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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Kardiomyopathien

Als Kardiomyopathien (CM) werden alle Erkrankungies Herzmuskels bezeichnet, die mit
einer kardialen Funktionsstérung einhergehen (WBBZ 1995), welche nicht Folge einer
koronaren Herzkrankheit, einer arteriellen Hypeadpreines angeborenen oder erworbenen
Vitiums oder einer Perikarderkrankung sind. Nach dier myokardialen Dysfunktion werden
sie unterteilt in dilatative (DCM), hypertrophe m@{HOCM) und ohne Obstruktion
(HNCM), restriktive (RCM), arrhythmogene rechtsvéatlare (ARVCM) und nicht-
klassifizierbare (NKCM) Kardiomyopathie.

1.2. Hypertrophe Kardiomyopathie: Phanotyp und Haufigkeit

Die hypertrophe Kardiomyopathie, die hier in derliegenden Arbeit untersucht wird, ist eine
weltweit vorkommende primar myokardiale Herzerktamg mit linksventrikularer
Hypertrophie, Strukturverlust (disarray) der Myaytund Myofibrillen und interstitieller
Fibrose. Sie ist die haufigste Todesursache uniegen Leistungssportlern und bedingt
Mortalitat und Morbiditat in den hoheren Alterssf[Marian et al. (2001)]. Die Préavalenz
liegt in der Allgemeinbevoélkerung bei 0,2 % (1:50D)e jahrliche Mortalitat wird mit 3-5% in
den Schwerpunktzenten sowie 0,5-1,5% in unselédtier Populationen angegeben
[Towbin (1998)]. Sie tritt gehauft familiar auf ungird in mind. 50% der Félle autosomal-
dominant vererbt. Ferner wurde bei vereinzelteneR@n eine sporadische (,de-novo“-)
Mutation nachgewiesen. Die klinische Progressiorséhr langsam und die Auspragung der
Symptome sehr variabel, mit dem hochsten Risiko phdtzlichen Herztod in Folge von
Kammerflimmern zu versterben. In betroffenen Familimit sicherem Ubertragerstatus
kommen auch asymptomatische Verlaufe vor. Hierfubnnen unterschiedliche
Umweltfaktoren, aber auch multifaktorielle gendtsc/eranderungen wie ,modifier genes®,

Polymorphismen in anderen Genen, die Ursache Sesberg (1998)].
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1.3. Molekulare Genetik der hypertrophen Kardiomyopathie

In den letzten Jahrzehnten ist die Kenntnis Uber gknetische Ursache kardiovaskularer
Erkrankungen einschliel3lich der HCM in unterschatdin Studien belegt worden [Hollman et
al. (1960), Pare” et al. (1961)]. Das erste kraikherursachende Gen konnte in einer grof3en
kanadischen Familienuntersuchung fir die schwerdteKeles kardialen [3-Myosins
(MYH7, 14912) auf dem langen Arm des Chromosoms 14 iicést werden [Jarcho et al.
(1989)]. Am Beginn dieser Arbeit 1996 waren dreiitere Genorte: Troponin T
(TNNT2 1q32), a-Tropomyosin TPM1, 15g22.1) und das Myosinbindungsprotein C
(MYBPC3 11p11.2) identifiziert [Thierfelder et al. (1993)atkins et al. (1993), Carrier et al.
(1993)]. Diese Gene kodieren ausnahmslos fur Pmtedie direkt oder indirekt als
.Motorproteine* oder als Kontrollfaktoren der Matiit der diinnen und dicken Filamente der
Herzmuskulatur beteiligt sind. Dies fuhrte zu dégeaneingultigen Definition, dass HCM eine
Erkrankung des Sarkomers ist [Thierfelder et &94)].

Durch Kopplungs- und Kanditatengenanalysen konriden heute tber 300 verschiedene
Mutationen in 14 Genen, die fir kontraktile Sarkgoneteine sowie nicht-Sarkomerproteine
kodieren und 1 Mutation im mitochondrialen Genone dlle fuir HCM urséachlich sind,
identifiziert werden [Marian et al. (2001), Erdmaret al. (2006)]. In der folgenden
Ubersichtstabelle (Tab.1) sind die einzelnen Geit@en Anzahl und Art der bereits bekannten

Mutationen und der prozentualen Verteilung ihresddhe an HCM beteiligt zu sein aufgelistet.
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Gen Symbol Locus Mutationen
3-Myosin schwere Kette MYH7 14912 ~175
o-Myosin schwere Kette MYH6 14911.2-913 2
essentielle leichte Myosinkette | MYL3 3p21.3-p21.2 5
Regulatorische leichte MyosinketteMYL2 12g23-924.3 10
Myosin Bindungsprotein-C MYBPC3 |11pll.2 137
kardiales Troponin T TNNT2 1932 27
kardiales Troponin C TNNC1 3p21.1 1
o-Tropomyosin TPM1 15922.1 11
kardiales Troponin | TNNI3 19p13.2 26
kardialesa-Aktin ACTC 15q11-q14 7
Titin TTN 2031.2 2
Telethonin TCAP 17912 2
Caveolin-3 CAV3 3p25 1

Tabl: Fir HCM verantwortliche Gene, Gensymbol, ihrédlsation und gefundenen Mutationen [angelehriflarian et al. (2001), Erdmann et al. (200&prrigiert durch
http://www. angis.org.au/Databases/Heart/dbsearohiumd_http://www.genecards.ospwie http://www.gene.ucl.ac.uk
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1.4, Das kardiale Troponin T: Funktion und Struktur

Das kardiale Troponin TTNNT2, in dieser Studie im speziellen betrachtet, iistRrotein des
dinnen Filamentes des Sarkomers, welches eine &genpBtruktur mit einer exakten
Stoichiometrie und unterschiedlich vielen Verbingem von Protein-Protein Interaktionen
darstellt. TNNT2 spielt bei der Regulation des Querbrickenmecharisausammen mit
Troponin C und | sowiea-Tropomyosin eine entscheidende Rolle. In Anwesiénhan
intrazellularem Calcium 10’ mol/l) wird die Molekilkonformation des heteroteénen
Troponinkomplexes, bestehend aus dem direkt irdnibgh auf die Aktin-Myosin-Verbindung
wirkendem Troponin |, dem Ca-bindendem Troponinw€|ches je nach intrazellularer Ca-
Konzentration die Aktin-Myosin-Interaktion regulieund dem an dasx-Tropomyosin
bindenden Troponin T, verandert und \daTropomyosin die Aktin-Myosin-Interaktion in

Form eines Querbrickenschlages freigegeben [Sciih@i€lb), Bonne et al. (1998)].

Das kardiale Troponin T lokalisiert auf Chromosoq82 kommt in verschiedenen Isoformen,
wie viele myofibrillare Proteine, durch unterschieige Gene oder Splice-Varianten des
primaren RNA-Transkriptes vor. Der zuletzt genarviechanismus ist verantwortlich fur die
breite Varianz innerhalb deENNT2 welches wahrend der ontogenetischen Entwicklung e
unterschiedliche Expression erfahrt. Daraus ergslmbnmultiple Konformationen im humanen
fetalen und adulten Herz sowie in humaner skeletslleskulatur und in unterschiedlichen
Spezies [Breitbart et al. (1985), Jin et al. (19€3hlmann et al. (1987), Mesnard et al. (1993),
Anderson et al. (1995)].

In Anlehnung an die Sequenz des kardialen Trop®r®ens der Ratte [Jin et al. (19pBgte
die Arbeitsgruppe von L. Thierfelder fur ihr Mutatsscreening die Nummerierung der
einzelnen Exonabschnitte fest [Gerull et al. (1998dtein accession no. AAC39590, complete
cds AF004409.1-AF004422.1]. Durch  Sequenzierung telgit TNNT2 cDNA
Oligonukleotidprimern (GDB S64668) [Mesnard et(aP93)] konnte die genomische Struktur
von 15 TNNT2 Exonabschnitten der adulten Isoform identifiziererden. Die GrofRe der
einzelnen Exone variiert dabei von 9-237 Bp-Lange @ner Verteilung von 14,5 kB
genomischer DNA (s. Abb. 7, S. 41 im Ergebnistélias Startkodon liegt im Exon 2, somit

ergibt sich eine Kodonanzahl von 288.
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Basierend auf diesen damals noch unveroffentlicbiaien, konnten fur die vorliegende Arbeit
Oligonukleotidprimer fiir die Intron-Exon-Abschnitite@ kardialenTNNT2anlehnend an diese
Nummerierung synthetisiert werden und fur das diefidnde Mutationsscreening verwendet

werden.

1.5. Beziehung zwischen Genotyp und Phanotyp der Nationen im kardialen

Troponin T Gen

Auf Grund molekulargenetischer Untersuchungen anmililem mit hypertropher
Kardiomyopathie konnte festgestellt werden, dassrschgedene Mutationen in
unterschiedlichen Genen, die flur Sarkomerproteind unicht-Sarkomerproteine kodieren,
ursachlich mit der Erkrankung im Zusammenhang steBem Zeitpunkt der Untersuchung
beschrankten sich genetische Analysen und prodenWerteilungen auf die bis dahin in
Familien identifizierten GeneMYHH7, TNNT2 TPM1 und MYBPC3 Die molekularen
Krankheitsmechanismen unterscheiden sich je naah iGahrem Ausmafd und Klinischen
Verlauf, wobei einige Studien vermuten lassen, dassige Mutationen mit einem
charakteristischen Phanotyp assoziiert sind. DieilKlder Patienten mit Mutationen im [3-
Myosin Gen ist sehr heterogen. Einige Punktmutatiofyal606Met, Leu908Val) zeigen einen
sehr milden Krankheitsverlauf und haben dadurcle gjote Prognose. Dagegen sind die
Mutationen Arg403GIn und Arg249GIn mit einer hohezidenz des plétzlichen Herztodes
assoziert [Anan et al. (1994)MYBPC3 und a-Tropomyosin Mutationen zeigen geringe
Krankheitspenetranz mit spatem Beginn, milde Foamnlilksventrikularen Hypertrophie und

nur eine geringe Inzidenz des plétzlichen Herztgdéatkins et al. (1995b)].

