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1 Einleitung

1.1 Die infantile spinale Muskelatrophie (SMA) und die infantile spinale Mus-
kelatrophie mit Atemnot (SMARD)

1.1.1 Klinik und Klassifikation spinaler Muskelatrophien

Spinale Muskelatrophien umfassen eine klinisch und genetisch heterogene Gruppe neuromusku-
larer Krankheiten. Ein Untergang der motorischen Vorderhornganglienzellen des Riickenmarkes
fithrt zu einer Degeneration der zugehdrigen Axone und Denervation der abhéngigen Muskelfa-
sern. Klinische Hauptsymptome sind eine zunehmende, meist symmetrisch ausgepragte Muskel-
schwiche und Muskelatrophie '. Die autosomal-rezessiven, infantilen spinalen Muskelatrophien
(engl.: spinal muscular atrophy/SMA) gehoren mit einer Inzidenz von 1:10000 zu den hiufigsten
genetischen Erkrankungen des Kindesalters >. Neben autosomal-rezessiven werden auch auto-
somal-dominante spinale Muskelatrophien beschrieben, die hauptsédchlich im Erwachsenenalter
auftreten °. Im Folgenden werden nur die autosomal-rezessiven Formen betrachtet. Die Erstbe-
schreibungen erfolgten in den Jahren 1891 und 1893 durch Guido Werdnig und Johann Hoff-
mann *. Verschiedene Phinotypen werden nach Manifestationsalter, Ausprigungsgrad und Be-
gleitsymptomen unterschieden °. Das heute gingigste Klassifikationsschema autosomal-
rezessiver, klassischer, spinaler Muskelatrophien unterscheidet die Subtypen I bis IV °. Die Zu-
ordnung erfolgte dabei nach maximal erreichten motorischen Féhigkeiten und dem Alter bei
Krankheitsbeginn ’. Zusitzliche, hier nicht aufgefiihrte Untergruppen und Varianten werden be-

schrieben. Ein vereinfachtes Klassifikationsschema ist in Tab.1 aufgefiihrt.

Kongenitale prinataler Krankheitsbeginn, klinische Manifestation mit Ge-

SMA/SMA Typ 0 sichtsldhmungen, Muskelschwiche bei Geburt

SMA Typ I Krankheitsbeginn 1.-6. Lebensmonat; Betroffene kdnnen niemals
sitzen

SMA Typ I Krankheitsbeginn vor dem 18. Lebensmonat; Sitzen oder Laufen
sind ohne Hilfe nicht moglich

SMA Typ 111 Krankheitsbeginn nach dem 18. Lebensmonat; Laufen wird erlernt

SMA Typ IV Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter nach dem 30. Lebensjahr

Tabelle 1: Klassifikation der autosomal-rezessiven, klassischen spinalen Muskelatrophien nach 269,

Der klinische Verlauf unterscheidet sich je nach SMA-Typ: Die kongenitale SMA/SMA Typ 0
geht mit der schlechtesten Prognose einher. Bei der SMA Typ I iiberlebt der Grof3teil der Patien-
ten ohne Hilfsmittel das zweite Lebensjahr nicht '°'2. SMA Typ II-Patienten konnen das Ju-
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gendalter oder frithe Erwachsenenalter erreichen . Patienten mit einer SMA Typ III und IV

haben die beste Prognose und eine kaum eingeschriinkte Lebenserwartung ',

1.1.2 Die infantile spinale Muskelatrophie mit Atemnot (SMARD)

1.1.2.1 Klinische Befunde sprechen fiir eine von der klassischen SMA abgrenzbare Er-
krankung

Im Jahr 1974 beschrieben Mellins et al. erstmals eine Variante der SMA Typ I, bei der zwei
vormals unauffillige Séuglinge im Alter von einem bzw. zwei Monaten lebensbedrohliche A-
temprobleme entwickelten. Ursache war eine Lihmung des Zwerchfells '°. Weitere Arbeiten
folgten und sicherten das Vorhandensein einer diaphragmalen Form einer infantilen spinalen

Muskelatrophie '*%.

1.1.2.2 Das Leitsymptom der SMARDI1 ist die Atemnot

Das Leitsymptom der diaphragmalen infantilen spinalen Muskelatrophie ist die Atemnot. Diese
Erkrankung wurde mit der Genidentifikation SMARD1 genannt, dem Akronym der englischen
Krankheitsbezeichnung ,,spinal muscular atrophy with respiratory distress type 1°***. Die A-
teminsuffizienz ist Folge einer Diaphragmaldhmung, die radiologisch als Zwerchfellhochstand

zu erkennen ist (s. Abb. 1) **.

Abbildung 1: Réntgenaufnahme des Tho-
rax a.-p. eines Patienten im Alter von 8
Wochen. Markiert ist der
Zwerchfellhochstand rechts.
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Erste Symptome der Atemfunktionsstorung konnen inspiratorischer Stridor oder leises Schreien
sein “*?7. Atembeschwerden konnen sich progredient entwickeln oder ohne Vorwarnungen ent-
stehen. Im letzteren Fall ist hiufig eine notfallmiBige Intubation notwendig ***°. Oftmals treten
mit den ersten Anzeichen von Atembeschwerden respiratorische Infekte auf '®*°>% Die Atembe-
schwerden beginnen meist in den ersten sechs Lebensmonaten, seltener in den ersten Lebenswo-
chen *?°. Nur eine Langzeitbeatmung iiber ein Tracheostoma gewihrleistet das Uberleben (s.
Abb. 2). Versuche, SMARD1-Betroffene von der Beatmungsmaschine zu entwéhnen, scheiterten
2031 Im Gegensatz zur SMA Typ I, bei der eine Interkostalmuskelschwiche zu einer langsam
fortschreitenden Atemnot und zur Ausbildung eines Glockenthrorax fiihrt, bleibt bei SMARDI1-

Patienten mit der oft abrupten Diaphragmalihmung die Bildung eines Glockenthorax aus *"°.

Abbildung 2: Uber ein Tracheostoma beatmete Patientin im Alter von 4 Jahren. Charakteristisch ist die
distal betonte Muskellihmung mit Krallenhand und Spitzful3 sowie fiir das fortgeschrittene Krankheitsstadi-
um die Froschschenkelhaltung der Beine aufgrund der geschwichten proximalen Extremititenmuskulatur.
Gekennzeichnet sind "fatty pads" am rechten Daumen und Zeigefinger (s. auch Abb. 3).

1.1.2.3 Neuromuskulire Symptome

Muskelschwiche und —atrophie bei SMARDI1 sind im Gegensatz zur SMA Typ I zunéchst distal
betont. Die untere Extremitét ist frither und stirker betroffen. Im Verlauf kommt es in der Regel
zu einer kompletten Tetraparese unter Einbeziehung der Rumpf- und proximalen Muskulatur mit

24-27,29,31

FuB3- und Fingerkontrakturen sowie Skoliosen (s. Abb. 2) . Durch Fettvakatwucherungen

konnen sich an den Fingern ,,Fatty Pads* bilden. (s. Abb. 2,3) *"°.
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Abbildung 3: Patient G. im Alter von 14 Monaten. Markiert
sind "fatty pads" im Bereich der Grundphalangen.

Eine Beteiligung des sensorischen und autonomen Nervensystems manifestiert sich durch ver-
minderte Schmerzperzeption, Obstipation, Blaseninkontinenz, exzessives Schwitzen und arteriel-

27,29,30,34

le Hypertonie . Bei einigen Patienten treten Herzrhythmusstorungen auf *’>°. Ob diese

Folge autonomer Storungen oder struktureller Herzmuskelverdnderungen sind, ist nicht ab-

schliefend geklart >/,

1.1.2.4 Elektrophysiologische und neuropathologische Befunde

Dem klinischen Erscheinungsbild entsprechend bestehen elektroneurographische, elektromy-
ographische und histologische Auffilligkeiten. Im Sinne neuropathischer Verdnderungen finden
sich bei motorischen und sensiblen Nerven verminderte Nervenleitgeschwindigkeiten 2%27*°,
Im Elektromyogramm sind die Muskelaktionspotentiale vergrofert und das Interferenzmuster ist

262831 Histologisch gleichen die Befunde denen der SMA Typ I: neben Atrophien bei-

gelichtet
der Muskelfasertypen finden sich hypertrophierte Typ-I-Muskelfasern “****%*_ Die typischer-
weise als Zeichen von Reinnervation auftretende Fasertypengruppierung fehlt bei SMARD1 *°.
Die motorischen und sensorischen Nerven sind im Sinne einer Waller 'schen Degeneration ver-
dndert. Dem Untergang der motorischen Vorderhornzellen folgt eine Degeneration der Axone
und - im Unterschied zur SMA Typ I - treten auch Myelinverdnderungen auf ***%?'2® Im Dia-

. . .. . 2
phragma weisen Muskelfasern eine groBe Variation ihrer Durchmesser auf ¢,
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1.1.2.5 Schwangerschaft und frithkindliche Entwicklung

Retrospektive Befragungen der Eltern SMARDI-Betroffener zu Schwangerschaft und Geburt
ergaben, dass Dreiviertel der Kinder ein vermindertes Geburtsgewicht (unterhalb der 10. Perzen-
tile) besal. Ein Viertel der Kinder kamen als Frithgeborene zur Welt (<37. Schwangerschaftswo-
che) oder zeigten verminderte intrauterine Bewegungen ***7*%**, Andere SMARDI-Patienten

waren zum Zeitpunkt der Geburt und wéhrend der ersten Lebenswochen klinisch unaufféllig
26,28,30,31

1.1.2.6 Langzeitprognose der SMARD1

Die Prognose der SMARDI ist wie die der SMA Typ I schlecht ***. Es finden sich in der Lite-
ratur aus der Zeit vor der Genidentifikation keine SMARDI1-Betroffenen, die das vierte Lebens-
jahr iiberlebten. Meist starben die Kinder innerhalb weniger Monate nach Krankheitsbeginn *°.

26,30

Therapeutische Versuche mit Zwerchfellraffungen verliefen erfolglos . Die Patienten konnen

25-27,29-31 . . . . .
72931 Eg sind derzeit sechs Patienten beschrieben, die

nur durch Dauerbeatmung iiberleben
viereinhalb bis elf Jahre iiberlebten *°. Bei diesen war zu beobachten, dass nach einer Phase ra-
scher Progression mit der Ausbildung einer Tetraparese und eines schnellen korperlichen Ver-
falls, eine Verlaufsstabilisierung, wenn auch auf einem niedrigen funktionellen Niveau, folgte. In

keinem der beschriebenen Fille gelang eine Entwéhnung von der Beatmung.

1.1.3 Molekulargenetische Grundlagen spinaler Muskelatrophien

Vergleichbaren pathophysiologischen Vorgingen und einem sowohl bei der SMA Typ I als auch
bei der SMARDI1 autosomal-rezessivem Erbgang stehen nicht nur klinische Unterschiede (s.
Tab. 2), sondern auch genetische Unterschiede gegeniiber. Im folgenden Abschnitt werden die
molekulargenetischen Grundlagen der SMA Typ I und der SMARDI1 dargestellt. Auf die Be-
37,38

trachtung genetischer Besonderheiten anderer SMA-Varianten mit autosomal-dominantem

oder X-chromosomalem Erbgang * wird verzichtet.
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Klassische SMA Typ I

SMARD1

Proximal verstirkt ausgepréigte Schwiche der Rumpf-

muskulatur

Distal stirker ausgeprdgte Muskelschwéiche mit Be-
ginn in den Beinen und spiter folgender Befall der

oberen Extremitéit

Respiratorische Beschwerden resultieren aus einer
Lahmung der Interkostalmuskulatur; das Diaphragma
ist nicht betroffen; es kann sich ein so genannter Glo-

ckenthorax bilden

Respiratorische Beschwerden sind ein initiales Krank-
heitssymptom und resultieren aus einer Zwerchfell-

lahmung; ein Glockenthorax bildet sich nicht

Kontrakturen finden sich v. a. an proximalen Gelen-

ken, z.B. Knie- oder Ellenbogengelenk

Kontrakturen sind meist an distalen Extremitdtenab-

schitten ausgebildet, d.h. im Bereich der Finger oder

Fifle

Tabelle 2: Gegeniiberstellung klinischer Unterschiede von klassischer SMA Typ I und SMARDI.

1.1.3.1 Molekulare Grundlagen der klassischen SMA Typ I

Die meisten Félle von proximaler SMA sind durch Verdnderungen im Survival Motoneuron-Gen
(SMN) auf dem langen Arm von Chromosom 5 (5q13) verursacht. Dieser chromosomale Ab-
schnitt hat eine komplexe Struktur mit der invertierten Duplikation eines 500kb groflen DNA-
Abschnittes. Dieser Abschnitt enthidlt Kopien des SMN-Gens - eine telomerische (SMN/) und
mindestens eine zentromerischen Kopie (SMN2) *°. Homozygote Mutationen oder Deletionen
der telomerischen Kopie des SMN-Gens/SMNI konnen bei SMA Typ I in 96% nachgewiesen

%2 Das zentromerische SMN2-Gen unterscheidet sich vom SMNI-Gen in nur fiinf

werden
Nukleotiden. Ein ,,single nucleotide polymorphism* (SNP) in der Spleiregion von Exon 7 ist
jedoch dafiir verantwortlich, dass das Exon 7 des SMN2-Transkriptes bei einem Grof3teil der
betreffenden RN As herausgespleilt wird. Das translatierte Protein (SMNA?7) ist verkleinert und

wird vorzeitig abgebaut *'*?

. Die SMN2-Kopienanzahl variiert und hat einen entscheidenden
Einfluss auf die Krankheitsmanifestation. Je mehr SMN2-Kopien vorliegen, desto mehr funktio-
nelles SMN-Protein wird gebildet, das zu einer Abschwichung des Krankheitsbildes fiihrt .

Die Funktion des SMN-Genproduktes ist unklar und wird kontrovers diskutiert *. Einige Gruppen
weisen dem SMN eine tragende Rolle im RNA-Metabolismus, genauer in der Produktion von
,»spliceosomal small nuclear ribonucleoproteins* (snRNP) und dem pra-mRNA-Splicing, im Sin-
ne einer ,housekeeping*-Funktion zu ****. Andere Gruppen gehen von einer spezifisch neurona-

len SMN-Funktion aus **’.
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1.1.3.2 SMARDI ist bedingt durch Mutationen im Immunoglobulin u-binding protein 2
(IGHMBP2)-Gen

Kopplungsanalysen fiir bestimmte SMA-Varianten u.a. auch fiir die SMA mit respiratorischen
Beschwerden deuteten auf eine genetische Heterogenitit bei spinalen Muskelatrophien hin ***%,
Weiterfithrende genetische Untersuchungen konnten die SMARD1 dem Chromosomenbereich
11q13-q21 zuordnen **. Mutationen im Immunoglobulin u-binding protein 2 (IGHMBP2)-Gen
wurden als Ursache der SMARDI identifiziert . Allerdings konnten Verdnderungen im
IGHMBP2-Gen nicht bei allen SMARD-Erkrankten gefunden werden ****. Aufgrund der geneti-
schen Heterogenitdt werden SMARD-Betroffene mit /GHMBP2-Mutationen der SMARDI1 zu-
geordnet und von SMARD-Fillen, in denen das /IGHMBP2-Gen keinerlei Verdnderungen auf-
weist, abgegrenzt .

Bisher sind mehr als 50 SMARDI1-Patienten beschrieben worden. Es fanden sich dabei im
IGHMBP2-Gen homozygote oder compound heterozygote Missense-, Nonsense- und Frames-
hift-Mutationen sowie Inframe-Deletionen und Insertionen. Verdnderungen traten in allen Exons

mit Ausnahme der Exons 4 und 14 auf *>***'_ Eine intronische Verdnderung im Intron 13 ist

als ,,splice donor-site*-Mutation charakterisiert worden >°. Zur Ubersicht der bisher beschriebe-

nen Mutationen s. Abb. 4.

388CIT

438CHT

114delA 163CIT

121CIT
121delC 127CIT

1091TIC

129delC L2

1144GIA

10B2TIC
752TiC

575TiC

1000G/A 1061GIA 1156TIC

204CIT

707TIG 1218delC

616CIT 958CIT

661delA 675delT 983delAA

983delAAGAA




Einleitung

1738G/A
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R3H-Domane

Zinkfinger-Motiv

1118

Abbildung 4: Ubersicht bisher veroffentlichter Mutationen im IGHMBP2-Gen nach >335,
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Verschiedene Autoren berichten, dass bei einigen Patienten mit dem klinischen Bild der
SMARDI1 IGHMBP2-Mutationen jeweils nur auf einem Allel nachweisbar sind *°**. Die mole-
kulargenetischen Untersuchungen bei diesen Arbeiten beschrinkten sich allerdings auf die Exons
und die exonflankierenden Intronbereiche. In einer nachfolgenden Arbeit konnten ,,genomische
Rearrangements“ bei den zwei von Grohmann et al. *’ beschriebenen Fillen auf dem anderen
Allel nachgewiesen werden 2.

Das Genprodukt von IGHMBP2 besteht aus 993 Aminosduren und enthilt drei verschiedene

4 . o . .
0 eine R3H-Doméne °' und ein Zinkfinger-

funktionelle Doménen: eine Helikase-Domédne
Motiv *”. Die genaue zelluldre Funktion des IGHMBP2 ist unbekannt. IGHMBP2 wird in ubiqui-
tar exprimiert; die hochsten Konzentrationen finden sich in den Testes. Der Helikase-Domine
wird eine Rolle bei der Umwandlung von pra-mRNA zu reifer mRNA im Spliceosomenkomplex
zugesprochen *°. Auch fiir die R3H-Domine wird eine Funktion im Polynukleotidmetabolismus
vermutet °>. Das Zinkfingermotiv ist als DNA-bindendes Motiv von vielen Transkriptionsfakto-
ren in unterschiedlichen Spezies konserviert. Spezielle Zinkfinger werden auch mit dem RNA-
Metabolismus oder Protein-Proteininteraktion in Verbindung gebracht >>. Andere Arbeitsgruppen
vermuten aufgrund von Sequenzhomologien fiir das /IGHMBP2-Genprodukt eine Rolle im Im-
| 4954

munglobulin-Klassenwechse

IGHMBP2 *° als auch ,.glial factor 1 (GF-1), einer verkiirzten Proteinvariante des IGHMBP2,

Eine Funktion als Transkriptionsfaktor wird sowohl

zugesprochen °.
Das Tiermodell der SMARDI ist die ,,neuromuscular degeneration*~(nmd)-Maus: Der Phénotyp

ist bedingt durch Mutationen im Subp2/Ighmbp2-Gen *>>>71

. Ein Grofiteil der klinischen Sym-
ptome der nmd-Maus ist mit denen SMARD1-Betroffener vergleichbar. Unterschiede bestehen
allerdings bei der Beteiligung des sensorischen Nervensystems, des Diaphragmas bzw. der A-

teminsuffizienz und der Herzmuskulatur 2%

. Trotzdem konnten durch Untersuchung der nmd-
Maus erste pathomechanistische Modelle erstellt und sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unter-
schiede zur klassischen SMA bzw. dem entsprechenden Tiermodell deutlich gemacht werden®:
Dem IGHMBP2-Genprodukt wird wie dem SMN-Genprodukt eine Rolle im RNA-Metabolismus
zugesprochen. Das SMN-Genprodukt soll allerdings neben einer Beteiligung am spliceosomalen
Multienzymkomplex auch eine neuronenspezifische Wirkung haben (s.o.). Folge von SMN-
Mutationen sollen u.a. Axondegeneration und Storung des Axonwachstums sein, wobei die Le-
bensdauer der Motoneurone unveréndert ist *’. An kultivierten Motoneuronen der nmd-Maus
fehlen Anhaltspunkte fiir Storungen des Axonwachstums oder der Axonterminalenintegritit.

