mittels z. B. ,,modified skin
weight assessment tool®, Beurteilung der Lymphknoten mittels CT/PET-CT, sowie eine

Analyse der malignen T-Zellen mittels Durchflusszytometrie.

Stadium IVA1 und IVA2

In diesen Stadien wird meistens eine extrakorporale Photophorese in Kombination mit
Retinoiden, Interferon, Methotrexat, oder Histon-Deacetylase-Inhibitoren eingesetzt. Mdglich
ist auch eine Kombination von Retinoid (Bexaroten) mit Interferon + Photophorese,
Interferon mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren oder Methotrexat. Eine extrakorporale
Photophorese (ECP) wird meistens fir 2 Tage alle 2-4 Wochen durchgefiihrt und sollte fur
mindestens 6 Monate angewendet werden. Wird ein maximales Ansprechen erreicht, sollte
die Therapie fur mindestens 3 weitere Monate fortgefuhrt werden. Nach dieser Zeit kann die
auf eine Erhaltungstherapie alle 6-12 Monate umgestellt werden. Eine Ansprechrate von ECP-
basierten Therapien betragt bis zu 75% (66).
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Zur Therapie von Patienten mit SéSy kann sowohl niedrig-dosiertes IFNa als auch IFNy (off-
label) eingesetzt werden. Bexaroten ist flr Therapie eines refraktaren SéSy zugelassen und
kann als eine Monotherapie oder in Kombination mit ECP oder IFNa eingesetzt werden.
Ebenso wird auch Methotrexat in niedriger Dosierung 5-50 mg wdchentlich als Monotherapie
oder in Kombination mit ECP oder IFNa verwendet. Histon-Deacetylase-Inhibitoren kénnen
mit IFNy, Bexarotene oder Strahlentherapie kombiniert werden. Zu diesen gehdrt Vorinostat
(orale Applikation) und Romidepsin (intravendse Gabe) (56, 67).

Stadium 1VB

Hierbei werden vorwiegend Histon-Deacetylase-Inhibitoren oder Chemotherapeutika
verwendet. Als Monotherapie kommt pegyliertes, liposomales Doxorubicin, Gemcitabin,
Fludarabin, Cladribin und Pentostatin in Frage. Zu den neuen Substanzen gehort Pralatrexat
(Folsaureantagonist), Lenalidomid (immunmodulatorische Wirkung), Alemtuzumab (anti-
CD52-Antikorper), Bortezomib (Proteasom-Inhibitor), Mogamulizumab (anti-CCR4-
Antikdrper), Pembrolizumab (anti-PD1-Antikdrper) sowie Brentuximabvedotin (anti-CD30-
Antikorper) (56, 68-71). Im Gegensatz zur allogenen Transplantation wird eine autologe
Transplantation aufgrund von hohem Rezidiv-Risiko nicht empfohlen. Die allogene
Stammzelltransplantation kann bei geeigneten Patienten zu dauerhafter Remission fihren.
Laut Daten von EBMT (European Society for Blood and Marrow Transplantation) betrug eine
Uberlebensrate nach 1 und 3 Jahren 75% und 58% (72, 73).

Adjuvante Therapie

Patienten mit SéSy leiden oft unter Pruritus, Hautreizung, Palmoplantarkeratosen,
Hautschuppung sowie unter haufigen Hautinfektionen. Deshalb ist eine adjuvante Therapie
ein wichtiger Teil der komplexen Behandlung. Hierbei werden topische oder systemische
Steroide, Phototherapie mit UVB oder PUVA, Ganzhaut-Elektronenstrahltherapie, pflegende
Externa, Antihistaminika und Antidepressiva verwendet. Eine prophylaktische Antibiose wird

grundsétzlich nicht empfohlen (56).
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2. Zielstellung

Ein wichtiger Schritt in der Krebsentstehung ist die fehlerhafte Korrektur von DNA-
Schadigungen. Zur Reparatur von DNA-Schéden besitzen die Zellen verschiedene
Reparaturmechanismen. Zu den wichtigsten gehoren die Basen-Exzisions-, Nukleotid-
Exzisions-, Mismatch-Reparatur, homologe Rekombination und der Non-Homologous End
Joining-Mechanismus. Zu den anderen Mechanismen, deren Stérungen eine maligne
Transformation verursachen konnen, gehdren unter anderem die Zellzyklus-Kontrolle sowie

die epigenetische Regulation.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Proben von Patienten mit Sézary Syndrom,
einer T-Zellneoplasie, untersucht. Bei dieser Erkrankung, deren Atiologie bislang unklar ist,
werden im Vergleich zu anderen Non-Hodgkin-Lymphomen viele genetische Veranderungen
festgestellt. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob Veranderungen in
Genen vor allem der DNA-Reparatur geh&uft beobachtet werden. Dafiir wurden Proben von
acht Patienten mit Sézary Syndrom und 2 gesunden Probanden, von denen Next-Generation-

Sequencing-Daten (NGS) vorlagen, untersucht.

1. Zunéchst wurden die zu untersuchenden Signalwege und die daran beteiligten Gene
bestimmt.

2. Diese Gene wurden auf das Vorhandsein von Einzelnukleotid-Varianten (single
nucleotide variations/variants”, SNVs) mittels Integrative Genomics Viewer
durchsucht, um die SNVs bei Sézary Syndrom Patienten zu identifizieren, die nicht
bei gesunden Kontrollprobanden nachweisbar waren. Diese Verdnderungen kénnen
moglicherweise die Protein-Funktion und damit die Signalwege beeinflussen.

3. Es wurde Art (missens/nonsense, homozygot/heterozygot, bekannt/unbekannt) sowie
Héufigkeit der gefundenen SNVs bei SéSy-Patienten analysiert, um zu prifen, welche
Veranderungen am haufigsten auftreten und ob Unterschiede zwischen den Patienten
vorliegen.

4. Mittels PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) wurden mogliche
Auswirkungen der nachgewiesenen SNVs auf Proteinfunktion gepruft
(neutral/deletar).

5. Es wurde untersucht, ob in Genen mit Funktionen bei spezifischen DNA-
Reparaturmechanismen gehduft SNVs nachweisbar waren und damit moglicherweise
DNA-Reparaturmechanismen mit besonderer pathogenetischer Bedeutung fur die

Entstehung von Sézary Syndrom identifiziert werden kénnen.
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3. Materialien
3.1 Verbrauchsmaterial
Erlenmeyerkolben 100 ml
Flasche steril 50 ml
Lagerungsbox 8x8
Loffel, steril 2,5 ml
Nitrilhandschuhe
Optische adhasive Abdeckfolie
PCR-Tubes 0,5 ml
Petri-Schale, steril
Pinzete
Pipetten
Pipettenspitzen
Reaktionsgefal 15 ml
Reaktionsgefal 50 ml
Safe Lock Tubes 2 ml
Safe Lock Tubes 1,5 ml
Skalpell
Tube Rack 8x8
UV-Schutzbrille
Wasserbad
3.2 Chemikalien
Agarose
Aqua destillata
Borsaure
Bromphenolblau

Chloroform

VWR

VWR

Eppendorf Research
VWR
Hakle-Kimberly Deustchland GmBH
Applied Biosystems
Eppendorf Research
VWR

VWR

Eppendorf Research
Biozym

Sarstedt AG & Co.
Sarstedt AG & Co.
Eppendorf Research
Eppendorf Research
Dahlhausen
Eppendorf Research
VWR

Medingen

Biozym Scientific
Braun Melsungen AG
Sigma

Applichem

Roth
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DEPC (Rnase-freies Wasser)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Ethanol

Glycerol

Glycogen

Isopropranolol (2-Propanol)

Magensiumchlorid (MgCly)

Natrium-Ethylendiamintetraessigsaure (Na2EDTA)

Phopshate-buffered saline (PBS)

TRIS

TRIzol

3.3 Molekularbiologische Produkte
DNA-GORenstandard, 100 bp DNA-Ladder
50x Advantage 2-Polymerase
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP)
Nucleic Acid Purification Lysis Solution
peqGreen

PureGene DNA Isolation Kit

QIAquick Extraction Kit

Random Primer

Reverse Transkriptase Super Script 11

RNase

United States Biochemicals
Sigma-Aldrich Chemie
Merck AG

Roth

Roth

Merck AG

Merck AG

Promega

USB

Merck

United States Biochemicals

Ambion by Life Technologies

Invitrogen

Mix Clontech Laboratories
Promega

Applied Biosystems
PEQLAB

Gentra

Qiagen

Invitrogen

Invitrogen

Sigma-Aldrich Chemie

Bei der PCR-Methode wurden Primer von der Firma TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH

verwendet. Zur Orientierung wurde “f” fiir forward (vorwérts, 5’-3”) und ”r” fiir reverse

(riickwirts, 3°-5”) angegeben.
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Tabelle 1 Primersequenzen

Gen Primer 5°-3’-Primersequenzen
XRCC6BP1-54-f sense gCAgCAgCAACACQTCTCTT
XRCC6BP1-302-r antisense gCATCAAAACCTCCACTgACA
XRCC6BP1-534-r antisense gTCTCAgCgCCACCTCTAgT

3.4 Loésungen und Puffer
Tabelle 2
Puffer/Losungbezeichnung Komponente Menge
5x Gelbeladungspuffer 10% Bromphenolblau 50 ul
(Agarosegelelektrophorese)
99% Glycerol 500 pl
1x TBE 50 pl
Aqua destillata 500 pl
10x TBE (pH 8,3) TRIS 107,81 ¢
(Agarosegelelektrophorese)
Borsaure 55,03 ¢
Na.- EDTA 7449

3.5 Gerate

Analysewaage, 210 g

Abzug

Eisfordersystem, AF 10
Gelelektrophoresekammer
Gefrierschrank -20°C

Heizblock, Thermodual
Heizblock, Thermomixer comfort

Kihlschrank

Sartorius AG

BDK-Luft und ReinraumtechnikGmBH
Scotsman Industries

VWR International

Bosch

GEBR Liebisch

Eppendorf Research

Bosch
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Mikrowelle Microstar
pH-Meter, pH538 Multical WTW
Photographieeinheit, Geldoc 2000 Analytik Jena
Thermocycler, C 1000 Bio Rad

Schttler, PMS 100
Stromversorgungsgerét, EV231
Vortexer Mixer, neolab 7-2020

Vortexer Mixer, VF2

Grant Instruments
Consort
Neolab

Janke & Kunkel IKA-Labortechnik

Zentrifuge, Centrifuge 5415R Eppendorf Research
Zentrifuge, Galaxy Mini Centrifuge VWR
Zentrifuge, Megafuge 1. OR Heraeus

3.6 Software und Internetbanken

Ensamble Genome Browser https://www.ensembl.org
Gene Datenbank http://www.genecards.org

Nucleotide Blast Search http://blast.ncbi.nlm.nih.gov

PROVEAN http://provean.jcvi.org
Pubmed http://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed
Quaintity-One Version 4.1 BioRad

The Integrative Genomics Viewer https://software.broadinstitute.org/software/igv

3.7 Statistisk

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Programm R-3.5. Zum Vergleich der Patienten
und der untersuchten Mechanismen wurde aufgrund der kleinen Gruppen-Anzahl der Fisher-
Test verwendet. Eine statistische Signifikanz bestand ab einem p-Wert <0,05. Beim Vergleich

von 2 Patienten wurde der p-Wert mittels FDR (False Discovery Rate) korrigiert.
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4. Methoden

4.1 Sequenzierung der DNA von Patienten mit Sézary Syndrom

Im Rahmen der Kooperation mit Prof. Rein Willemze aus der Klinik fir Dermatologie der
Universtitdt Leiden in Holland erhielt unsere Klinik genomische DNA von 8 an Sézary
Syndrom erkrankten Patienten. Die DNA wurde aus dem mit CD4+ T-Zellen eingereicherten
peripheren Blut bei Erstdiagnose isoliert. Die Proben wurden zur Genom-Sequenzierung an

BGI-Hong-Kong verschickt. Fir die Sequenzierung wurde HiSeq2000 Illumina verwendet.

Die dadurch entstandene Daten wurden mittels The Integrative Genomics Viewer dargestellt.
Daraufhin erfolgte eine mindestens zweimalige Durchsuche der ausgewahlten Gene auf
SNVs. Die nicht in der Kontrollproben aufgetreten SNVs wurden identifiziert. In der NCBI
Gen Bank konnte ein Status (bekannt oder unbekannt) der gefundenen SNVs verifiziert
werden. Mittels PROVEAN (Protein Effect Variation Analyzer) wurde SNV-Auswirkung auf

die Proteinfunktion gepriift (neutral/deletar).
4.2 Gewinnung der DNA von Kontrollprobanden
4.2.1 Isolation von Lymphozyten

Als Kontrollproben wurde das Blut von gesunden Spendern aus der Abteilung fir
Transfusionsmedizin Universitatsmedizin Greifswald verwendet. Die mononukleéren Zellen
wurden mittels Ficoll-Paque gewonnen. Bei dieser Methode wird eine Dichte-Differenz
zwischen einer Ficoll-Losung und verschiedenen Blutzellen verwendet. Die optimale
Temperatur liegt dafur bei 18-20°C. Zunachst wurde 2 ml Blut mit Anitkoagulanz mit 2 ml
PBS verdunnt. Daraufhin wurde das verdinnte Blut in ein Tube mit 3 ml Ficoll-Lésung
aufgeschichtet und fir 20 Minuten bei 400x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befand
sich eine Schicht mit mononukledren Zellen zwischen Ficoll-Losung und Plasma. Diese
Schicht wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in ein neues Tube, das bis 10 ml
mit PBS befillt wurde, Ubertragen. Nach Vermischen erfolgte eine Zentrifugation fiir 10
Minuten bei 400x g. Im AnschluB wurde der Uberstand verworfen. Das Tube wurde erneut
bis 10 ml mit PBS befullt und es erfolgte eine nochmalige Zentrifugation mit Verwerfen des

Uberstandes.
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4.2.2 Gewinnung der genomischen DNA (gDNA)

Die gDNA konnte aus den isolierten Lymphozyten mit Hilfe des Extraktions-Kits der
Firma Gentra gewonnen werden. Das T-Zellen enthaltene Pellet wurde in ein 15 ml Tube
umgefullt und mit 10 ml PBS gewaschen. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation bei 300x ¢
fir 5 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und zu dem Zellpellet 3 ml Lyse-Lésung
hinzugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 15 pl RNase
hinzugefugt und die Lésung fir 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Daraufhin
wurde 3 ml Isopropanol zur Féallung der DNA zugegeben. Im weiteren Schritt erfolgte eine
Zentrifugation bei 1000x g fir 5 Minuten. Nach dem Verwerfen des Uberstandes und
Hinzugabe von 5 ml 70% Ethanol erfolgte eine erneute Zentrifugation. Der Uberstand wurde
verworfen und das DNA-Pellet fir 15 Min. bei Raumtemperatur getrocknet. Daraufhin
wurden 200 pl Aqua destillata zugegeben und das Tube fir 60 Minuten bei 65°C im
Wasserbad inkubiert bis das Pelllet vollstandig gelést war. Die DNA-L3sung konnte dann bei
4°C gelagert werden.