Im kardialen Troponin T Gen berichteten zuerst fifeider et al. (1994) und Watkins et al.
(1995a) uber Mutationen bei familiarer hypertropkardiomyopathie. Hierbei wurden zumeist
kleinere Familien mit mehreren manifest erkrankteersonen, manchmal auch nur die
Indexpatienten in den betroffenen Familien und ggidich auch sporadische Falle untersucht.
Annahmen zur prozentualen Verteilung der MutatiomeM NNT2stutzen sich bisher nur auf
diese aufgefundenen Familien. Die prozentuale Wenig wird fir TNNT2auf ca. 15-20 %
geschatzt [Watkins et al. (1995a), Marian et abD0@)]. Insgesamt konnten bis heute 27
Mutationen identifiziert werden. Dabei handelt & siberwiegend um Punktmutationen, die

zu Aminosaureaustauschen fuhren. Ferner gibt es Reletionen eines Kodons sowie eine
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Punktmutation in einem Intron, aus der auf ein i@mes Prozessieren (splicing) der mRNA
geschlossen werden kann [Moolman et al. (1997)erféider et al. (1994), Marian et al.
(2001)]. Im Kodon 92 de§NNT2 konnten insgesamt drei verschiedene Basenaustausch
beschrieben werden, die eine Substitution von Amgiturch Glutamin, Tryptophan oder
Leucin veranlassen. Daher wird dieser Bereich alspdt fur Mutationen bezeichnet [Forissier
et al. (1996)]. Wie oben bereits erwéhnt, varidig klinische Manifestation der HCM in der
Auspragung von einem benignen asymptomatischenaetdis hin zu Herzversagen und
plotzlichem Herztod. Besonders BENNT2Mutationen wird beobachtet, dass der Verlauf der
linksventrikularen Hypertrophie gering bis subldich verlaufen kann. Im Gegensatz zu
Mutationen in den anderen Kanditatengenen istrdiglénz des plotzlichen Herztodes in dieser
Gruppe von HCM Patienten besonders bei jungen wmegssportlern sehr hoch. Zahlreiche
Studien wurden durchgefuhrt, um die strukturellen kontraktilen Veranderungen bedingt
durch Mutationen im kardialen Troponin T zu beleg€&ardiff et al. (1998) zeigte z.B. an
transgenen Mausen mit trunkiertem C-termindi®&NT2 Allel, dass diese phanotypisch eine
Kardiomyopathie mit signifikanten hdmodynamischadr$gen entwickelten. Des weiteren
testeten Studien an isolierten adulten Kardiomysazynit [79N und R92Q Mutationen die
molekularen Mechanismen der Pathogenese von Tmopbnbedingter HCM [Rust et al.
(1999)].

1.6. Fragestellung

In unterschiedlichen Studien konnte in den letz@ahrzehnten die genetische Ursache
kardiovaskularer Erkrankungen einschlie3lich der MH(belegt werden. Auf Grund
molekulargenetischer Untersuchungen an Familienhgpertropher Kardiomyopathie konnte
festgestellt werden, dass verschiedene Mutatiomeruriterschiedlichen Genen, die fur
Sarkomerproteine und nicht-Sarkomerproteine kodjetgsachlich mit der Erkrankung im
Zusammenhang stehen. Zum Zeitpunkt der Studie imeJ4996 waren ausschliel3lich
molekulargenetische Ergebnisse an Familien mit itggggher Kardiomyopathie vorliegend. Sie
beschrankten sich mit ihren genetischen Analysehprozentualen Verteilungen auf die bis
dahin in Familien identifizierten GemMdYHH7, TNNT2 TPM1undMYBPC3

Durch eine zuvor erstellte Promotionsarbeit ausati@rbeitsgruppe, wurden klinisch relevante
Daten Uber unabhéangige, konsekutive Patientenkivkeknit HCM und DCM erfasst. Diese

Patientenkollektive wurden nun flr weitere molekgémetische Untersuchungen durch die

6
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Arbeitsgruppe genutzt. Es sollte nun im Einzelnexprgft werden, wie die prozentuale
Verteilung von Mutationen in den oben genannten didatengenen fur HCM in einem
unabhangigen, konsekutiven Patientenkollektiv ntitisch nachgewiesener HCM waére . In
dieser Arbeit wurde nun ein Mutationsscreening iardkalen Troponin T Gen an einem

unabhabgigen, konsekutiven Patientenkollektiv  mitypdntropher  Kardiomyopathie
durchgefuhrt.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Abzug Typ FAZ 1, Waldner Electronics, Wangen
Autoclav Varioclav Typ 500, H+P Labortechnik, Muech
Brutschrank Heraeus Instruments UT 20, Berlin

Elektrophoresekammern

Geldokumentationsanlage

Geltrockner
Laborwaage

Magnetrihrer
Mikrowelle
PCR-Geréate
Photometer
Schittelinkubator
Schttler
Sequenzierer
Spannungsgerate

Sterile Werkbank
Vortex Mixer
Wasserbader

Zentrifugen

2.1.2. Chemikalien

Amrescd, Ohio, USA

Biozym, Hameln
Braun, Melsungen

Gibco BRL, Eggenstein

Invitek, Berlin

MBI Fermentas, Vilnius

Merck, Darmstadt

BlueMarine 200, Boehringerelheim
Horizon 58, Gibco BRL ,,Eggenstein
Multilong, Typ G 47, Biometra, Géttingen
TI 3, BioDoc I} BioDoc CCD-Camera, Biometra, Goéttingen
Drystar, Holzel, Deutschland
Typ PG5002 Delta Rafigilettler Toledo, Schweiz Typ
1712004, Sartorius, Géttingen
Typ MR 3001 K, Heidolph, Minchen
Micromat, AEG Typ EEH 8733
Cetus DNA Gene Amp 9600, Perkin Elmeitéhstadt
Ultrosp&2000, Pharmacia Biotech, Cambridge, England
Typ GFL 3033, Burgwedel
Typ SM25, Edmund Buhler, Tubingen
ABI Prism™ 377 DNA-Sequencer, PerkameE, Weiterstadt
Electrophoresis Power Supply, R&Biotech, Freiburg
PS 3002, Gibco BRL, Eggenstein
Lamin Air, HBB 2448, Hereaus lostents, Berlin
Typ REA X 2000, Heidolph, Minchen
GFL Typ 1002, Burgwedel
Typ WB 7. Memmert, Schwabach
Tischzentrifuge Typ 5417 R, Eppendddmburg
Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments, Berlin

Acryl-40 Solution, Bis-2 Solution

Agarose Universal

Aqua ad injectabilia

PBS ,ohne” Dulbecco’s (w/tcicem and magnesium,
w/o sodium bicarbonat), 5X First Strand Buffer,
TRIzol™ Reagenz, DTT (Dithiotreitol), Random Primser
dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), LB Agar, SOC Mediu
OptiPerform™ Buffer 11l (10x), Ojtyme™ Enhancer (5x)

Buffer R, BSA

Borsaure, Bromphenolblau, ChlarofdNa-EDTA, Essigséure,
Ethanol, Formaldehyd, Formamid, Isopropanol,
Natriumcarbonat, Silbernitrat, Salpetersaure, Base
((Trishydroxymethyl)-aminomethan), Titriplex®III
(Ethylendinitrilotetraessigsaure, Dinatriumsalz-jpihat)
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Pharmacia, Freiburg
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein
MBI Fermentas, Vilnius
Sigma, Deisenhofen
SSCP-Marker
Filterpapier

Gelfilter

Kits

Kompetente Zellen

Vektor

Ficoll 400

Ethidiumbromid, TEMED

Ammoniumacetat, Ampicillin, ARS"moniumpersulfat),
Ethidiumbromid, Diethylpyrocarbonat, Formaldehydyhbtoff,
SDS (Sodium Dodecyl Sulfat)

DNA Molecular Weight Marker VI
Molecular Weight Marker XIlII (50 bais pair ladder)

SuperScript™ II, TagDNA-Pognase (recombinant),
100 Bp—DNA-Ladder,| X 174 RF DNA/Hae 1l Fragments
Hinfl, RNase Inhibitor

Proteinase K

lamda DNA-Hind Il digest.
Whatman 3MM GF/C Filter Whatman Nr.2825, Maidstone,
England
Quiagen-tip 2B, Quiagen, Hilden
Sephadex G 50 Pharmacia Biotech, Freiburg
TA TOPO Cloning Kit, Invitrogen, Leek, Niedaride
Quiagen Plasmid Mini Kit, Quiagen, Hilden
Prism™ Ready Reaction DyeDeoxy™ Terminator Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems (ABI)

Kompetente E. coli Zellen Gendtgp 10, Invitrogen, Leek.
Niederlande
PCR’ 2.1-TOPO, Invitrogen, Leek, Niederlande
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2.2. Methoden
2.2.1. Experimentelle Strategie

In die initiale Mutationssuche im kardialen Tropofdi Gen wurden insgesamt 63 konsekutive
Patienten eines Uberweisungskrankenhauses mit thypleer Kardiomyopathie (HCM) mit
und ohne Obstruktion der Ausflussbahn eingeschioddgese Patienten wurden im Rahmen
einer zuvor erstellten klinischen Promotionsarbaitittelt. Die damals gesammelten klinischen
Daten wurden in den Jahren 1996 bis 1998 aktudlisnel erfasst. Die Diagnose der Patienten
basierte auf Klinik (Ausschluss anderer Hypertrephsachen) nach international anerkannten
Kriterien (Literatur), 24h-EKG, Echokardiographle/H Septum > 13 mm) und Angiographie.
Patienten, bei denen bereits eine Myektomie dufthgewurde, wurden unabhangig von
echokardiographischen Kriterien akzeptiert. Als #oltlgruppe wurden fur die Arbeit
zusatzlich 48 Patienten des gleichen Krankenhamnsedilatativer Kardiomyopathie (DCM)
genotypisiert. Auch diese klinischen Daten wurden Relevanz fur die vorliegende Arbeit
Uberpruft und aktualisiert (1996-1998). Zusatzlsfarden noch 46 Blutspender aus dem
gleichen Zeitraum als Kontrollgruppe genotypisi@te Blutspender aus der Blutbank des
Universitatsklinikums Rudolph Virchow der Humboldtiversitat zu Berlin wurden nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt. Sie wiesen keine matsfesGesundheitsstérungen und keine
auffalligen Laborbefunde auf. Aus datenschutzrestteh Grinden kdnnen keine weiteren
Angaben zu diesen Proben gemacht werden. Alle Remssind nicht miteinander verwandt.
Die in die Studie aufgenommenen Patienten warendeorBlutabnahme Uber die geplanten
molekulargenetischen Untersuchungen aufgeklart evordind hatten ihrschriftliches
Einverstandnis zur Verwendung ihrer DNA fir diesgtddsuchung gegeben. Die Studie wurde

von der zustandigen Ethikkommission geprift uncehemgt.