Histologisch kann im Riickenmark der nmd-Maus bereits vor der Entwicklung der Muskel-

schwiche ein Motoneuronverlust im Sinne eines verfrithten Zelltodes nachgewiesen werden .
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Eine Bedeutung des IGHMBP2 auflerhalb des Motoneurons lieferte die Beobachtung myopathi-
scher Verianderungen im Bereich des Zwerchfells und der Herzmuskulatur *>~%,

Mutationen im /GHMBP2-Gen fanden sich nicht nur in primédr als SMARD klassifizierten
Krankheiten. Mutationen konnten auch bei der ,,Inherited early onset severe axonal polyneuropa-
thy with respiratory failure and autonomic involvement* **, bei der “severe infantile axonal neu-

2692 und der “distal hereditary motor neuronopathy type VI“®

ropathy with respiratory failure
nachgewiesen werden. Diese Krankheitsbezeichnungen sind Synonyma fiir SMARD1. Die noso-
logische Heterogenitdt verdeutlicht jedoch nicht nur die terminologischen Probleme, sondern ist

auch Ausdruck der klinischen Heterogenitit ***.

1.1.4 Die Privalenz der SMARD1

Genaue Angaben zur Pravalenz der SMARDI1 gibt es nicht. Es wird geschétzt, dass SMARD-
Erkrankungen etwa 1% der infantilen spinalen Muskelatrophien ausmachen *°. Es ist allerdings
zu beachten, dass die klinische Heterogenitit {iber die tatsdchliche Pridvalenz von /IGHMBP2-

gekoppelten Krankheiten in der Bevolkerung hinwegtiuschen kann 7,

1.2 Der plotzliche Siuglingstod/Sudden Infant Death Syndrome (SIDS)
1.2.1 Allgemeine Definition und historische Beschreibungen

Der plotzliche Sduglingstod/,,sudden infant death syndrome* (SIDS) ist definiert als der uner-
wartete Tod eines Séduglings im ersten Lebensjahr, bei dem sorgfiltige postmortale Untersu-
chungen einschlielich Obduktion nicht zum Nachweis einer addquaten Todesursache flihren

6465 pistzliche Todesfille von Kindern werden seit Jahrhunderten beschrieben und sind nach

66-68 1o
. Eine

wie vor in den Industrienationen die hiufigste Todesursache der Postneonatalperiode
erste Beschreibung findet sich nicht in medizinischer Fachliteratur, sondern ist ein Zitat aus dem
Alten Testament (3. Kapitel im 1. Buch der Konige, Vers 16) und im Zusammenhang mit diesem
Ereignis fillte Konig Salomon das sprichwortlich gewordene ,,Salomonische Urteil*:

»Und der Sohn dieser Frau starb in der Nacht, denn sie hatte ihn im Schlaf erdriickt*

Im Florenz des 18. Jahrhunderts sollten so genannte ,,Arcuccios* das Ersticken schlafender

Sauglinge verhindern ® (s. Abb. 5). Das Ersticken oder Erdriicken hat sich bis in das zwanzigste
gling

Jahrhundert als pathophysiologisches Konzept fiir den plétzlichen Sauglingstod gehalten """
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Abbildung 5: ,,Arcuccios“ sollten im Flo-
renz des 18. Jahrhunderts das Ersticken
schlafender Siuglinge verhindern 7.

Vielleicht wurden fiir keine andere Erkrankung mehr Ursachen und auslésende Faktoren disku-
tiert als fiir SIDS. Bis zum heutigen Tage wurde eine Vielzahl an pathophysiologischen Konzep-
ten entwickelt "', Wahrend im Jahre 1969 auf der “Second International Conference on Causes of
Sudden Deaths in Infants* eine einzige Ursache bzw. ein einziger pathophysiologischer Mecha-
nismus als Ursache fiir SIDS angenommen wurde ®°, wurden in den folgenden Jahren und Jahr-
zehnten unterschiedlichste Konzepte entworfen, verworfen, liberarbeitet oder das SIDS als eige-

ne Krankheitsentitit sogar ganz in Frage gestellt .

1.2.2 Epidemiologische Aspekte und Risikofaktoren

Das SIDS zeigt eine charakteristische Alters- und Geschlechtsverteilung. Einen Sterblichkeits-
gipfel findet man vom zweiten bis fiinften Lebensmonat "*””; minnliche Siuglinge sind hiufiger
betroffen *”. Epidemiologische Studien in den neunziger Jahren identifizierten die Bauch-
schlafposition als einen Risikofaktor und durch die in vielen Landern anschlieBend durchgefiihr-
ten ,,.Back to sleep“-Kampagnen konnte ein Einfluss der Schlafposition fiir SIDS bestétigt wer-
den "*7*7_ SIDS-Fille ereignen sich gehiuft in der kalten, infektbelasteten Jahreszeit und treten

héufiger bei Kindern jiingerer Miitter mit einem niedrigeren soziookonomischen Status, geringe-

rem Bildungsniveau und verminderter Inanspruchnahme prénataler Vorsorgeuntersuchungen auf

74,79-84 7479
S .

. Frithgeburtlichkeit und ein geringeres Geburtsgewicht korrelieren positiv mit SID
Weiterhin sind Nikotinabusus der Mutter wihrend der Schwangerschaft und nach der Geburt,
Stillverzicht, Multiparitét und verkiirzte Intervalle zwischen aufeinander folgenden Schwanger-
schaften mit einer erhdhten Inzidenzrate verbunden "*”. Eine Ubersicht der Risikofaktoren gibt

Tab. 3.
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Schlafen in Bauchlage
Friihgeburtlichkeit
Kalte Jahreszeit
Geringes Geburtsgewicht
Multiparitit und geringes Intervall zwischen den Geburten
Miitterliches Alter unter 20 Jahren
Miinnliches Geschlecht
Zigarettenkonsum der Mutter wiihrend der Schwanger-
schaft und nach der Geburt
Geringer sozialer Familienstatus
Tabelle 3: Epidemiologische Risokofaktoren des SIDS nach n

1.2.3 Leichenschau und Obduktionsbefunde

Das SIDS stellt per definitionem eine Ausschlussdiagnose dar. Leichenschau und Obduktion
zeigen jedoch wiederkehrende, wenn auch nicht pathognomonische Befunde ®: Die Siuglinge
haben hiufig zyanotisch verinderte Nagelbetten und Lippen *°. Als Hinweise auf verstirktes
Schwitzen in der Phase der Agonie sind feuchte Haare und Bekleidung zu beobachten *. Im Be-
reich des Hirnstamms kann eine Gliose vorhanden sein, die als Zeichen einer chronisch hypoxi-
schen Stoffwechselsituation gewertet wird *. Inflammatorische Infiltrate als Hinweis auf Infekte

finden sich hiufig im Bereich des Respirationstrakts **.

1.2.4 Pathophysiologische Hypothesen

Kardiorespiratorische Stérungen im weitesten Sinne gehoren zu den traditionell vermuteten Ur-
sachen des SIDS 7% Storungen werden dabei bei den zentralen Chemorezeptoren, den peri-
pheren Barorezeptoren, in den Kontrollzentren des Hirnstammes oder im Bereich der oberen und
unteren Atemwege vermutet /. Herzrhythmusstrungen und eine gestorte Herzfrequenzvariabili-
tit sind kardiale Storungen, die mit SIDS in Verbindung gebracht werden *°.

Ein Sterblichkeitsgipfel in der infektbelasteten, kalten Jahreszeit und histopathologische Auffil-
ligkeiten v.a. im Respirationstrakt unterstiitzten so genannte Infekttheorien *2,

Fiir eine Vielzahl menschlicher Erkrankung werden neben Umweltfaktoren genetische Einfluss-
faktoren vermutet ***. Auch fir SIDS werden genetische Einfliisse gefordert *°. Genetische

Veridnderungen, die zu Krankheiten mit akuten lebensbedrohlichen Ereignissen fiihren, sind po-

tentielle Ursachen des SIDS oder sind als pradisponierende Faktoren anzusehen *°,
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1.2.4.1 Genetische Verinderungen, die einen plotzlichen Siuglingstod auslosen konnen

Mutationen, die bei SIDS-Féllen nachgewiesen wurden, betreffen einerseits das mitochondriale
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase “-(MCAD)-Gen °"® und andererseits Gene, die fiir kar-
diale Tonenkanile kodieren (s. Abb. 6) *°. Neben dem MCAD-Gen werden auch Mutationen an-
derer Gene des Fettsiuremetabolismus mit dem SIDS in Verbindung gebracht °’. Genetisch be-
dingte Storungen des Fettstoffivechsels diirften fiir 3-5% aller SIDS-Fille verantwortlich sein *°.

Long QT-Syndrome (LQTS) sind seltene, genetisch heterogene Krankheiten, die durch Verdnde-
rungen verschiedener myokardialer Ionenkanile bedingt sind *°. Bei einigen SIDS-Patienten

konnten Mutationen in Genen, die ein LQTS bedingen, nachgewiesen werden >,

1.2.4.2 Genetische Polymorphismen, die zu SIDS pridisponieren

Man vermutet, dass das histopathologisch nachweisbar aktivierte Immunsystem in SIDS-
Betroffenen (s.0.) Zeichen einer erhéhten Infektvulnerabilitit ist *°. Genetische Polymorphismen,
die eine derartige Vulnerabilitdt vermitteln konnen, wurden fiir den Komplementfaktor C4 und
das Interleukin 10 (IL-10) nachgewiesen '**'*°.

Mit der Bedeutung des Neurotransmitters Serotonin (5-HT) fiir die Regulation des kardiorespira-
torischen Systems, der Korpertemperatur, des Schlaf-Wach-Rhythmus und als Vermittler zwi-
schen Nerven- und Immunsystem wird der 5-HT-Metabolismus zu einem wichtigen Forschungs-
feld '°. Verdnderungen in verschiedenen Genen, die am Serotoninmetabolismus beteiligt sind,
konnten bei SIDS-Fillen gezeigt werden '*7'%

Andere Studien konnten Mutationen in Genen identifizieren, die an der embryologischen Ent-
wicklung des autonomen Nervensystems beteiligt sind ''°. Eine Ubersicht der vermuteten Vertei-

lung genetischer Ursachen bei SIDS gibt Abb. 6.
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~1% MCAD ?

~3% FAC ?
~1% LQTS ?

mtDNA ?

?
neurcmuskuldre Erkrankungen ?

>50% genuine SIDS
Vulnerables
Entwicklungsstadium

~30% andere unbekannte
Erkrankungen

Pradisponierende Triggerereignis

Abbildung 6: Opdal unterscheidet genuine SIDS-Fille und erkldrbare SIDS-Fille. Genuine SIDS-Fille treten
infolge einer Kombination aus Triggerereignis und prédisponierenden Faktoren in einem vulnerablen Ent-
wicklungsstadium auf (linke Abbildungshilfte). Ursachen erklarbarer SIDS-Fille sind Mutationen im MCAD
(medium-chain acyl-CoA dehydrogenase)-Gen, der mitochondrialen DNA (mtDNA), andere FAOs (Fatty acid
oxidation disorders), LQTS (LongQT-Syndrome), neuromuskuliire oder bisher unbekannte Krankheiten %,

1.2.4.3 Das Diaphragma und der Nervus phrenicus im Zusammenhang mit SIDS

Obwohl Atemfunktionsstorungen in verschiedensten Zusammenhéngen mit SIDS in Verbindung
gebracht werden, ist wenig liber Verdnderungen im Bereich des Diaphragmas und des Nervus
phrenicus bekannt ',

Histopathologische Studien beziiglich Zwerchfellentwicklung und Muskelfasergruppenvertei-

HE Neuropathische Verdnderungen des Nervus

lungen lieferten widerspriichliche Ergebnisse
phrenicus konnten in einer Studie mit insgesamt 24 Patienten in einem Fall gefunden werden. Es
wird vermutet, dass derartige Verdnderungen iiber eine respiratorische Dekompensation SIDS

. 111
verursachen konnen .

1.2.5 Forensische Einteilung

Todesfille im Kindesalter, deren Autopsie die Zuordnung zu natiirlichen (z.B. Infektionen) oder

nicht-natiirlichen Todesféllen (z.B. Kindesmissbrauch) ermdglicht (non-SIDS), werden gemein-
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sam mit den Féllen des plotzlichen Sauglingstodes/,,Sudden Infant Death Syndrome* (SIDS), bei
denen durch die Autopsie keine Todesursache nachweisen werden konnte, unter dem Oberbeg-
riff ,,plotzliche, unerwartete Todesfdlle im Kindesalter*/,,.Sudden, Unexpected Death in Infan-

14 Unter den ,plotzlichen, unerwarteten Todesfillen im Kindesal-

cy“/SUDI) zusammengefasst
ter/Sudden Unexpected Death in Infancy/SUDI* machen SIDS-Félle mit 80-82% den Hauptan-
teil aus '"°.

Um eine bessere internationale Vergleichbarkeit und Erleichterung von Forschungstdtigkeiten zu
ermoglichen, wurden definierte SIDS-Unterklassen mit Beriicksichtigung epidemiologischer
Aspekte, pathologischer Befunde und dem Ausmall der durchgefiihrten Untersuchungsmafinah-

657 Fir die Studie ,,Plotzlicher Sauglingstod*/,,German study on Sudden Infant

men eingefiihrt
Death* (GeSID) wurden alle Fille in vier Kategorien eingeteilt, wobei SIDS mit Kategorie 1
keine pathologischen Auffilligkeiten besa3en, SIDS der Kategorie 2 geringe und der Kategorie 3
ausgeprigte Befunde aufwiesen. Fille der Kategorie 4 hatten eine erklédrbare Todesursache - sie

wurden als non-SIDS klassifiziert .



Zielsetzung 16

2 Zielsetzung

Im Zusammenhang mit dem plotzlichen Sduglingstod wurde in Einzelfillen iiber eine Verbin-
dung zu verschiedenen neuromuskuliren, genetischen Krankheiten berichtet *®'''. Plstzliche
Todesfille im Kindesalter traten bei Myophosphorylase-Defekten ', kongenitaler Myotonischer
Dystrophie ''” und dem Leigh-Syndrom auf ''®. Eine Vielzahl von Autoren vermutet Verinde-
rungen im Bereich des Nervensystems als einen étiologischen Faktor beim SIDS ''*'*°. Obwohl
das Diaphragma der wichtigste Atemmuskel des Kindes ist, finden sich nur wenige und teilweise
widerspriichliche Abhandlungen zu der Bedeutung des Zwerchfells fiir SIDS '''; genetische Un-
tersuchungen fehlen.

Im Zusammenhang mit der SMARDI1 finden sich Berichte, bei denen erste Krankheitsmanifesta-
tionen als Near-miss-SIDS-Fille oder SIDS-Fille eingeordnet wurden '®*'**?”. Bei den in unse-
rer Abteilung untersuchten 48 SMARDI1—Patienten traten in zwei Familien jeweils plotzliche
Todesfdlle im Sduglingsalter bei einem &lteren Geschwisterkind auf. Ein Vergleich der klini-
schen Manifestation verdeutlicht, dass sich der Phianotyp der SMARD1 und SIDS iiberschneiden
kann und der Tod eines SMARDI1-Patienten als SIDS fehldiagnostiziert werden konnte. Ein
Sterblichkeitsgipfel bei SIDS besteht vom zweiten bis flinften Lebensmonat. Das klinisch wich-
tigste Hauptsymptom der SMARDI ist die aus einer Zwerchfelllihmung resultierende Atemin-
suffizienz. Diese tritt typischerweise im Alter zwischen 6 Wochen und 6 Monaten auf und kann
sich akut, d.h., ohne Vorwarnungen und begleitende Krankheitssymptome entwickeln '*'. Infekte
sind anfangs hédufige Begleiterkrankung, aber auch erste Krankheitssymptome der SMARD1

werden hiufig als Infekt fehlinterpretiert >

. Inflammatorische Infiltrate als histologisches Zei-
chen von Infekten sind auch beim SIDS ein hiufiger Obduktionsbefund **. Neben respiratori-
schen gehoren kardiale Storungen und da v.a. Herzrhythmusstérungen zu den traditionell vermu-
teten Ursachen des SIDS °""* Herzrhythmusstorungen sind auch bei SMARDI-Betroffenen
ein anzutreffendes Symptom *’. Risikofaktoren, die bei dem SIDS regelmiBig auftreten, sind u.a.
Frithgeburtlichkeit und ein geringeres Geburtsgewicht "*"’. Diese finden sich auch hiufig bei

SMARD]1-Betroffenen .

Ziel dieser Arbeit ist die:
e Zusammenfassung klinischer Befunde und molekulargenetischer Ergebnisse einer der

zwei Familien, in denen neben SMARDI1-Fillen ein SIDS-Fall auftrat.



Zielsetzung 17

vergleichende molekulargenetische Untersuchung des /GHMBP2-Gens bei 155 SIDS-
Fillen und 35 non-SIDS-Fillen nach Etablierung geeigneter Untersuchungsmethoden.

Diskussion, ob die SMARDI1 als Beispiel einer neuromuskuldren Erkrankung mit
Zwerchfellbeteiligung in &tiologischem Zusammenhang mit dem plotzlichen Siduglings-

tod steht.
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3 Material

3.1 Patienten

Die Patientenrekrutierung erfolgte im Rahmen der Studie ,,Pl6tzlicher Séuglingstod‘/,,German
study on Sudden Infant Death* (GeSID) unter Leitung der Westfdlischen Wilhelms-Universitét
Miinster im Zeitraum vom 01.11.1998 bis 30.10.2001. Nachdem eine Kooperation zwischen der
Klinik fiir Padiatrie mit Schwerpunkt Neurologie der Charité zu Berlin und dem Referenzzent-
rum eingegangen wurde, wurden insgesamt 237 Fibroblastenkulturen zugesandt. Aufgrund der
schlechten Qualitdt einiger Zelllinien misslang deren Anziichtung und DNA konnte nur von 155
SIDS-Fillen und 35 non-SIDS-Féllen untersucht werden. Die ethnische Herkunft ist in 75% der
von uns untersuchten Fille durch die Studienzentrale erfragt worden. 87% der Probanden sind
mitteleuropdischer Herkunft, in 13% der Fille stammen die Eltern der Kinder aus anderen Kul-
turkreisen, wobei die meisten tiirkischer Herkunft sind. Die klinischen Daten der GeSID wurden
bei Proben mit unbekannten Missense-Verdnderungen im /GHMBP2-Gen ausgewertet. Zur
Auswertung diente ein Fragebogen, der bei der genetischen Beratung von SMARD1-Betroffenen
in unserer Abteilung verwendet wird. Dieser enthdlt Fragen zur allgemeinen friihkindlichen
Entwicklung und zur Schwangerschaft.