4.2.3 Gewinnung der komplementaren DNA (cDNA)

Die RNA wurde mit der TRIzol Methode (Firma Ambion by Life Technologies) gewonnen.
TRIzol ist eine Ldsung von Phenol und Guanidin-lsothiocyanat, die zur RNA-Isolation
verwendet wird. Die cDNA entsteht aus der RNA mittels einer reversen Transkriptase. Als
Primer werden random Hexamer-Oligonukleotide verwendet. Durch eine RNase wird die
MRNA von cDNA abgebaut. Im weiteren Schritt entsteht mittels einer Polymerase ein
komplementéarer DNA-Strang.

Gewinnung von RNA

Zunachst wurde eine Zellsuspension (10°-10° Zellen) bei 500x g fir 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgenommen und 800 pl von TRIzol-Reagenz
zu verbliebenem Zellpellet gegeben und resuspendiert. Dadurch konnten die Zellen lysieren.
Diese Losung kann bei -20°C gelagert werden. Nach einer 5-mindtigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde 200 pl Chloroform hinzugegeben. Daraufhin erfolgte ein kraftiges
Schitteln fur 15 Sekunden und eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 3 Minuten.
Im AnschluR wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 12 000x g und 4°C zentrifugiert. Dadurch
entstand eine untere organische Phase mit Phenol und Chloroform, eine Protein-haltige

Interphase sowie eine farblose, waéssrige obere Schicht mit RNA-L6sung. Die RNA-
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enthaltene Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Tube Uberfuhrt. Daraufhin
erfolgte eine Zugabe von 500 pl Isopropanol zum Ausféllen der RNA, 1ul Glykogen zur
Verbesserung der entstandenen Pellet-Sichtbarkeit und eine Inkubation fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Probe wurde erneut fur 10 Minuten bei 12000x g zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und 1 ml 75% Ethanol hinzugegeben. Das
Tube wurde geschiittelt und fur 5 Minuten bei 7500x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet fir 5 Minuten an der Luft zum Trocknen gelassen. Im letzten Schritt
erfolgte eine Hinzugabe von 15 pl Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser und die Probe mit
geléster RNA wurde bei -80°C eingefroren.

Die Qualitdt der isolierten RNA wurde mittels einer Gelelektrophorese (2 ul RNA mit 2 pl
Beladungspuffer und 8 pl Aqua destillata) gepriift. Eine gute Qualitdt wird durch zwei gut

abgrenzbaren, klaren Banden festgestellt.

Synthese der cDNA mittels einer reversen Transkription der RNA

Eine Mischung von 5,5 pl RNA mit 0,5 ul Random Primer und 0,5 pul dNTPs wurde in einem
Cycler fur 5 Minuten bei 65°C inkubiert und zundchst auf 4°C langsam abgekuhlt. Durch das
Erhitzen werden RNA-Sekundarstrukturen aufgeschmolzen. Beim Abkuhlen hybrydisieren
die Primer an die RNA. AnschlieBend wurden 2pl First Strand Buffer, 1 ul DTT sowie 0,5 pl
SuperScript Il Reverse Transkriptase hinzugefugt und es erfolgte eine reverse Transkription
nach folgendem Programm:

25°C 15 Min. 42°C 50 Min. 70°C 15 Min. 4°C oo

Eine optimale Temperatur fir Wirkung einer Reversen Transkriptase, sodass sich
komplementére Nukleotide an RNA-Strang anknlipfen kénnen, betragt 42°C. Die gewonnene
cDNA wurde 1:10 mit Aqua destillata verdiinnt und bei -20°C gelagert.

4.2.4 Amplifizierung der DNA von Kontrollprobanden

Die Amplifizierung der genomischen sowie komplementaren DNA erfolgte mittels der
konventionellen Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Der PCR-Prozess bestand aus 40 Zyklen,
die in einem Thermocycler durchgefihrt wurden. Jeder Zyklus bestand aus 3 Schritten. Im
ersten Schritt (Denaturierung) wurde die DNA auf 95°C fur 30 Sekunden erhitzt, um die

beiden DNA-Strange voneinander zu trennen. Daraufhin erfolgte im zweiten Schritt eine
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Primerhybridisierung (primer annealing). Daflir wurde die Temperatur auf 58°C
fiir 30 Sekunden gesenkt. Die ideale Temperatur liegt 5 bis 10°C unter dem Schmelzpunkt der
Primer und ist von dem Guanin und Cytosin-Gehalt abhangig. Diese ermdglicht eine
Anlagerung der Primer an die DNA. Im dritten Schritt erfolgte eine Amplifikation
(Elongation), die mit einer Temperatur von 72°C fir 1 Minute durchgefuhrt wurde. Diese
Temperatur ist vom Arbeitsoptimum der DNA-Polymerase abhangig und wurde im Anschlu
an die 40 Amplifikationszyklen fur weitere 10 Minuten gehalten. Dieser letzte
Elongationsschritt dient dazu um unvollstandig synthetisierte DNA-Strange zu komplettieren.
Nach Beendigung aller Zyklen wurden die Reaktionsansétze auf 4°C gekdihlt. Das allgemeine
PCR-Protokoll wurde in der Tabelle 3 und 4 zusammengefasst.

Tabelle 3 PCR-Protokoll

Schritt Temperatur (°C) Zeit (Min.:Sek.) Zyklen
Denaturierung 95 5:0 x1
Denaturierung 95 0:30
Amplifikation 58 0:30 x 40

Elongation 72 1.0
Elongation 72 5:0 x1
Ende 4 o0

Tabelle 4 PCR-Ansatz

Reagenz Volumen fur eine Probe (ul)

Aqua destillata 16,85
10x PCR Buffer 2,5
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP) 1,5
Dimethylsulfoxid (DMSO) 1,25
Primer XRCC6BP1-54-f 10 uM 0,7
Primer XRCC6BP1-302-r 10 uM 0,7
Advantage Polymerase 0,5
> 24
c/gDNA +1
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4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Identifizierung des PCR-Produktes wurde eine Gelelektrophorese verwendet. Bei dieser
Methode werden Nukleinsaurefragmente nach ihrer Grofle aufgetrennt, wobei eine
Konzentration der Agarose im Gel je nach Grolie der DNA-Fragmente gewahlt werden sollte.
Zur Herstellung der Agarosegele wurde eine 1% Agaroseldsung vorbereitet. Nach dem
Mischen wurde diese in einer Mikrowelle so lange erhitzt, bis eine vollkommen klare Lésung
vorliegt. Das Erhitzen musste gelegentlich pausiert werden, um die Ldsung zu schwenken.
Dabei war es wichtig, auf den Siedeverzug zu achten. Nach dem Abkiihlen der Agaroselésung
auf etwa 50°C wurden 6 pul peqGreen pro 100 ml Gelsuspension zugegeben und die Mischung
geschwenkt. Die Agaroselésung wurde in die Kammer gegossen und die Kdmme an die
richtigen Positionen eingebracht. Nach ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur war die
Polymerisation der Gele abgeschlossen, sodass das Gel in eine Elekrophoresekammer
gebracht werden konnte. Diese wurde mit 0,5x TBE-Laufpuffer gefillt, sodass das Gel
vollstandig bedeckt wurde. Nach dem Pipettieren von jeweils 10ul vom PCR-Produkt, 2ul
Gelbeladungspuffer und 1ul von Marker, Anlage eines elektrischen Feldes mit Spannung von
100V und 15W wurde eine Elektrophorese fir ca 40 Minuten durchgefuhrt. Die peqGreen-
Molekiile interkalieren in die DNA-Basen. Dadurch wird die Fluorescenz der DNA unter UV-
Licht erhoht. Infolgedessen leuchten die Stellen mit DNA im Agarosegel, wobei die
Lichtintensitat von der Nukleinsédure-Konzentration sowie ihrer Lange proportional abhangt.
Mit Hilfe der Photographieeinheit Gel Doc 200-UV-Kammer und der Anlaytik Jena AG UV

Solo Imager erfolgte die weitere Auswertung.
4.4 Aufreinigung von DNA aus Agarosegel

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel erfolgte mit dem QIlAquick
Gel Extraction Kit. Die DNA-Banden, die die DNA-Fragmente von Interesse enthielten,
wurden auf einem UV-Tisch aus dem Gel mit einem Skalpell ausgeschnitten. In das
Reaktionsgefal mit Gelstiicken wurde 3x Gelvolumen des QG Puffers zugegeben. Danach
erfolgte eine Inkubation von ca. 10 Minuten bei 50°C in einem Heizblock. Daraufhin wurden
die Gelstlicke mittels eines Vortexers geldst. Aufgrund von im QG-Puffer enthaltenen pH-
Indikatoren konnte der pH-Wert, der sich als eine Farbe der Mischung zeigte, uUberpruft
werden. Bei einem Farbumschlag in die Farbe orange oder violet erfolgte die Zugabe von
10 pl von 3M Natriumacetat. Daraufhin wurde Isopropranolol (1/3x Gelvolumen) hinzugefgt
und vermischt. Die Mischung wurde auf QIAquick ReaktionsgefalRe mit Sdulen pipettiert und

far 1 Minute bei 17 900x g zentrifugiert. Dadurch konnte die DNA an die Sdule des
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Reaktionsgeféalies gebunden werden. Der DurchfluR wurde anschlieBend verworfen. Auf den
Uberstand erfolgte die Zugabe von 500 pul QG Puffer und eine nochmalige Zentrifugation fiir
eine Minute um die verbliebenen Gelreste zu entfernen. Nachdem der Durchfluss verworfen
wurde, erfolgte Waschen der Sdule mit PE Puffer flir 1 Minute. Der Zentrifugationschritt
wurde wiederholt und der Durchfluss ebenfalls verworfen. Im Anschluf} erfolgte der letzte
Zentrifugationsschritt, um letzte Fliissigkeitsreste zu entfernen. Die Elution erfolgte in einem
neuen 1,5 ml Reaktionsgefa unter Zugabe von 40 ul Aqua destillata. Nach 1 Minute
Inkubation wurde fiir 1 Minute bei 13 900x g zentrifugiert. Die Proben wurden zur weiteren

Verarbeitung bei 4°C im Kihlschrank gelagert.
4.5 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Proben wurden zur Sequenzierung an LGC Genomics GmBH, Berlin verschickt.
Fur die Sequenzierung wurde die Sanger Methode verwendet. Bei dieser Methode entstehen
im ersten Schritt (Denaturierung) durch die Erwdrmung 2 DNA-Einzelstrange. Daraufhin
erfolgt ein Annealing eines Primers. Im dritten Schritt erfolgt eine Elongation von DNA
mittels Polymerase. Das Prinzip der Methode besteht darin, dass man auBer den 4
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP) auch Didesoxyribonukleosidtriphosphat (ddNTP)
verwendet. Die ddNTPs sind mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert. Des Weiteren besitzen sie
keine 3'-Hydroxygruppe, sodass die Verknlpfung mit der Phosphatgruppe des néachsten
Nukleotids nicht stattfinden kann. Somit ist nachdem Einbau eines ddNTPs durch die
Polymerase eine weitere Verlangerung des neu synthetisierten DNA-Strangs nicht moglich.
Durch die Strangabbriiche nach Einbau eines fluoreszenz-markierten ddNTP entstehen DNA-
Fragmente mit unterschiedlicher Lange und unterschiedlicher Fluoreszenzmarkierung, je nach
verwendetem ddNTP. Bei der anschlieBenden Kapillarelektrophorese kann durch Auswertung
von Fragmentlange und Fluoreszenzsignal die DNA-Sequenz festgestellt werden. LGC
Genomics benutzt ABI 3730XL und 3130XL fiir Sanger Sequenzierung. Die Ergebnisse
wurden online Gbermittelt. Die Auswertung erfolgte mittels Chromas Lite Version 2.01 und
durch den weiteren Vergleich der Probensequenz mit der Orginalsequenz mittels ,,Nucleotide

Blast Search* (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).
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5. Ergebnisse

5.1 Liste von ausgewahlten Genen

Eine Liste von ausgewahlten Genen, die vor allem an DNA-Reparatur Mechanismen und

Zell-Zyklus Kontrolle beteiligte Proteine kodieren und auf SNVs durchsucht wurden, ist in

der Tabelle 5 zusammengestellt.