Zuerst wurden die einzelnen Exone, die den koddenenBereich desTNNT2Gen
reprasentieren, mittels synthetischer Oligonukteot{s. Tab. 2, S. 18) amplifiziert. Nach
erfolgreicher Darstellung spezifischer Banden in BER-Analyse wurde mittels der SSCP-
Technik ein Mutationsscreening auf PolyacrylamideBe bei zwei unterschiedlichen
Temperaturen (Raumtemperatur und 4°C) durchgefDiurich anschlie3endes Farben der Gele
mit Silber nach Standardprotokollen und nach deotKiren konnten die Gele nach einzelnen
Laufmusterunterschieden ausgewertet werden. Zeigieh hierbei Abweichungen im
Bandenmuster, so wurden flr die anschlieRende &long und Sequenzierung das auffallige
PCR-Produkt der betreffenden Person und ein PCRIlifikap welches wahrscheinlich das
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Wildtyp-Allel beinhaltet, ausgewahlt. Diese Fragteemvurden dann in den Plasmidvektor
pCR®2.1.-TOPO mittels kompetenter Zellen (E. coli Zel@enotyp Top 10 von Invitrogen)
kloniert. Nach Inkubation des Transformationsaresatzei 37°C tiber Nacht konnten dann am
folgenden Tage ca. 20 Kolonien mit Hilfe der Insgrezifischen PCR amplifiziert werden.
Nach erneuter Polyacrylamidgelanalyse erfolgtelaiatifikation der unterschiedlichen Allele.
Die nun folgende Sequenzierung nach der MethodeSamger (1977) gibt Aufschluss tber die
tatsachliche amplifizierte genomische Sequenz. Duden Vergleich der einzelnen
sequenzierten Abschnitte konnten die Varianten tifilgart und charakterisiert werden.
Weiterhin erfolgte ein Vergleich mit denen in detetatur bereits vertffentlichten Mutationen
iIm TNNT2 Eine weitere Bestéatigung durch anschlielende Weaismethoden erfolgte im

gesamten Probandenkollektiv.

2.2.2. Klinische Erfassung und Charakterisierung de Patientenkollektivs

Das in der Studie untersuchte Patientenkollektiztsesich aus 63 konsekutiven Patienten eines
Uberweisungskrankenhauses mit hypertropher Kardipapie (HCM) zusammen. Der
Nachweis und die Lokalisation einer myokardialenpétyrophie mit nicht-invasiven und

invasiven Untersuchungsmethoden wird im folgend#ren erlautert.

Die Diagnose der hypertrophen Kardiomyopathie Ibabieute vor allem auf dem Nachweis
einer Hypertrophie des linken Ventrikels, bes. ieptimbereich mit und ohne Obstruktion der
linksventrikularen Ausflussbahn in der zweidimensien Echokardiographie (Echo) bei
Ausschluss anderer Ursachen [McKenna et al. (199@3berg (1998)]. Die Zunahme der
Hypertrophie ist regional begrenzt und asymmetristh sanduhrférmiger Einengung des
linken Ventrikellumens. Eine Septumdicke (IVS) @oRals 13 mm gilt als

krankheitsverdachtig [Charron et al. (1997)]. Dig/pHrtrophie bei Patienten mit einem
bekannten Hypertonus ist mit Septumdicken nie gr@®emm und mit einer symmetrischen
Verteilung der Herzmuskelhypertrophie charaktetisibas Verhaltnis aus Septumdicke und
linksventrikularer Hinterwand (HW) > 1,6 ist alstipalogisch zu werten [Herold et al. (1999)].
Ebenfalls kbnnen bei der Echokardiographie glohald regionale Funktionsstérungen des
Herzmuskels, die systolische Vorwartsbewegung degeven Mitralsegels im M-Mode, sie ist
hinweisend auf eine Ausflussbahnobstruktion, Visewie ein intrakavitarer Druckgradient im

Doppler-Echo ermittelt werden.
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Weiter diagnostisch relevant sind Krankheitszeidner 2-Kanal Elektrokardiogramm (EKG),
die einer echokardiographisch nachweisbaren Verénddange vorausgehen kénnen. Zeichen
der linksventrikularen Hypertrophie nach dem Sokelgon-Index (> 3,5 mV),
Veranderungen der ST-Strecke und der T-Welle behleRe von intraventrikuldren
Blockierungen sowie das Auftreten von pathologisch@-Zacken in mindestens zwei
Ableitungen kdnnen hinweisend fur eine HCM seined®i sind aber nicht spezifisch, da sie
auch bei anderen Erkrankungen auftreten kénnerraSupd ventrikulare Arrythmien sowie
Bradyarrhythmien, die auf einen schwerwiegendenadérindeuten und mit einem hohen
Risiko einen plétzlichen Herztod zu erleiden, kdmmeittels 24h-Langzeit-EKG aufgedeckt
werden [Schwartz et al. (1995)].

Das Verhalten von Blutdruck und Herzfrequenz sowés Auftreten von hohergradigen
Rhythmusstérungen unter kérperlicher Belastung karter kontrollierten Bedingungen bei der
Fahrradergometrie beurteilt werden. Dabei sind Adafall der Blutdruckwerte (RR) um 20
mmHg als bedenklich anzusehen. Bei Patienten méneiAlter unter 40 Jahren ist ein Abfall
einhergehend mit einem erhdhten Risiko am plotehcierztod zu versterben (Sensitivitat
75%, Spezifitdt 60%). Eine belastungsinduziertdhdsue kann ebenfalls aufgedeckt werden
[Sadoul et al. (1997), Fananapazir (1999)].

Eine invasive Diagnostik ist indiziert bei symptdisehen Patienten zum Ausschluss anderer
Herzerkrankungen z.B. Koronare Herzerkrankung, cheekrankheiten oder vor geplanten
Interventionen. Die perkutane transluminale Angipdiie bietet die Moglichkeit den erhéhten
diastolischen Fullungsdruck des linken Ventrikelsfolge reduzierter Dehnbarkeit des
hypertrophischen Myokards und ein kleines Kavum edassen. Die gemessene
Auswurffraktion liegt mit 70-80 % tber der Norm (85%). Veranderungen an den Koronarien
konnen ausgeschlossen werden. Ein intraventrikul@neckgradient kann beim Vergleich der
Flllungsdrucke in den einzelnen Herzhohlen gemessehdurch Gabe von Nitroglyzerin

verstarkt werden.

Eine Biopsie des Myokards zeigt die fur die hypmgire Kardiomyopathie typischen
Veranderungen der Myozyten- und Myofibrillenstrukiund sichert die Diagnose. Der Verlust
der regelmafigen und parallelen Anordnung der Kayden (disarray), asymmetrische
Hypertrophie , interstitielle Fibrosierung sowiertliekung in der Media kleiner Arterien sind
charakteristisch. Zusatzlich kommt es zu einer \@mmng der Mitochondrien und zu einer
Verbreiterung der Z-Streifen [Vosberg (1998)].
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Die Klinik der Patienten mit HCM ist sehr untersadich und die Diagnose meist ein
Zufallsbefund. Typische Symptome sind Belastungsays und Angina pectoris, die in ihrer
Starke wechselnden Charakters sein kdnnen und ddash Auftreten einer absoluten
Arrhythmie bei Vorhofflimmern verstarkt werden. Asgtomatische Verlaufe werden ebenfalls
vermerkt sowie fakultative Symptome wie unspezifeselerzbeschwerden, Arrhythmien (SVT,
AF, VES, VT), Schwindel, Leistungsminderung, rasdbenidbarkeit, Synkopen und das
Auftreten eines unerwarteten plétzlichen Herztodedches in einigen Fallen der erste Hinweis
fur die Erkrankung ist [Gleichmann et al. (1998)].

Das therapeutische Ziel bei Patienten mit HCM i dymptomatische Linderung mit
Verbesserung der Lebensqualitat, die Pravention uRdduktion kardiovaskularer
Komplikationen. Hierbei stehen die zunéchst koreteren Malinahmen im Vordergrund, um
besonders bei Patienten mit HOCM eine Verringerwleg Ausflussbahngradienten zu
erreichen. Die Patienten sollten schwere korpezliénstrengung und Hochleistungssport
meiden. Medikamentbés kommen bevorzugt negativ apetrSubstanzen wie Betablocker und
Calciumantagonisten vom Verapamil-Typ zum Eins&zhllte et al. (1999)]. Beim Auftreten

von Vorhofflimmern ist die Gabe von Antikoagulantizu empfehlen.

Die interventionelle Therapie kommt zum Einsatz Batienten, die trotz medikamentdser
Therapie weiter symptomatisch sind. Dies ist deindre Anteil der HCM-Patienten. Die
septale Myotomie-Myektomie muss selten durchgefllvdrden. Hierbei kann mittels
transventrikularem oder transaortalem Zugang Amtdéds hypertrophierten Septums entfernt
werden. Das Operationsrisiko ist mit 5 % als hdolaweschéatzen [Harrison et al. (1996)]. Durch
eine Zwei-Kammer-Stimulation mit einem Herzschrather (DCP) kann das Ventrikelseptum
so stimuliert werden, dass es sich kurz vor dergéhr Kammermuskulatur kontrahiert und
somit die Obstruktion im Ausflusstrakt verminderirdy Eine generelle Empfehlung fir den
Einsatz gibt es nicht. Bei lebensbedrohlichen vantiren Arrhythmien und nach Uberlebtem
plotzlichen Herztod wird therapeutisch ein KardideeDefibrillator (AICD) implantiert.
Alternativ kann die transkoronare Ablation der a&pt Hypertrophie (TASH) mit der
selektiven Injektion 95 %igem Alkohols in den 1.pfdast die Ausflussbahnobstruktion
reduzieren, wobei die Komplikationsrate von deraBriing des durchfiihrenden Zentrums
abhangt [Schulte et al. (1999)].