Die DNA-Proben der beschriebenen Familie wurden zur molekulargenetischen Untersuchung
unserer Abteilung zugeschickt. Die klinischen Daten der aus dem Kosovo stammenden Familie
wurden freundlicherweise von Herrn Oberarzt Dr. Dilch am Peyerschen Kinderspital Wien be-
reitgestellt.

Als Positivkontrollen fiir die Etablierung der DHPLC-Untersuchungen dienten SMARDI-
Patientenproben mit Mutationen aus der Routinediagnostik. 148 gesunde Blutspender wurden als
Kontrollpersonen untersucht. Zusétzlich wurden 308 Laborkontrollen einbezogen. Hierbei han-
delt es sich um Patienten mit der Verdachtsdiagnose SMARDI, die jedoch — abgesehen von den

bekannten Polymorphismen — keine Mutationen aufwiesen.

Die schriftliche Einverstandniserkldrung der Patienten bzw. derer Eltern zur diagnostischen, wis-

senschaftlichen und molekulargenetischen Untersuchung ist in allen Fillen gegeben.
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3.2 Gerite

Geriite

Typ

Hersteller

CO,-Inkubator

Elektrophoresekammer

Netzgerit

Heizblock

Invertmikroskop
Mikrowelle
Photometer

Pipetten

Sequenzierer

Thermocycler

Uberkopfmischer
UV-Flédchenstrahler
Videokamera
Vortex

Wasserbad

Waage

WAVE™ DNA Fragment Analy-

sis System

Zentrifugen

BIOSAFE eco
Sunrise 96

Horizon 1114

Electrophoresis Power Supply

ST 606 T

Thermostat 5320

Gene Quant II

ABI-Prism 310 bzw.3100 Genetic

Analyser

GeneAmp PCR-System (9600

bzw. 2400)
PCR Exprss HBPX 220

Vibrofix VF1 Electronic

BP 3100 S

5415C

400 R
Megafuge 2.0

Integra Biosciences
Life Technologies
Gibco BRL

Gibco BRL

Renner GmbH
Eppendorf

Zeiss

Bosch

Pharmacia Biotech
Eppendorf

Gilson

Finnpipette

Perkin Elmer

Thermo Hybaid GmbH
Heidolph

Herolab

Herolab

Jahnke & Kunkel

GFL

Satorius

Transgenomic

Eppendorf
Heraeus

Heraeus
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3.3 Computer-Software

Programm

Verwendungszweck

EASY Plus

Sequencing Analysis 3.4.1.
WAVE™Maker 3.4.
HWE-Berechung
NNSPLICE 0.9

3.4 Chemikalien und Biochemikalien

Bezeichnung

Agarosegeldarstellung
Sequenzierungsauswertung
DHPLC-Analysenauswertung
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/snps.html
SpleiBpridiktion
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

Bezugsquelle/Hersteller

1-kb-DNA-Marker

Acetonitril (HPLC Ultra Gradient Grade)
Agarose (electophoresesis grade)
Antibiotika (Penicllin, Streptomycin)
Chloroform

Earle MEM

Exonuklease I (Exo I) (20U/ul)
Exonuklease I-Puffer (10x)

dHPLC H,0O

Dimethysulfoxid (DMSO)

dNTP-Set

Ethylendiamin-Tetraacetat (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

Fetales Kilberserum (FKS)

Gen Therm™ DNA-Polymerase (50U/pl)
L- Glutamin

Isopropanol

Natriumchlorid

Magnesiumchlorid

Natrium- Perchorat

Gibco BRL

Roth

Invitrogen-Life Technologies
Gibco

J.T.Baker

Biochrom

New England Bio Labs
New England Bio Labs
J. T. Baker

Merck

Rapidozym

Merck

Merck

Boehringer Mannheim
PAA Laboratories GmbH
Rapidozym

Biochrom

Sigma

Merck

Merck

Merck
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Orange G (Ladepuffer) Merck
Phenol Merck
Proteinase K Merck

SAP (shrimp alkaline phosphatase) Roche

SAP- Puffer (10x) Roche
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma
Saccharose (sucorose) Merck
Taqg-Polymerase-Puffer(10x) InViTek
Triethylammonium-Acetat (TEAA) Transgenomic
Tris-Base Roth

Triton X-100 Serva
Trypsi/EDTA Gibco BRL

3.5 Verwendete Kits

ABI Prism BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kit

Applied Biosystems

3.6 Zusammensetzung verwendeter Losungen und Puffer

3.6.1 Agarosegelelektrophorese

10x TBE-Puffer 540g
257g
46,5¢
ad 51

3.6.2 DNA-Extraktion

10x TE-Puffer 12¢g
3,7¢
ad 11

10x PBS Puffer 10,9¢

3,2¢g

Tris-Base
Borsaure
EDTA
H,O

Tris-Base
EDTA
H,O

Na,HPO4
NaH,PO4
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90g NaCl
ad 11 H,O
Losung A (DNA-Extraktion)  109,5g Saccharose
Sml MgCl, (1M)
10ml Trition X
10ml Tris-HCI1 (1M, pH 8,0)
ad 11 H,O
Losung B (DNA-Extraktion)  40ml Tris-HCI (1M, pH 8,0)
12ml Na-EDTA (0,5M)
15ml NaCl (1M)
5 ml SDS (20%), Zugabe nach
Autoklavierung
ad 100ml H,O
Losung C (DNA-Extraktion) 100g Na-Perchlorat
ad 142ml H,O
3.6.3 Wave™
Puffer A 100ml 2 M TEAA
500pl Acetonitril
ad 21 Milipore Wasser (18,2Q2)
Puffer B 100ml 2M TEAA
500ml Acetonitril
ad 21 Milipore Wasser (18,2Q)
Puffer C (8% Acetonitril) 80ml Acetonitril

ad 21 Milipore Wasser (18,2Q)
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Puffer D 750ml Acetonitril
ad 11 Milipore Wasser (18,2Q2)

3.6.4 Zellkulturmedien

Earle MEM 87,5ml Earle MEM
12,5ml FKS
1,0ml L- Glutamin
Antibiotika (Penicillin, Streptomycin) in der

vom Hersteller empfohlenen Konzentration

3.7 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Blue Cap Rohrchen (50ml) Falcon
Eppendorf Cups (0,5 und 1,5ml) Sarstedt
Kryor6hrchen Greiner
Falcon-Kulturflaschen Becton Dickinson (50ml)

TPP (250ml)
Pasteur-Pipetten Sarstedt
PCR-Tubes Biozym
Pipettenspitzen Gilson

Sarstedt

Eppendorf
PPN-R6hrchen Sarstedt
Thermopapier Mitsubishi
96-Well Platten ABgene
Zentrifugenrohrchen Becton Dickinson
3.8 Primer

Oligonukleotidprimer wurden von der Firma Thermo Hybaid bezogen. Es wurden Stockverdiin-
nungen (100pmol/pul) und Arbeitsverdiinnungen (10pmol/ul) angelegt und im Kiihlschrank bei
4°C gelagert.
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Die verwendeten Primer, die Lédnge der Amplifikationsprodukte sowie die verwendeten Annea-

lingtemperaturen sind in Tab. 4 zusammengestellt.

AGG TGA CCG TCA GGG AAG AT

GAG ACT GAC AACT CG GGA GGT

412

57

GGT GGG TGG AAG TAG AAA CTA GTA AA

GTA CAA GTC ACG GTC TGA ATG C

334

51,5

TCC CCA GTG TCT TGT GTC ACT

TGT TGA AGG AAG ATG GTA CTT AGG A

278

TD 58- 52

CAA GTC ATG GTG GGT GTG

CCC AAG GTC ACA CTGTTC TCT AT

276

57

GAG GAA CAC CCA CAG AGC TCC CC

CTC TGA CAG GGA AGT GGC AT

255

59

CAA CTT CAG TGG TTT GAT TAC

AAA GAC TGC AGA TCA GAG GC

315

53

GAA CTG GAC TGA ATG ATA GAA GCA C

AACTCCTTCTTC GAG GCCACA C

290

59

ATG CAA GCCTTG ATG AAA CC

GCG ACG TTG AGA TGA ATG AA

279

57,5

TCC TCC TCA CTT GCT GTG GT

AAC AGG TGA CGC AGA GGATTA G

327

TD 58- 52

CCT ACCTAA GCCTTT TCC TCG

CAA CTG CTC TCA GCT CCT CC

330

57

ATA GAC AGA AAC GTG CCC GA

AGC TGC TCT GTA GAG GGA CAA A

223

TD 58- 52

AGG TCC TGG CTG TTT CAC AG

CCA ATA TGC CCC TCA ATC AA

301

TD 58- 52

ACT ACA CTT TTG GTG GTG GTT ACT G

TCA TCA CTG TGA GCA AGA GG

CAG TTG ATT ATT CTT GAA CCC CGT

980

TD 58- 52

GTCTTT CCG TTT GCC TGA GT

GTT CCG ACT GGA ACA AGT CTG

308

TD 58- 52

GTG AGC CCA GCA GTG ATT CT

CTC CAC ATT GTG ACA TCG GA

421

TD 58- 52

Tabelle 4: Primersequenzen, PCR-Produktliingen, Annealingtemperaturen
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4 Methoden

4.1 Fliefischema der Arbeitsschritte

Fibroblastenzellkultivierung

) 4
DNA-Extraktion

4
DHPLC-Analyse

Sequenzierung

4.2 Zellkultivierung, Kryokonservierung und DNA-Extraktion
4.2.1 Auftauen von Zellen

Tiefgefrorene Kryorohrchen wurden aus fliissigem Stickstoff in ein 37°C-Wasserbad iiberfiihrt.
Die aufgetaute Zellsuspension wurde in 10ml Nihrmedium aufgenommen, in ein Zentrifugen-
rohrchen {iberfiihrt und zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde anschlieBend verworfen und
die Zellen in 4ml Ndhrmedium resuspendiert und in 50ml-Kulturflaschen iiberfiihrt. Es folgte die
Inkubation im Brutschrank bei 37°C. In den ersten zwei Stunden wurde die Kulturflasche nicht
fest verschlossen, damit eine pH-Wert-Einstellung stattfand. Ein erster Mediumwechsel wurde
nach drei Tagen durchgefiihrt. Der Uberstand mit nicht angewachsenen Zellen wurde in Zentri-
fugenrdhrchen iiberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet in
1,5ml Kochsalzlosung resuspendiert, in ein Kryordhrchen iiberfiihrt und erneut zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand abgekippt wurde, wurden die Réhrchen eingefroren. Bei Misslingen der
Zellkultivierung konnte die DNA-Extraktion aus diesen Zellresten stattfinden.
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4.2.2 Fibroblastenzellkultivierung

Das Nidhrmedium wurde regelmifB3ig gewechselt. Nach Erreichen vollstdndiger Konfluenz wurde
das Kulturmedium verworfen, die Zellen mit etwa 2ml Trypsin/EDTA gespiilt und nach erneuter
Zugabe von 1ml Trypsin kurz inkubiert. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 7ml Medi-
um gestoppt und die Zellsuspension zu etwa gleichen Teilen in der alten Kulturflasche belassen
und in eine neue Kulturflasche tiberfiihrt. Zunéchst erfolgte die Zellanzucht in zwei 50ml-
Kulturflaschen, bei adiquatem Zellwachstum erfolgte die Uberfiihrung mit angepassten Volumi-
na auf zwei 250ml-Zellkulturflaschen. Die Zellen der groBen Kulturflaschen dienten der DNA-
Extraktion. Die Zellen der kleinen Kulturflaschen wurden kryokonserviert. Abweichungen von
diesem Schema ergaben sich, wenn Zelllinien schlecht wuchsen, bzw. gar nicht anwuchsen oder

bereits unmittelbar nach dem Auftauen Pilzmyxelien erkennbar waren.

4.2.3 Kryokonservierung

Kryorohrchen wurden auf Eis vorgekiihlt und ein Medium/10% DMSO-Gemisch wurde bei 4°C
vorinkubiert. Einzufrierende Zellen wurden mittels Trypsinierung (s.0.) gelost und in ein Zentri-
fugenrdhrchen iiberfiihrt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen. Das Zellpel-
let wurde in etwa 1,5ml Medium/10% DMSO-Gemisch aufgenommen und in ein Kryordhrchen
iiberfiihrt. Im Anschluss wurden die Kryordhrchen in einem Styroporbehélter fiir 24 Stunden bei
— 80°C vorgefroren und anschlieend in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

4.2.4 DNA-Extraktion

Zur Isolierung von DNA standen grundsétzlich zwei verschiedene Methoden zur Verfligung: die
Phenol-Chloroform-(PC)-Methode und die schneller durchfiihrbare Salzmethode. Grundprinzip
beider Methoden ist nach Zelllyse die Trennung der DNA von den Proteinen und anschlieende
DNA-Féllung.

Die angegebenen Volumina sind die, die fiir eine DNA-Extraktion aus 250ml-Zellkulturflaschen
verwendet wurden. Falls eine DNA-Extraktion aus einer 50ml-Kulturflasche erfolgte, wurden

die Volumina entsprechend angepasst.

4.2.4.1 Phenol-Chloroform-(PC)-Methode

Nachdem das Medium aus den Zellkulturflaschen verworfen wurde, wurde eine Verdauungslo-

sung zur Deproteinisation mit 2ml H,O (bidest.), 250ul TE (Tris-EDTA)-Puffer (10x), Sul NaCl
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(5M), 125ml SDS (Sodiumdodecylsulfat) (10%) und 12,5ul Proteinase K (10mg/ml) zugegeben.
Es folgte eine Inkubation fiir 3-5h bei 37°C. AnschlieBend musste die DNA von Proteinen ge-
trennt werden. Der Inhalt der Kulturflasche wurde dazu in Eppendorf-Réhrchen iiberfiihrt.
Nachdem zuniichst 250ul Phenol hinzugegeben und die Réhrchen fiir Smin mit einem Uber-
kopfmischer gemischt wurden, wurden 250ul Chloroform hinzugegeben und erneut gemischt.
Nach Zentrifugation bei 4°C wurde der klare Uberstand in ein neues Eppendorf-Réhrchen iiber-
fithrt und der Phenol-Chloroform-Schritt in gleicher Weise wiederholt. Im Anschluss folgte die
eigentliche DNA-Extraktion: Der Uberstand wurde mit gleichem Volumen Isopropanol iiber-
schichtet und geschwenkt, bis der DNA-Faden ausfiel. Der DNA-Faden wurde in 70%igem E-
thanol in einem Eppendorf-Cup gewaschen. Nach kurzer Zentrifugation wurde das Ethanol ab-
gekippt und der Rest durch Erwérmung in einem Heizblock verdunstet. Die DNA in 1x TE-
Puffer oder H,O geldst. Das jeweilige Volumen, in dem die DNA aufgenommen wurde, richtete
sich nach der geschitzten Menge an DNA-Prézipitat. Bei durchschnittlicher Ausbeute erfolgte
die Losung in 300ul TE-Puffer bzw. H,O

4.2.4.2 Salzmethode

Das Medium der Kulturflasche wurde verworfen und die Zellen mit PBS dreimal gewaschen.
Die Kernlyse erfolgte durch Zugabe von 2ml Losung B. Nach mehrmaligem Schwenken wurde
die Losung in 10ml-PPN-Rohrchen iiberfiihrt. Zur Deproteinisation gab man 500ml Lésung C
hinzu und schwenkte kurz. Nach Zugabe von 2ml Chloroform, Schwenken und Zentrifugation
folgte die DNA-Extraktion, die der bei der PC-Methode gleicht: Der klare Uberstand wird in ein
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und die DNA durch Isopropanol ausgefallt. Die sich anschlieBen-
den Schritte sind mit den Schritten bei der PC-Methode identisch (s.0.).

4.2.4.3 Qualitits- und Quantititsanalyse isolierter DNA mittels Photometrie

Die Bestimmung der Extinktion bei einer Wellenldnge von 260nm ermdglicht die Bestimmung
der DNA-Konzentration einer Losung: Nachdem die DNA zunidchst 1:100 verdiinnt wurde, kann
mit einem Photometer die Extinktion bestimmt werden und die Konzentration mit Hilfe des
Lambert-Beerschen Gesetzes errechnet werden. Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors
konnte die DNA-Konzentration der Stocklosung angegeben werden. Zusétzlich ermdglicht die

Extinktionsbestimmung bei Wellenldngen von 230nm und 260nm Aussagen iiber die Menge von
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RNA-, Protein- und Salzriickstinden in der DNA-Losung. Die Bestimmung der Ratio von
Az60/Azgo sollte Werte zwischen 1,8 und 2,0 ergeben.

Die DNA-Endkonzentrationen der Stammldsungen lagen gewdhnlich bei 300ng/pul bei einem
Volumen von ca. 300ul.

Aufgrund der schlechten Qualitét einiger Zelllinien misslang eine Anziichtung teilweise kom-
plett und die DNA konnte in diesen Fillen nur aus den nicht angewachsenen Zellen der primér
aufgetauten Kulturen gewonnen werden. Auf DNA-Konzentrationsbestimmungen wurde in die-

sen Fillen aufgrund der geringen DNA-Ausbeute verzichtet.

4.3 Molekulargenetische Arbeitsmethoden
4.3.1 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)
4.3.1.1 Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (engl: polymerase chain reaction/PCR) ermdglicht mit einem zyk-
lischen Reaktionstemperaturprofil die in vitro Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte 2!,
Eine modifizierte PCR ist die so genannte Touch-Down-PCR: Dabei wird die Annealingtempe-
ratur innerhalb eines definierten Temperaturintervalls von Zyklus zu Zyklus gesenkt. Durch die
hohen Hybridisierungstemperaturen der ersten Reaktionszyklen wird die korrekte Primerhybridi-
sierung beglinstigt und die Bildung unspezifischer Amplifikationsprodukte vermindert. In nach-
folgenden Zyklen ist das gewiinschte Amplifikationsprodukt bereits in gewissem Umfang in der
Reaktionslosung vorhanden und kann nunmehr als Matrize flir weitere Synthese dienen. Die

Synthese ungewiinschter PCR-Produkte wird somit vermindert '>*.