Tabelle 5
Nr. Gen Position | Nr. Gen Position
1. | ABL1 9g34.12 | 2. | AKT1 14932.33
Abelson Tyrosine-Protein Kinase AKT Serine/ThreonineKinase 1
3. | ANKRD17 4913.3 4. | APEX1 14q11.2
Ankyrin Repeat Domain 17 Apurinic/apyrimidinic
Endodeoxyribonuclease 1
5. | APLF 2p13.3 6. | APTX 9p21.1
Aprataxin And PNKP Like Factor Aprataxin
7. | ATM 11922.3 | 8 | ATRX Xg21.1
Ataxia Telangiectasia Mutated Alpha Thalassemia/Mental
Retardation Syndrome X-Linked
9. BCL2 18921.33 | 10. | BLM 15¢26.1
B-Cell CLL/Lymphoma 2 Bloom Syndrome RecQ Like
Helicase
11. | BRCA1l 17921.31 | 12. | BRCA2 13g13.1
Breast Cancer 1, early-onset Breast Cancer 2, early-onset
13. | BTG2 1932.1 14. | CCND1 11913.3
B-Cell Translocation Gene 2 Cyclin D1
15. | CCNH 5914.3 | 16. | CDK7 5013.2
CyclinH Cyclin Dependent Kinase 7
17. | CEP57 11921 18. | CETN2 Xq28
Centrosomal Protein 57 Centrin 2
19. | CHEK1 11924.2 | 20. | CHEK2 22912.1
Checkpoint Kinase 1 Checkpoint Kinase 2
21. | CSA (ERCCS) 5q12.1 | 22. | CSB (ERCCS6) 10911.23
Excision Repair Cross- Excision Repair Cross-
Complementation Group 8 Complementation Group 6
23. | CUL4A 13934 24. | CUL4B X024
Cullin 4A Cullin 4B
25. | DDB1 11912.2 | 26. | DMC1 22013.1
Damage Specific DNA Binding DNA Meiotic Recombinase 1
Protein 1
27. | DNMT1 19p13.2 | 28. | DNMT3A 2p23.3
DNA Methyltransferase 1 DNA Methyltransferase 3 Alpha
29. | DNMT3B 20911.21 | 30. | DNMT3L 21922.3
DNA Methyltransferase 3 Beta DNA Methyltransferase 3 Like
31. | DUSP7 3p21.2 32. | E2F1 20911.22
Dual Specificity Phosphatase 7 E2F Transcription Factor 1
33. | ERCC1 19q13.32 | 34. | ERCC2 19913.32

Excision Repair Cross-
Complementation Group 1

Excision Repair Cross-
Complementation Group 1
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Nr. Gen Position | Nr. Gen Position
35. | EXO1 1943 36. | FANCG 9p13.3
Exonuclease 1 Fanconi Anemia
Complementation Group G
37. | FBH1 (FBX018) 10p15.1 | 38. | FEN1 11g12.2
F-Box DNA Helicase 1 Flap Structure-Specific
Endonuclease 1
39. | GEN1 2p24.2 40. | GTF2H1 11p15.1
GENL1, Holliday Junction 5' Flap General Transcription Factor I1H
Endonuclease Subunit 1
41. | GTF2H2 5013.2 42. | IGHMBP2 11913.3
General Transcription Factor I1H Immunoglobulin Mu Binding
Subunit 2 Protein 2
43. | LIG1 19913.33 | 44. | LIG3 17912
DNA Ligase 1 DNA Ligase 3
45. | LIG4 13933.3 | 46. | MAPK1 22011.22
DNA Ligase 4 Mitogen-Activated Protein
Kinase 1
47. | MAPK3 16pl11.2 | 48. | MAPKS 10q11.22
Mitogen-Activated Protein Mitogen-Activated Protein
Kinase 3 Kinase 8
49. | MAPK14 6p21.31 | 50. | MBD4 30921
Mitogen-Activated Protein Methyl-CpG Binding Domain 4
Kinasel4
51. | MDM2 12q15 52. | MLH1 3p22.2
Double Minute 2, Human MutL Homolog 1
Homolog Of; P53-Binding
Protein
53. | MLH3 14924.3 | 54. | MNAT1 14923.1
MutL Homolog 3 Menage A Trois 1;
CAK Assembly Factor
35. | MPG 16p13.3 | 56. | MRE11 11921
N-Methylpurine DNA Glycosylase Meiotic Recombination 11
Homolog A
57. | MSH2 2p21 58. | MSH3 5q14.1
MutS Homolog 2 MutS Homolog 3
59. | MSH6 2pl16.3 60. | MTOR 1p36.22
MutS Homolog 6 Mechanistic Target Of Rapamycin
61. | MUTYH 1p34.1 62. | NABP2 4pl4d
MutY DNA Glycosylase NEDD4 Binding Protein 2
63. | NAT10 11p13 64. | NBN 8921.3
N-Acetyltransferase 10 Nibrin
65. | NEIL1 15024.2 | 66. | NEIL2 8p23.1
Nei Like DNA Glycosylase 1 Nei Like DNA Glycosylase 2
67. | NHEJ1 2035 68. | NTHL1 16p13.3
Non-Homologous End Joining Nth Like DNA Glycosylase 1
Factor 1
69. | OGG1 3p25.3 70. | PALB2 (FANCN) 16p12.2
8-Oxoguanine DNA Glycosylase Partner And Localizer Of BRCA2
71. | PARP1 1g42.12 | 72. | PCNA 20p12.3

Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1

Proliferating Cell Nuclear
Antigen

40




Nr. Gen Position | Nr. Gen Position

73. | PMS1 2032.2 | 74 | PMS2 7p22.1
PMS1 Homolog 1, Mismatch PMS1 Homolog 2, Mismatch
Repair System Component Repair System Component

75. | PMS2P3 7911.23 | 76. | PNKP 19q13.33
Postmeiotic Segregation Polynucleotide Kinase 3 -
Increased 2 Pseudogene 3 Phosphatase

7. | POLAL Xp22.11 | 78. | POLD1 19913.33
DNA Polymerase Alpha 1, DNA Polymerase Delta 1,
Catalytic Subunit Catalytic Subunit

79. | POLD2 7p13 80. | POLD3 119134
DNA Polymerase Delta 2, DNA Polymerase Delta 3,
Accessory Subunit Accessory Subunit

8l. | POLD4 11913.2 | 82. | POLE 12424.33
DNA Polymerase Delta 4, DNA Polymerase Epsilon,
Accessory Subunit Catalytic Subunit

83. | POLK 5013.3 84. | POLQ 3q13.33
DNA Polymerase Kappa DNA Polymerase Theta

85. | PRKDC 8gl1.21 | 86. | RAD1 5pl13.2
Protein Kinase, DNA-Activated, RAD1 Checkpoint DNA
Catalytic Polypeptide Exonuclease

87. | RAD18 3p25.3 | 88. | RAD21 8qg24.11
RAD18, E3 Ubiquitin Protein RAD21 Cohesin Complex
Ligase Component

89. | RAD23B 9931.2 | 90. | RAD50 5031.1
RAD23 Homolog B, Nucleotide RADS50 Double Strand Break
Excision Repair Protein Repair Protein

91. | RAD51 15g915.1 | 93. | RAD51B 14924.1
RAD51 Recombinase RADS51 Paralog B

93. | RAD52 12p13.33 | 94. | RAD54B 8g22.1
RAD52 Homolog, DNA Repair DNA Repair And Recombination
Protein Protein RAD54B

95. | RAD54L 1p34.1 | 9. | RB1 13g14.2
RAD54 Like RB Transcriptional Corepressor 1

97. | RBBP8 18q11.2 | 98. | RECQL5 17925.1
RB Binding Protein 8, RecQ Like Helicase 5
Endonuclease

99. | REV1 2911.2 | 100. | RFC1 4pl4
REV1, DNA Directed Polymerase Replication Factor C Subunit 1

101. | RPAL 17p13.3 | 102. | RTEL1 20913.33
Replication Protein Al Regulator Of Telomere

Elongation Helicase 1

103. | SEMA4A 1922 104. | SLX2A (EMEL1) 17921.33

Semaphorin 4A SLX2 Structure-Specific
Endonuclease Subunit Homolog A

105. | SLX3 (MUS81) 11913.1 | 106. [ SLX4 (FANCP) 16p13.3
MUS81 Structure-Specific SLX4 Structure-Specific
Endonuclease Subunit Endonuclease Subunit

107. | SMG1 16p12.3 | 108. | SNMC1 (DCLRE1C) 10p13

SMG1 Phosphatidylinositol 3-
Kinase-Related Kinase

Protein Artemis
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Nr. Gen Position | Nr. Gen Position

109. | SUMOL1 2033.1 | 110. | TDP1 14932.11
Small Ubiquitin-Like Modifier 1 Tyrosyl-DNA Phospho-

diesterase 1

111. | TOP3A 17p11.2 | 112. | TP53 17p13.1
DNA Topoisomerase |11 Alpha Tumor Protein P53

113. | TP73 1p36.32 | 114.| TRRAP 7922.1
Tumor Protein P73 Transformation/Transcription

Domain Associated Protein

115. | TREX1 3p21.31 | 116. | UNG 12g24.11
Three Prime Repair Uracil DNA Glycosylase
Exonuclease 1

117. | WRN 8p12 118. | XPA 9922.33
Werner Syndrome RecQ Like Xeroderma Pigmentosum,
Helicase Complementation Group A

119. | XPB (ERCC3) 2q14.3 120. | XPC 3p25.1
Xeroderma Pigmentosum, Xeroderma Pigmentosum,
Complementation Group B Complementation Group C

121. | XPE (DDB2) 11p11.2 | 122. | XPF (ERCCA4) 16p13.12
Damage Specific DNA Binding Xeroderma Pigmentosum Group
Protein 2 F-Complementing Protein

123. | XPG (ERCC5) 13g33.1 | 124. | XRCC1 19q13.31
Xeroderma Pigmentosum, X-Ray Repair Cross
Complementation Group G Complementing 1

125. | XRCC2 7936.1 | 126.| XRCC3 14932.33
X-Ray Repair Cross X-Ray Repair Cross
Complementing 2 Complementing 3

127. | XRCC4 5914.2 | 128. | XRCC5 2035
X-Ray Repair Cross X-Ray Repair Cross
Complementing 4 Complementing 5

129. | XRCC6 22q13.2 | 130. | XRCC6BP1 12914.1

X-Ray Repair Cross
Complementing 6

X-Ray Repair Cross
Complementing 6-Binding
Protein 1
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Diese Gene wurden in Abhédngigkeit von dem DNA-Reperaturmechanismus bzw. anderen

Funktionen, an denen sie beteiligt sind, weiter aufgelistet.

Zellzyklus/Apoptose: ABL1, ANKRD17, BCL2, BTG2, CCND1, CCNH, CDK7, CEP57,
CHEK1, CHEK2, DUSP7, E2F1, FANCG, MAPK1, MAPK3, MAPKS8, MAPK14, MDM2,
MTOR, RAD1, RAD21, RB1, TP53, TP73

BER: APEX1, APTX, CETN2, FEN1, LIG1, MPG, MUTYH, NEIL1, NEIL2, NTHL1,
OGG1, PARP1, PCNA, PNKP, REV1, RFC1, TDP1, TREX1, UNG, XRCC1

NER: CSA, CSB, CUL4A, ERCC1, ERCC2, GTF2H1, GTF2H2, LIG3, MNAT1, PCNA,
POLE, POLK, POLQ, RAD1, RAD18, RAD21, RAD23B, RPA1, XPA, XPB, XPC, XPE,
XPF, XPG

MMR: EXO1, MBD4, MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, N4BP2, PCNA, PMS1, PMS2,
PMS2P3, POLD1, POLD2, POLE, RAD51, RFC1, RPA1, TP53

HR: ABL1, AKT1, ATM, BCL2, BLM, BRCA1, BRCA2, CHEK1, DMC1, EXO1, FANCG,
FBH1, GEN1, MDM2, MRE11, NBN, PALB2, RAD50, RAD51, RAD51B, RADS52,
RAD54B, RAD54L, RBBP8, RECCQLS5, RTL1, SLX2A, SLX3, SLX4, TOP3A, TP53,
TRRAP, WRN, XRCC2, XRCC3

NHEJ: ABL1, APEX1, APLF, APTX, ATM, CIB1, EXO1, LIG4, MDM2, MRE11, NBN,
NHEJ1, PNKP, PRKDC, RPA1, SNMC1, TDP1, TP53, WRN, XRCC1, XRCC4, XRCC5,
XRCC6, XRCC6BP1

MMEJ: BLM, ERCC1, EXO1, LIG3, MRE11, NBN, PARP1, POLD1, POLD2, POLD3,
POLD4, RADS0, RPAL, TREX1, XPF

Epigenetische Regulation: ATRX, DNMT1, DNMT3A, DNTM3B, DNMT3L, NAT10,
TRRAP

Andere: IGMBP2 (Transkription), POLAL (Replikation), SEMA4A (T-Zell Aktivierung),
SMG1 (Nonsens-vermittelter DNA-Abbau), SUMOL1 (Einfluss auf Gene der DNA-Reparatur,
Transkription, Apoptose, Transport in den Nukleus)

5.2 Durchsuchen von Genen auf SNVs mittels Integrative Genomics Viewer

Beim Durchsuchen von ausgewéhlten Genen auf SNVs wurden nur folgende Veranderungen

in Betracht gezogen:

1. Verénderungen, die nicht bei Kontrollproben auftreten,
2. Veranderungen, die sich im Bereich der kodierenden Sequenz eines Gens befinden,
3. Verénderungen, bei denen min. 3 Genotypisierungen (Reads) des ausgewahlten Gens

vorliegen,
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4. Verdnderungen, die einen Einbau einer anderen Aminosdure in das Protein
verursachen (missense),

5. Veranderungen, die zu einem Stopcodon fuhren (nonsense).

Wichtig dabei war es, den Status der aufgetretenen Varianten (bekannt oder unbekannt) laut
NCBI zu prifen. Um festzustellen, ob eine homozygote oder heterozygote Variation vorliegt,
wurde ein Verhaltnis von SNV-Anzahl zu einer Anzahl von allen vorliegenden
Genotypisierungen berechnet. Es wurde angenommen, dass eine homozygote Variation beli
einem Wert >0,8 vorliegt. Bei einem Wert <0,8 wurde von einer heterozygoten Variation
ausgegangen (Untergrenze 0,1). Die durch DNA-Tripletts kodierten Aminosauren wurden
nach dem genetischen Code nach Maetthei und Nierenberg (Abbildung 6) festgestetllt. Die
Abkilrzungen der Aminosauren wurden nach International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) verwendet. Mittels PROVEAN (www.provean.jcvi.org) wurde bei
unbekannten SNVs geprift, ob eine Missense-Veranderung eine Proteinfunktion beeinflusst
(Bezeichnung in der Tabelle 6: neutral, deletar oder unklar bei nicht gefundenen SNVs). Die

gefundenen SNVs wurden in den Abbildungen 7, 8 und Tabelle 6 dargestellt.