Die Diagnose von den von uns untersuchten 63 kotisek Patienten (m = 46, w = 17, Alter
im Mittel zum Zeitpunkt der Untersuchung (1996-1p9&r 58 + 12,95 Jahre) mit HCM aus
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einem  Uberweisungskrankenhauses basierte auf  Klin)Ausschluss  anderer
Hypertrophiezeichen), Echokardiographie (linksvikntére Hypertrophie, Septumdicke > 13
mm), Angiographie oder auf Zn. Myektomie. Im Mitegbab dies:

MW + SD
Sept. (mm) 18,745
HW (mm) 13,4 +4,2
Sept./HW 14+£04
LVEDD (mm) 472+6,5
LVESD (mm) 28,5+7,6

Es waren nicht alle Patienten orthograd schalld#3), so dass der Mittelwert (MW) +

Standardabweichung (SD) nicht das gesamte Kollekfasst.

Im einzelnen wurde die Erst-Diagnose bei den Patiegestellt durch:

Echo 20
HK 27
HK/Echo 1
durch Familienanamnese 1
im einzelnen nicht bekannt 14

Des Weiteren erfolgte die Unterteilung in:

11 Patienten mit HOCM, 7 Probanden gaben anamodes@se Myektomie und 15 eine
Biopsie an, 38 hatten einen Herzkatheter erhalténhatten einen Schrittmacher (SM oder
AICD) implantiert bekommen. Bei 4 unverwandten &aten bestand eine positive
Familienanamnese. 2 Patienten waren bei der Rettigey der Arbeit 1998 bereits verstorben
(I. 1996, Apoplex; Il. 1997, unbekannt). Zu den figaien Nebendiagnosen zéhlten
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Hypertonie, Niereninsuffizienz, Diabetes mellitusettstoffwechselstérung und chronisch

obstruktive Lungenerkrankung.

Symptome waren unter anderem (in %):

Dyspnoe 49,21
Angina pectoris 31,75
Palpitationen 12,69
Schwindel/Synkope 23,81

Rhythmusstérungen 44 44
(VES, AF, VT)

2.2.3. Definieren der Vergleichskollektive

Als Kontrollgruppe wurden fur die Arbeit zusatzlidB Patienten des gleichen Krankenhauses
mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und 46 Blusspler aus der Blutbank des
Universitatsklinikums Rudolph Virchow der Humboldtiversitat zu Berlin nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt. Die DCM-Kontrollgruppeurde bereits als Kollektiv in einer zuvor

fertiggestellten Promotionsarbeit von Frau M. Hargech klinisch erfasst.

Die Patienten mit DCM setzten sich aus 38 mannticoed 10 weiblichen Probanden
zusammen. Das Alter in Jahren zum Zeitpunkt deroGeisierung war im Mittel 54,3 + 8,9. In

der Kontrollgruppe aus der Blutbank befanden si@hFfauen und 27 Manner im Alter im
Mittel ebenfalls zum Zeitpunkt der Untersuchung &2 + 11,4. Weitere klinische Angaben

zu diesen Proben kann aus datenschutzrechtlich@md&n nicht gemacht werden.

2.2.4. Gewinnung und Praparation menschlicher genoischer DNA

Alle teilnehmenden Probanden gaben ihr Einverstgrir Entnahme von ca. 5-20 ml EDTA
Blut aus einer peripheren Vene. Aus den Leukozgieser Proben konnte aus frischem oder

eingefrorenem Blut die hochmolekulare, menschliBA gewonnen werdefiMiller et al.
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(1988]. Durch spektrometrische Messung bei 260 und 28Cerioigte die Bestimmung der

Reinheit und Konzentration der isolierten DNA.

Die DNA Isolation wurde standardmal3ig nach einessalzmethode von Miller durchgefiihrt
(Protokoll fur 5 ml Frischblut):

1. 5ml EDTAantikoaguliertes Frischblut mit 15 ml Frischlysiffpts (155 mM NHCI + 10 mM KHCQ +
0,1 mM EDTA) versetzen und fur 10 min auf Eis lysie

2. Abzentrifugieren der Leukozyten als Pellet famiin mit 1500 rpm bei 4°C

3. Resuspension des entstandenen Leukozytenpalteternlysispuffer (10 mM Tris-HCI + 400 mM NacCl
+ 2 mM EDTA), Zugabe von 30ml SDS 10% und 200uInasz E und Inkubation tber Nacht bei 37°C
im Inkubator

4. Ausféallen der Proteine mittels 1,6 ml gesattigtélaCl (6M), kraftig schutteln und mit 2500 rpm

zentrifugieren

5. Uberstand mit der aus den Kernen freigesetzieA i ein neues Falconréhrchen (ibertragen und mit 1

Vol. Isopropanol versetzen

6. prazipitierte DNA mit einem Glashaken fisched im70%igem Ethanol reinigen
7. Lésen der DNA in 400 pl TE-Puffer (10 mM TridmM EDTA)
8. Photometrische Messung der Konzentration undtRéider in TE-Puffer gelosten DNA

gegen eine Leerprobe bei 260 nm und 280 nm Wellgela

Fur die anschlieRende PCR-Analyse wurden Aliquatseimer Endkonzentration von 20 ng/ml
hergestellt und im Kihlschrank gelagert. Die jeigeih DNA-Stockldsungen mit fortlaufender

DNA-Nummer wurden bei -20°C tiefgefroren.

2.2.5. Molekulargenetische Methoden bei der Mutationssuchan TNNT2
2.2.5.1. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. ,polyreerahain reaction“) nach Mullis et al.
(1986), beruht auf der in vitro Synthese von bekamnDNA-Sequenzen an einer
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Einzelstrangmatrix, die zwischen zwei vorgegebe@digonukleotidprimern liegt. In einer
Hybridisierungsreaktion (,Annealing”) werden dies®rimer an den gewlnschten
Nukleinséaureeinzelstrang im 5-Terminus gebunfeaver (1997), Hennig (1998Mittels
einer thermostabilen DNA-Polymerag€aq (Thermus aquaticus)-DNA-Polymerdseerden
dann die beiden Strange in Richtung auf das 3'-Eaimgelesen und neu synthetisiert. Durch
Verwendung eines PCR-Standardansatzes mit therpilestdDNA-Polymerase kann auf
einfache Weise die Durchfihrung wiederholter DNA¥Bgse- und Renaturierungszyklen

erfolgen[Saiki et al. (1988), Orita et al. (1989)

Mit Hilfe des Computerprogrammes ,Primer’ (Versioi®) konnten aus dem Vergleich der
Sequenzen flur das kardiale Troponin T Gen von lieffélder in Anlehnung an das kardiale
Troponin T Gen der Ratte Primer fur die PCR-Analfgstgelegt werden [Jin et al. (1992), K.
Schwartz, Mesnard et al. (1993) und Farza et 8B4)]. Auswabhlkriterien fir die Wahl eines
Primers waren ein GC-Gehalt zwischen 40-60 %, Siclemelztemperatur von 56-69°C, eine
geringe Sekundarstrukturbildung und 3'-Selbst-Kanpntaritét. Die einzelnen Primer sollten
eine Lange von 18-21 Nukleotiden nicht Uberschmneitiere Lage wurde jeweils im 5- und 3'-
des nicht kodierenden Bereiches (Intron) der zulifimrenden proteincodierenden DNA-
Teilsequenz (Exon) des kardialen Troponin T Genwabét, dieses gewadhrleistete eine
vollstandige Untersuchung der moglichen Variantem iExon-Bereich und des
eingeschlossenen Intron-Abschnittes. Der Vorwérns#r (F) umfasst die Sequenz
komplementar am 5-Ende und der Ruckwarts-Primégrk@nplementar zum 3'-Ende. Die zu
amplifizierende FragmentgroRe sollte 150-300 Bp rdgen, um im optimalen
Sensitivitatsbereich der PCR-SSCP-Analyse zu ligGeampe (1993), Hayashi et al. (19P3)
Durch die Firmen Applied Biosystems (Weiterstaditlvitek GmbH (Berlin) und BioTeZ
Berlin-Buch GmbH wurden die Primer gebrauchsfersignthetisiert. Nach Erhalt eines
optimalen PCR-Ergebnisses konnten die einzelnemnBahaften wie Fragmentgrof3e des
amplifizierten Produktes, die jeweilige Annealingfeeratur und maoglich@usatze festgelegt

werden. Die einzelnen Charakteristika sind in dehifiolgenden Tabelle&ufgefuhrt.
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Oligonukleotid

ctntex 2 F neu
ctntex 2 R

ctntex 34 F
cintex 34 R

ctntex 5 F
ctntex 5 R

ctntex 6 F
ctntex 6 R

ctntex 7 F
ctntex 7 R

ctntex 8 F neu
ctntex 8 R neu

cintex 9 F b
ctntex 9 R

cintex 11 F S
cintex 10R S

ctntex 11 F
cintex 11 b R

cintex 12 F
cintex 12 R

ctntex 13 F
ctntex 13 R b

ctntex 14 F neu
ctntex 14 R

ctntex 15 F
ctntex 15 R

cintex 16 F
cintex 16 R

5-
5-
5-
5-
5-
5'-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-
5-

Oligonukleotid-Sequenz

TTCTGAGGAAGGCAGGCTTC
CCCCACTCAGGCAAGATC

ATGTGCTGTGTGCGAGCTAC
GACAGATGAGCTGCTTTCCC

TGGTTCTGCCTGATAGCATG
GTCAGGTGCACATGGGAAG

CAGGGGAATGTGTGTGTGAG
TGTGGGATTCTCCTCCAAAG

ATGGGGAAATGGAAATCCAC
CTCTCCTAGGCCTCTGCTCC

TGCCATTGTTGACGTCAG
GGCCTACTCAACCCACAG

GTGTCTAGCCCACCCATCTC
TGAGACAGACTGGCCATCAG

GGAGGCCGGGCACCATTG
ATGGGCCTGGGCTAGGGG

CAATCCTTTCCCCTAATTTGC
CTGCAGTGGACACCTCATTC

CTCTTCCATGTCTCTCCTTGC
GGGGAGGAAGAAGGCTTGAC

GTGGCAGTTTACTCTGCTTCC
TGGTGGCTCACAGCAAGAAG

AGGGCCCTTTCTTACTGGAC
CCAGGAGGAGTGTGAGATGG

TGCACTCACCCCCTTCTC
CTGGAAGGTAGGGAAGGAGG

CCATGTCACTGCGTCCTG
CCCCATTTCCAAACAGGAG

Primer-
lange
(nt)
20
18

20
20

20
19

20
20

20
20

18
18

20
20

18
18

21
20

21
20

21
20

20
20

18
20

18
19

Fragment-
groéRRe
(nt)

144
261
236
268
180
240
241
244
227
150
232
191
195

188

GC-Anteil
(%)

51
53
59
51
59
55
56
62
53
52
59
58
53

65

Annealing-
Temperatur
°C)

58
60
62
62
54
59
62
68
60
54
60
60

60

60

Zusatz

3 % DMSO

Tab. 2: Primerpaare fur die SSCP-Analyse im kaedidlroponin T Gen.