4.3.1.2 Die PCR-Bedingungen fiir die verschiedenen Abschnitte des IGHMBP2-Gen

Folgender Standard-PCR-Ansatz wurde fiir die verschiedenen Abschnitte des IGHMBPZ2-Gens

verwendet.
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4.3.1.2.1 PCR-Ansatz

PCR-Puffer (10x) 5 ul
Primer F (10pmol/pl) 2 ul
Primer R (10pmol//ul) 2 ul
dNTP (10mM) 0,5 ul
Taq-Polymerase (5U/ul) 0,2 ul
H,O 38,8 ul
DNA 1,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Das Standard-PCR-Protokoll ist nachfolgend festgehalten. Fiir die Annealingtemperatur des je-

weiligen Exons siehe Tab. 4.

4.3.1.2.2 PCR-Reaktionszyklus

Temperatur Dauer

95 °C 5 min

95 °C 15 s

AT °C 30 s 35 Zyklen
72 °C 45 s

72 °C 10 min

4 °C 00

Fiir die Exons 3,9,11,12,14 und 15 wurde folgendes Touch-Down-PCR Protokoll verwendet:

4.3.1.2.3 Touch-Down-Reaktionsprotokoll

Temperatur Dauer

95 °C 5 min

95 °C 15 s

58-52  °C 30 s 7 Zyklen
72 °C 45 s

95 °C 15 s

55 °C 30 s 28 Zyklen
72 °C 15 s

72 °C 10 min

4 °C 0
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4.3.2 Agarosegelelektrophorese
4.3.2.1 Das Prinzip der Gelelektrophorese

Nukleinsduren wandern als negativ geladene Molekiile im elektrischen Feld. Die Wanderge-
schwindigkeit in der Gelmatrix ist dabei abhdngig von der Molekiilgroe und der Agarosegel-
konzentration. Das Sichtbarmachen der DNA-Molekiile erfolgt mit dem interkalierenden Fluo-

reszensfarbstoff Ethidiumbromid.

4.3.2.2 Vorbereitung und Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 2%ige Agarosegele verwendet: 2g Agarose wurden in 100ml
Ix TBE (Tris-Borsdure-EDTA)-Puffer durch Aufkochen gelost. Nach Abkiihlung wurde Ethidi-
umbromid zugegeben und das Gel in einen Gelschlitten mit Gelkdmmen auspolymerisiert. An-
schlieBend wurden die Gelkdmme entfernt und das Gel in einer Gelkammer mit 1x TBE-Puffer
iiberschichtet. Sul des PCR-Produktes wurden mit Sul Ladepuffer (Orange G) vermischt und
vorsichtig in die Geltaschen gefiillt. AnschlieBend wurde fiir etwa 15 Minuten eine Spannung
von 180V angelegt. Eine fotographische Dokumentation erfolgte mittels UV-Flichenstrahler,
Videokamera und der EASY Plus Software. Der gleichzeitig aufgetragene 1 kB-Marker erlaubte

die GroBen- und Konzentrationsabschéitzung des PCR-Produktes.

4.3.3 Denaturierende Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (DHPLC, WA-
VE™)

4.3.3.1 Das Prinzip der DHPLC

Die DHPLC (engl: denaturing high-performance liquid chromatography) ist eine schnelle und
automatisierte Methode, um Verdnderungen in der DNA-Sequenz zu finden. Sequenzabwei-
chungen werden dabei nicht durch direkten Sequenzvergleich erkannt, sondern chemische und
physikalische Konformationsverdnderungen verursachen ein unterschiedliches chromatographi-
sches Verhalten. Untersucht wird das normale PCR-Produkt '*°.

Individuen, die heterozygot fiir einen Polymorphismus oder eine Mutation sind, besitzen ein 1:1-
Verhiltnis zwischen Wildtyp- und verdnderter DNA. Nach Erhitzen und langsamer Abkiihlung
rehybridisieren die vier verschiedenen DNA-Einzelstrange zufillig miteinander; es bilden sich so
genannte Homo- und Heteroduplices. Durch die unterschiedlichen Konformationen, die tempera-
turabhiingigen Interaktionsstirken mit der stationdren Phase der Chromatographiesdule und des

wihrend eines Chromatographielaufes steigenden Acetonitrilgradienten ergeben sich fiir Hetero-
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und Homoduplices unterschiedliche Retentionszeiten. Die verschiedenen DNA-Fragmente wer-

den mit einem UV-Detektor im Eluat nachgewiesen. Die graphische Auswertung erfolgt in Form

eines Chromatogramms (s. Abb. 7).

CG CG
CG CG
AT GC
GC GC
AT AT

f

Denature & Reanneal

Hetero- Homo-
Duplices

CG CG CG CG

CG CG CG CG

AC GT| AT GC

dNTP GC GC GC GC
primafs AT AT AT AT
enzyme 25% 25% 25% 25%

+1 l/ |

—

6 , minutes " 3

Abbildung 7: Auftrennung der Homo- und Heteroduplices durch DHPLC "%,

Die optimale Temperatur zur chromatographischen Trennung verschiedener DNA-Komplexe ist
jene, bei der die Denaturierung der DNA beginnt. Die Schmelztemperatur an verschiedenen Ab-
schnitten des DNA-Molekiils ist dabei sequenzabhingig, d.h. es bestehen verschiedene Schmelz-
doménen. Die Schmelzprofile kdnnen durch Computerprogramme (s.u.) errechnet werden. Um
moglichst alle Molekiilabschnitte in der Analyse zu erfassen, wird die Probe bei mehreren Tem-
peraturen untersucht.

DNA-Proben, die in dem zu untersuchenden Abschnitt homozygote Verdnderungen aufweisen,
sind mit der DHPLC nicht von Proben mit Wildtyp-DNA-Sequenz zu unterscheiden. Um DNA-
Verianderungen bei diesen Proben nachweisen zu konnen, ist es erforderlich, vor der Denaturie-
rung potentiell homozygot verdnderte Proben mit Wildtypproben im Verhéltnis 1:1 zu mischen.

Durch diesen Vorgang werden die oben beschrieben Analysevoraussetzungen erreicht.
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4.3.3.2 Vorbereitung und Durchfiihrung der DHPLC-Analysen

Nach der PCR wurden 25ul des PCR-Produktes der zu analysierenden Probe mit dem gleichen
Volumen Wildtyp-PCR-Produkt vermischt und Smin auf 95°C erhitzt. Die Renaturierung erfolg-
te durch Abkiihlung bei Raumtemperatur fiir etwa eine halbe Stunde. Die automatisierte Analyse
auf dem WAVE™ DNA Fragment Analysis System folgte, nachdem sequenzspezifische
Schmelzprofile errechnet wurden und ein ,,Sample Sheet* mit den jeweiligen Probennamen, In-
jektionsvolumina und Analysetemperaturen erstellt wurde. Die Injektionsvolumina richteten sich

nach den geschitzten Konzentrationen des jeweiligen PCR-Produktes.

4.3.4 Sequenzierung

Proben, die im DHPLC-Screening ein auffilliges Chromatogramm zeigten, wurden sequenziert.
AuBerdem wurde Exons, bei denen die Frequenz von Polymorphismen sehr hoch war oder die

Etablierung der DHPLC-Analyse scheiterte (s.u.) direkt sequenziert.

4.3.4.1 Das Prinzip der Sequenzierung

Die Sequenzierung ist die genaueste Methode der Mutationsanalyse. Das Prinzip der Sequenzie-
rung wurde von Sanger 1977 entwickelt und entspricht einer Kettenabbruchmethode '*°.

Nachdem das PCR-Produkt aufgereinigt wurde, folgt die Sequenzierungs-PCR: neben einer Po-
lymerase und Pufferlosungen enthdlt der Sequenzierungsansatz Desoxynukleotidtriphosphate
(dNTP), die DNA-Matrize und einen sequenzspezifischen Vorwérts- oder Riickwértsoligonukle-
otidprimer. Die entscheidenden Reagenzien sind jedoch fluoreszenzmarkierte Didesoxynkleo-
tidtriphosphate (ddNTP): ddNTPs fehlen die Hydroxylgruppen am C2 und C3-Atom. Die Folge
ist ein Kettenabbruch. Statistisch gesehen kann dieser an jeder Stelle des wachsenden Molekiils
auftreten, so dass unterschiedlich lange DNA-Molekiile entstehen. Im Extremfall unterscheiden
sich die Molekiile nur um ein Basenpaar. Nach der Sequenzierung werden die unterschiedlich
langen DNA-Molekiile mit ihren 3’-OH-fluoreszenzmarkierten Enden elektrophoretisch aufge-

trennt und die endstéindige Base laserdetektiert. Die graphische Auswertung erfolgt als Intensi-

tatsprofil/Elektropherogramm.
4.3.4.2 Vorbereitung und Durchfiihrung der Sequenzierung

4.3.4.2.1 Engzymatische Aufreinigung des PCR-Produkts

Das PCR-Produkt wurde vor der Sequenzreaktion enzymatisch aufgereinigt, um die Primer der

PCR-Reaktion und dNTPs zu entfernen.
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Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen
Exo I (Exonuklease I) 0,05 ul Temperatur Dauer
SAP (shrimp alkaline 0,5 ul 37°C 45 min
phosphatase) 80°C 15 min
SAP-Puffer 0,45 ul 4°C o0

H,O 3,5 ul

PCR-Produkt 5 ul

Gesamtvolumen 10 ul

4.3.4.2.2 Sequenzierung

Fiir die Sequenzierungsreaktion wurden folgender Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen

verwendet:

Reaktionsansatz

Big Dye-Mix 0,5 pl
Primer (10pmol/pl) 0,5 pl
Big Dye-Puffer 0,5 pl
H,O 1,5 ul

PCR-Produkt (gereinigt) 2  pl

Gesamtvolumen 5 ul

Sequenzierungs-PCR

Temperatur Dauer

95 °C 10 s

AT °C 15 s 25 Zyklen
60 °C 4 min

4 °C 0

4.3.4.2.3 Sequenzaufreinigung

Die Sequenzaufreinigung begann mit der Féllung. Nachdem zu dem Sequenzierungsansatz 100ul

Priizipitationsmix gegeben wurde, wurde 30min bei 1500g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen und die Proben in 200ul 70%igem Ethanol gewaschen, indem diese erneut zentrifu-
giert wurden. Der Uberstand wurde erneut verworfen und der restliche Alkohol durch kurzes
Erhitzen auf 95°C verdampft. AnschlieBend wurden die Proben in 20ul H,O geldst.

Fiir die automatische Sequenzierung wurde die DNA-Sequenzierer ABI PRISM 310 bzw. 3100
Genetic Analyser der Firma Applied Biosystems und die Software Sequencing Analysis 3.4.1.

verwendet.
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S Ergebnisse

5.1.1 Kilinische Daten und molekulargenetische Ergebnisse der Familienuntersu-
chung

5.1.1.1 Das klinische Bild der Indexpatientin

Die Indexpatientin der Familie wurde in der 37. Schwangerschaftswoche mit einem Gewicht von
1540g und einer Lénge von 31cm geboren. Im vierten Lebensmonat entwickelte sich innerhalb
von zwei Wochen eine zunehmende Ateminsuffizienz, so dass eine Intubation und mechanische
Beatmung erfolgte. Radiologisch zeigte sich ein Zwerchfellhochstand rechts. Auffillig war eine
allgemeine muskuldre Hypotonie und beidseitige SpitzfuBBstellung. Zeitgleich trat eine Pneumo-
nie auf. Extubationsversuche scheiterten wiederholt. Letztendlich wurde der Verdacht auf eine

SMARDI1-Erkrankung gestellt und eine molekulargenetische Diagnostik veranlasst.

5.1.1.2 Familienanamnese

Die aus dem Kosovo stammenden und klinisch gesunden Eltern sind nicht konsanguin. Die In-
dexpatientin wurde nach zwei Fehlgeburten als viertes Kind geboren. Ein 4,5 Jahre &lterer Bru-
der leidet ebenfalls an einer respiratorischen Insuffizienz. Diese trat bei ihm jedoch friiher auf.
Auch er wird seitdem mechanisch beatmet. Bevor eine molekulargenetische Diagnostik bei die-
sem Patienten durchgefiihrt wurde, war seine Erkrankung aufgrund histologischer Befunde als
Mitochondriopathie klassifiziert. Eine zweieinhalb Jahre dltere Schwester ist klinisch gesund.

Ein élterer Bruder verstarb mit 4 Monaten an SIDS (s. Abb. 8).

Au55 e

Abbildung 8: Stammbaum der Familie

5.1.1.3 Molekulargenetische Ergebnisse

Molekulargenetisch konnte die Verdachtsdiagnose der Indexpatientin bestitigt werden. Es fand

sich die Nonsense-Mutation 138T—A (C46X), die bereits bei anderen SMARDI1-Patienten ge-
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funden wurde, homozygot. Folge ist ein vorzeitiger Proteinabbruch nach der 46. Aminosaure (s.

Abb. 9).

CCG AGG CG TGTGATTGO CCTGAAGT CTG C

Abbildung 9: Elektropherogramm Exon 2R: Markiert ist die Nonsense-Mutation 138T—A (C46X) der In-
dexpatientin.

In der Familienuntersuchung konnte die Cosegregation dieser Verdnderung festgestellt werden:
Sowohl die Eltern als auch die gesunde Schwester sind heterozygot fiir diese Verdnderung (s.

Abb. 10).

C CG AG G CG TGTG T TG C TGA A G C TG C

TiA

Abbildung 10: Elektropherogramm Exon 2R: Gezeigt ist die Heterozygotie der Mutter fiir die Nonsense-
Mutation 138T—A (C46X).

Der Bruder, dessen Erkrankung initial als Mitochondriopathie klassifiziert wurde, ist ebenfalls
homozygot flir diese Mutation. Leider sind genetische Untersuchungen bei dem an SIDS ver-

storbenen dlteren Bruder aufgrund fehlenden Untersuchungsmaterials nicht moglich gewesen.

5.1.2 Etablierung der PCR-Bedingungen und der WAVE™-Analysebedingungen
fiir die Screeninguntersuchung des GeSID-Patientenkollektives

5.1.2.1 Etablierung der PCR-Bedingungen

Wihrend fiir die Familienuntersuchung direkt sequenziert wurde, war es aufgrund der GroBBe des
GeSID-Patientenkollektives notwendig, eine kosteneffizientere und zeitsparende Analysemetho-
de zu wihlen. Zum Mutationsscreening wurde die DHPLC eingesetzt.

Parallel zur Fibroblastenzellkultivierung wurde mit der Etablierung geeigneter PCR- und WA-
VE™-Analysebedingungen begonnen. Teilweise konnten die in der Diagnostik verwendeten

Primer benutzt werden, teilweise wurden neue Primer entworfen. Die entsprechenden Annea-
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lingtemperaturen wurden durch die Wallace-Regel (Tm = 2°C x (A + T) + 4°C x (C + G)) be-
stimmt und in anschlieBenden Testversuchen optimiert. Die ermittelten Werte und Reaktionsbe-

dingungen sind im Methodenteil dargestellt (Tab.4).

5.1.2.2 Etablierung der WAVE™-Analysebedingungen

Neben den physikalischen und chemischen Eigenschaften des PCR-Produktes hat die Tempera-
tur grofen Einfluss auf das Elutionsverhalten. Sequenzspezifische Schmelzkurven und das ldn-
genabhéngige Schmelzverhalten des jeweiligen Amplifikationsproduktes konnen durch das

WAVE™.- Analyseprogramm errechnet werden (s. Abb.11-21)
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Abbildung 11: Schmelzkurven Exon 2
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Abbildung 12: Schmelzkurven Exon 3
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Abbildung 13: Schmelzkurve Exon 5
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Abbildung 14: Schmelzkurven Exon 6
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Abbildung 16: Schmelzkurven Exon 8
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Abbildung 17: Schmelzkurven Exon 9
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Abbildung 19: Schmelzkurven Exon 11
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Abbildung 21: Schmelzkurven Exon 14

Als Anfangstemperatur wurde in Testversuchen jene Temperatur gewdhlt, bei der der Anteil an

DNA-Doppelstringen laut Schmelzkurve bei ca. 80% liegt. Da das Schmelzverhalten jeder ein-

zelnen Schmelzdoméne unterschiedlich ist, war es notwendig, die Versuche bei mehreren Tem-

peraturen durchzuflihren, um falsch negative Ergebnisse zu verhindern. In Testversuchen wurden

neben der Anfangstemperatur drei bis fiinf weitere Temperaturen gewidhlt und das Elutions-

verhalten von Wildtyp-DNA und Proben mit bekannten /GHMBP2-Genverdnderungen unter-

sucht. Bei erfolgreicher Etablierung wurden drei bis vier Temperaturen als Standardanalysetem-

peraturen festgelegt (s. Tab. 5).

Exon Standardanalysetemperaturen in °C
1 s. Erlduterungen Text
2 58, 62, 65
3 59, 61, 63
4 s. Erlduterungen Text
5 60, 61, 62, 63
6 63, 66, 67
7 54, 56, 58, 61
8 59, 62, 65
9 58, 61, 63, 66
10 57,60, 63, 65
11 59, 61, 63
12 62, 63, 65
13 s. Erlduterungen Text
14 58, 61, 63
15 s. Erlduterungen Text

Tabelle 5: WAVET™.-Standardanalysebedingungen
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5.1.3 WAVE™-Screening und Sequenzierung

Nach der DNA-Extraktion wurden die Patientenproben gemeinsam mit Positivkontrollen mittels
PCR amplifiziert. Die Patientenproben wurden im Verhéltnis 1:1 mit Wildtyp-Proben gemischt
(s.0.). Bei auffilligem Elutionsprofil wurde die entsprechende Probe sequenziert. Abweichungen
von diesem Untersuchungsablauf ergaben sich bei den Exons 1, 4, 13 und 15. Die Griinde dafiir
sind bei den jeweiligen Exons erortert.

Beim Screening der 155 untersuchten SIDS- und 35 non-SIDS-Fillen zeigten sich in Exon 3, 6,
10, 13 und 15 vormals unbekannte, nicht beschriebene Missense-Verdnderungen. Neue, syn-
onyme Varianten fanden sich in Exon 6, 8, 13 und 14. Auflerdem traten vormals nicht beschrie-
bene Verdnderungen in intronischen oder untranslatierten Bereichen auf. Die Gesamtergebnisse
sind den Tabellen 17 und 18 zu entnehmen. Im Folgenden werden die Ergebnisse fiir jedes Exon
einzeln beschrieben. Von Polymorphismen wird dabei, unabhinig von ihrer Frequenz, gespro-
chen, wenn diese Verdnderungen bereits in der Literatur beschrieben oder in unseren Laborkon-

trollen gefunden wurden und ihnen kein pathogenetischer Charakter zugewiesen wird.

5.1.3.1 Exon1

Fiir das Exon 1 scheiterte die Etablierung des DHPLC-Screenings. Mutationen in Positivkontrol-
len konnten in Testanalysen nicht detektiert werden. Alle Proben wurden deswegen sequenziert.
Die Allelverteilungen der Polymorphismen 57 T—C (L19L) und 5'UTR-2 C—T sind in den
Tabellen 6 und 7 aufgefiihrt.