=
2

Abbildung 6 Genetischer Code (74)

=
)
o
=
)
2.
=
o

Aus den DNA-Tripletts kann die
kodierte Aminosaure nach dem
genetischen Code festgestellt
werden.
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Abbildung 7 Darstellung des XRCC6BP1 Gens mittels Integrative Genomics Viewer
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Tabelle 6

Nr.

Gen

Probe

mMRNA- Nummer

Position der
Aminosaure

SNV

Aminosaure-
Tausch

Anzahl von
SNVs/Reads

Ratio
SNVs/Reads

Art der
Variation

SNV- Status

Auswirkung auf
Proteinfunktion

1. AKT1 WZ9 7 NM_005163 208 CCC—->CAC P>H 1/4 0,25 hetero unbekannt deletar
wz1 | 12 NM_005163 419 AAG>AAT K->N 1/4 0,25 hetero unbekannt deletéar
2. APLF wz4 7 NM_173545 336 CTT>TTT L>F 11/22 0,5 hetero bekannt
WzZ8 6/9 0,67 hetero
3. ATRX W71 9 NM_000489 929 CAG—>GAG Q->E 15/23 0,65 hetero bekannt
23 16/16 1 homo
4, BLM wz1l | 13 NM_000057 868 CCG~>CTG P>L 14/21 0,67 hetero bekannt
(RECQL2) | Wz4 11/25 0,44 hetero
wz1l | 21 NM_000057 1321 GTA>ATA V>l 8/15 0,53 hetero bekannt
Wz4 13/25 0.52 hetero
5. BRCA1 wz8 | 10 NM_007294 693 GAC>AAC D->N 16/24 0,67 hetero bekannt
wz1l | 10 NM_007294 871 CCG~>CTG P>L 2/8 0,25 hetero bekannt
Wz4 6/14 0,42 hetero
WzZ8 13/25 0,52 hetero
WZzZ9 16/26 0,61 hetero
23 16/17 0,94 homo
184 8/16 0,5 hetero
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Nr.

Gen

Probe

Exon

mMRNA- Nummer

Position der
Aminosaure

SNV

Aminosaure-

Tausch

Anzahl von
SNVs/ Reads

Ratio
SNVs/Reads

Art der
Variation

SNV- Status

Auswirkung auf
Proteinfunktion

BRCA1

WZ1
WZz4
Wz8
WZ9
23
184

WZ1
Wz4
WZ8
WZ9
23
184

WZ1
Wz4
wWz8
WZ9
23
184

WZ9

10

10

15

15

NM_007294

NM_007294

NM_007294

NM_007294

1038

1183

1613

1652

GAA->GGA

AAA->AGA

AGT->GGT

ATG>ATA

E->G

K->R

S=>G

M->1

6/14
8/17
23/38
27140
24/25
8/17

8/20
12/25
26/33
18/30
30/30
10/17

8/23
14/22
10/23
11/24
15/16

5/11

20/26

0,43
0,47
0,60
0,68
0,96
0,47

0,4
0,48
0,79

0,6

1
0,58

0,35
0,64
0,43
0,46
0,94
0,45

0,77

hetero
hetero
hetero
hetero
homo
hetero

hetero
hetero
hetero
hetero
homo
hetero

hetero
hetero
hetero
hetero
homo
hetero

hetero

bekannt

bekannt

bekannt

bekannt
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Nr.

Gen

Probe

Exon

mMRNA- Nummer

Position der
Aminosaure

SNV

Aminosaure-
Tausch

Anzahl von
SNVs/ Reads

Ratio
SNVs/Reads

Art der
Variation

SNV- Status

Auswirkung auf
Proteinfunktion

6. BRCAZ2 wz8 | 10 NM_000059 289 AAT->CAT N->H 12/17 0,7 hetero bekannt
wzg | 11 NM_000059 991 AAC->GAC N->D 9/22 0,41 hetero bekannt
7. CSB 223 5 NM_000124 399 GGT->GAT G->D 3/6 0,5 hetero bekannt
(ERCCS6)

Wwz4 | 18 NM 000124 1097 ATG>GTA M->V 717 1 homo bekannt

WzZ8 7/10 0,7 hetero

WZ9 12/12 1 homo

23 19/19 1 homo

184 9/16 0,56 hetero

223 5/13 0,38 hetero
wz4 | 18 NM_000124 1213 AGA->GGA R>G 12/13 0,92 homo bekannt

WzZ8 13/23 0,56 hetero

WZzZ9 9/9 1 homo

23 15/16 0,94 homo

184 10/19 0,52 hetero

223 3/6 0,5 hetero
wz4 | 21 NM_000124 1413 CAG~>CGG Q~>R 6/6 1 homo bekannt

Wz8 7/13 0,54 hetero

WZ9 8/8 1 homo

23 17/17 1 homo

184 8/18 0,44 hetero

223 2/6 0,33 hetero
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Nr.

Gen

Probe

Exon

mMRNA- Nummer

Position der
Aminosaure

SNV

Aminosaure-
Tausch

Anzahl von
SNVs/ Reads

Ratio
SNVs/Reads

Art der
Variation

SNV- Status

Auswirkung auf
Proteinfunktion

8. EXO1 23 10 NM_003686 439 ACG>ATG T=>M 6/11 0,54 hetero bekannt
WZzZ4 10 NM_003686 458 GTG>ATG V->M 7/16 0,43 hetero bekannt
184 5/18 0,28 hetero
223 af7 0,57 hetero
WZzZ4 11 NM_003686 589 GAG>AAG E->K 6/8 0,75 hetero bekannt
WZ8 12/24 0,5 hetero
23 3/3 1 homo
184 8/19 0,42 hetero
223 7/11 0,63 hetero
333 8/16 0,5 hetero
9. FBH1 223 18 NM_032807 889 GCA->ACA A>T 2/9 0,22 hetero bekannt
(FBX0O18)
10. GEN1 W71 5 NM_182625 189 AGT>AAT S->N 8/16 0,5 hetero bekannt
333 10/25 0,4 hetero
11. GTF2H2 23 4 NM_001515 54 CGA->CAA R->Q 4/19 0,21 hetero bekannt
12. | IGHMBP2 | WZ1 | 14 NM_002180 879 ACG>AAG T->K 6/12 0,5 hetero bekannt
23 9/15 0,6 hetero
184 4/8 0,5 hetero
223 4/10 0,4 hetero
333 5/20 0,25 hetero
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Nr.

Gen

Probe

Exon

mMRNA- Nummer

Position der
Aminosaure

SNV

Aminosaure-
Tausch

Anzahl von
SNVs/ Reads

Ratio
SNVs/Reads

Art der
Variation

SNV- Status

Auswirkung auf
Proteinfunktion

13. LIG1 wz1 | 24 NM_000234 753 GTG>ATG Q->M 5/9 0,56 hetero bekannt
Wz4 6/15 0,4 hetero
14, LIG4 223 2 NM_002312 9 ACT2>ATT T->1 37 0,42 hetero bekannt
333 14/27 0,51 hetero
15. MUTYH Wz4 2 NM_001293190 22 GTG>ATG VoM 6/22 0,27 hetero bekannt
23 9/22 0,41 hetero
16. NEIL1 Wz4 1 NR_046311 58 CAC->CCC H->P 1/4 0,25 hetero unbekannt unklar
184 1/7 0,14 hetero
W71 2 NM_001256552 157 GAG>GGG E->G 1/4 0,25 hetero bekannt
Wz1 2 NM_001256552 212 GGG>TGG G>W 1/4 0,25 hetero unbekannt deletar
223 6 NM_001256552 223 GGG>TGG G>W 2/9 0,22 hetero unbekannt unklar
17. N4BP2 wz9 | 10 NM_001318359 781 GAG>GTG E->V 11/24 0,46 hetero bekannt
184 10 NM_001318359 826 CCC>TCC P->S 8/14 0,57 hetero unbekannt unklar
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Nr. Gen Probe Exon MRNA- Nummer Position der SNV Aminoséure- Anzahl von Ratio Art der SNV- Status Auswirkung auf
Aminosaure Tausch SNVs/ Reads SNVs/Reads Variation Proteinfunktion
18. PALB2 333 4 NM_024675 559 CAA->CGA Q->R 10/16 0,63 hetero bekannt
(FANCN)
223 6 NM_024675 841 ACA>AAA T>K 2/6 0,33 hetero unbekannt neutral
223 8 NM_024675 932 GTG>ATG VoM 3/10 0,3 hetero bekannt
19. PARP1 wz8 | 17 NM_001618 762 GTG>GCG V-2A 6/12 0,5 hetero bekannt
333 2/8 0,25 hetero
20. POLA1 wz8 | 23 NM_016937 846 GAC>TAC D>Y 1/6 0,17 hetero unbekannt deletar
21. POLD1 WZ8 7 NM_002691 255 ATG>CTG M->L 1/4 0,25 hetero unbekannt deletéar
Wz4 8 NM_002691 285 CAG—>CCG Q->P 1/4 0,25 hetero unbekannt deletéar
wz1l | 15 NM_002691 612 ATG>ATT M->1 1/5 0,2 hetero unbekannt deletéar
22. POLD2 WZzZ1 6 NM_006230 262 GGG>GTG G>V 1/6 0,17 hetero unbekannt deletéar
WZzZ1 7 NM_006230 316 GAG—>TAG | E->STOP 1/6 0,17 hetero unbekannt
23. POLE Wz4 8 NM_006231 259 CGC—>CAC R->H 3/13 0,23 hetero bekannt
wz1l | 31 NM_006231 1300 GGT>TGT G->C 1/4 0,25 hetero unbekannt deletéar
23 33 NM_006231 1396 AAT>AGT N->S 14/25 0,56 hetero bekannt
WZzZ1 | 49 NM_006231 2263 CAG2>AAG Q2K 1/4 0,25 hetero unbekannt neutral
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N een e e I kot Y A | SNVl Reads | snvReads | variaton | o | et
24. POLK 223 8 NM_016218 334 CAA->TAA | Q=>STOP 1/4 0,25 hetero unbekannt
25. PRKDC 223 35 NM_006904 1500 CCT->CTT P->L 1/4 0,25 hetero unbekannt unklar
Wz9 | 43 NM_006904 1928 GGA—>GAA G-2>E 9/27 0,33 hetero bekannt
223 45 NM_006904 2019 GGT>TGT G->C 217 0,29 hetero unbekannt unklar
223 61 NM_006904 2769 GTT>TTT V->F 1/5 0,2 hetero unbekannt deletar
223 63 NM_006904 2866 GCC->GTC AV 1/5 0,2 hetero unbekannt neutral
223 63 NM_006904 2877 GCT>ACT A>T 1/2 0,5 hetero bekannt
26. RAD23B W71 7 NM_002874 249 GCT->GTT AV 8/18 0,44 hetero bekannt
333 5/14 0,36 hetero
27. RAD51B WZ8 6 NM_133509 172 TTG>TGG L>W 11/17 0,65 hetero bekannt
28. RAD52 WzZ8 6 NM_001297420 180 GGA—>AGA G->R 5/6 0,83 homo unbekannt unklar
29. RAD54B WZ1 4 NM_001205262 567 CCT->GCT P2>A 13/33 0,39 hetero unbekannt unklar
30. RECQLS5 WZ8 8 NM_001003716 874 AGC->ATC S=>1 6/31 0,19 hetero unbekannt unklar
31. REV1 223 6 NM_016316 373 AAT>AGT N-> S 7112 0,58 hetero bekannt
333 16/17 0,94 homo
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Nr. Gen Probe Exon MRNA- Nummer Position der SNV Aminoséure- Anzahl von Ratio Art der SNV- Status Auswirkung auf
Aminosaure Tausch SNVs/ Reads SNVs/Reads Variation Proteinfunktion
32. RPA1 wz4 | 11 NM_002945 351 ACA->GCA T2>A 4/8 0,5 hetero unbekannt neutral
223 6/7 0,86 homo
33. RTEL1 WZ9 4 NM_016434 124 AAC>AGC N->S 7/15 0,47 hetero bekannt
WZzZ1 9 NM_016434 241 GAC->GGC D->G 1/3 0,33 hetero unbekannt deletéar
wz1 | 28 NM_016434 857 TCC>TAC S2>Y 1/4 0,25 hetero unbekannt deletéar
wz1 | 28 NM_016434 859 CTG>ATG L>M 1/4 0,25 hetero unbekannt neutral
wz1 | 28 NM_016434 868 GCA>GAA A->E 1/3 0,33 hetero unbekannt neutral
wz1l | 35 NM_016434 1269 ACC>ATC T->1 1/4 0,25 hetero unbekannt unklar
34. SNM1C 23 6 NM_022487 56 CCA->CGA P>R 13/27 0,48 hetero bekannt
(DCLRE1C)
23 8 NM_ 022487 128 CAT->CGT H->R 16/31 0,52 hetero bekannt
Wwz9 | 13 NM_001350966 565 AAC->ACC N->T 8/8 1 homo unbekannt unklar
35. SLX4 223 8 NM_032444 573 CCA->TCA P->S 1/4 0,25 hetero bekannt
(FANCP)
23 12 NM_032444 862 CGA->CAA R->Q 14/22 0,63 hetero bekannt
36. SMG1 Wz1 2 NM_015092 52 GGT>AGT G->S 7/9 0,78 hetero bekannt
37. TP53 23 7 NM_ 001126114 238 TGT>TTT C>F 6/7 0,86 homo unbekannt deletéar
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Nr. Gen Probe Exon MRNA- Nummer Position der SNV Aminoséure- Anzahl von Ratio Art der SNV- Status Auswirkung auf
Aminosaure Tausch SNVs/ Reads SNVs/Reads Variation Proteinfunktion
38. TP73 wz9 | 12 NM_005427 486 CCC—->CAC P>H 6/15 0,4 hetero bekannt
39. WRN WZ1 2 NM_000553 32 AAG>AGG K-2>R 17/21 0,81 homo bekannt
WZ9 4 NM_000553 114 GTT>ATT A\ d 9/21 0,43 hetero bekannt
223 5/14 0,36 hetero
WZz4 9 NM_000553 387 ATG>ATA M->1 9/14 0,64 hetero bekannt
WZ9 8/18 0,44 hetero
23 8/17 0,47 hetero
wz8 | 32 NM_000553 1262 ACA->AGA T->R 8/23 0,35 hetero bekannt
40. XPC 223 2 NM_004628 48 CTC->TTC L->F 1/2 0,5 hetero bekannt
41. XPG WZzZ1 23 NM_001204425 1558 GAT->CAT D->H 9/22 0,41 hetero bekannt
(ERCC5) WZ8 7/19 0,37 hetero
333 11/18 0,61 hetero
42. XRCC1 wWz1 6 NM_006297 194 CGG>TGG R>W 37 0,43 hetero bekannt
23 11/17 0,65 hetero
333 4/13 0,31 hetero
WzZ8 9 NM_006297 280 CGT>CAT R->H 9/18 0,5 hetero bekannt
WZ9 5/10 0,5 hetero
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Nr. Gen Probe Exon MRNA- Nummer Position der SNV Aminoséure- Anzahl von Ratio Art der SNV- Status Auswirkung auf
Aminosaure Tausch SNVs/ Reads SNVs/Reads Variation Proteinfunktion
43. XRCC2 Wz1 3 NM_005431 188 CGC->CAC R->H 22/31 0,71 hetero bekannt
WZ8 17/24 0,71 hetero
WZ9 7/13 0,54 hetero
223 3/8 0,38 hetero
44. | XRCC6BP1 | WZ1 1 NM_033276 48 AGC-> TGC S->C 4/8 0,5 hetero unbekannt neutral
wz4 2/11 0,18 hetero
23 4/10 0,4 hetero
184 8/10 0,8 homo
223 9/12 0,75 hetero
333 8/13 0,61 hetero
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Abbildung 8 Haufigkeit von SNVs in Abhangigkeit des Gens
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x-Achse: Anzahl von Patienten und SNVs, y-Achse: Gene mit gefundenen SNVs. Nur bei
einem Gen (XRCC6BP1) wurde bei 6 von 8 Patienten derselbe, unbekannte SNV gefunden.
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Bei aufgereinigten Lymphomzellproben von acht Sézary Syndrom Patienten konnten 86
SNVs in 44 (33,8%) von 130 Genen gefunden werden. 54 SNVs (62,8%) waren bereits
vorbeschrieben (SNPs), 32 (37,2%) bislang unbekannt. Bei 84 SNVs (97,7%) lag eine
Missense-Variation, bei 2 (2,3%) eine Nonsense-Variation vor. Die Nonsense-Veranderungen
wurden nur bei 2 unbekannten SNVs (Gene: POLD2 und POLK) gefunden. Diese traten