18



Methoden

Bei den Primern ctntex 2 F/R bis ctntex 8 Fn/Rnisadie Primer ctntex 12 F/R, ctntex 15 F/R
und ctntex 16 F/R konnte eine direkte SynthesedausSequenz von L. Thierfelder erfolgen.
Das Primerpaar ctntex 9 F b/R konnte erst optimverden, nachdem die Sequenz um Exon 9
im Intron-Bereich mit der Sequenz von Farza vehglicund korrigiert wurde. Fir die Synthese
des Primerpaares fur das Exon 10 wurde die Oligentid-Sequenz von K. Schwartz benutzt.
Dies ergab zuerst ein Primerpaar ctntex 11 F St 8iner Fragmentlange von 343 Bp, die fur
die anschlieRende SSCP-Analyse zu grol3 war. Eimklxzing auf 244 Bp ermdoglichte eine
Auswertung der Bandenmuster. Die Primerpaare fionEl, 13 und 14 wurden durch
Kombination des Vorwarts-Primers des jeweilig nigelren Exons mit dem Ruickwarts-Primer
des hoheren Exons kombiniert und bei Erhalt eimeziBschen Produktes kloniert und
sequenziert (Abb. 1). Die Sequenz wurde dann nolshmi der Sequenz von L. Thierfelder
verglichen. Eventuelle Unterschiede wurden korrigiend ein neuer Primer bestellt. Im
einzelnen bedeutet das, dass fur Exon 11 das Paarectntex 11 F/ctntex 12 R sowie fur Exon
13 und 14 ctntex 13 F/ctntex 14 R kombiniert wurde.

Abb. 1: PCR-Produkt aus Kombination der Primer etrtex 13 F mit ctntex 14 R. Spur 1. Marker. Spt8: 2
spezifisches PCR-Produkt. Spur 40HKontrolle.
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In der Primer-Optimierung wurde jedes Primerpaarimem PCR-Standardansatz mit den
anderen Reagentien vermischt. Ein Ansatz beinbaltEiigende Zusatze in einem

Gesamtvolumen von 25 pl:

25 pl PCR-Puffer (1M KCL, 1M Tris-HCL, 1M Mgg10,5 g Gelatine)
4,0 pl [ dNTPs (je 200 pM)

0,2 pl TagPolymerase (5 U/ul)

3,0 ul DNA (20 ng/ml)

~ ul Primer F *

~ ul Primer R *

~ ul Aqua inject. (x ul ad 25 pl GV)

25 ul Gesamtvolumen

* je nach Primer 0,4-1 pl [5/10 pmol/ul]

Im Thermozykler Perkin EImer Gene Amp 9600 erfoldjeestandardisierte PCR-Reaktion:

l. 5 min 94°C initiale Denatuierung des DNA-Doppelages
Il. 20 sec 94°C initiale Denatuierung des DNA- Doppelstranges
20 sec siehe Tabelle Hybridisierung der Primer (,Annealing") 35 Zyklen
20 sec 72°C Synthese des komplementaren DNA-Stranges durch
die DNA-Polymerase (,Extension®)
lll: 5 min 72°C finaler Verlangerungsschritt
V. 4°C Kihlung
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Fur die PCR-Optimierung wurde der PCR-Standardamsatin der Menge des Primerzusatzes
und in der Annealing-Temperatur variiert. Einigent&r ergaben schon mit 5 pmole/ul ein

optimales Ergebnis.

Das Primerpaar ctntex 12 F/R liel3 sich nicht mit deen genannten Vorgehensweise
amplifizieren. Der Zusatz von 3% DMSO bewirkte deralt des spezifischen Fragmentes.
Zusatzlich zur Hitzedenaturierung fuhrt die Zugabe organischen Reagentien wie DMSO
oder Formamid zu einer Unterbrechung der Wass#rsiokenbindungen des DNA-

Doppelstranges. Dies erleichtert die folgende Riwylaidisierund Weaver (1997)

2.2.5.2. Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode bei der dgrla Molekile aufgrund ihrer
unterschiedlichen Nettoladung in einem elektriscReld wandern. Die Wanderung erfolgt in
einem in einer Pufferldsung angesetztem Agarosegdlei das zu trennende Material und ggf.
ein geeigneter Marker auf eine Startlinie aufgetragrerden. Durch ,Anfarben“ der Proben
durch chemische Verbindungen wie Psoralen oder digthbromid, welche mit den
Basenpaaren der DNA interkalieren, kann das Ergebmitels eines Transluminators unter
UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert werfldennig (1998), Buddecke (1989)

Nach jeder Polymerase-Kettenreaktion wurden cau8-8es PCR-Gesamtvolumens, je nach
Art und GrolRe der verwendeten Elektrophoresekamumet,die entsprechende Menge Aqua
inject. als Leerwertkontrolle, mit 2-5 pl Agarosgfauffer [5fach TBE, 20% Ficofl 400,
Bromphenolblau (0,1%ige Lsg.), Aqua ad injeeermischt. Ein Teil des Ansatzes wurde dann
auf ein 1%iges Agarosegel mit 2,5-20 pl Ethidiunmbicd (10 mg/ul) aufgetragen und
horizontal elektophoretisch in 1fach TBE-Pufi&1M Tris Base, 0,1M Borsaure, 0,002M
Tritriplex IlI] aufgetrennt. Durch Hinzuftigen einer 100 Bp-Leited der Leerwertspur konnte
das Ergebnis der PCR-Reaktion mittels eines Tramshtors unter UV-Licht auf Qualitat und

amplifizierte PCR-Menge Uberprift werden. Die Dolamation erfolgte fotografisch.
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Abb. 2: Exemplarisches Gelbild verschiede@®NT2PCR-Produkte aufgetragen gegen einen 100 Bp-Marker
(&ul3ere Spuren).

2.2.5.3. Einzelstrang-Konformationsanalyse

Eine einfache, kostengtinstige und schnelle MogéitHkunktmutationen und Polymorphismen
in der genomischen DNA einzelner Patienten zu ifigieten bietet die Gelelektrophorese von
Einzelstrang-DNA unter nicht-denaturierenden Gdligpehgen  [Einzelstrang-
Konformationsanalyse, engl. Single-strand confoiwnapolymorphism- (SSCP)-analysis von
Orita et al. (1989) Durch Hitzedenaturierung wird das durch PCR-Tdchgewonnene
Amplifikat in zwei Einzelstrange geteilt. Durch dieisammensetzung des Gels, die Grol3e der
Gelporen, die Umgebungstemperatur und den Salazgaeted Ladepuffers formen die
Einzelstrange unterschiedliche Sekundarstruktunee|che spezifisch fur die jeweilige
Nukleotidsequenz ist. Unterscheiden sich die getgld Sekundarstrukturen durch
unterschiedliche Basensequenzen wird dadurch eweiabendes Laufverhalten im angelegten
elektrischen Feld bewirkt, welches als verandeBasdenmuster nach der Silberfarbung des
SSCP-Geles sichtbar gemacht werden kann. Eine ledf&aide Identifikation der Veranderung
erfolgt durch Klonierung und Sequenzierung desefffemden PCR-AmplifikategGrompe
(1993), Orita et al. (1989), Glavac et al. (19®)dowle et al. (1991), Sanger et al. (1977)

Die Polyacrylamid (PAA) -Gele bestehend aus AcrythBisacrylamid im Verhdltnis 49:1,
auspolymerisiert durch Zugabe von 0,1% TEMED udd®APS als Katalysator, bildeten die
nicht-denaturierenden Gelbedingungen fir die SSG&ly&e in dieser Arbeit. Mittels des
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Glasplattensystems der Firma Biometra konnten 1A@xIl mm grol3e Gele fur die
Elektrophoresekammer vom Multi-Long Typ G 47, Bidraehergestellt werden. Pro Gel
konnten so insgesamt 23 PCR-Proben und eine Matkeasifgetragen werden. Die einzelnen
Geltaschen wurden mit 4-8 ul Gemisch aus 4 pl P@ipliikat und 6 pl SSCP-Gelladepuffer
(1 Volumenanteil Agaroselaufpuffer, 6 Volumenamdtormamid), welches vorher fir 5 min
bei 95°C denaturiert und durch sofortiges Kuhleh Bis am Renaturieren der gebildeten

Einzelstrange gehindert wurde, gefiillt.

Zeitgleich wurde jede einzelne Probe bei untersticigen Elektrophoresebedingungen (RT, 60
V und 4°C, 70 V) 13-17 Stunden analysiert. Es wiiddach TBE (0,05M Tris Base, 0,05M
Borsaure, 0,001M Tritriplex IIl, pH 8) als Elektdogresepuffer benutzt.