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
T/T homozygot 0 0
T/C heterozygot 30 (= 19%) 11 (=31%)
C/C homozygot 125 (= 81%) 24 (= 69%)
Abweichung vom HWE p=0.363337 p=0.565622

Tabelle 6: Allelverteilung des Polymorphismus 57 T—C (L19L) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv.
Die Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test* keine signifikante Abweichung

vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium (HWE).

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
C/C homozygot 111 (= 71%) 25 (= 71%)
C/T heterozygot 40 (= 26%) 10 (= 29%)
T/T homozygot 4 (= 3%) 0
Abweichung vom HWE p=0.763888 p=1.000000

Tabelle 7: Allelverteilung des Polymorphismus 5"UTR-2 C—T im SIDS und non-SIDS-Kollektiv
Die Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test* keine signifikante Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium (HWE).
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Die Patienten 96/99 und 419/00 der SIDS-Gruppe zeigten die neue intronische Variante
IVS1+113 C—G heterozygot. Aufgrund der Entfernung der Verdndernung zur Spleildonorstelle
und fehlender Auswirkung auf den Splei-,,score® im Spleipridiktionsprogramm NNSPLICE

0.9 wurden keine weitergenhenden Untersuchnungen fiir diese Verdnderung vorgenommen.

5.1.3.2 Exon 2

Optimale Analysebedingungen fiir das WAVE™-Screening ergaben sich bei den Temperaturen
58, 62 und 65°C.

Bei dem SIDS-Patienten 305/00 und dem non-SIDS-Patienten 421/99 fand sich der Poly-
morphismus 151C—G (Q51E) heterozygot. Bei 421/99 trat zusétzlich der Polymorphismus
IVS2+27 A—T heterozygot auf. Die Sequenzierung erfolgte in beiden Fillen aufgrund abnormer
Elutionsprofile. Das Elektropherogramm und das Chromatogramm ist flir den Patienten 421/99
gezeigt (Abb. 22, 23).
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Abbildung 22: Chromatogramm Exon 2 (62°C): Wildtyp (1), 68/99 (2), 421/99 (3), 640/99 (4), 863/01 (5),
386/99 (6), 428/99 (7), 1195/99 (8). Markiert ist der abweichende Kurvenverlauf von 421/99 (3).

T T T GC T G AAGC TG AG G TA TC CAG C C
CiG

}

Abbildung 23: Elektropherogramm Exon 2F 421/99: Markiert ist der Polymorphismus 151 G—C het.
(Q5S1E).
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Der Polymorphismus 180 C—T (Y60Y) fand sich heterozygot bei den Patienten 35/99, 51/99,
96/99, 184/99 des SIDS- sowie bei den Patienten 359/00 und 63/99 des non-SIDS-Kollektives.
Gezeigt ist das Chromatogramm fiir die Patienten 51/99 und 63/99 und das Elektropherogramm
fiir den Patienten 51/99 (Abb. 24, 25).

Intensitat (mv)

Zeit{min)

Abbildung 24: Chromatogramm Exon 2 (58°C): 396/98 (1), 51/99 (2), 58/99 (3), 59/99 (4), 63/99 (5), 80/99 (6),
85/99 (7), 96/99 (8), 126/99 (9), 286/99 (10), 201/00 (11), Wildtyp (12). Mit Pfeilen gekennzeichnet sind die
abgeflachten Elutionspeaks von 51/99 (2) und 63/99 (5).

AC T GGG C TGTA GGACGGC TGC TGG T
CIT

}

Abbildung 25: Elektropherogramm Exon 2F 51/99. Markiert der Polymorphismus 180 C—T het. (Y60Y).

Im intronischen Bereich trat bei dem SIDS-Patienten 1271/99 der Polymorphismus IVS2+9
G—A heterozygot auf.

5.1.3.3 Exon3

Die optimalen Analysetemperaturen waren 59, 61 und 63°C.
Zwei Patienten zeigten abweichende Elutionsprofile (Abb. 26, 27). In der anschlieBenden Se-
quenzierung fanden sich zwei vormals nicht beschriebene Missense-Varianten: 277 G—A

(D73N) und 344 C—T (T115M).
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Abbildung 26: Chromatogramm Exon 3 (61°C) Wildtyp (1), 188/01 (2), 189/01 (3), 347/01 (4), 576/01 (5),
21/99 (6), Positivkontrolle R147X het. (7). Markiert ist das auffillige Elutionsprofil von 21/99 (6).
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Abbildung 27: Chromatogramm Exon 3 (63°C). Wildtyp (1), 68/99 (2), 421/99 (3), 640/99 (4), 863/01 (5),
386/99 (6), 428/99 (7), 1195/99 (8). Gekennzeichnet die auffilligen Elutionsprofile von 640/99 (4) und 428/99
(7). Der Patient 428/99 (7) musste im Nachhinein von der Untersuchung ausgeschlossen werden, da die mole-
kulargenetische Analyse bei diesem Patienten nicht in jedem Exon durchgefiihrt werden konnte.

Der non-SIDS-Patient 21/99 zeigte einen Basenaustausch an Position 277 der mRNA (s. Abb.
28). Guanin ist durch Adenin ersetzt, Folge ist der Austausch der Aminoséure Asparaginsdure
gegen Asparagin an Position 73 des Proteins. In 148 Kontrollpersonen konnte diese Verdnderung

nicht gefunden werden.
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TCATTAGCAGCAT G TACA GG C CC AC

Abbildung 28: Elektropherogramm Exon 3R 21/99. Markiert ist die Einbasensubstitution 277G—A het.
(D73N).

Der saure Carboxyl-Substituent wird gegen eine polare, ungeladene Amidseitengruppe ausge-
tauscht. Ein Sequenzvergleich orthologer Proteine an entsprechenden Positionen zeigt die Kon-
servierung von Asparaginsdure mit Ausnahme des Zebrafisches (Abb. 29). Die Verdnderung

277G—A (D73N) ist in der Helikase-Doméne, dem ,,hot spot* fiir Missense-Mutationen, lokali-
121

siert (s.u.) ~.
AS-Position AS-Sequenz Spezies
88 I v G L Y A A N E H. sapiens
88 I v G L Y E S - - B. taurus
88 I v G L Y T N - N M. musculus
84 I v G L Y S V G Q| G galus
88 I I G L Y A E G Q| D.rerio

Abbildung 29: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Verinderung
277G—A (D73N). Asparaginsiure ist mit Ausnahme des Zebrafisches bei den untersuchten Spezies konser-
viert.

Bei dem non-SIDS-Patienten 640/99, fand sich auf einem Allel die neue Missense-Variante
344C—T (T115M) (s. Abb. 30). Durch den Austausch von Cytosin gegen Thymin wird Threo-
nin gegen Methionin an Position 115 des Proteins substituiert. In 148 Kontrollpersonen konnte

diese Verdnderung nicht gefunden werden.
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. G T C (= =1 T C A G G T G S < o T r T G A T G P

ALY A

Abbildung 30 Elektropherogramm Exon 3F 640/99: Markiert ist die Missense-Veriinderung 344C—T het.
(T115M).
Threonin ist aufgrund seiner Hydroxylgruppe eine polare, ungeladene Aminosdure. Methionin

mit seiner Thioetherbindung ist eine unpolare Aminosdure. Threonin ist phylogenetisch hoch

konserviert (s. Abb. 31). Auch diese Missense-Verdnderung liegt im Bereich der Helikase-

Doméne.
AS-Position AS-Sequenz Spezies
110 T Q K § V v A F D | H. sapiens
107 T Q K A V v A F D | B.taurus
109 T Q K 8§ V vV A F D | M musculus
106 T 8§ K A V v A F E | G. gallus
112 T Q@ A 8 L v A F D | D.rerio

Abbildung 31: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Verinderung
344C—T (T115M). Threonin ist phylogenetisch hoch konserviert.

5.1.3.4 Exon 4

Fiir die Etablierung der WAVE™-Analysebedingungen standen keine Positivkontrollen zur Ver-
fiigung. Zur Abdeckung eines moglichst breiten Analysespektrums wurden deshalb vier Stan-
dardanalysetemperaturen gewéhlt. Bei ersten Untersuchungsreihen zeigten einzelne Proben ge-
ring abweichende Elutionskurven. Beispielhaft ist das Chromatogramm des SIDS-Patienten
419/00 aufgefiihrt (Abb. 32). Die anschliefende Sequenzierung wies den Polymorphismus IVS3-
72 G—T in heterozygoter Ausprdgung nach. Um falsch negative Ergebnisse zu vermeiden, wur-
den anschlieBend alle Patientenproben direkt sequenziert. Der Polymorphismus IVS3-72 G—T
konnte heterozygot bei insgesamt 26 SIDS-Patienten und 7 non-SIDS-Patienten gefunden wer-

den.
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Abbildung 32: Chromatogramm Exon 4 (57°C). Die nur gering auffillige Probe 419/00 (7) des SIDS-
Kollektivs zeigte bei der Sequenzierung den Polymorphismus IVS3-72 G—T heterozygot. Die anderen SIDS-
Patienten: 83/99 (2), 110/99 (3), 184/99 (4), 186/99 (5), 550/99 (6), 824/00 (8) und der Wildtyp zeigten diese
Verinderung nicht.

5.1.3.5 ExonS5

Die Etablierung lieferte vier Analysetemperaturen (s. Tab. 5). Exemplarisch fiir simtliche Unter-
suchungen ist Abbildung 33 dargestellt. Der Polymorphismus 602C—T (S201L) konnte hiufig
nachgewiesen werden. Die Allelverteilung ist in Tabelle 8 aufgefiihrt. Detallierte Ergebnisse sind

den Tabellen 17 und 18 zu entnehmen.

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
C/C homozygot 120 (= 77%) 21 (= 60%)
C/T heterozygot 31 (= 20%) 12 (= 34%)
T/T homozygot 4 (= 3%) 2 (= 6%)
Abweichung vom HWE p=0.265477 p=1.000000

Tabelle 8: Allelverteilung des Polymorphismus 602 C—T (S201L) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv.
Die Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test* keine signifikante Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium (HWE).
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Abbildung 33: Chromatogramm Exon 5 (61°C). Markierte Proben sind heterozygot fiir den Polymorphismus
602 C—T (S201L) -aus dem SIDS-Kollektiv 251/00 (1) 59/00 (5) und 793/99 (2) aus der non-SIDS-Gruppe.
Unauffillige Elutionsprofile zeigen der Wildtyp (7) und die SIDS-Patienten 370/00 (3) und 342/00 (7). 834/00
(4) musste im Nachhinein von der Untersuchung ausgeschlossen werden.

5.1.3.6 Exon 6

Optimale Analysebedingungen ergaben sich bei 63, 66 und 67°C. Durch Sequenzierung von
Proben mit auffdlligen Elutionsprofilen fanden sich neben bekannten Polymorphismen zwei
vormals nicht beschriebene Missense-Varianten und eine synonyme Basenpaarsubstitution.

Die SIDS-Patienten 396/98 und 759/00 zeigten beide die vormals unbekannte Missense-Variante
767 C—G (A256QG) in heterozygoter Ausprigung. Chromatogramm und Elektropherogramm
sind fiir den Patienten 759/00 aufgefiihrt (Abb. 34, 35). Folge der Nukleotidsubstitution 767
C—G ist eine Aminoséuresubstitution von Alanin nach Glycin an Position 256 des Proteins. In

148 Kontrollpersonen konnte diese Verdnderung nicht gefunden werden.
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Abbildung 34: Chromatogramm Exon 6 (61°C). Markiert ist der abgeflachte Peak des Patienten 759/00 (2)
im Vergleich zum Wildtypen (1).

G GT G G

AGC GCC TG G

CiG

TC T GTGT A AG C

MAAAAANN AN AN

Abbildung 35: Elektropherogramm Exon 6F 759/00: Gekennzeichnet ist die neue Verinderung 767 C—G

het. (A256G).

Sowohl Alanin als auch Glycin sind unpolare Aminosduren. Der Austausch liegt im Bereich der

Helikase-Doméne. Ein Sequenzvergleich orthologer Proteine zeigt die Konservierung des Ala-

nins (Abb. 36).

AS-Position AS-Sequenz

251 L v E R L L € K Q
248 L VvV E R L Q w K Q
250 L VvV E R L L C K K
252 L v E R L K N K V
247 L V E R L G Y K A

Spezies

H. sapiens
B. taurus

M. musculus

D. rerio
G. gallus

Abbildung 36: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Variante 767 C—G

(A256G). Alanin ist phylogenetisch hoch konserviert.
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Ebenfalls bei einem SIDS-Patienten, dem Patienten 389/99, konnte durch ein auffilliges Eluti-
onprofil die neue Missense-Variante 838 C—G auf einem Allel identifiziert werden (L280V) (s.
Abb. 37, 38). Folge ist der Austausch der Aminosdure Leucin gegen Valin an Position 280 des

Proteins. Diese Verdnderung wurde in 148 Kontrollpersonen nicht gefunden.

Intensitat (mv)
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Abbildung 37: Chromatogramm Exon 6 (66°C): Wildtyp (1) und SIDS-Patienten 376/99 (2), 389/99 (3),
390/99 (4), 410/99 (5). Markiert sind auffillige Elutionsprofile. 376/99 (2) und 390/99 (4) sind heterozygot fiir
den Polymorphismus 823 A—G (1275V), 389/99 (3) zeigte die neue Variante 838 C—G het. (L280V).

T T CA G CAGCACTC C T GG ATGCGGGT T
CIG

Abbildung 38: Elektropherogramm Exon 6F 389/99. Gekennzeichnet ist die Missense-Variante 838 C/G het.
(L280V).

Leucin und Valin sind unpolare, aliphatische Aminsduren, die sich nur durch eine CH,-Gruppe
unterscheiden. Die Verdnderung liegt im Bereich der Helikase-Doméne. Abbildung 39 verdeut-

licht die phylogenetische Konservierung.
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275
272
274
271
276

AS-Position

AS-Sequenz Spezies
Q Q H S D A V L | H. sapiens
Q Q H S D A V L | B.taurus
Q H H 8 D A V L | M musculus
Q Q@ H 8§ D A V L G. gallus
Q K H S8 D AV L D. rerio

Abbildung 39: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Variante 838 C/G

(L280V). Leucin ist phylogenetisch konserviert.

Bei den SIDS-Patienten 96/99, 33/00, 419/00 und dem non-SIDS-Fall 34/99 fand sich die vor-
mals nicht beschriebene, synonyme Basenpaarsubstitution 741C—T (A247A) heterozygot. Ex-

emplarisch sind das Chromatogramm des Patienten 33/00 und Elektropherogramm des Patienten

96/99 aufgefiihrt (Abb. 40, 41).
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Abbildung 40: Chromatogramm Exon 6 (68°C): Wildtyp (1), 33/00 (2), 42/00 (3), 123/00 (4), 275/00 (5), 239/01
(6), 269/01 (7), 361/01 (8). Markiert sind auffillige Kurvenverliufe. Bei 33/00 (2) fand sich die neue
Basenpaarsubstitution 741C—T het. (A247A). Bei den SIDS-Patienten 42/00 (3), 123/00 (4), 269/01 (7) und
dem non-SIDS-Patienten 361/01 (8) zeigte sich der Polymorphismus 823 A—G het. (I275V). Der Patient

275/00 wurde im Nachhinein von der Untersuchung ausgeschlossen.
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ccTCCAACAT CGOC G TG GARACAATTCT G
CIT

Abbildung 41: Elektropherogramm Exon 6F 96/99: Gezeigt ist die Basenpaarsubstitution 741C—T het.
(A247A).

Die Allelverteilung des bekannten Polymorphismus 823 A—G (1275V) ist Tabelle 9 zu entneh-
men. Als Beispiel fiir die chromatographische Analyse siehe Abbildungen 37 und 40.

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
A/A homozygot 105 (= 68%) 25 (= 71%)
A/G heterozygot 43 (= 28%) 9 (= 26%)
G/G homozygot 7 (= 4%) 1 (=3%)
Abweichung vom HWE p=0.417989 p=1.000000

Tabelle 9: Allelverteilung des Polymorphismus 823 A—G (1275V) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv.
Die Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test* keine signifikante Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium (HWE).

5.1.3.7 Exon7

Die Etablierung der WAVE™-Analysebedingungen brachte die in Tabelle 5 aufgeflihrten Er-
gebnisse. Es wurden keine Verdnderungen im Bereich des Exons gefunden. Bei dem SIDS-
Patienten 58/99 wurde eine neue intronische Variante IVS7+10 C—T heterozygot gefunden. Da
laut SpleiBpradiktionsprogramm keine Auswirkungen auf das Spleien zu erwarten sind, sind

weitergehenden Untersuchungen nicht durchgefiihrt worden.

5.1.3.8 Exon 8

Die WAVE™-Standardanalysebedingungen sind Tabelle 5 zu entnehmen. Im Bereich des Exons
8 wurden neben einem bekannten Polymorphismus eine vormals unbekannte Verdanderung ge-
funden.

Der bekannte Polymorphismus 1143 C—T (L381L) lag heterozygot beim non-SIDS-Patienten
464/00 vor.

Bei den SIDS-Patienten 33/00 und 96/99 konnte die synonyme Basensubstitution 1104 C—T
(Y368Y) auf einem Allel gefunden werden. Gezeigt ist das Chromatogramm filir den Patienten
96/99, sowie das Elektropherogramm des Patienten 33/00 (Abb. 42, 43).
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Abbildung 42: Chromatogramm Exon 8 (65°C). 396/98 (1), 51/99 (2), 58/99 (3), 59/99 (4), 63/99 (5), 80/99 (6),
85/99 (7), 96/99 (8), 126/99 (9), 286/99 (10), 286/99(11), Wildtyp (12). Markiert ist das Elutionprofil des SIDS-
Patient 96/99 (8) mit verkleinertem Hauptpeak und deutlich ausgeprigtem Vorpeak. Mit Ausnahme des non-
SIDS-Patienten 63/99 (5) sind alle anderen SIDS-Patienten.

CACCACG T CG A A T A GC T C T CG G G

Abbildung 43: Elektropherogramm Exon 8R 33/00. Gekennzeichnet die synonyme Basensubstitution 1104
C—T het. (Y368Y).

Eine neue intronische Verdnderung (IVS8+19 A—G) wurde beim SIDS-Patienten 1154/01 hete-
rozygot gefunden. Auswirkungen auf das Spleien sind laut Spleipradiktionsprogramm nicht zu

erwarten, so dass weitergehende Untersuchungen nicht durchgefiihrt wurden.

5.1.3.9 Exon?9

Die Ergebnisse der WAVE™-Etablierung sind Tabelle 5 zu entnehmen. Bei 4 SIDS-Patienten
und einem non-SIDS-Patienten wurde der Polymorphismus IVS9+17A—G heterozygot nachge-

wiesen.