allerdings bei jeweils einem Patienten auf.

Die Art der Verdanderungen bei bekannten und unbekannten SNVs wurde in der Tabelle 7
dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf missense/nonsense,

homozygote/heterozygote Veranderung konnte nicht festgestellt werden.

Tabelle 7
Art der Veranderung SNVs p-Wert
bekannt unbekannt
missense 54 (100%) 30 (93,8%) 0,800
nonsense 0 2 (6,2%)
homozygote 18 (14,9%) 5 (12,8%) 0,297
heterozygote 103 (85,1%) 34 (87,2%)

Bei den untersuchten Genen wurden maximal 6 SNVs pro Gen gefunden. Bei 3 Genen
(BRCAL, PRKDC, RTEL1) lag eine maximale SNVs-Anzahl (6) vor; bei BRCAL bei 6
Patienten, bei PRKDC und RTEL1 bei 2 Patienten. Bei 5 Genen (BRCA1, CSB, EXO1,
WRN und XRCC6BP1) konnten SNVs bei 6 Patienten (75%) festgestellt werden. Nur bei
einem Gen (XRCC6BP1) wurde derselbe, unbekannte SNV identifiziert.
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Die Nukleotid-Anderungen bei SNVs zeigt die Abbildung 10. Die Haufigste Nukleotid-
Anderung war G>A.

Abbildung 9 Nukleotid-Anderungen bei SNVs

Die haufigste Nukleotid-Anderung war mit 25% Umtausch von

Guanin durch Adenin. A-Adenin, C-Cytosin, G-Guanin, T-Thymin.
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5.3 SNVs bei Patienten

In der Tabelle 8 wurden Gene mit gefundenen SNVs bei einzelnen Patienten aufgelistet. In

der Klammer wurde die Anzahl von SNVs in jedem einzelnen Gen angegeben.

Tabelle 8
Patient Anzahl von Gene mit SNVs
Genen mit SNVs
23 14 ATRX(1), BRCAL(4), CSB(3), EXO1(2), GTF2H2(1),
IGHMBP2(1), MUTYH(1), POLE(1), SNM1C(2), SLX4(1),
TP53(1), WRN(1), XRCC1(1), XRCC6BP1(1)
184 7 BRCAL(4), CSB(3), EX01(2), IGHMBP2(1), NEIL1(1),
N4BP2(1), XRCC6BP1(1)
223 16 CSB(4), EXO1(2), FBH1(1), IGHMBP2(1), LI1G4(1), NEIL1(1),
PALB2(2), POLK(1), PRKDC(5), REV1(1), RPA1(1), SLX4(1),
WRN(1), XPC(1), XRCC2(1), XRCC6BP1(1)
333 11 EXO1(1), GEN(L), IGHMBP2(1), LIG4(1), PALB2(1),
PARP1(1), RAD23B(1), REV1(1), XPG(1), XRCC1(1),
XRCC6BP1(1)
wZz1 20 AKT1(1), ATRX(1), BLM(2), BRCAL(4), GEN1(1),
IGHMBP2(1), LIG1(1), NEIL1(2), POLD1(1), POLD2(2),
POLE(2), RAD23B(1), RAD54B(1), RTEL1(5), SMG1(1),
WRN(1), XPG(1), XRCC1(1), XRCC2(1), XRCC6BP1(1)
WZ4 13 APLF(1), BLM(2), BRCA1(4), CSB(3), EX0O1(2), LIG1(1),
MUTYH(1), NEIL1(1), POLD1(1), POLE(1), RPAL(L),
WRN(1), XRCC6BP1(1)
WZ8 15 APLF(1), BRCA1(5), BRCA2(2), CSB(3), EXO1(1), PARP1(1),
POLAL(1), POLD1(1), RAD51B(1), RAD52(1), RECQL5(1),
WRN(1), XPG(1), XRCC1(1), XRCC2(1)
WZ9 11 AKT1(1), BRCA1(5), CSB(3), N4BP2(1), PRKDC(1),

RTEL1(1), SNM1C(1), TP73(1), WRN(2), XRCC1(1),
XRCC2(1)
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In der Tabelle 9, Abbildung 10 und 11 wurden die SNVs mit weiterer Anteilung

missense/nonsense, bekannt/unbekannt, homozygot/heterozygot bei Patienten dargestellt.

Tabelle 9
Anzahl p-Wert p-Wert p-Wert
von
Patient SNVs missense | nonsense bekannt | unbekannt homo | hetero
23 21 21 0 ~1 19 2 0,018 | o9 12 | 0,003
184 13 13 0 10 3 1 12
223 25 24 1 15 10 1 24
333 11 11 0 11 0 2 9
W71 31 30 1 17 14 1 30
WZ4 20 20 0 16 4 3 17
WZ8 22 22 0 18 4 1 21
WZ9 18 18 0 16 2 4 14
Abbildung 10 Bekannte und unbekannte SNVs bei Patienten
m bekannt = unbekannt
100%
90% 89%
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x- Achse: Patienten, y-Achse: prozentueller Anteil von bekannten und unbekannten SNVs
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Abbildung 11 Homo- und heterozygote SNVs bei Patienten
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x-Achse: Patienten, y-Achse: prozentueller Anteil von homozygoten und heterozygoten SNVs

Bei Patienten konnten zwischen 11 und 31 SNVs (durchschnittlich 20) in 7 bis 20
(durchschnittlich 13) Genen gefunden werden. Die Mehrheit der nachgewiesenen SNVs
waren bei allen Patienten Missense-, bekannte und a. e. heterozygote Variationen. Statistisch
signifikante  Unterschiede bestanden zwischen den Patienten hinsichtlich  der
bekannten/unbekannten und homozygoten/heterozygoten Variationen (p <0,05). Patienten
223 und WZ1 wiesen haufiger unbekannte Verénderungen auf, aber ohne statistische
Signifikanz. In der post-hoc Analyse konnte festgestellt werden, dass beim Patienten 23
statistisch signifikant haufiger homozygote Veranderungen im Vergleich zum Patienten 223,
WZ1 und WZ8 auftraten. Im Vergleich zu den (brigen Patienten konnte kein statistisch

signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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5.4 SNVs bei DNA-Reparaturmechanismen

Abbildung 12 zeigt die Haufigkeit von Genen mit SNVs in Abhéngigkeit von den
verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen. Diese H&ufigkeit wurde an die Anzahl von
Genen, die an einem Reparatur-Weg beteiligt ist, angepasst (Verhaltnis von Anzahl von
Genen mit SNVs wund Anzahl von Genen bei einem Reparaturmechanismus).
Zellzyklus/Apoptose sowie epigenetische Regulation wurden aufgrund der geringen

Hé&ufigkeit der betroffenen Genen (0,08 und 0,14) nicht in Betracht gezogen.

Abbildung 12 Haufigkeit von Genen mit gefundenen SNVs bei DNA-
Reparaturmechanismen
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x-Achse: DNA-Reparaturmechanismen (BER=Basen-Exzisionsreparatur,
NER=Nukleotid-Exzisionsreparatur, MMR=Mismatch-Reparatur, NHEJ=nicht
homologe Endverkniipfung; non-homologous end-joining, HR=homologe
Rekombination, MMEJ=microhomology-mediated end joining),
y-Achse: Verhéltnis zwischen Anzahl von Genen mit gefundenen SNVs und Anzahl von
an einem Reparaturweg beteiligten Genen
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In der Abbildung 13 wurden die SNVs (bekannt oder unbekannt) getrennt nach einzelnen
DNA-Reparaturwegen dargestellt.

Abbildung 13 Anzahl von SNVs bei DNA-Reparaturmechanismen
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x- Achse: DNA-Reparaturmechanismen (BER=Basen-Exzisionsreparatur, NER=
Nukleotid-Exzisionsreparatur, MMR=Mismatch-Reparatur, NHEJ=nicht homologe
Endverkniipfung, non-homologous end-joining, HR=homologe Rekombination, MMEJ=
microhomology-mediated end joining), y-Achse: Anzahl von gefundenen SNVs mit
Einteilung unbekannt/bekannt

Die haufigsten Veranderungen traten bei Genen, die an homologer Rekombination beteiligt
sind, auf. Bei Genen von MMR konnten am meisten unbekannte SNVs (62,5%) im Vergleich
zu anderen Reparaturwegen gefunden werden. Ein statistisch signifikanter Unterschied in der
Héufigkeit von Mechanismen (p=0,096) sowie Anzahl von bekannten/unbekannten SNVs bei

Mechanismen (p=0,094) wurde nicht gefunden.
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5.5 Amplifizierung der DNA von gesunden Spendern

Da es nur bei einem Gen XRCC6BP1 bei 6 von 8 Sézary Syndrom Patienten derselbe und
unbekannte SNV Ser48->Cys48 festgestellt werden konnte, wurde geprift, ob dieser SNV in
einer gesunden Population vorhanden ist. Zundchst wurde hierzu eine DNA-PCR von 29
gesunden Spendern durchgefiihrt. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Amplifikate
wurde in der Abbildung 14 dargestellt.