Wildtyp-DMNA mutierie LINA
P .
—

T Lenaiurierung '
_.._._-..-'-'— e a

Aushildung von
Sekundirstrukiuren

Wildtyp Mutante
— —
=i
=
—
=
Unterschiedliche Migration
der Emnzelstiringe im
nichi-denaturierendem Gel

Abb. 3: Darstellung der SSCP-Analyse. Die Basen#uben ist durchm gekennzeichnet. Diese Abweichung
bewirkt die unterschiedliche Migration im nicht-dgurierendem Gel (modifiziert nach Grompe).
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Wie oben bereits erwahnt, wurden die Gele im Ansshlan die Elektrophorese einer
Silberfarbung zugefiihrt, die nach folgendem Stafglatokoll nach Budowle et al. (1991)

durchgefuhrt wurde:

1. DNA-Fixierung im Gel 10%iges Ethanol mind. 5 min.

2. pH-Wert-Einstellung 1%iger HNELsg. mind. 2 min.

3. DNA-Farbung im Gel 2%ige AgNgELsg und 200 pl Formaldehyd  mind. 30 min.

4. Entfernen der unspezifisch gebundenen Silberionechddreimaliges Waschen mit Aqua dest.

5. Entwicklung des Gels 30%ige M0Os-Lsg.und 300 pl Formaldehyd mind. 3mal mit je 2d0Amsatz
6. Fixierung des Gels 10%ige Essigsaure mind. 10 min.

Die gefarbten Gele wurden zu Dokumentationszweekdreinen Whatmann-Filter gelegt, bei

80°C unter einem Vakuumfilter getrocknet und ahe@and auf Laufmusterveranderungen der
DNA-Einzelstrange ausgewertet. Konnten Abweichunigeneinem oder mehreren Patienten
ermittelt werden, wurden die PCR-Fragmente diesasdhen einkloniert und sequenziert
[Sanger et al. (197]7)

2.2.6. Klonierung von DNA-Fragmenten

Ein Verfahren der Gentechnologie ist die Klonierubgi der spezielle Zellen fremde DNA-
Fragmente enthalten und mit denen vermehrt wed@nEinschleusung der Fremd-DNA in
eine bakteriologische Wirtszelle kann mittels ustlredlicher Vektoren wie bakterielle

Plasmide, Bakteriophagen, Cosmide oder kinstliagdfe¢tiromosomen erfolgen.

Durch die Behandlung des Vektors mit speziellentikéisnsenzymen wird dieser an einer

Restriktionsschnittstelle gedffnet und die fremdBlASSequenz kann durch Basenpaarung
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mittels einer Ligase in das Vektor-Genom ligiertraen. Das Vektor-Genom-DNA-Molekdll
kann dann in vorbereitete Wirtszellen (kompeterd&t&ien) transformiert werden. Nach der
Transformation kénnen die Zellen auf geeignetenrbiiden (Agarplatten) ausgeséat werden
und sich auf diesen vermehren. Man erhalt durctsedidethode viele Kolonien des
gewtunschten DNA-Inserf§lover (1988), Drlica (1984), Hennig (1998)

2.2.6.1. Klonierung von Varianten imTNNT2 mittels Plasmid Vektoren

Fur die Klonierungsreaktion wurden die PCR-Amphfi& der jeweiligen Probanden eingesetzt,
die in der SSCP-Analyse Laufmusterveranderungereigiehaben. Es wurden mdoglichst
homozygote (benannt als Allel 11 oder 22) ggf. dueterozygote Trager (benannt als Allel 12)
des gleichen Fragmentes ausgewahlt. Das PCR-Produke mit dem Plasmidvektor pER
2.1-TOPO aus dem TA TOPO ClonfhgKit der Firma Invitrogen ligiert. Alle Schritte de
Klonierungsreaktion erfolgten nach den Angaben ldesstellers. Der Ligationsansatz (1 pl
pCR® 2.1-TOPO Vektor, 0,5-2 pl PCR-Amplifikat ad 2-3,8 Aqua ad inject. ad 5 pl
Gesamtvolumen) wurde bei Raumtemperatur 5 Minutkmhiert und far 1 Minute auf Eis
gestellt. Fur die folgende Hitzeschocktransfornmatiourden 2 pl des Ligationsansatzes

verwendet.

2.2.6.2. Transformation von kompetenten Escherichiaoli Zellen mit Plasmid-DNA

Die Aufnahme von fremder DNA in ein zellulares Genwird als Transformation bezeichnet.
Mittels bakterieller Plasmide oder anderer Vektokamn die Einschleusung des fremden
Erbmaterials in eine speziell vorbereite Bakteratliez (kompetente Zelle) erfolgen. Nach
Einbau der Fremd-DNA in das Genom der Rezeptoralan diese nun vermehrt werden
[Hershey (1951), Hanahan (19B3)

Von dem bereitstehenden Ligationsansatzes wurdern Bnit auf Eis aufgetauten 50 pl
kompetenten E. coli Zellen (Genotyp Top 10 von thogen) vorsichtig vermischt.
Anschliel3end erfolgte eine 15 minltige Inkubatiaoh Eis. Die Effektivitat der Aufnahme der
Plasmid-DNA in die Prokaryotenzellen wird durch eeiHlitzeschockbehandlung (42°C, 45
Sekunden), welche die Zellmembran permeabiliseeniyht.
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Nach der Zugabe von 250 pl SOC-Medium (5 g bactasYExtrakt, 20 g Bacto-Tryptone, 10
ml 250 mM KCL, 0,5 g NaCl, 20 ml 1M Glucoselsg.nd 2M MgCl,, ad 11 HO, pH 7,0)
wurde der Ansatz fur 30 Minuten bei 37°C auf demhi®elinkubator inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubation wurden 75 pl des Transftionsansatzes mit 40 pl X-Gal (5-
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-Galactopyranosid), 20g/ml (DMF) auf ampicillinhaltigen
LB-Agarplatten (100 pg/ml) gleichmaf3ig ausplattiesb dass Uber Nacht bei 37°C im

Brutschrank getrennte Kolonien wachsen konnten.

2.2.6.3. Insert-spezifische Polymerase-Kettenreakin

Durch die Insert-spezifische Polymerase-Kettenreaktann im Anschluss die Spezifitat der
Klonierung Uberprift werden, ob die gezlchteten t&aknkolonien die Insert-DNA im

Plasmid enthalten.

Von den uber Nacht gewachsenen Bakterienkoloniemlevuca. 20 Klone mit einer Impfdse
von der Agarplatte gepickt. Bevor die einzelne Kaojeweils in 10 pl Aqua ad inject.

resuspendiert wurde, wurde eine neu beschriftetaphgite fir die Plasmid-Isolation beimpft
und nochmals Uber Nacht inkubiert. Das Resuspendatde zum Auflésen der

Bakterienzellwéande bei 95°C fir 5 Minuten denattwriBas Lysat wurde nun als Templat in
einem PCR-Standartansatz (s. 2.2.5.1.) amplifiziegs Ergebnis der fragmentspezifischen
PCR wurde auf einem 1% Agarosegel Uberprift unéreBSCP-Analyse unterzogen. Die
Auswertung der verschiedenen Laufmuster der eiemellone ergab Aufschluss darlber,

welches Allel der gefundenen Mutation einklonieurde (s. 2.2.5.3.).

Fur die Plasmid-Isolation wurden nun die Kolonidie, das gesuchte Insert enthielten, von der

neu Uber Nacht angesetzten Agarplatte entnommen.
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BildA:1 2 3 4 5 Bild B:
P b et e

L

Abb. 4: Bild A: SSCP-Analyse nach Insert-spezifeeRCR-Amplifikation der Klone von Indexpatient fif
Exon 16. Spur 1, 3, 4 und 5: Klone fiir das spakefdlel. Spur 2: C-Allel. Bild B: Insert-spezifiseaPCR-Analyse
der einzelnen Kolonien von Indexpatient 13 fur E46rgegen 100 Bp-Marker (linker Bildrand).

2.2.6.4. Isolierung und Aufarbeitung der Plasmid-DM\

Durch die Isolation und die Aufarbeitung der rekamabten Plasmide kann eine ausreichende

Menge mit hoher Reinheit fur die Sequenzierungibgestellt werden.

Unter sterilen Bedingungen wurden von der LB-Agattpl mit den vereinzelten Kolonien nur
die Insert-spezifischen Klone enthommen und in rain€alconrdhrchen mit 5 mi
ampicillinhaltigem LB-Medium (100 mg/ml) resuspeerdi Eine Vermehrung der Kolonie
erfolgte nun in dem Flissigmedium tber Nacht (373€hittelinkubator mit 200 rpm). Am
folgenden Tag wurde die gewachsene Bakterienkoldareh Zentrifugation (10 min, 3000
rom) vom Uberstand getrennt. Das gewonnene Bakflket wurde anschlieBend mit dem
Quiagen Plasmid Mini Kft (Quiagen) laut dem Protokoll des Herstellers aarfigeitet. Durch
die Plasmidpraparation werden Bestandteile dereB@kt (Zellorganellen, Genom, etc.) sowie
chromosomale und Plasmid-DNA voneinander getredotch Zugabe von 20QI Puffer |
[100 pg/ml RNAse A, 50 mM Tris/HCL, 10 mM EDTA, pH §,@and 200ul Puffer 11 [200
mM, NaOH, 1% SDS (Natriumdodecylsulfakonnten in der 3-4 minitigen Reaktionszeit bei
Raumtemperatur die Bakterienwande durch das SD&tlydie DNA durch NaOH denaturiert
und die freigewordene RNA durch RNAse A verdautdeer Durch Zugabe von 2@0 Puffer

[l [3 M Kaliumacetat, pH 5]und vorsichtiges Schwenken wurde die Losung niesiéd und
die kleine Plasmid-DNA renaturiert. Alle anderensBadteilewie Proteine, Zelldetritus,

chromosomale DNA und das SDS wurden hierbei autigdfiurch Zentrifugation (5 min,

27



Methoden

14000 rpm) wurde ein klarer Uberstand mit der nametten Plasmid-DNA gewonnen, der mit
dem Anionenaustauscher Quiagen-tify 20s dem Plasmid Mini Kitaufgereinigt wurde. Die
hohe Selektivitat des Austauschers bewirkt eineipehe Bindung der Plasmid-DNA an
diesen und somit eine Trennung von den andereramisilen des Lysats. Durch Zugabe von
500 pl Puffer und 500 pl Puffer W2 und jeweiligesn#ifugieren (1 min RT, 14000 rpm)
wurde sicher gestellt, dass alle unspezifischerdBigen an den Austauscher unterbunden
wurden. Eine Extraktion der Plasmid-DNA erfolgtettels 30 pul Agua ad inject. durch
abschlielBendes Zentrifugieren (1 min RT, 14000 r@)ych anschlie3ende spektrometrische
Messung konnte die Konzentration und Reinheit dé&tADbestimmt werden. Fir die
Sequenzierung wurde eine Menge von 200-250 nghdtlag.