5.1.3.10 Exon 10

Die WAVE™-Analysebedingungen sind Tabelle 5 zu entnehmen.



Ergebnisse 53

Bei dem SIDS-Patienten 376/99 wurde die vormals unbekannte Missense-Variante 1483 G—C
(G495R) durch direkte Sequenzierung auf einem Allel nachgewiesen (s. Abb. 44). Folge ist die
Substitution der Aminosdure Glycin gegen Arginin. Diese Verdnderung konnte in 148 Kontroll-

personen nicht gefunden werden.

AAKCAGEC Ee G AG & G GcG G TG TCCA
GIC

CNOAAMAIANAA W

Abbildung 44: Elektropherogramm Exon 10F 376/99. Markiert ist die Missense-Veriinderung 1483 G—C het
(G495R).

Das konservierte, unpolare Glycin wird gegen das basische Arginin ausgetauscht (s. Abb. 45).
Wie auch die anderen bisher dargestellten neuen Missense-Varianten ist diese in der Helikase-

Domaine lokalisiert.

AS-Position AS-Sequenz Spezies

490 L v D T A C G L F H. sapiens
487 L VvV D T A C G L L | B.taurus
489 L I D T A cC G L L M. musculus
486 L D T A cC G L L G. gallus
491 L v D T A c G L N D. rerio

Abbildung 45: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Variante 1483 G—C
(G495R). Glycin ist in den betrachteten Spezies konserviert.

5.1.3.11 Exon 11

Die optimalen WAVE™-Analysetemperaturen waren 59°C, 61°C und 63°C. Die Allelverteilung
des Polymorphismus 1554 C—T (V518V) ist in Tabelle 10 gezeigt. Exemplarisch fiir samtliche
Analysen ist das Chromato- und Elektropherogramm fiir den SIDS Patienten 342/00 aufgefiihrt
(Abb. 46, 47).
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Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
C/C homozygot 102 (= 66%) 25 (= 71%)
C/T heterozygot 48 (= 31%) 10 (=29%)
T/T homozygot 5(=3%) 0
Abweichung vom HWE p=1.000000 p=1.000000

Tabelle 10: Allelverteilung des Polymorphismus 1554 C—T (V518V) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv.
Die Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test* keine signifikante Abweichung vom Har-

dy-Weinberg-Aquilibrium (HWE).

122

Intensitat (mv)

Zeit{min)

Abbildung 46: Chromatogramm Exon 11 (63°C). Dargestellt sind die Elutionsprofile der SIDS-Patienten
342/00 (1), 224/00 (2), 302/00 (3), 193/00 (4), 317/00 (5), 308/00 (6), 494/99 (7), und des Wildtyps (8). Markiert
sind auffillige Kurvenverliufe mit Doppelpeaks bei den Patienten 342/00 (1), 224/00 (2) und 308/00 (3). In

der Sequenzierung zeigten diese Patienten den Polymorphismus 1554 C—T het. (V518V).

G T € CcGGC CTCeG'l

AG TTTGC
CIT

!

A C

A

G S A

Abbildung 47: Elektropherogramm Exon 11F 342/00. Gekennzeichnet ist der Polymorphismus 1554 C—T

het. (V518V).

5.1.3.12 Exon 12

Die Etablierung erbrachte optimale Untersuchungsbedingungen bei 61°C, 62°C und 63°C. Im

Bereich des Exons 12 fanden sich weder bei SIDS-Patienten noch bei non-SIDS-Fillen Verdnde-

rungen. Als Beispiel einer Standarduntersuchung dient Abbildung 48.
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Abbildung 48: Beispielchromatogramm Exon 12 (62°C). Wildtyp (1), 731/00 (2), 759/00 (3), 1241/00 (4),
1534/00 (5), Positivkontrolle 1756 G—C het (G586C) (6), Positivkontrolle 1730 T—C het. (L577P) (7, 8). Alle
Patientenproben sind unauffillig, die Positivkontrollen weisen auffillige Elutionskurven auf (Markierung).

5.1.3.13 Exon 13

Wie bei den anderen Exons wurde auch hier zu Studienbeginn versucht, das Mutationsscreening
mittels DHPLC durchzufiihren. Aufgrund der GroBe hitte Exon 13 jedoch in vier Fragmente
geteilt werden miissen. Alle Proben wurden wegen der hohen Frequenz der Polymorphismen und
der Mehrkosten eines zusétzlichen Fragmentes direkt sequenziert. Die Allelverteilungen der je-
weiligen Polymorphismen sind in den Tabellen 11-13 aufgefiihrt. Detaillierte Ergebnisse jedes

einzelnen Patienten sind den Tabellen 17 und 18 zu entnehmen.

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
A/A homozygot 62 (=40%) 13 (=37%)
A/G heterozygot 75 (= 48%) 15 (= 43%)
G/G homozygot 18 (= 12%) 7 (= 20%)
Abweichung vom HWE p=0.601332 p=0.497794

Tabelle 11: Allelverteilung des Polymorphismus 2011 A—G (T671A) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv. Die
Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test“ keine signifikante Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Aquilibrium (HWE).
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Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
C/C homozygot 105 (= 68%) 24 (= 68%)
C/T heterozygot 46 (= 30%) 10 (= 29%)
T/T homozygot 4 (= 2%) 1 (=3%)
Abweichung vom HWE p=1.000000 p=1.000000

Tabelle 12: Allelverteilung des Polymorphismus 2080 C—T (R694W) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv. Die
Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,exact test* keine signifikante Abweichung vom Hardy-

Weinberg-Aquilibrium (HWE).

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
C/C homozygot 67 (=43%) 14 (= 40%)
C/T heterozygot 71 (= 46%) 15 (= 43%)
T/T homozygot 17 (= 11%) 6 (= 17%)
Abweichung vom HWE p=0.858811 p=0.720143

Tabelle 13: Allelverteilung des Polymorphismus 2316 C—T (S772S) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv.

Die Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test* keine signifikante Abweichung vom Har-
dy-Weinberg-Aquilibrium (HWE).

Neben bekannten Polymorphismen fanden sich drei vormals nicht beschriebene Basensubstituti-
onen. Zwei gehen mit Verdnderungen der Aminosduresequenz einher. In 148 Kontrollpersonen
wurden diese beiden Verdnderungen nicht gefunden.

Bei dem SIDS-Patienten 439/99 fand sich die Missense-Variante 2269 C—T (R757W) heterozy-
got (s. Abb 49). Folge des Austausches von Cytosin gegen Thymin ist die Substitution von Argi-

nin gegen Tryptophan an Position 757 des Proteins.

G G T G G A C C C <
GlA

A G C € TG T C G TGG G A AT

Abbildung 49: Elektropherogramm Exon 13.2R 439/99. Markiert die Missense-Variante 2269 C—T het.
R757TW).

Die polar geladene, basische Aminosdure Arginin wird gegen das unpolar, ungeladene Tryp-
tophan ausgetauscht. Der Austausch liegt im Bereich der R3H-Domine. Bei den Sdugetieren ist

Arginin konserviert (s. Abb. 50).
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AS-Position AS-Sequenz Spezies

752 S H D R L vV H Q I H. sapiens
737 P R D R L vV H Q I B. taurus
750 S H D R L v H Q L M. musculus
720 P H D R M I H L L G. gallus
749 S H D R L vV H E L | D.rerio

Abbildung 50: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Variante 2269C—T
(R757W). Arginin ist unter den Siiugetieren konserviert.

Die Sequenzierung bei dem SIDS-Patienten 138/00 zeigte die neue Missense-Variante 2360
C—T (P787L) auf einem Allel (s. Abb. 51). Folge ist der Austausch von Prolin gegen Leucin.

GGG C TGC TOC GG GG T C GC GC GG C CC T C
GlA

Abbildung 51: Elektropherogramm Exon 13.2R 138/00. Gekennzeichnet ist die Missense-Variante 2360 C—T
(P787L) auf einem Allel.

Prolin und Leucin gehéren zu den aliphatischen Aminosduren. Prolin nimmt jedoch aufgrund
seiner sekundiren Aminogruppe eine Sonderstellung innerhalb dieser Gruppe ein, da es die Aus-
bildung der Proteinsekundérstruktur (a-Helix) beeinflulit. Phylogenetisch sind aliphatische Ami-
nosduren an den entsprechenden Positionen orthologer Proteine konserviert (s. Abb. 52). Die

Verinderung liegt in der R3H-Domine.
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AS-Position AS-Sequenz Spezies

782 vV § K R A - - P H. sapiens
767 v 8§ K R P - - P T B. taurus
779 v § R R 8 - - - A M. musculus
750 vV R K K E G Q A V| G galus
779 v 8§ - R 8 s - - - D. rerio

Abbildung 52: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Verinderung 2360
C—T (P787L). An den entsprechenden Positionen sind aliphatische Aminosiuren konserviert.

Eine neue, synonyme Basensubstitution (2355 G—A (R785R)) lag beim non-SIDS-Patienten
361/01 heterozygot vor(s. Abb. 53).

G G G T C G C G G GG G C C TC T TG C TTC AC AG
CIT

|

Abbildung 53: Elektropherogramm Exon 13.2R 361/01. Dargestellt ist die neue, synonyme Basensubstitution
2355 G—A (R785R) auf einem Allel.

5.1.3.14 Exon 14

Fiir das Exon 14 ergaben sich optimale DHPLC-Bedingungen bei den Temperaturen 58°C, 61°C
und 63°C. Als Beispiel einer DHPLC-Analyse dient Abbildung 54.



Ergebnisse 59

L&)

Intensitat (mv)

Zeit{min)

Abbildung 54: Chromatogramm Exon 14 61°C. SIDS-Patienten 277/01 (2), 144/99 (4) zeigten bei Sequenzie-
rung den intronischen Polymorphismus 1VS14+54 G—A und den Polymorphismus 2636 C—A (T879K) in
heterozygoter Ausprigung. Beide Polymorphismen traten in homozygoter Ausprigung bei dem SIDS-
Patienten 157/99 (7) auf. Auf die Darstellung der Elektropherogramme wird verzichtet. Unauffillige Kur-
venverliufe zeigen die SIDS-Patienten 256/00 (5) und 1328/99 (6), der non-SIDS-Fall 411/99 (3) und der Wild-

typ (D).
Die Allelverteilungen der Polymorphismen IVS14+54 G—A und 2636 C—A het. (T879K) sind
in den Tabellen 11 und 12 aufgefiihrt. Bei dem Patienten 216/99 findet sich neben dem Poly-

morphismus 2636 C—A (T879K) in heterozygoter Ausprdgung die neue synonyme Variante
2751C—T (S917S) ebenfalls heterozygot (s. Abb. 55).

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
G/G homozygot 120 (= 77%) 28 (= 80%)
G/A heterozygot 32 (= 21%) 6 (= 17%)
A/A homozygot 4 (= 2%) 1 (=3%)
Abweichung vom HWE p=0.282918 p=0.361764

Tabelle 14: Allelverteilung des Polymorphismus IVS14+54 G—A im SIDS und non-SIDS-Kollektiv.
Die Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test* keine signifikante Abweichung

vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium (HWE).

Genotyp SIDS- Kollektiv non-SIDS-Kollektiv
(n=155) (n=35)
C/C homozygot 97 (= 63%) 25 (= 71%)
C/A heterozygot 54 (= 35%) 9 (= 26%)
A/A homozygot 4 (= 2%) 1 (=3%)
Abweichung vom HWE p=0.448441 p=1.000000

Tabelle 15: Allelverteilung des Polymorphismus 2636 C—A (T879K) im SIDS und non-SIDS-Kollektiv. Die
Allelverteilung zeigt in beiden Gruppen im Fishers ,,exact test“ keine signifikante Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Aquilibrium (HWE).
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Abbildung 55: Elektropherogramm Exon 14F 216/99. Markiert die neue, synonyme Variante 2751C—T
(S917S) in heterozygoter Ausprigung.

5.1.3.15 Exon 15

Die Etablierungsversuche fiir Exon 15 scheiterten, da die Elutionsprofile einiger Positivkontrol-
len unauffillig waren. Alle Proben wurden daher direkt sequenziert. Basensequenzabweichungen
fanden sich bei dem Patienten 1123/00 des SIDS-Kollektives und bei dem Patienten 255/00 der
non-SIDS-Gruppe.

Bei dem SIDS-Patienten 1123/00 fand sich die neue Missense-Variante 2863G—A (G955R)
heterozygot (s. Abb. 56). Folge ist die Aminosduresubstitution Glycin nach Arginin an Position

955 des Proteins. In 148 Kontrollpersonen wurde diese Veridnderung nicht gefunden.

T A T G C C G G C A G C G G A C CA A G A A CG G
Gia

Abbildung 56: Elektropherogramm Exon 15F 1123/00. Gekennzeichnet ist die Missense-Verinderung 2863
G—A het (G955R).

Das unpolare, ungeladene Glycin wird durch das polare, geladene und basische Arginin ersetzt.
Diese Verdnderung liegt aullerhalb funktioneller Doméinen. Glycin ist an den entsprechenden

Positionen orthologer Proteine von Sdugetieren konserviert (s. Abb. 57).
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AS-Position AS-Sequenz Spezies
950 L Y A G S T K N G | H. sapiens
936 L Y P G S T K D R | B taurus
948 L Y A G S T K D R M. musculus
928 L ¥ P G S P K D K | G gallus
944 L Y A G S8 Q K D K | D. rerio

Abbildung 57: Vergleich der Aminosiuresequenz orthologer Proteine fiir die Missense-Variante 2863 G—A
(G955R). Glycin findet sich an der entsprechenden Position bei den untersuchten Spezies mit Ausnahme des
Huhns, bei dem Glycin gegen Serin substituiert ist.

Bei dem non-SIDS-Patienten 255/00 trat bei der Sequenzierung die Variante 2922T—C (D974E)

heterozygot auf (s. Abb.58). Diese wurde bereits frither in der Routinediagnostik unserer Ar-

beitsgruppe gefunden. Der damals untersuchte SMARDI-Patient zeigte insgesamt drei unbe-

kannte Missense-Varianten, so dass nicht klar war, ob es sich bei dieser Variante um einen selte-

nen Polymorphismus oder eine Mutation handelt. Bei einem anderen SMARD1-Patienten konn-

ten jedoch kiirzlich zwei bekannte Mutationen neben dieser Verdnderung identifiziert werden, so

dass davon auszugehen ist, dass es sich bei dieser Verdnderung um einen seltenen Polymorphis-

mus handelt.

C ACTTCA

G C PTCTT

TiC

T € €

DAV AN WAMNAV ANV

A G CC TCCT C

Abbildung 58: Elektropherogramm Exon 15F 255/00. Gekennzeichnet ist der seltene Polymophismus 2922

T—C het. (D974E).
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5.1.4 Zusammenfassung der molekulargenetischen Ergebnisse

Eine Gesamtiibersicht von vormals nicht beschriebenen Varianten in intronischen, untranslatier-

ten und exonischen Bereichen ist in Tabelle 16 gegeben.

IVS1+113 C—G het. (2)

277 G—A het. (D73N) (1);
344 C—T het. (T115M) (1)
741 C—T het. (A247A) (3); | 741 C—T het. (A247A) (1)
767 C—G het. (A256G) (2) ;
838 C—G het. (L280V) (1)
IVS7+10 C—T het. (1)
IVS8+19 A—G het (1);
1104 C—T het. (Y368Y) (2)
1483 G—C het. (G495R) (1)
2269 C—T het. (R757W) (1) | 2355 G—A het (R785R) (1)
2360 C—T het. (P787L) (1)

2751 C—T het (S917S) (1)

2863 G—A het. (G955R) (1)

Tabelle 16: Gesamtiibersicht vormals nicht beschriebener Verinderungen. Rot markiert sind Verinderun-
gen, die eine Aminosiuresubstitution verursachen und in Kontrollproben nicht gefunden wurden.

Die molekulargenetischen Ergebnisse zu den SIDS- und non-SIDS-Gruppen sind in den Tabellen

17 und 18 zusammengestellt.
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3b
23a, 36a

15b, 18b
15b, 18b

34b

la
la
la

Tabelle 17: Gesamtiibersicht molekulargenetischer Ergebnisse der SIDS-Patienten.
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- - a8l “qs1 - ase - aL - - - - el m
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- | wetacg ag1 ‘q91 apl - - a6 - - - - Lzl

Tabelle 18
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Veriinderung dbSNP rs# cluster ID Codierung

(falls vorhanden)
57T—C (L19L) 151249463
151C—G (Q51E)
180C—T (Y60Y) 134617762
277G—A (D73N)
344C—T (T115M)
602C—T (S201L) 1560096
741C—T (A247A)
767C—G (A256G)
823A—G (1275V)
838C—G (L280V)
1104C—T (Y368Y)
1143C—T (L381L)
1483G—C (G495R)
1554C—T (V518V) rs11228413
2011A—G (T671A) 15622082
2080C—T (R694W) 152236654
2269C—T (R757W)
2316C—T (S7728) 546382
2322A—G (E774E)
2355G—A (R757R)
2360C—T (P787L)
2439G—A (A813A)
2636C—A (T879K) rs17612126
2751C—T (8917S)
2863G—A (G955R)
2922T—C (D974E)
5'UTR-2 C—T
IVS1+113 C—>G
1IVS2+9 G—-A
1VS2+27 A>T
1VS3-72 G—-T
1IVS6+32 G—A
IVS7+10 C—>T
1IVS8+19 G—A
1IVS9+17 A—>G
1VS14+54 G—A
homozygot *
heterozygot b

Tabelle 19: Legende Gesamtiibersichtstabellen. “Homozygot fiir das vom Wildtyp abweichende Allel.
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5.1.5 Klinische Befunde der Patienten mit heterozygoten Missense-Varianten im
IGHMBP2-Gen

Bei sieben Patienten des SIDS-Kollektives und zwei Patienten der non-SIDS-Gruppe wurden
IGHMBP2-Veranderungen gefunden, die mit Verdnderungen der Aminosiuresequenz einherge-
hen und in Kontrollpersonen nicht gefunden werden konnten.

Die SIDS-Patientin 396/98 (767 C—G het. (A256G)) wurde nach einer unkomplizierten
Schwangerschaft in der 40. Schwangerschaftswoche mit einem Gewicht von 3615g und 51cm
spontan geboren. Der plotzliche Tod trat in einem Alter von 4 Monaten auf. Bei Auffinden war
die Patientin stark verschwitzt. Die kindliche Entwicklung war bis zum Todeszeitpunkt unauffal-
lig. In den Vorsorgeuntersuchungen konnten keine Anhaltspunkte fiir eine respiratorische Insuf-

fizienz oder neuromuskuldre Erkrankung gefunden werden. Forensisch wurde dieser Fall der
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SIDS-Kategorie 2 zugeordnet. Die Patientin hat zwei gesunde Geschwister. Die Mutter hatte
eine Fehlgeburt. Beide Eltern sind Kaukasier.