Abbildung 14 Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Amplifikate

Mittels DNA-Ladder von 100 bp konnten DNA-Fragmente von 320bp Lénge identifiziert
werden.

5.6 Sequenzierung der DNA von gesunden Spendern

Nach der DNA-Aufreinigung konnte eine Sequenzierung durch LGC Genomics durchgefiihrt
werden. Dabei wurde festgestellt, dass bei 14/29 (48,3%) gesunden Kontrollpersonen ein
Ser48->Cys48 SNV auftritt. Bei 15 (51,7%) Kontrollpersonen war dieser SNV nicht

nachweisbar.
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6. Diskussion

Die molekulare Pathogenese des Sézary Syndroms bleibt trotz zahlreicher Studien unklar. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte abgeschétzt werden, ob Einzelnukleotid-Variationen bei Genen
der DNA-Reparaturwege, Zellzyklus-Kontrolle, epigenetischer Regulation in Proben von 8
Patienten mit Sézary Syndrom im Vergleich zu gesunden Probanden gehduft beobachtet
werden. Diese Veranderungen konnen die Gen-Funktion und damit die Mechanismen

beeinflussen, was zur Entwicklung von transformierten T-Zellen fiihren kdnnte.

Caprini et al. konnten nach einer Genom-Analyse bestatigen, dass sich ein Allel-
Ungleichgewicht (,allelic imbalance®) bei SéSy, &hnlich wie bei anderen Krebserkrankungen,
als ein hdufiges Merkmal darstellt. Die zytogenetischen Verdnderungen (vorwiegend
Verluste) traten bei 28 Patienten vor allem auf Chromosom 8, 9, 10 und 17 auf. Hierbei
wurden unter anderem Storungen bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen als
Erkldarung fiir den Verlust von Heterozygositit (LOH, ,,loss of heterozygosity*) gesehen. Zu
den 113 Genen, die sich auf oben genannten Chromosomen befinden, gehért RPA1 (beteiligt
an DSB-Reparatur), Gene des TNFo/NF-kB-Wegs (typsicherweise wird dieser Weg bei
kutanen T-Zell-Lymphomen aktiviert), sowie BUB3 (beteiligt am Spindelapparat-
Checkpoint). Interessanterweise korrelierten nur 3 chromosomale Verdnderungen (Verlust

oder Gewinn) mit einer einhergehenden schlechten Prognose (75).

Ebenso wurde durch Xin et al. gehduft LOH an fast allen Chromosomen (insbesondere 9, 10
und 13) mit Verénderungen an der SNP-Kopien-Anzahl festgestellt. Hierbei wurde vor allem
der Verlust am FAT-Gen (Suppressorgen) gefunden (76).

In der ersten groRen Genom-Analyse von 37 SéSy-Patienten konnte durch Wang et al. gezeigt
werden, dass die Mutationsfrequenz mit einer Exposition an UVB-Strahlung,
zusammenhangt. Die Mutationen wurden hauptsachlich in 3 Mechanismen (epigenetische
Regulation, T-Zell Signalweg, Zellzyklus-Kontrolle, vor allem Zellzyklus-Checkpoints)
gefunden (77).

Woollard et al. untersuchte auf der Suche nach spezifischen Mutationen (,,drivers genes®)
mittels next-generation Sequenzierung Genome von 10 SéSy-Patienten. In einem zweiten
Schritt wurden die DNA-Proben von 101 weiteren Patienten auf bestimmte Veranderungen
sequenziert. Bei Uber 50% der Félle konnten Einzelnukleotid-Varianten und Kopien-Anzahl-
Varianten (,,copy number variants“) in Genen der DNA-Reparaturwege und der
Telomerenfunktion identifiziert werden. Es wurde vermutet, dass Fehler bei der
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Zellyzkluskontrolle (TP53), der Telomerenfunktion (POT1/ATM) und der DNA-Reparatur-
Initiation (BRCAZ2) zur genomischen Instabilitat flhrt, was ein Merkmal des SéSy ist. Andere
Verénderungen wurden ebenso in Genen des TCR/NF-kB-Weges und in an epigenetischer

Regulation beteiligten Genen identifiziert (78).

Ahnliche Ergebnisse konnten durch Prasad et al. erhoben werden. Bei 15 SéSy-Patienten
wurden  Verdnderungen  (somatische  Punktmutationen,  Kopienanzahl-Variationen,
Fusionsgene) bei Genen von T-Zell-Signaltransduktion (CARD11), -Differenzierung (IL6,
RIPK2, RAG, ZEB1, TYK2), -Aktivierung (CBLB) und -Proliferation, NFkB-Weg, Apoptose
(DAD1, HK1), DNA-Reparatur (ATM) gefunden. Die haufigsten Verénderungen betrafen
TP53 bei 58% Patienten (79, 80).

Zusammenfassend wird vermutet, dass Genveranderungen in verschiedenen zentralen
Bereichen der Zellreplikation und der genomischen Integritat zu malignen Transformation
von T-Zellen und damit zu der Entwicklung von SéSy flhren. Zu diesen gehdren
Verdnderungen des Genoms (Mutationen, Kopien-Anzahl-Variationen), Stérungen bei der
Transkription (erhohte oder erniedrigte Expression von Tumorsuppressor- oder Onkognenen,
Fusionstranskripte) sowie epigenetische Modifikationen (Methylierung, Histonen-
Modifikation). Trotz zahlreicher Studien konnte bis jetzt nicht festgestellt werden, welche
Veranderungen die maligne Transformation initiieren und zu einer klonalen Expansion der
betroffenen Zellen fiihren (,,driver mutations®), und welche im Verlauf der Erkrankung
entstehen aber fur die Entwicklung und den Verlauf der Erkrankung eine untergeordnete
Rolle spielen (,passenger mutations*). Uberdies wird vermutet, dass multifaktorielle

Mechanismen zur Entwicklung des SéSy fuhren (81).
6.1 SNVs in ausgewéahlten Genen

Fir die vorliegende Arbeit wurden zundchst Gene verschiedener fur die Tumorentstehung
potentiell relevanter Mechanismen (Zellzyklus-Regulation, Apoptose, DNA-Reparatur,
epigenetische Modifikationen) auf Basis der bereits bestehenden Literatur ausgewéhlt. Da in
friheren Publikationen zu genetischen Veranderungen bei SéSy-Patienten sehr viele
unterschiedliche Signalwege untersucht wurden, wurde es sich in der vorliegenden Arbeit
insbesondere auf Gene der DNA-Reparatur konzentriert. Zu beachten ist, dass einige Schritte
der DNA-Reparaturwege ahnlich oder identisch verlaufen, wodurch einige Gene an mehr als
nur einem DNA-Reparaturweg beteiligt sind. Dies betrifft z. B. EXO1, MRE11, PCNA, RAD.
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Gene mit maximaler Anzahl von SNVs

Bei 3 Genen (BRCA1, PRKDC, RTEL1) wurde eine maximale Anzahl (6) von SNVs
gefunden. Nur bei BRCAL1 traten die SNVs bei 6 von 8 Patienten auf und alle waren bekannt.
Dieses Gen kodiert ein Protein, das als ein wichtiger Regulator der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen via homologe Rekombination gilt. Uberdies interagiert es mit
Tumorsuppressor-  und  Onkogenen,  Zellzyklus-regulierenden  Proteinen  sowie
Aktivatoren/Repressoren der Transkription. Die in unserer Arbeit nachgewiesenen Missense-
Varianten wie D693N, P871L, E1038G, K1183R und M16521 wurden Dbereits bei
Patientinnen mit Mammakarzinom beschrieben. Obwohl diese sich nicht in einem
funktionellen Bereich des Gens befinden und als neutrale Verénderungen bezlglich der
Proteinfunktion gelten, konnen sie die Genexpression durch eine Auswirkung auf Bindung
von Transkriptionsfaktoren an einer Promotorregion beeinflussen. Ein erniedrigtes
Mammakarzinom-Risiko wurde bei Tragerinnen des K1183R SNP festgestellt (82). Das Allel
T bei SNP P871L wurde als ein Risikofaktor fur den Progress bei triple-negativem
Mammakarzinom nach Strahlentherapie identifiziert (83). Andererseits soll es mit einem
besseren Ansprechen auf eine platinhaltige Chemotherapie und mit einem langeren
Gesamtiberleben bei nicht kleinzelligem Lungenkarzinom assoziiert sein (84). Der SNP
S1613G ist mit einer schlechten Prognose bei Patienten mit lokal-fortgeschrittenem

Pankreaskarzinom in der chinesischen Population verbunden (85).

Die Studien-Ergebnisse bezuglich des Einflusses von BRCAZ1-Polymorphismen auf das
Krebsrisiko sind teilweise widerspriichlich. In einer Meta-Analyse von 35 Studien durch Xu
et al. wurde festgestellt, dass der SNP P871L mit einem erniedrigten Risiko fir
Zervixkarzinome, Plattenepithelkarzinome des Osophagus, Non-Hodgkin Lymphome und
Magenkarzinome in einer chinesischer Population verbunden sein konnte. Der
Nukleotidaustausch CCG>CTG beeinflusst mdglicherweise eine Interaktion zwischen miR-
638 (mikroRNA) und BRCA1-mRNA, was zu einer erhohten Expression dieses Gens bei T-
Allel-Tragern fuhrt. Das Vorhandsein von E1038G konnte wiederum das Risiko von
Krebserkrankungen in kaukasischer Population erhéhen. Ein Zusammenhang zwischen
Krebsrisiko und S1613G wurde nicht gefunden (86).

Die SNPs D693N und M16521 traten nur bei jeweils einem Patienten auf. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die Rolle der in der vorliegenden Studie gefundenen SNPs in BRCA1
bei Entstehung von Krebserkrankung weiterhin unklar bleibt. Das VVorhandsein von nur einem
SNP (E1038G) konnte laut Studien die Entstehung von Krebserkrankungen begunstigen (86).
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PRKDC kodiert eine Untereinheit von einer DNA-abhéngigen Proteinkinase (DNA-PKcs).
Diese interagiert mit einem Ku70/Ku80 Heterodimer und bildet einen DNA-
Reparaturkomplex bei NHEJ. Uberdies ist DNA-PKcs bei der Zellzyklusprogress-Regulation
involviert (G2/M-Arrest). Eine pharmakologische Inhibition von DNA-PKcs flhrt zur
Uberempfindlichkeit auf Bestrahlung sowohl bei embryonischen Fibroblasten der Maus
(MEF), als auch bei humanen Zellen von Nasopharynxkarzinomen. Das Ausmall der
Beeintrachtigung der DSB-Reparatur und der Induktion eines Zellzyklus-Arrests ist dabei
ahnlich wie bei Ku70-/- Zellen (87, 88). 5 von 6 gefundenen SNVs bei PRKDC traten bei
einem Patienten (223) auf. 4 SNVs von diesen waren unbekannt, aber nur 1 (V2769F) kann
laut PROVEAN einen negativen Einfluss auf die Proteinfunktion haben.

RTEL1 kodiert eine Helikase, die eine wesentliche Rolle bei der Telomerldngen-Kontrolle
sowie bei homologer Rekombination spielt. Sie erkennt Verbindungen zwischen ssDNA und
dsDNA bei D-loops und verfligt Gber eine 5° zu 3"-Aktivitat. Einige SNPs von RTELL1 sind
mit einem erhéhten Risiko fur die Entwicklung von Gliomen, Astrozytomen, Glioblastomen,
sowie von dem Hoyeraal-Hreidarsson-Syndrom (Knochenmarkversagen, Dyskeratosis
congenita) verbunden (89, 90). Zu diesen gehort allerdings nicht der in der vorliegenden
Arbeit identifizierte, einzige bekannte SNV. Die 5 anderen gefundenen SNVs waren
unbekannt und traten, ahnlich wie bei PRKDC, nur bei einem Patienten (WZ1) auf. Laut
PROVEAN haben 2 SNVs (D241G, S857Y) einen negativen Einfluss auf die Proteinfunktion.
In der SIFT-Analyse gilt dies nur fur D241G.

Gene mit SNVs, die gehauft bei SéSy-Patienten nachweisbar waren

Bei 5 Genen (BRCAL, CSB, EXO1, WRN, XRCC6BP1) wurden SNVs bei 6 von 8 (75%)
Patienten gefunden. CSB (ERCC®6) kodiert ein Protein, was eine wesentliche Rolle bei NER
wahrend der Transkription spielt. NER ist ein Reparatur-Hauptmechanismus der durch UV-
Bestrahlung verursachten DNA-Lé&sionen (CC>TT). Das Protein CSB verandert lokal die
DNA-Struktur, wodurch eine RNA-Polymerase 11, die an Stellen mit DNA-Ld&sionen blockiert
wird, ihre Funktion fortfihren kann. Des Weiteren wird es fur Bildung eines
Reparaturkomplexes wahrend der Transkription gebraucht und fordert die Rekrutierung
anderer NER-Proteine. Ein Knockdown von CSB fiuhrt bei humanen Keratinozyten zur
mangelhaften Reparatur von durch UV verursachten DNA-L&sionen, sodass eine Rolle von
CSB bei Kanzerogenese von Tumoren der Haut vermutet wird. Fir die beiden in der
vorliegenden Studie gefundenen SNPs (R1213G und Q1413R) konnte eine Assoziation mit

einem erhohten Risiko fur Basalzellkarzinome der Haut gezeigt werden (91). Bei 3 von 8
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Patienten (WZ4, 23, 184) traten bei 3 SNPs a. e. homozygote Varianten auf. Diese hohe
Hé&ufigkeit von homozygoten Varianten konnte nur bei CSB gefunden werden. Andererseits
waren nur 33% der NER-Gene (5. Position bei DNA-Reparaturmechanismen in Bezug auf die
Héufigkeit der Gene mit gefundenen SNVs) betroffen. Des Weiteren trat bei allen SNVs nicht
C->T (typische Veranderung nach UVB-Strahlung), sondern A->G auf. In der Arbeit von
Wang et al. wurden UVB-charakteristische Veranderungen bei 30% Patienten festgestellt. Es
ergab sich keine Korrelation zwischen Haufigkeit von diesen und vorherigen UV-Therapien
sowie der Krankheitsgeschichte (Enstehung de novo vs aus Mycosis fungoides). Dadurch
wurde die Behauptung, dass die transformierten T-Zellen aus ,,central memory* und nicht aus
,resident-memory* T-Zellen entstehen, in Zweifel gebracht. Man kann vermuten, dass DNA-
Veréanderungen, die mit dem Alter auftreten und akkumulieren, eine zusatzliche Rolle bei der

Pathogenese von SéSy spielen kénnen (77).