2.2.7. DNA-Sequenzierung

Die Bestimmung der DNA-Sequenzen erfolgte auf eirsrtomatischen Kapillar-Sequenzer
(ABM Prism™ 310) mit der Methode Cycle sequencing.

Dabei handelt es sich im Prinzip um die Sanger-8&ezjarung oder die Didesoxy-

Sequenzierung. Bei der enzymatischen DNA-Sequenmiebesteht das Prinzip darin, die
Synthese des 5°- nach 3'-Stranges des zu sequesrdaer DNA-Abschnittes basenspezifisch
abzubrechen. Die dadurch entstehenden untersdfiddingen DNA-Fragmente spiegeln die
Position des jeweiligen endstandigen Nukleotidsdesie Daraus kann die Basenfolge des
untersuchten DNA-Abschnitts ermittelt werden. Béesém Verfahren kann einzel- oder
doppelstrangige DNA verwendet werden. DNA-Doppéisge werden zuerst durch

Hitzebehandlung denaturiert, anschlieRend mit eifmmer hybridisiert und mittels einer

DNA-Polymerase verlangert. Um einen Kettenabbructerzeichen, werden dem PCR-Ansatz
neben den ublicherweise verwendeten Desoxynukkeipsidsphaten (ANTPs) in adaquater
Menge Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zugegeDie Elongation bricht ab, wenn

ein 2,3 -Didesoxynukleotid eingebaut wird, da®wosition 3 ein H-Atom anstelle der tblichen
OH-Gruppe enthalt; daraus folgt, dass keine Vermgdzum nachsten Nukleotid méglich ist
(Abbruch der Nukleotid-Kette).

Das Verhaltnis der Desoxynukleotide zu Didesoxyeotitlen wird so gewdahlt, dass im
statistischen Mittel in jedem Reaktionsgemischeatej Position ein ddNTP zumindest einmal
eingebaut wird. Die vier ddNTPs (ddATP, ddCTP, d&GTddTTP) sind jeweils an
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Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt, die unterschikdli&Emissions- und Absorptionsspektren
besitzen. Die so entstandenen markierten DNA-Fraggngerden entsprechend ihrer Lange in
einer Kapillare elektrophoretisch aufgetrennt. [Dureinen stationaren Laser, der die
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe der ddNZirsSekundarstrahlung anregt, kann jede
Base identifiziert werden. Das entstehende Bandstenientspricht der Basenabfolge des
DNA-Molekils. Die ermittelten Daten kdnnen zur Awstung in  Form von

Kurvendiagrammen (Elektropherogramm) dargestelities.

Nach Angaben des Herstellers erfolgte die Sequemmereaktion mittels PRISM Ready
Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosys&mim
Thermozykler Perkin Elmer Gene Amp 9600 durchgefuhr

Der Ansatz fur die Sequenzierungs-PCR setzte sietiolgt zusammen:

4 pul - Terminationsmix (ANTPs, ddNTPs, AnidicDNA Polymerase, Puffer)
2 ul - Sequenzierungsprimer (1,6 pmole/ul)
600 ng Plasmid-DNA

~ il Aqua ad inject.

10 ul  Gesamtvolumen

Bei der Cycle-Sequenzierung wird das zu sequemder®NA-Fragment in 25 Zyklen linear

nach folgendem PCR-Standardprogramm amplifiziert:

10sec 96°C Denaturierung
10sec  50°C  Primer-Anlagerung

4 min 60°C  Primer-Verlangerung
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Nach der Sequenzreaktion wurden die PCR-Produkieinggt. Dabei wurden jeweils 1/l
Amplifikat mit 10 pul Aqua dest. einer Saulenreimgu(Sephadex G 50 Fine DNA Grade)
untergezogen, um die Uberschissigen ddNTPs zureenfeDie Didesoxynukleotide wirden
bei der automatischen Sequenzanalyse auf Grund HMFrereszenzmarkierung zu einer
Verfalschung des Ergebnisse fuhren. Die Sequenep(d® pl PCR-Ansatz + 10 ul.8)

wurde auf ein Sephadex-Saulenbett gegeben und Ban8000g einrotiert.

Anschlieliend wurden die Proben nach Zugabe von Bapépuffer [5 Teile deionisiertes
Formamid/1l Teil EDTA (25 mM EDTA + 50 mg/ml DextraBlau)] bei 90°C fir 2 min
denaturiert und nach sofortiger Uberfiihrung auf HEisn Sequenzierer transportiert. Die
hergestellten DNA-Fragmente wurden danach elelpkbtietisch aufgetrennt. Dabei wurde ein
Polymer Pop 6 (PE Applied Biosystems) und eine &ufapillare (Abstand bis zum Detektor
30 cm) verwendet.

2.2.8. Nachweismethoden zur Genotypisierung der idéfizierten Varianten
2.2.8.1. Uberblick Uiber die Bestatigungsmethoden

Nach abgeschlossener systematischer Variantensuoulttels PCR-SSCP-Analyse jedes
einzelnen Amplifikates des kardialen Troponin T &eond der Identifizierung der
unterschiedlichen Bandenlaufmuster durch die Set@emgsmethode nach Sanger konnten

fur die gefundenen Ergebnisse spezifische Bestédgnethoden etabliert werden.

Die PCR-SSCP-Analyse ermoglicht es, ca.70-95 %vigationen in einem PCR-Produkt um
die 200 Bp zu finden. Die Sensitivitat der Methodl@mt mit der Grol3e des PCR-Amplifikates
ab [Grompe (1993) Des Weiteren ist dieses eine Methode bei deGaie per Augenschein
nach unterschiedlichem Laufmusterverhalten ausdetm@erden. Dies kann dazu fiihren, dass
Varianten tbersehen werden, weil diese sehr nainan Bande des Hauptstranges liegen oder
durch die PCR-Amplifizierung und der Beladung dealyBcrylamidgele unterschiedliche
Starken der Banden verursacht werden, die zu dineahme einer Bandenmusterabweichung
fuhren kdnnen. So kodnnen falsch-positive Ergebnisedt vermieden werden, weil die
Methode keine 100%ige Sensitivitdt garantiert. ieachtend wurden bei der Variantensuche
mittels PCR-SSCP-Analyse zwei unterschiedliche tEdgkoresebedingungen (RT; 4°C)
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gewdahlt. So kann davon ausgegangen werden, daggdde Teil der Mutationen in einem

Fragment bis zu einer Fragmentlénge von 300 Bptiitrwird [Hayashi et al. (1998)

Durch die Etablierung von geeigneten Bestatigungfsmden wie Heteroduplexanalyse, RFLP-,
ACRS-Assay und Kontrollsequenzierung wurde die Aertsang der PCR-SSCP-Analyse
nochmals in allen Fragmenten mit identifizierterrisfaten im Probandenkollektiv kontrolliert,

um somit die Validitat der Ergebnisse zu gewéhseis

2.2.8.2. Heteroduplexanalyse

Die Heteroduplexanalyse ist eine Methode, bei derkemplementarer DNA-Doppelstrang
(Homoduplex) mit einem nicht-komplementaren DNA-Pelstrang (Heteroduplex) des
gleichen Fragmentes, welcher einen Einzelbasenmastdmismatch) sowie eine Insertion oder
Deletion enthalten kann, elektophoretisch nebenéieraaufgetrennt wir@White et al. (1992),
Dianzani et al. (1993), Nagamine et al. (198®)je Sensitivitat betragt annahernd der SSCP-
Analyse und liegt bei Fragmenten kleiner als 30bBjpca. 80%Grompe (1993)

Angewendet wurde die Methode um die Inserf@@TTCT)/(CTTCT))] im Intron 3 an
Position —11 de§NNT2zu bestatigen. 4ul des PCR-Produktes ctntex 3dlevbei 95°C im
Thermozykler denaturiert und bei Raumtemperaturgdam abgekihlt. Durch den
Denaturierungsschritt wird der DNA-Doppelstrangzimei Einzelstrange geteilt und kann sich
wahrend der Abkihlung wieder aneinander lagern,eivdbr Homoduplex sich komplementar
bindet und der Heteroduplex eine andere Sekundirstrausbildet, da durch den ,mismatch”

keine komplette Hybridisierung erfolgen kann.

Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurden dieatdeerte Probe mit 5 pl

Agaroselaufpuffer (s. 2.2.5.2.) versetzt. Auf ebPdges Polyacrylamid-Gel (Acrylamid:Bis-

Acrylamid 49:1) wurden 6 pl des Gemisches aufgetragd elektrophoretisch (RT, 120 V, 3-4
Stunden, in 0,5fach TBE) aufgetrennt. Durch diechls3ende Silberfarbung (s. 2.2.5.3.)
konnten die unterschiedlichen Banden sichtbar gbetwaerden.

Die Heteroduplexe wandern auf Grund ihrer veraedeSekundarstruktur im Bereich des

»,mismatches" langsamer durch das Acrylamidgel asHbmoduplexe. So zeigen sich neben
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demWildtypmuster noch zusatzliche Banden. Eine Ausweytdes Heteroduplex-Gels erfolgt
wie bei der SCCP-Analyse am unterschiedlichen Bamdister (s. Abb. 11, Bild C, S. 46).