Die SIDS-Patientin 389/99 ((838 C—G het. (L280V)) wurde in der 24. Schwangerschaftswoche
mit einem Geburtsgewicht von 650g bei einer Lénge von 32cm verfriiht geboren. Bei dem an-
schlieBenden 4 1/2 Monate dauernden Krankenhausaufenthalt traten rezidivierend Atemproble-
me mit Sittigungsabfillen und kardialen Arrhythmien auf. Nach der Entlassung wurde ein
Heimmonitoring durch die Eltern nicht weitergefiihrt. Das Kind verstarb in einem Alter von 8,5
Monaten. Bei Auffinden war das Kind stark verschwitzt. Die Sektion zeigte eine leichte Trachei-
tis, fokale Bronchiolitis und eine geringgradige Glomerulosklerose. Virologisch konnte ein
CMV-Infekt nachgewiesen werden. Forensisch wurde dieser Fall der SIDS-Kategorie 2 zuge-
ordnet. Die Mutter dieser tiirkischstimmigen Familie hatte eine Fehlgeburt. Ein &lteres Ge-
schwisterkind ist gesund.

Der SIDS-Patient 759/00 (767 C—G het. (A256G)) wurde nach unkomplizierter Schwanger-
schaft in der 39. Schwangerschaftswoche mit einem Gewicht von 3010g und einer Linge von
49cm spontan geboren. Die frithkindliche Entwicklung war unauffillig. Bei den Vorsorgeunter-
suchungen fanden sich keine Auffélligkeiten. Im Alter von 11 Monaten verstarb der Junge plotz-
lich. Auffillig war das exzessive Schwitzen bei Auffinden der Leiche. In der Obduktion fanden
sich eine leichte Tracheitis, eine Bronchitis und eine Pneumonie. Forensisch wurde dieser Fall
der SIDS-Kategorie 3 zugeordnet. Die Eltern des Patienten sind Kaukasier. Ein dlteres Ge-
schwisterkind ist gesund.

Der Patient 376/99 (1483 G—C het. (G495R)) wurde als Zwilling in der 36. Schwangerschafts-
woche mit einem Gewicht von 1410g bei einer Grofle von 40cm durch Kaiserschnitt geboren.
Die kindliche Entwicklung verlief verzogert und alle Kérpermaf3e lagen zum Todeszeitpunkt mit
fast 8 Monaten unterhalb der 3. Perzentile. Bei der Sektion zeigte sich neben einem Infekt der
oberen Atemwege eine periventrikuldre Leukomalazie. Forensisch wurde dieser Fall der Katego-
rie 2 zugeordnet. Der Zwilling des Patienten lebt noch und hat eine neurologische Erkrankung,
die mit einer Spastik einhergeht. Genauere Angaben zur Erkrankung sind im Studienzentrum
nicht vorhanden. Ob es sich bei diesem Zwillingspaar um eineiige Zwillinge handelt, ist nicht
dokumentiert. Ein dlteres Kind der aus Russland und Kasachstan stammenden Eltern ist gesund.
Der SIDS-Patient 439/99 (2269 C—T het. (R757W)) wurde in der 42. Schwangerschaftswoche
durch Kaiserschnitt geboren. Das Geburtsgewicht war 3450g bei einer Lénge von 49cm. Der
Junge verstarb nach unauffilliger Entwicklung im Alter von zwei Monaten. Bei Auffinden war
das Kind stark verschwitzt. Bei Sektion zeigten sich ein Infekt der oberen Atemwege und eine

beginnende Pneumonie. Histopathologisch fanden sich Schockdquivalente und Myokardinfiltra-
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te. Forensisch wurde dieser Fall der Kategorie 3 zugeordnet. Die Frau dieser aus dem ehemali-
gen Jugoslawien stammenden Familie hatte eine Fehlgeburt. Ein dlteres Geschwisterkind ist ge-
sund.

Der SIDS-Patient 138/00 (2360 C—T het. (P787L)) wurde in der 38. Schwangerschaftswoche
aufgrund einer Steillage durch Kaiserschnitt geboren. Das Geburtsgewicht betrug 3270g bei
einer Lange von 53cm. Die postnatale Entwicklung war unauffillig. Im Alter von 8§ Monaten
verstarb das Kind plotzlich. Es wurde von einem Infekt der Luftiwege vor dem Tod berichtet.
Mikrobiologisch konnten Pneumokokken nachgewiesen werden. Forensisch wurde dieser Fall
der Kategorie 3 zugeordnet. Die Eltern dieses Kindes sind Kaukasier.

Die SIDS-Patientin 1123/00 (2863 G—A het. (G955R)) wurde als Erstgeborene spontan in der
43. Schwangerschaftswoche mit einem Gewicht von 3620g bei einer Lidnge von 51cm geboren.
Bei unauffilliger friihkindlicher Entwicklung verstarb sie plotzlich im Alter von anderthalb Mo-
naten. Histologisch zeigte sich eine lymphozytédre Infiltration des Lungeninterstitiums. Foren-

sisch wurde dieser Fall der Kategorie 2 zugeordnet. Die Familie stammt aus der Tiirkei.

Die non-SIDS-Patientin 21/99 (277 G—A het. (D93N)) ist in der 43. Schwangerschaftswoche
mit einem Gewicht von 4250g und einer Lange von 57cm durch Kaiserschnitt geboren worden.
Im Alter von 19 Tagen verstarb sie plotzlich. Histologisch fanden sich eine Bronchopneumonie
und eine bakterielle Epikarditis. Virologisch konnte ein RSV-Infekt nachgewiesen werden. Im
Gehirn zeigten sich Ganglienzelluntergéinge, die als Zeichen prolongierter Apnoephasen gewer-
tet wurden. Forensisch erfolgte die Zuordnung zur Kategorie 4/geklarte Todesursache/non-SIDS.
Die Mutter der Patientin ist deutscher Herkunft, der Vater stammt aus Italien. Aus der Anamnese
ist bekannt, dass der Bruder der Mutter im Alter von 3 Monaten an SIDS verstarb.

Der non-SIDS-Patient 640/99 (344 C—T het. (T115M)) wurde als Zwilling mit einem Gewicht
von 2050g bei einer Lénge von 42cm verfriiht geboren. Die Mutter der Zwillinge war drogenab-
héngig, so dass nach der Geburt ein stationdrer Aufenthalt zum Drogenentzug notwendig war.
Zunehmend traten Gedeihstorungen auf. Der Patient hat nur 1300g in 3 Monaten zugenommen.
Im Alter von 3 Monaten verstarb er an einer eitrigen Herdpneumonie mit Sepsis. Mikrobiolo-
gisch konnte eine Mischinfektion mit Pseudomonaden und Haemophilus influenzae nachgewie-
sen werden. Der andere Zwilling verstarb ebenfalls bei einer Pflegefamilie. Uber die Krankenge-
schichte des Zwillings ist nichts bekannt. Forensisch wurde dieser Fall als gekldrter Todesfall der

Kategorie 4 zugeordnet.
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6 Diskussion
6.1 Bewertung der zum Mutationsscreening verwendeten Methoden

6.1.1 Sensitivitit, Spezifitit und Zuverlissigkeit der DHPLC

Die DHPLC ist eine halbautomatisierte Methode zum Nachweis genetischer Verdnderungen. In
Bezug auf Sensitivitidt und Spezifitdt ist die DHPLC der frither verwandten Einzelstrangkonfor-
mationspolymorphismusanalyse (single stranded conformation polymorphism oder analysis
SSCP bzw. SSCA) weit iiberlegen '*. Fiir das WAVE™-Analysesystem wird eine Sensitivitit
von 93-100% beschrieben, wobei der Temperatur eine herausragende Bedeutung zukommt
127128~ Angaben zur Sensitivitit dieser Arbeit lassen sich nicht geben, da die Uberpriifung der
DHPLC-Ergebnisse die Sequenzierung aller Proben erfordert hitte. Eine orientierende Einschét-
zung erlauben jedoch die Etablierungsversuche. Bei diesen waren mit Ausnahme der Exons 1, 4
und 15 alle Sequenzvariationen in Positivkontrollen detektierbar.

Aussagen lber die in dieser Arbeit erreichte Spezifitéit lassen sich nicht machen, da ,richtig ne-
gative Ergebnisse® nicht durch Sequenzierung bestétigt wurden. ,,Falsch positive Ergebnisse*
traten gelegentlich v.a. zu Beginn der Screeninguntersuchung durch fehlende Erfahrung des Un-
tersuchers auf.

Genetische Verdnderungen an unterschiedlichen Positionen, d.h. Schmelzdoménen des zu unter-
suchenden Abschnittes, machen verschiedene Analysetemperaturen notwendig, um falsch nega-
tive Ergebnisse zu verhindern. In der Regel wurden durch Etablierungsversuche drei Analyse-
temperaturen ausgewahlt. Die besten Analysebedingungen wurden bei einem Anteil von 60-90%
denaturierter DNA erreicht. Die ermittelten Analysetemperaturen lagen im Bereich von 54-67°C.
Diese Ergebnisse decken sich mit den bisher verdffentlichten Angaben zum Analysetemperatur-
bereich von 50-70°C '*°.

Als Vorteile der DHPLC werden weiterhin die Analysegeschwindigkeit und die einfache An-
wendung und Auswertung genannt '>. Teilweise miissen die genannten Vorteile jedoch kritisch
betrachtet werden: Die reine Analysedauer einer Probe bei einer Temperatur betrégt ohne Vorbe-
reitungen ca. 10min. Geht man von 3 Analysetemperaturen aus, ergibt sich eine Analysezeit von
30min. je Probe. Bei 48 Proben entspriche dies einer Laufzeit von etwa 24h. Ein Zeitvorteil ist
bei Sequenzierung in einem 48 Kapillarsequenzierautomaten, in dem die Sequenzierung von 48
Proben parallel innerhalb einer Stunde erfolgt, nicht mehr vorhanden. Bei eingeschrinktem Zu-

gang zu modernen Sequenzierungsautomaten ist die DHPLC als Alternative jedoch weiterhin in
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Betracht zu ziehen. Der schnellen und einfachen Chromatogrammauswertung stehen Auswer-
tungsunsicherheiten bei gering abweichenden Kurvenverldufen gegeniiber.
Einige Autoren beschreiben, dass mutationsspezifische Elutionsprofile eine anschlieBende Se-

130 Diese Annahme konnte durch

quenzierung lberfliissig machen —,genotyping by DHPLC*
unsere Untersuchungen nicht bestétigt werden. So werden in Abbildung 40 im Ergebnisteil fiinf
auffillige Elutionskurven vorgestellt. Diese unterscheiden sich nicht oder nur geringfligig. Vier
der fiinf Proben wiesen den gleichen Polymorphismus und die fiinfte Probe eine neue Variante
auf. Durch das ,,genotyping by DHPLC* wire diese Patientenprobe falsch analysiert worden.
Dieses Beispiel unterstiitzt jedoch Beobachtungen anderer Autoren, die dhnliche Elutionskurven
bei unterschiedlichen Varianten einer Schmelzdoméne beschreiben '*>!%,

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die DHPLC élteren Screeningmethoden wie z.B. der
SSCP weit iiberlegen ist. Nach Etablierung der Analysebedingungen ist die DHPLC ein schnel-
les und kostengiinstiges Screeningverfahren. In dieser Arbeit wurde die DHPLC nach erfolgrei-
cher Etablierung zur Screeninguntersuchung in 11 von 15 Exons eingesetzt. Als Schwiche dieser
Methode miissen Auswertungsunsicherheiten bei gering abweichenden Kurvenverldufen, die
z.B. durch Ofentemperaturschwankungen verursacht sein konnen, genannt werden. Es konnen

falsch positive Ergebnisse entstehen, die iiberfliissige Sequenzierungen bedingen. Ein von eini-

gen Autoren beschriebenes ,.genotyping by DHPLC “ ist fiir das IGHMBP2-Gen nicht moglich.

6.1.2 Sequenzierung

Die von Sanger entwickelte Kettenabbruchmethode zur Sequenzierung entspricht der genauesten
Mutationsanalyse '*°. Nachteilig sind auf den ersten Blick der relativ groBe Zeitaufwand zur Se-
quenzierungsvorbereitung, die anschlieBende Analyse in einem Sequenzierungsautomaten und
die zeitaufwendige Auswertung der Elektropherogramme. Neuere Sequenzierungsautomaten
(z.B. 96-capillary 3730x/ DNA Analyzer der FA. Applied Biosystems) ermdglichen jedoch die
gleichzeitige Analyse groerer Probenmengen und neu entwickelte Computersoftware (z.B.
DNASTAR Lasergene der FA. GATC Biotech) verringert den Aufwand der Auswertung. Bei
vorhandenen technischen Ressourcen sollte die Sequenzierung aufgrund von Sensitivitit und

Arbeitsaufwand der DHPLC als Screeningverfahren vorgezogen werden.
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6.2 Ergebnisse der Untersuchungen des GeSID-Kollektivs
6.2.1 H:iufigkeit der gefundenen Verinderungen

Es wurden beim Mutationsscrenning des GeSID-Kollektives eine Vielzahl unbekannter geneti-
scher Varianten sowohl in exonischen als auch in intronischen Bereichen gefunden (s. Tab.16).
Die gefundenen Verdnderungen entsprechen ausnahmslos Missense-Varianten. In mindestens
148 Kontrollpersonen wurden diese Verdanderungen nicht gefunden und kénnen somit als hiufige
Polymorphismen ausgeschlossen werden *'. Auch in 308 Patienten, bei denen die Verdachtsdi-
agnose SMARDI1 durch Sequenzierung aller Exons und exonflankierender Bereiche ausge-
schlossen wurde, wurden weder diese Varianten beschrieben noch andere Missense-Varianten
gefunden. Im SIDS-Kollektiv traten heterozygote Missense-Verdnderungen in 4,5% und in der
non-SIDS-Gruppe in 5,7% der Félle auf. Neue synonyme Varianten fanden sich in der SIDS-
Gruppe in 5,8% der Félle und im non-SIDS-Kollektiv in 8,6% der Fille.

6.2.2 Haben die gefundenen Missense-Verinderungen pathogenetische Relevanz?

Bei SMARD1-Patienten fanden sich Missense-Mutationen nur im Bereich der Helikase-Domiéne
und traten homozygot oder als compound-heterozygote Verdnderung mit jeder anderen Art von
Mutation auf *>*°2'2*'?! Einige Autoren berichten, dass bei einigen Patienten bekannte

IGHMBP2-Genmutationen auf nur einem Allel nachweisbar waren 228

. In einer nachfolgenden
Arbeit gelang u.a. mittels RNA-Untersuchungen der Nachweis ,,genomischer Rearrangements
auf dem anderen Allel **. Untersuchungen auf RNA-Ebene waren fiir die hier gefundenen, neuen
Missense-Varianten aufgrund der schlechten Qualitdt der Zelllinien nicht moglich. Alle 8 Muta-
tionen betreffen in Sdugetieren konservierte Aminosduren, 7 davon liegen zudem in funktionel-
len Doménen (Helikase-Doméne, R3H-Domine). Eine Ausnahme bildet G955R im Exon 15,
knapp auBlerhalb des Zinkfingermotivs. Hier wird eine unpolare gegen eine polare Aminosédure

ausgetauscht. In Verbindung mit der hohen Konservierung von Glycin an dieser Position konnte

dies dafiir sprechen, dass es sich um eine funktionell relevante Variante handelt.
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6.3 SMARDI als dtiologischer Faktor des Sudden Infant Death Syndrome?

6.3.1 Betrachtung der SIDS- und non-SIDS-Patienten mit genetischen Veréinde-
rungen im /GHMBP2-Gen
Unspezifische Befunde, die bei der SIDS-Patientin 396/98 mit einer SMARDI1 vereinbar wéren,
sind der Todeszeitpunkt und das Verschwitztsein bei Auffindung. Beide Eltern sind Kaukasier.
Die Herkunft aus einem anderen Kulturkreis mit einem von Kaukasiern abweichenden Muster
genetischer Polymorphismen/Varianten ist somit als Ursache fiir die unbekannte Missense-
Variante 767 C—G (A256G) ausgeschlossen. Alanin ist an der entsprechenden Position ortholo-
ger Proteine konserviert. Glycin und Alanin sind beide aliphatische, unpolare und ungeladene
Aminoséduren. Glycin besitzt in dieser Gruppe jedoch unter sterischen Gesichtspunkten aufgrund
seines Wasserstoffatoms eine Sonderrolle. Klinische Hinweise auf eine SMARDI1-Erkrankung
finden sich nicht. Auch bei dem SIDS-Patienten 759/00, der die gleiche molekulargenetische
Verdnderung wie die SIDS-Patientin 396/98 zeigte, fanden sich zum Todeszeitpunkt im 11. Mo-
nat keine Anzeichen, die auf eine SMARDI-Erkrankung hingewiesen hdtten. Exzessives
Schwitzen und ein respiratorischer Infekt der oberen Atemwege konnen mit der SMARD1 asso-
ziiert sein. Dieses sind allerdings du3erst unspezifische Symptome.
Die SIDS-Patientin 389/99 kam als Frithgeborenes zur Welt. In der Krankengeschichte werden
rezidivierende Atemprobleme mit Sittigungsabfillen und kardialen Arrhythmien berichtet. Das
Kind verstarb im Alter von 8,5 Monaten. Beim Auffinden war es stark verschwitzt. Bei Obdukti-
on fanden sich Hinweise auf einen respiratorischen Infekt. Die tiirkische Abstammung der Fami-
lie konnte die Ursache sein, dass die Missense-Variante (838C—G (L280V)) bisher nicht be-
schrieben wurde. Die phylogenetische Konservierung des Leucins konnte einen Hinweis auf
einen pathogenetischen Charakter geben. Die Diagnose einer SMARDI1 kann jedoch nicht ge-
stellt werden.
Der Zwilling 376/99 kam ebenfalls als Frithgeborenes zur Welt. Wahrend der friihkindlichen
Entwicklung traten nicht néher definierte Gedeihstorungen auf. Bei der Sektion nach dem Tod
im 8. Lebensmonat fand sich neben einem Infekt der oberen Atemwege eine periventrikuldre
Leukomalazie. All diese Symptome konnten mit einer SMARDI1-Erkrankung assoziiert sein,
wobei die Leukomalazie Folge einer Hypoxie sein kdnnte. Der Zwilling des Patienten lebt noch.
Anamnestisch wird bei ithm zum Interviewzeitpunkt (kurz nach dem Tode des anderen Zwil-
lings) eine Spastik beschrieben, wobei die Ursache nicht geklirt ist bzw. iiber weitere Krank-
heitssymptome keine Informationen vorliegen. Ob es sich um ein eineiiges Zwillingspaar han-

delt, war nicht dokumentiert. Die phylogenetische Konservierung der Verdnderung (1483G—C
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(G495R)) konnte Hinweise auf einen pathogenetischen Charakter geben. Weiterfithrende mole-
kulargenetische Untersuchungen auf RNA-Ebene wiren aufgrund der klinischen Daten und der
Familienanamnese interessant gewesen. Die Diagnose einer SMARDI1 kann mit den vorliegen-
den unspezifischen Befunden nicht gestellt werden.