Die Exonuclease 1 (EXO1) gehort zum MMR-System und zur RAD2/XPG-Familie von
Nukleasen. Das kodierte Protein interagiert mit MMR-Proteinen (MLH1 und MSH2), bildet
mit diesen einen terndren Komplex, der DNA-Mismatches erkennt und ist an Replikation,
homologer Rekombination, sowie an der DSB-Reparatur beteiligt. Die Mutationen von EXO1
wurden bei Prostatakarzinom gefunden. Der nur bei einem Patienten (23) gefundene SNP
T439M ist mit einem Anstieg vom PSA (Prostata-spezifischer Antigen) im Rahmen des
,biochemischen Rezidivs“ nach stattgehabter Strahlentherapie bei Patienten mit
Prostatakarzinom assoziiert (92). Der andere SNP E589K wurde bei 6 Patienten identifiziert.
Er kdnnte mit einem erhohten Risiko flr die Entwicklung von Gliomen, Lungen-, Brust-,
Magen- und Kolorektalkarzinomen, sowie mit einem erhéhten Krebsrisiko bei Rauchern
vergesellschaftet sein. Das Risiko ist allerdings von der untersuchten Population abhéngig und
wurde vor allem bei Patienten asiatischer Herkunft gefunden (93, 94). Der dritte SNP V458V

wurde bei 3 Patienten gefunden. Seine klinische Bedeutung ist bis dato unbekannt.

WRN reguliert, ob NHEJ als ein klassischer oder alternativer Weg verldauft. Das Protein
verfligt Gber eine Helikase- sowie Exonuklease-Aktivitat. Nach der Bindung an DSB-Stellen
hemmt es die Rekrutierung von MRE11 und CtIP und schiitzt die DNA-5"-Endungen vor
einer Resektion. Uberdies ist WRN bei der Replikation beteiligt: es behebt eine Polymerase-
Blockierung an DNA-Lé&sionen und bildet einen Replikationskomplex mit dieser. Ein
Knockdown von WRN bei MEF fiihrt zur Telomerenfusion (95). Die Mutationen bei WRN
gehen mit erhhtem Risiko fiir Sarkome, Melanome, Schilddriisekarzinome und Leuk&mien
einher. In einer Studie mit 1172 Patienten wurde gezeigt, dass er wiederum mit einem

erniedrigten Risiko fur Non-Hodgkin-Lymphome verbunden war (96). Der bei 2 Patienten
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gefundene SNP V114l erhoht die hdmatotoxische Wirkung von Benzol (97). Fur die anderen
in unserer Studie gefundenen SNPs ist bis dato keine klinische Bedeutung bekannt.

XRCC6BP1, auch ATP23 oder KUB3 genannt, ist bei NHEJ beteiligt. Das Protein interagiert
mit einem Ku70/Ku80 Heterodimer, welcher DSBs erkennt. Dadurch wird eine katalytische
Untereinheit von DNA-PKcs, XLF und XRCC4-DNA Ligase 1V-Komplex rekrutiert, so dass
weitere Schritte der DNA-Reparatur erfolgen kénnen. Maoglicherweise gehort KUB3 nicht
zum Teil des DNA-PK Komplexes, sondern spielt eine regulatorische Funktion. Eine
Amplifikation von XRCC6BP1, die zu Gen-Uberexpression, gesteigerter Zellenproliferation
sowie gesteigerter DNA-Reparatur nach Bestrahlung flhrt, wurde bei Glioblastoma

multiforma gefunden (98, 99).

Der SNV AGC->TGC mit konsekutivem Aminosauretausch Serin—>Cystein an der 48.
Position wurde bei 6 von 8 (75%) Patienten identifiziert. Zum Zeitpunkt der Recherche von
Genen (2014) galt diese Veranderung nach der Prifung in der SNPs-Datenbank von NCBI
(,,National Center for Biotechnolgy Information®) als ,,unbekannt®. Deshalb stellten wir die
Hypothese auf, dass dieser SNV eine Funktion des kodiertem Proteins und somit das NHEJ
beeintrachtigt, was mdglicherweise zur malignen T-Zell-Transformation fiihrt. Aus diesem
Grund wurde gepruft, ob dieser SNV in einer gesunden Population nachweisbar ist. Es zeigte
sich, dass er bei 14/29 (48,3%) gesunden Kontrollpersonen gefunden werden konnte. Im
Vergleich zu den SéSy-Patienten war diese Haufigkeit geringer, was aber mdoglicherweise
durch die geringe Fallzahl sowohl in der Gruppe der SeéSy-Patienten als auch in der
Kontrollgruppe erklarbar ist. Mittlerweile konnte der SNV anhand Daten der NCBI als
,,bekannt* identifiziert werden, wobei die Haufigkeit von einem T-Allel zwischen 0,2536 und
0,3582 lag, somit deutlich geringer. Ob dieser SNP tatséchlich haufiger bei SéSy-Patienten
auftritt, misste in groReren Patientengruppen untersucht werden. Eine klinische Bedeutung
dieses SNPs bleibt weiterhin unklar. Laut PROVEAN/SIFT hat die Aminosduren-
Verdnderung eine neutrale Auswirkung auf die Proteinfunktion. Es ist allerdings bekannt,
dass die Verdnderungen, die als ,neutral“ bewertet werden, die Proteinfunktion oder Gen-

Expression beeinflussen kdnnen, was auch in diesem Fall ggf. weiter geprift werden kénnte.

Identifizierte SNPs bei anderen Genen

BLM, das als ein Tumor-Suppressorgen gilt, kodiert eine 3"-5"-Helikase, die zur Familie der
RecQ-Helikasen gehort. Bei HR bildet sie einen Komplex mit Topolllo. und Rmil/Rmi2, der
doppelte sogenannte DNA-Hollidaystrukturen 16st. Uberdies bearbeitet der Komplex die

DSBs, so dass 3'-Einzelstrang-Endungen entstehen, die fur die DNA-Invasion bei HR
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erforderlich sind. Die Mutationen von BLM (vor allem Kodon-Stop) fihren zur Entwicklung
des Bloom-Syndroms, das durch ein erhdhtes Krebsrisiko und schnelles Altern charakterisiert
ist. Der bei 2 Patienten (WZ1, WZ4) gefundene SNP P868L ist mit einer haufigeren
Entstehung von Schwesterchromatid-Veranderungen, langsamen Reaktionen auf DNA-
Schédigung, sowie einer gestorten DSBs-Reparatur verbunden. Eine mogliche Erklarung
dafiir ist die Anderung der Flexibilitit und Hydrophilie (Leucin wirkt hydrophob) des
Proteins. Dadurch wird die Bindung von dsDNA schwacher (100).

BRCAZ2 ist ein wichtiger Teil der HR-Reparatur, es bindet RAD51 und ermdglicht eine
ssDNA-RADS1 Interaktion. Uberdies ist das Protein moglicherweise bei einer Aktivierung
des S-Phase Checkpoints beteiligt. Es reguliert eine Zentrosomen-Duplikation und ist fur die
Vorbeugung der mit der Entstehung von R-Loops verbundenen DNA-Schadigungen und
somit fur das Aufrechthalten der genomischen Stabilitdt erforderlich. BRCA2
Keimbahnmutationen sind, &hnlich wie bei BRCA1, mit einem erblichen Mamma- und
Ovarialkarzinom verbunden. Die BRCA2-Aberrationen wurden durch Woollard bei 14% der
SéSy-Patienten gefunden (78). In der Analyse von Hill et al. sowie Wang et al. wurde das
Risiko von Non-Hodgkin-Lymphomen/diffus grofRzelligem Lymphom und follikuldrem
Lymphom in Bezug auf SNVs untersucht. Es wurde dahingehend kein Zusammenhang in
diesen Arbeiten gefundenen, jedoch wurden die beiden SNPs, die wir in unserer Arbeit
nachweisen konnten (N289H, N991D), nicht untersucht (96, 101). Laut NCBI wurde die
klinische Bedeutung von oben genannten SNPs als ,,benign® eingeschitzt. In der PROVEAN-
Analyse haben diese 2 SNPs einen neutralen Effekt auf die Proteinfunktion, wobei laut der
SIFT-Analyse die Aminosaure-Veranderung N289H schédlich/deletér sein sollte. Da die
SNPs bei nur einem Patienten gefunden wurden (WZ8), ist keine relevante Bedeutung dieser
SNPs fiir die Entstehung des SéSy anzunehmen.

IGHMBP2 kodiert eine Helikase und funktioniert als Transkriptionsregulator. Der bei 5
Patienten (WZ1, 23, 184, 223, 33) gefundene SNP T879K gilt laut NCBI als gutartig und
wird bis jetzt nur mit dem Charcot-Marie-Tooth-Syndrom (neurale Muskelatrophie) in der

koreanischen Population assoziiert (102).

Durch Ligase IV im Komplex mit XRCC4 erfolgt die Ligation von DNA-Endungen im
letzten Schritt von NHEJ. Daher konnen Veranderungen im LIG4-Gen zur genomischen
Instabilitat und damit zur Tumorgenese flihren. Der bei 2 Patienten (223, 333) gefundene
nicht-synonyme SNP flhrt zum Aminosduretausch T9l an der N-Endung des Proteins. Es

wurde nachgewiesen, dass diese Struktur Veranderungen in der Kombination mit A3V zur
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50%-igen Reduktion der Adenylierung und der Ligations-Aktivitat fihrt (103, 104). Es wird
allerdings auch das Vorhandensein von R278H als ausschlaggebender Faktor fur diese
Aktivitatsminderung diskutiert (105). Xie et al. konnten in ihrer Metaanalyse zeigen, dass der
T9I-SNP mit erniedrigtem Krebsrisiko in der kaukasischen Population verbunden ist (106).
Uberdies wird er ebenso mit einem erniedrigten Risiko fir Plattenepithelkarzinome des
Kopfs/Halses, Non-Hodgkin Lymphome und multiples Myelom assoziiert (96, 107).

PALB2 spielt eine wesentliche Rolle bei HR, es aktiviert die Bindung von BRCA2 und
RAD51 an DNA-Bruchstellen. Des Weiteren funktioniert es als ,,Gerist* fur einen BRCA1-
PALB2-BRCA2-Komplex und bindet BRCA2, sodass eine gewisse Konzentration vom
Letzteren im Nukleus vorhanden ist. Keimbahnmutationen von PALB2 préadisponieren zu
Mamma-, Ovarial-, Pankreaskarzinom, Fanconi-Anadmie sowie malignem Melanom (108).
Die bei nur einem Patienten (333) gefundene Variation Q559R (SIFT: ,neutral®) wurde bei

australischen Patientinnen mit familidrem Mammakarzinom gehauft beobachtet (109).

RAD23B ist ein Teil des XPC/RAD23B/CETN2-Komplexes, der bei GG-NER DNA-
Lasionen erkennt. Es stabilisiert und schitzt vor einer Degradation XPC, Uberdies ist es bei
der proteasomalen Degradation beteiligt. Die bei 2 Patienten (WZ1, 333) gefundene Variation
A249V ist bekannt. In der Arbeit von Hill et al. konnte keine Assoziation dieses SNPs mit
einem erhohten Risiko fir die Entwicklung von Non-Hodgkin Lymphomen gezeigt werden
(96).

XPG (ERCCS) ist bei der Nukleotid-Exzision von NER beteiligt. Weiterhin funktioniert es als
ein Cofaktor der DNA-Glycosylase, die oxydierte Pyrimidine aus der DNA entfernt. Der beli
3 Patienten (WZ1, WZ8, 333) gefundene nicht-synonyme Polymorphismus (D1558H) ist als
Risikofaktor fur Lungen-, Harnblase- und Uteruskarzinom, Akustikusneurinom sowie

Mammakarzinom nach Bestrahlung-Exposition bekannt (110, 111).