Der SIDS-Patient 439/99 verstarb nach unauffalliger Entwicklung im Alter von zwei Monaten.
SIDS-typische Befunde waren Verschwitztsein und ein Infekt der oberen Atemwege. Hinweise
auf eine neuromuskulire Erkrankung fanden sich nicht. Die Verdnderung (2269C—T (R757W))
ist im Bereich der R3H-Domine lokalisiert und unter Sdugetieren konserviert. Eine basische
Aminosdure wird gegen eine unpolare Aminosdure mit Indol-Ringsystem ausgetauscht. Auch der
SIDS-Patient 138/00 (2360 C—T het. (P787L)) entwickelte sich bis zum Todeszeitpunkt im 8.
Lebensmonat unaufféllig. Anhaltspunkte flir eine neurologische Erkrankung fanden sich nicht.
Der respiratorische Infekt konnte mikrobiologisch einem Pneumokokkeninfekt zugeordnet wer-
den. Prolin ist bei den Sdugetieren phylogenetisch konserviert. Es nimmt aufgrund seiner sekun-
ddren Aminogruppe eine Sonderstellung ein, da es die Ausbildung der Proteinsekundérstruktur
(a-Helix) stort. Klinisch erscheint eine SMARD1-Erkrankung in beiden letztgenannten Féllen als
Todesursache unwahrscheinlich.

Die friihkindliche Entwicklung der SIDS-Patientin 1123/00 war unauftillig. Der plotzliche Tod
trat auBlerhalb des Hauptmanifestationsalters der SMARD1 im Alter von 6 Wochen auf. Auch
anamnestisch ergeben sich keine Hinweise auf eine SMARDI-Erkrankung. Die Veridnderung
2863 G—A (G955R) geht mit einem Austausch des unpolaren, ungeladenen Glycins durch das
polare, geladene und basische Arginin einher. Der Austausch findet 18 Aminosiuren hinter dem
Zinkfingermotiv statt. Glycin ist an den entsprechenden Positionen orthologer Proteine von Sdu-

getieren konserviert.

Die non-SIDS-Patientin 21/99 verstarb in einem Alter von 19 Tagen. Der Tod wurde als Folge
eines RSV-Infekt erklért. Der frithe Todeszeitpunkt spricht gegen eine SMARD1-Erkrankung. In
der Anamnese wird berichtet, dass ein Bruder der Mutter an SIDS verstarb. Ob dieser die gefun-
dene Missense-Veridnderung (277G—A (D73N)) und eine zweite Verdnderung auf dem anderen
Allel trug, wire reine Spekulation. Familienuntersuchungen waren aufgrund des Aufbaus der
GeSID nicht moglich. Die Verdnderung liegt im Bereich der Helikase-Doméne und ist mit Aus-
nahme des Zebrafisches konserviert.

Der non-SIDS-Patient 640/99 war ein Zwilling, wobei nicht bekannt ist, ob das Zwillingspaar
eineiig oder zweieiig war. Der Patient wurde verfritht mit vermindertem Geburtsgewicht gebo-

ren. Aufgrund einer Sepsis verstarb der Patient im Alter von 3 Monaten. Auch der Zwilling ver-
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starb in einer Pflegefamilie. Anhaltspunkte fiir eine SMARDI1-Erkrankung liegen nicht vor.
Entwicklungsstorung, Infektanfilligkeit und letztendlich der Tod beider Zwillinge kdnnten durch

Folgen des miitterlichen Drogenabusus bedingt sein.

6.3.2 Pathogenetische Uberlegungen

Bei keinem unserer SIDS-Patienten mit potentiell pathogenen Missense-Varianten liegen spezifi-
sche Hinweise auf das Vorliegen von SMARDI1 vor. Entsprechend hat sich auch in keinem Fall
eine Homo- oder Compound-Heterozygotie fiir eine Mutation im /GHMBP-2 Gen nachweisen
lassen. Nimmt man an, dass SMARD1-Patienten als SIDS fehldiagnostiziert werden kdnnten, so
erscheint das von uns untersuchte Kollektiv zu klein: Das SIDS hat eine Inzidenz von etwa 1 auf
1000 Geburten. Die SMARDI1 mit einem geschitzten Anteil von 1% an autosomal-rezessiven
spinalen Muskelatrophien hdtte demnach eine Inzidenz von etwa 1:1.000.000. Dabei wiirden
allerdings alle SMARDI-Félle im Séduglingsalter an SIDS sterben und kdnnten nicht mehr das
Krankheitsbild der SMARDI entwickeln.

Signifikante Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Aquilibrium sind bei den untersuchten Poly-
morphismen (s. Tab. 6-15) nicht zu finden, so dass das Vorliegen eines bestimmten Risikoallels
eher unwahrscheinlich ist. Einschrinkend muf3 allerdings beriicksichtigt werden, dass die ethni-
sche Herkunft des untersuchten Kollektives nicht einheitlich war und Nicht-Kaukasier im Kon-

trollkollektiv unterreprisentiert sind.

In der Literatur finden sich in letzter Zeit mehr und mehr Arbeiten, die einen Zusammenhang
von seltenen Varianten oder auch bekannten krankheitsauslosenden Mutationen auf einem Allel
bei autsomal-rezessiven Krankheiten fiir eine Krankheitspridisposition beschreiben **'*.

Unter 155 SIDS-Féllen wurden 7 Missense-Varianten gefunden, die bei 148 Kontrollpersonen
nicht vorlagen. Im Fishers ,,exact test” ist dieser Unterschied signifikant (P = 0,015). Unterstri-
chen wird dieses Ergebnis noch durch den Vergleich mit den ,,Laborkontrollen*, bei denen unter
308 Patienten mit klinischem Verdacht auf SMARDI1 keine dieser 6 verschiedenen Missense-
Varianten oder andere Missense-Varianten gefunden wurde (P = 0,0004). Zur Bestimmung der
,,Odds ratio* muss bei den Kontrollen eine Mutation (statt 0) eingegeben werden. Sie betrigt
dann 6,95 (Konfidenz Intervall: 1,1 — 43,7), diirfte also tatsidchlich noch dariiber liegen. Auch

unter den 35 non-SIDS Féllen fanden sich zwei unbekannte Missense-Varianten. Gegeniiber den

148 Kontrollen ist auch dieser Unterschied signifikant (P = 0,036). Es ist demnach nicht auszu-
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schlieBen, dass die Heterozygotie fiir Mutationen im /GHMBP2-Gen eine Pradisposition fiir
plétzliche Todesfille im Kindesalter also sowohl fiir SIDS, als auch fiir non-SIDS darstellt. Uber
einen moglichen Mechanismus kann man nur spekulieren. So kann man eine Haploinsuffizienz
oder ein ,,gain of function“ bei heterozygoten Mutationen im /GHMBP2-Gen nicht ausschlies-
sen. Neben der genetischen Priadisposition konnten z.B. Infektionen, die bei fast allen unserer
Patienten mit Missense-Varianten und auch bei den non-SIDS-Féllen auftraten und dort eine
Klassifikation als non-SIDS-Fall bedingten, als Triggerfaktor in Frage kommen. Das von Opdal
einwickelte Modell mit einem Zusammenwirken eines pradiponierenden Faktors an einem vul-
nerablen Enwicklungsstadium und bestimmten Triggerfaktoren kann als Vorbild dienen (s. Abb.
6) °°. Es konnte erkliren, dass auf der einen Seite Eltern von SMARDI-Patienten mit
IGHMBP2-Genmutationen nicht im Kindesalter versterben und auf der anderen Seite non-SIDS-
Fille, bei denen z.B. eine Infektion das prigende Bild ist, heterozygote Missense-Varianten auf-
weisen. Aus diesen Uberlegeungen geht hervor, dass die von uns untersuchten non-SIDS-Fiille in
diesem Fall nicht das optimale ,,interne* Kontrollkollektiv sind. Man miisste molekulargenetisch
SIDS-Fille mit Fillen von Kindstétungen vergleichen. Letztendlich konnte aber auch die geringe

GroBe des non-SIDS-Kollektives einen statistischen Zusammenhang vortduschen.

Insgesamt erscheint das Patientenkollektiv zu klein, um einen monogenen Zusammenhang, d.h.
die Fehldiagnose eines SIDS bei SMARD1-Patienten sicher auszuschlieBen. Ein komplexgeneti-
scher Zusammenhang im Sinnen einer Pradisposition flir SIDS durch heterozygote /GHMBP2-
Mutationen miisste in einem grof3eren Kollektiv repliziert werden. Weiterhin konnten funktionel-
le und Untersuchungen auf RNA-Ebene Anhaltspunkte fiir einen pathogenetischen Charkter ge-

ben.

6.4 Bewertung der Familienuntersuchung

Im Ergebnisteil wurden die molekulargenetischen und klinischen Ergebnisse einer weiteren Fa-
milie mit zwei SMARD1-Erkrankten und einem SIDS-Fall berichtet. Leider war kein Untersu-
chungsmaterial des SIDS-Patienten zu erhalten. Die Familie hat mit der anderen SMARDI-
SIDS-Familie gemeinsam, dass SIDS bei einem édlteren Geschwisterkind diagnostiziert wurde,
d.h. bevor die Diagnose einer SMARD1-Erkrankung in der Familie gestellt wurde. Hinweise auf
eine SMARDI1 fanden sich bei beiden SIDS-Betroffenen nicht. Sowohl eine Pradisposition durch
Heterozygotie fiir Mutationen im /GHMBP2-Gen als auch die Fehldiagnose SIDS bei SMARD1-
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Patienten mit Homozygotie im /GHMBP2-Gen sind in diesen beiden Familien nicht auszuschlie-

Ben.

6.5 Auswirkungen auf die klinische Arbeit und SMARD-Forschung

Die Etablieung der DHPLC-Analyse fiir das IGHMBP2-Gen kann in Zukunft fiir die Diagnostik

und v.a. fiir das Mutationsscreening groferer Patientenkollektive genutzt werden.

Der klinische Vergleich des SIDS mit der SMARDI1 zeigte, dass das SMARDI1 als SIDS fehldi-
agnostiziert werden kann. Diese Untersuchung hat hierfiir jedoch keinen direkten Beleg geliefert.
Ursache konnte die GroBe des untersuchten Kollektivs sein. Bei SIDS-Patienten sollte die Lei-
chenschau, Obduktion und Anamnese eine eventuelle SMARDI-Erkrankung miterfassen, da
weiterhin nicht auszuschliefen ist, dass homozygote Mutationen im /GHMBP2-Gen in Einzelfil-
len Ursache von SIDS sein konnen. Uberraschenderweise fand sich unter den SIDS-Fillen eine
signifikante Zunahme heterozygoter Mutationen im /GHMBP2-Gen, so dass auch eine Priadispo-
sition durch heterozygote Mutationen nicht ausgeschlossen werden kann. In Familien mit
SMARDI-Erkrankungen in der Anamnese, sollte daher bei Auftreten von SIDS wéhrend der
Leichenschau einmal auf Krankheitsmanifestationen, die auf eine SMARD1-Erkrankung hinwei-
sen, geachtet, zum anderen aber auch molekulargenetisch das Vorliegen von Heterozygotie
iberpriift werden, um eine mogliche Préddiposition durch heterozygote Mutationen im

IGHMBP2-Gen zu bestitigen.

Die SMARD ist eine genetisch heterogene Erkrankung. Auch andere SMARD-Typen, deren
molekulare Ursache derzeit noch nicht geklart ist, haben wie die SMARDI ebenfalls Symptome,
die sich mit dem SIDS iiberschneiden. Diese SMARD-Erkrankungen sind somit ebenfalls als
potentielle Ursache des SIDS in Erwégung zu ziehen. SIDS-Patienten sollten, wenn die moleku-
laren Grundlagen dieser SMARD-Typen gekldrt wird, auf Mutationen in den entsprechenden

Genen iiberpriift werden.
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7 Zusammenfassung

Die Spinale Muskelatrophie mit Atemnot/SMARD1 wird autosomal-rezessiv vererbt und ist eine
genetisch heterogene Erkrankung. Die SMARDI ist bedingt durch biallelische Mutationen im
IGHMBP2-Gen *. Das Leitsymptom ist Atemnot, die Folge einer Zwerchfelllihmung ist und
sich langsam progredient entwickeln oder akut auftreten kann. Die Atembeschwerden beginnen
meist in den ersten sechs Lebensmonaten, seltener in den ersten Lebenswochen. Neben den A-
tembeschwerden entwickeln sich eine distal betonte Muskelschwiéche und -atrophie. Herzrhyth-
musstorungen sind ebenfalls ein hdufiges Begleitsymptom. Ein Langzeitiiberleben der Patienten
ist nur durch mechanische Beatmung moglich. In zwei Familien mit SMARD]1-Patienten traten
gleichzeitig plotzliche Sauglingstodesfille auf >,

Der plotzliche Sduglingstod/Sudden Infant Death Syndrome/SIDS ist nach wie vor die hiufigste
Todesursache der Postnatalperiode in der westlichen Welt. Die zugrunde liegenden Pathomecha-
nismen sind ungeklirt °. In einigen Fillen wurde eine Verbindung zu genetisch bedingten, neu-

71,96

romuskuldren Erkrankungen oder kardiorespiratorischen Stérungen hergestellt . Nur wenige

Untersuchungen finden sich zum Diaphragma, dem wichtigsten Atemmuskel des Sauglings''.
Untersuchungen zu genetisch bedingten Zwerchfellstorungen fehlen génzlich. Ein Vergleich der
klinischen Manifestation des SIDS und der SMARDI1 verdeutlicht, dass sich der Pénotyp der
SMARDI und SIDS iiberschneidet und der Tod eines SMARD1-Patienten als SIDS fehldiagnos-

tiziert werden konnte.

Das Ziel dieser Arbeit war es zu kldren, ob ein &tiologischer Zusammenhang zwischen der

SMARDI und dem Sudden Infant Death Syndrome (SIDS) besteht.

Molekulargenetisch konnte in einer aus dem Kosovo stammenden Familie mit zwei von einer
Muskelerkrankung betroffenen Kindern die Diagnose einer SMARD1-Erkrankung gestellt wer-
den. Die beiden Kinder sind homozygot fiir die Nonsense-Mutation 138T—A (C46X). Das éltes-
te Geschwisterkind dieser Familie war an SIDS verstorben. Diese Familie ist die zweite, von uns
untersuchte SMARDI1-Familie, in der ein &lteres Geschwisterkind an SIDS verstorben ist. Ob
homozygote Mutationen im /GHMBP2-Gen auch ursédchlich fiir den plotzlichen Tod des élteren
Geschwisterkindes waren, konnte aufgrund fehlenden Untersuchungsmaterials leider nicht ge-
klart werden. Weiterfiihrende Erkenntnisse konnten jedoch durch die Untersuchung eines Teils

des Patientenkollektives der Studie ,,Plotzlicher Séuglingstod*/German Study on Sudden Infant
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Death (GeSID) molekulargenetisch auf Verdnderungen im /GHMBP2-Gen gewonnen werden.
Insgesamt wurden 155 SIDS-Fille und 35 Siduglingstodesfille mit ,.geklarter Todesursa-
che*“/non-SIDS-Fille untersucht. Neben einer Vielzahl von bekannten Polymorphismen und un-
bekannten, synonymen Varianten wurden im SIDS-Kollektiv in 4,5% der Fille und in der non-
SIDS-Gruppe in 5,7% der Fille heterozygote Missense-Varianten gefunden. In mindestens 148
gesunden Kontrollenpersonen konnten diese Verdnderungen nicht gefunden werden. Genetische
Veranderungen auf beiden Allelen fanden sich nicht. Es war aufgrund der schlechten Qualitét
des Untersuchungsmaterials leider nicht moglich, die Auswirkung dieser Verdnderungen auf
RNA-Ebene zu iiberpriifen. Die gefundenen Missense-Varianten betrafen in Sdugetieren konser-
vierte Aminoséduren und lagen mit einer Ausnahme in funktionellen Domdnen des /[GHMBP2-
Gens. Im Fishers ,,exact test* ist der Unterschied zu den Kontrollen signifikant (P = 0,015). Un-
terstrichen wird dieses Ergebnis noch durch den Vergleich mit 308 Patienten, die mit Verdacht
auf SMARDI molekulargenetisch untersucht wurden und bei denen keine dieser 6 verschiedenen
Varianten oder andere seltene Missense-Varianten gefunden wurde (P = 0,0004). Diese Befunde
konnten dafiir sprechen, dass die gefundenen, heterozygoten Missense-Varianten im /GHMBP2-
Gen eine Disposition fiir den plotzlichen Séuglingstod darstellen. Die ,,0dds ratio® betrdgt min-
destens 6,95 (Konfidenz Intervall: 1,1 — 43,7). Auch unter den 35 non-SIDS Fillen fanden sich
zwei unbekannte Missense-Varianten. Gegeniiber den 142 Kontrollen ist auch dieser Unterschied
signifikant (P = 0,036). Uber einen moglichen Pathomechanismus kann man nur spekulieren. So
kann man eine Haploinsuffizienz oder ein ,,gain of function* bei heterozygoten Mutationen im
IGHMBP2-Gen nicht ausschliessen. Neben der genetischen Préadisposition konnten z.B. Infekti-
onen, die bei fast allen unserer Patienten mit Missense-Varianten und auch bei den non-SIDS

Fillen auftraten, als Triggerfaktor in Frage kommen.

Der klinische Vergleich des SIDS mit der SMARDI1 zeigte, dass das SMARDI1 als SIDS fehldi-
agnostiziert werden kann. Diese Untersuchung hat hierfiir jedoch keinen direkten Beleg geliefert.
Ursache konnte die GroBe des untersuchten Kollektivs sein. Bei SIDS-Patienten sollte die Lei-
chenschau, Obduktion und Anamnese eine SMARDI-Erkrankung miterfassen, da weiterhin
nicht auszuschlieBen ist, dass homozygote Mutationen im /GHMBP2-Gen in Einzelfidllen Ursa-
che von SIDS sein konnen. Uberraschenderweise fand sich unter den SIDS-Fillen eine signifi-
kante Zunahme heterozygoter Mutationen im /GHMBP2-Gen, so dass auch eine Pridisposition
durch heterozygote Mutationen nicht ausgeschlossen werden kann. In Familien mit SMARDI1-
Erkrankungen in der Anamnese, sollte daher bei Auftreten von SIDS wéhrend der Leichenschau

einmal auf Krankheitsmanifestationen, die auf eine SMARD1-Erkrankung hinweisen, geachtet,
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zum anderen aber auch molekulargenetisch das Vorliegen von Heterozygotie iiberpriift werden,
um eine mdgliche Pridiposition durch heterozygote Mutationen im /GHMBP2-Gen zu bestiti-

gen.
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