XRCCL1 funktioniert, dank der Fahigkeit Dimere und Oligomere zu bilden, als ein ,,Gerust*
bei BER und DNA-Einzelstrangreparatur. Es interagiert mit verschiedenen Proteinen
inklusive DNA-Glykosylasen, APE1, POLpB, LIGIIlo, PCNA, PARP1/2, PBKP und TDPI.
Ein Mangel an XRCCL1 flihrt zu erhohter Sensitivitat auf alkylierende Wirkstoffe, X- und UV-
Bestrahlung, sowie zu einem gesteigerten Schwesterchromatidaustausch in den Zellmodellen.
Die 3 hdufigsten Varianten des XRCC1: R194W, R280H und R399Q wurden in zahlreichen
Studien beziglich des Krebsrisikos untersucht. Sie befinden sich in einer Region, die fur die
Rekrutierung von XRCCL1 und Proteinen, mit denen es interagiert, wesentlich ist. Der bei 3

Patienten (WZ1, 23, 333) gefundene SNP R194W erhoht bei Homozygoten in der asiatischen
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Population das Lungenkarzinomsrisiko, allerdings ist das Lungenkarzinomsrisiko bei
Heterozygoten in der kaukasischen Population erniedrigt (112). Des Weiteren ist dieser SNP
mit einem erniedrigten Risiko flr Glioblastoma, Non-Hodgkin Lymphomen (unabhéngig vom
Typ) und einem erhoéhten Risiko fir Plattenepithelkarzinom, moglicherweise Zervix- und
Schilddrusenkarzinom verbunden. Die andere, bei 2 Patienten (WZ8, WZ9) gefundene
Variante R280H, prédisponiert zum Mammakarzinom bei Frauen asiatischer, aber nicht
kaukasischer Herkunft und &hnlich wie R194W zum Schilddrisenkarzinom. R280H wird
héaufiger in Asien und seltener in Europa beobachtet. AuRerdem wird es mit erhéhtem Risiko
fir die Entwicklung eines malignen Melanoms assoziiert (112-115). Der Polymorphismus
R194W ist im Gegensatz zu R280H mit einem verminderten Krebsrisiko verbunden (107).
Eine Expression von R280H induziert sowohl eine genomische Instabilitdt durch die
Akkumulation von DSBs, als auch eine Transformation bei humanen Epithelzellen. Dieser
SNP kann moglicherweise zu fehlender oder gestorter Phosphylierung von XRCC1 fuhren,
was wiederum zur mangelhaften Aktivierung von anderen BER-Proteinen flhrt (116).

XRCC2 ist ein Teil des RAD21-Paralog Proteinkomplexes BCDX2, der bei HR beteiligt ist.
BCDX2 aktiviert nach einer DNA-Schadigung BRCA2 und RAD51. Bei Zellen mit Mangel
an XRCC2 ist die HR-Aktivitat etwa 100x reduziert, wodurch die chromosomale Instabilitét
steigt. Bei der Reparatur von DNA-Schadigungen, die durch eine Strahlen- und
Chemotherapie verursacht werden, ist XRCC2 erforderlich. Der Polymorphismus R188H
wurde bei 4 Patienten (WZ1, WZ8, WZ9, 223) identifiziert. Seine Korrelation mit Non-
Hodgkin Lymphomen konnte nicht festgestellt werden (96). Er wird allerdings mit erhdhtem
Risiko fur Mammakarzinome bei Heterozygoten (inklusive schlechteres Gesamtiiberleben)
und Ovarialkarzinome bei Homozygoten assoziiert, wobei die vorliegenden Studien-
Ergebnisse nicht einstimmig sind (117-120). Weiterhin steht dieser SNP mit schlechterem
Gesamtiberleben bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom und mit erhéhtem Risiko flr die

Entwicklung eines Zervixkarzinoms in Zusammenhang (121,122).
6.2 Auswirkung von SNV auf Proteinfunktion

Die Suche nach einem Zusammenhang zwischen genetischen Verdnderungen und einem
bestimmten Phanotyp ist weiterhin eine Herausforderung. 81% bis 93% von humanen Genen
verfiigen Uber zumindest einen SNV. Bei jedem Mensch kdnnen bis 11 000 von non-
synonymen und 50-100 Krankheit-assoziierten Variationen gefunden werden. 85%
Erkrankungen mit einem genetischen Hintergrund werden mit nsSNVs verbunden. Diese

Variationen konnen Proteinfaltung, Bindungsaffinitdt, Expression und posttransionale
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Modifikation beeinflussen. Deletdre nsSSNVs destabilisieren vor allem die Proteinfaltung. Ein
Einfluss von diesen auf eine Proteinfunktion kann mittels verschiedenen VVorhersagemodellen
gepruft werden. Zu diesen gehért PROVEAN, welches in dieser Arbeit verwendet wurde.
Diese Analysesoftware ermdglicht anhand der Sequenz und Struktur von homologen
Proteinen sowie in Abhédngigkeit von Nachbar-Aminoséuren eine Vorhersage, ob eine
Variation inklusive Deletionen und Insertionen einen deletéren oder neutralen Einfluss auf die
Proteinfunktion hat (123-125). Uberdies sind die Ergebnisse von diesem Algorithmus mit den
Ergebnissen anderer Analysesoftwares (z. B. SIFT) vergleichbar. PROVEAN st allerdings
nicht fehlerfrei; die Sensitivitat betragt 78,39% (123).

Eine Analyse mittels PROVEAN wurde nur bei bislang nicht bekannten SNVs durchgefihrt,
da bei bekannten SNPs die Auswirkungen auf die Proteinfunktion bereits beschrieben sind,
beziehungsweise Daten zu klinischer Bedeutung von SNPs vorliegen. Bei Genen AKTL,
NEIL1, POLA1l, POLD1/2, PRKDC, RTEL1 und TP53 wurde ein deletirer Effekt
festgestellt, wobei diese SNVs bei jeweils nur einem Patienten (bei 5 Genen war das WZ1)
nachgewiesen werden konnten. Daher ist eine generelle Bedeutung dieser SNVs fir die
Pathogenese des SéSy nicht anzunehmen. Laut SIFT wurden 3 SNVs in den oben gennanten
Genen (POLDI1: M255L und M6121, RTEL1: S28Y) als ,neutral eingeschéatzt. Ein
Zusammenhang von nsSNVs mit deletdrem Effekt und einem DNA-Reparaturweg konnte
nicht gefunden werden. Bei einigen nsSNVs konnte der Einfluss auf Proteinfunktion nicht
festgestellt werden, was mdglicherweise durch fehlende homologe Proteinsequenz erklart

werden kann.

Die nsSNVs, die sich nicht in einer kodierenden Sequenz des Gens befinden, kénnen eine
Chromatin-Zuganglichkeit, SpleiRstellen und epigenetische Modifikation beeinflussen (124).
Bei erneuter Analyse von Genen, konnten jeweils 7 nsSSNVs bei 2 Genen: N4BP2 (beteiligt an
MMR) und POLK (beteiligt an NER) gefunden werden. Bei anderen Genen (APLF, BCL2,
BRCA1, BRCA2, POLA1, POLD2, RAD52, TOP3A, XPF) wurden max. 3 nsSNVs
identifiziert. Unter diesen Genen waren am hadufigsten Gene der HR betroffen, was in
Zusammenhang damit steht, dass die meisten SNVs bei Genen von diesem Weg gefunden

wurden.
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6.3 Nukleotid-Veranderungen

Die haufigste Nukleotid-Veréanderung war mit 25% G—>A. C->T lag mit 16% an der dritten
Stelle in Bezug auf die Haufigkeit. Die beiden wurden als haufigste Nukelotid-Veranderungen
in der Arbeit von Woollard et al. identifiziert, was ebenso bei anderen Krebserkrankungen
gefunden wurde. In der oben zitierten Arbeit traten die Veranderungen C—>T vor allem an den
NpCpG Stellen auf, die mit der altersassoziierten Deaminierung an methylierten CpG-Stellen
zusammenhangt. Die UV-bedingten CC>TT Veranderungen wurden bei Mycosis fungoides
beschrieben, aber selten bei SéSy nachgewiesen, was durch eine unterschiedliche Herkunft
der transformierten T-Zelle erklart werden konnte. Dies unterstitzt wiederum die
Behauptung, dass Sézary-Zellen aus den ,,central-memory*“ T-Zellen entstehen und steht in
Widerspruch mit den Ergebnissen von Wang et al. (77, 78). In der Arbeit von Woollard et al.
wurden alle SNVs inklusive stiller Veranderungen in Betracht gezogen, was ggf. eine
niedriegere Anzahl von gefundenen Nukleotid-Veranderungen G>A und C>T (41% vs
61%) in der vorliegenden Arbeit erklért.

6.4 Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den Patienten

Die Mehrheit von gefundenen SNVs waren bei allen Patienten Missense-Verdnderungen,
bekannte und a. e. heterozygote SNVs. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde
zwischen Patienten in Bezug auf bekannte/unbekannte und homozygote/heterozygote SNVs
gefunden. Beim Patienten 23 wurden haufiger homozygote SNVs im Vergleich zu 223, WZ1
und WZ8 festgestellt. Genaue klinische Daten von untersuchten holléandischen Patienten
(Geschlecht, Alter, Krankheitsgeschichte) waren leider nicht komplett zu eruieren, somit
dieser Unterschied nicht erkléart werden kann. In der Arbeit von Woollard et. al war auch die
Mehrheit von SNVs nicht-synonym, am seltensten traten Nonsense-Variationen auf. Ein
Zusammenhang von genetischen Veranderungen mit dem Gesamtlberleben konnte nicht

festgestellt werden (78).
6.5 Haufigkeit von betroffenen DNA-Reparaturwegen

Die SNVs betrafen vor allem Gene der homologen Rekombination (47%). Dies entspricht den
Ergebnissen von Woollard et al. (78). Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Hé&ufigkeit der betroffenen Genen bei
Reparaturwegen festgestellt werden, was am ehesten auf die sehr geringe Patientenzahl
zurlickzufihren sein darfte. In der oben zitierten Arbeit wurden Verdnderung geh&uft bei
RAD51C, POLD1, BRCA2 und TP53 beobachtet, die hier selten gefunden wurden. Auch dies
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héngt a. e. mit einer deutlich geringeren Anzahl von Patienten (101 vs 8) in unserer Studie
zusammen. Ahnlich wie in der Arbeit bei Woollard et al. waren Gene von NHEJ am
zweithaufigsten betroffen. Zusammnefassend lasst sich sagen, dass die SNVs vor allem bei
Genen, die an DSB-Reparatur (HR, NHEJ, MMEJ) beteiligt sind, auftraten. Da HR bei der
Reaktivierung von Replikationsgabel an DSB-Stellen beteiligt ist, spielt dieser Mechanismus
eine wesentliche Rolle bei der genomischen Stabilitat. Fehler bei Replikation, die durch
Blockieren oder Verlangsamen des Replikationsgabel-Progresses entstehen, fiihren zu
Chromosomenbriichen und Anderungen der genomischen Anordnung. Uberdies kommt es zu

Storungen der Mitose, was im Endeffekt die genomische Instabilitat verstarkt (48).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die SNVs vor allem die Gene der DNA-
Reparatur im Vergleich zu Genen, die an einer Zellzyklus-Kontrolle oder epigenetischen
Regulation beteiligt sind, betreffen. Eine Folge von diesen Verénderungen ist eine
genomische Instabilitat, die ein charakteristisches Merkmal von SéSy darstellt. Unter der
betroffenen Genen traten die Veranderungen vor allem bei BRCAL, CSB, EXO1, WRN und
XRCC6BP1 auf, die bis jetzt nicht in Zusammenhang mit SéSy beschrieben wurden. Die
Veranderungen der DNA-Reparaturwege sind allerdings wahrscheinlich nur ein Teil von
verschiedenen Mechanismen, deren Stérungen zu einer malignen Entartung einer T-Zelle
fiihrt. Uberdies scheint die Patienten-Gruppe heterogen zu sein. Eine genaue Differenzierung
der Patienten anhand der genetischen Verdnderungen und somit betroffenen Signalwege kann
zukiinftig bei der Wahl der besten Therapie hilfreich sein (z. B. PARP-Inhibitoren bei Defekt
der DSB-Reparatur).
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Zusammenfassung

Sézary Syndrom ist ein seltenes kutanes Lymphom, das durch eine Erythrodermie und
leuk&mische Ausschwemmung von malignen T-Zellen gekennzeichnet ist. Die Pathogenese
dieser Erkrankung bleibt trotz zahlreicher Studien unklar. Bis jetzt wurden keine spezifischen
Mutationen beschrieben. Es wird vermutet, dass Genveranderungen von verschiedenen
Mechanismen im Endeffekt zur malignen T-Zell-Transformation und damit Entwicklung der
Erkrankung fiihren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Genome von 8 an Sézary Syndrom
erkrankten Patienten auf Einzelnukleotid-Variationen (SNVs) bei 130 Genen, die vor allem an
DNA-Reparaturmechanismen, des Weiteren Zellzyklus-Kontrolle und epigenetische
Regulation beteiligt sind, untersucht. SNVs wurden bei 44 Genen (33,8%) gefunden. Die
Mehrheit von diesen waren bekannte (62,8%), Missense- (97,7%) und a. e. heterozygote
(86,3%) Variationen. Zwischen den Patienten bestand ein statistisch signifikanter Unterschied
in Bezug auf bekannte/unbekannte sowie homozygote/heterozygote SNVs. Bei BRCAL,
PRKDC, RTEL1 wurden jeweils 6 (maximale Anzahl) SNVs pro Gen festgestellt. Bei 6 von 8
(75%) Patienten wurden die Veranderungen bei BRCA1, CSB, EXO1, WRN und XRCC6BP1
gefunden. Am héufigsten waren Gene der homologen Rekombination (47%) betroffen. Ein
statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf die Hdaufigkeit von betroffenen DNA-
Reparaturwegen bestand allerdings nicht. Am h&ufigsten traten jedoch SNVs bei Genen, die
in die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen involviert sind, auf. Dazu gehort aul3er der
homologen Rekombination non-homologous und microhomology-mediated end joining
(NHEJ, MMEJ). Diese Mechanismen spielen eine wesentliche Rolle bei der
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat, deren Storung das charakteristische molekulare
Merkmal des Sézary Syndroms darstellt. Eine genaue Differenzierung der Patienten anhand
der genetischen Veranderungen und somit betroffenen Signalwegen kann zukinftig bei der

Wahl der besten Therapie hilfreich sein.
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