2.2.8.3. Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismugnalyse

Die Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus-Asal{RFLP, engl. restriction fragment
length polymorphism) ist eine Technik bei der inmobogen Chromosomenregionen DNA-
Sequenzunterschiede bestehen, die dazu flhren,bgassinem Restriktionsverdau mittels
geeigneter Endonukleasen und anschlieBender QGetglekrese DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange entstehen. Im Falle eiredetdzygotie entstehen je nach verwendetem
Restriktionsenzym Restriktionsfragmente untersditieer Lange. Handelt es sich um
Homozygotie gibt es ein Fragment, wobei diesesneimer beiden Fragmentlangen der
heterozygoten Konstitution entspricht. Ein RFLPstasch somit als genetischer Marker einer

identifizierten Variante in einem Kollektiv verwesNathans et al. (1975)Yeaver (1997)

Nach fragmentspezifischer PCR-SSCP-Analyse und éeiprung des Amplifikates konnten
in der vorliegenden Arbeit fur einige der charakierten Varianten passende
Restriktionsenzyme fir die RFLP-Analyse mit dem @aterprogramm ,Husar® des
Deutschen Krebsforschungszentrums Heidelberg (DKIemnittelt werden. Durch das
Unterprogramm ,Mapsort* wurde ein Restriktionsverdech Eingabe des zu untersuchenden
DNA-Abschnittes simuliert. Dadurch konnte eine ideandonuklease ausgewahlt werden, die
durch ihre Erkennungssequenz das PCR-Produkt inigrgge Restriktionsfragmente

unterschiedlicher Lange schneidet.

Exon | Restriktions- Isolationsquelle Erkennungssequenz und| Inkubations-
enzym Schnittstelle temperatur
9 Taqg| Thermus aquaticus YTI 5. T'CGA...3" 65°C
3...AGGC,T...5'
10 EcoNI Escherichia coli 5...CCTNN'NNNAGG...3’ 37°C
(NEB 441) 3"...GGANNNNNNTCC...5
15 TRl Thermus species R. 5"..NNCAGTGNN....3" 65°C
3"...NNGTCACNN...5
16 BsRI Bacillus stearothermophilus | 5"... ACTGGN....3 65°C
(NEB 447) 3..TGAGCN...5
16 Smal Serratia marcescens Sb 5"...CCC'GGG...3’ 30°C
3"...GGGCCC...5

Tab. 3: Restriktionsendonukleasen fiir die RFLP-gs& symbolisieren die Schnittsteltg:
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Nach Bestimmung der spezifischen Endonuklease geefolfir jedes Fragment eine
Restriktionsenzyms-Optimierung. Laut Angaben desstdlers wurde ein Standardansatz
[1,5ul spezifischer Puffer, 2,5-10 U/ul Enzym, jemd&nzym 10/20 mg/ml BSA (bovines
Serumalbumin), Aqua ad inject. ad 15 pl GesamtvelinReagenzien hergestellt. Variiert
wurden die zugefigte PCR-Produktmenge und die daiim Verdau bendtigte Menge an
Restriktionsenzym. Bendtigte ein Enzym fur seinstRdionstéatigkeit BSA, so wurde dieses
ebenfalls angepasst. Unter Konstanthaltung der r@®@gslumenmenge, der

Inkubationstemperatur und —dauer wurde so ein @btsnErgebnis erreicht, welches mittels
Gelelektrophorese auf 10% Polyacrylamid-G&rylamid:Bisacrylamid 49:1, in 0,5fach TBE,

Laufzeit ca. 2h, bei RT, 7 pl Gemisch (15 ul Staddasatz und 5 pl Agaroselaufpufferund
mit anschlielender Silberfarbung (s. 2.2.5.3.) piidr wurde.

12 34567
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250 Bp == -
-l w -==232 Bp
200 Bp == “_"- -==189 Bp

150 Bp == -

100 Bp=e— i -
20 Bp-=— W - 11Bp

Abb. 5: Optimierungsanalyse fir RFLP-As$goNI fur die Variante IVS9 -97 (CCCCC/CCCC). Spur 1 ané&0
Bp-Marker. Spur 2: unverdaute Probe mit 244 Bp-@&rdBpur 3 und 5: heterozygoter Patient. Spur 4 &ind
CCCcCcC-Allel. Spur 3 und 4: 15 W/Enzymmenge. Spur 5 und 6: 7,51UEnzymmenge.

2.2.8.4. Amplification Created Restriction Site-Asay

Durch das Amplification Created Restriction SitesAg (ACRS-Assay) erfolgt eine

Vermehrung eines bestimmten Genes mittels PCR-TkechbDie Verwendung eines
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fehlgepaarten Oligonukleotids (,mismatch“-Primenstelle eines komplementar bindenden
Primers bewirkt eine Veranderung der Amplifikatseagi an einer definierten Position. Diese
Sequenzabweichung kann nun in der RFLP-AnalyseRaistriktionsschnittstelle fir eine

Endonuklease diengHhlalliassos et al. (198R)

Wildtyp Mutante
Template-Allel 5-....CAGGAGAAGT....-3 5-....CAGGAGAGGT....-3
3-Ende des ,mismatch“- Primers  5'-.... CAGAAGA-3' 5-....CAGAAGA-3
PCR-Produkt 5-....CAGAAGAAGT....-3 5-....CAGAAGAG,GT....-3
keineEarl Schnittstelle Earl Schnittstelle

Abb. 6: Prinzip des ACRS-Assays des Austausches AABGG an Position 69 im Exon 14. Die unterstriehe

Base markiert den ,mismatch”, die fettgedruckteRiisition der Variante bzw. die Variante und dasi$yl A die
Earl Schnittstelle.

Der ,mismatch“-Primer wurde durch Variation der Aifikatsequenz am 5'-Ende zwei bis
vier Basen vor dem Austausch AAG zu AGG an Posit®nim Exon 14 ermittelt. Das
fehlgepaarte Oligonukleotid endet mit seinem 3'-&mine Basenposition vor der Variante.
Dies beeintrachtigt die Synthese eines PCR-Ampliék durch didagPolymerase nicht. Sie
kann Uber den eingebauten ,mismatch“ an Positiomi zZws vier des Forward-Primers

hinweglesen. In der folgenden Tabelle ist das Rpaee fir das ACRS-Assay abgebildet.

Durch das Computerprogramm ,HUSAR" des DKFZ (Tab.kbnnte analog zur RFLP-
Analyse ein geeignetes Restriktionsenzym ausgewddntien. Der Restriktionsverdau erfolgte

wie im Kapitel 2.2.8.3 beschrieben.

. . ) Fragment- GC- Annealing-
Primer Oligonukleotid-Sequenz groRe Anteil temperatur
ctntex14 FM 5 -AGAGAAGTTCGACCTGCAGAA;GA-?» 153 Bp 58 % 60°C
WT- G
Sequenz
ctntex14 RM 5-“GGGTCCCTGTCCCTATTCCCC-3

Tab. 4: Primerpaar fur das ACRS-Assay zur Genagpisg der Variante AAG zu AGG an Position 69 inpEx
14,
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Exon Restrikions- Isolationsquelle Erkennungssequenz u. Inkubations-
enzym Schnittstelle temperatur
14 Earl Enterobacter aerogenes 5.... CTCTTC(N)....3’ 37°C
(NEB 450) 3"....GAGAAG(N),....5"

Tab. 5: Restriktionsendonuklease fir ACRS-Assay

2.2.8.5. Kontrollsequenzierung einzelner identifiarter Varianten

Die Sequenzierungreaktion nach Sanger Uberprift definiert die zuvor einklonierte
genomische Nukleotidsequenz. Mit dieser Methodestlasich die aufgetretene
Laufmusterveranderung im SSCP-Gel genauer bestimmed durch wiederholtes
Sequenzieren bestatigen.

FOr die Varianten im Intron 5 (IVS5 -49 G/A), Introll (IVS11 -32 C/A) und den
Basenaustausch TCG (Ser)/TCA (Ser) im Exon 8 aiti®og konnten keine oben genannten
Nachweismethoden etabliert werden. Durch wiedegholAmplifizieren der einzelnen
Fragmente nach PCR-Standardprotokoll wurde das P@Rukt einkloniert und sequenziert (s.
2.2.6. -2.2.7.). Der Vergleich der Sequenzierurggdmnisse mit den bekannten Gensequenzen

fur die jeweiligen Fragmente bestatigte die Koinektder ermittelten Varianten.

2.3. Statistische Parameter

2.3.1. Bestimmung der Allel- und Genotypverteilungnach dem Hardy-Weinberg-

Gesetz

Allele sind bestimmte Ausfiihrungen eines Gens, idiehomologen Chromosomen an
homologen Genorten (loci) lokalisiert sind. In diplen Individuen sind jeweils zwei Allele

desselben Gens vorhanden, diese kdnnen identiseh v@ischieden sein. Die genetische
Konstitution (Genotyp) eines Organismus wird alsnbaygot bezeichnet, wenn die beiden
Allele gleich sind, wobei sie homozygot fir unténedliche Allele sein kénnen. Weichen 2
Allele an einem Locus voneinander ab, handeltaswgin einen heterozygoten Merkmalstrager.
Die Auspragung eines bestimmten Gens wird, die @#sat der sichtbaren Merkmale eines

Organismus, dagegen als Phanotyp bezeichnet.

35



Methoden

Unabhéngig voneinander erkannten die Wissenschdftseedy und Weinberg 1908, dass
bestimmte Regeln fir die qualitative und quantiaWerteilung von Allelen unter Individuen
einer Population zwischen aufeinanderfolgenden faéineen von Organismen bestehen. Fir
eine solche Mendel-Population gelten die MendelsdRegeln, Diploidie, Panmixie (zufallige
Fortpflanzung innerhalb einer Population), die gmmial grol3e Population (verhindert zufallige
Verteilungsabweichungen) und der Ausschluss voekBeh und Migration. Nach Hardy und
Weinberg lasst sich fir die Allelenfrequenz, dieufigkeit mit der zwei Allele innerhalb einer
Population an einem Locus vertreten sind, eine dbexig ableiten. Fiur die Allele p und g in

einer Population gilt:
p+q=1(100% )

Daraus ergibt sich, dass die Frequenz eines Adiglschen 0 und 1 schwankt. Homozygotie
innerhalb einer Population liegt vor, wenn die ket eines Allels 1 ist. Tragt kein Mitglied

der Gruppe dieses Allel, so ist die Haufigkeit 0.

Die Haufigkeitsverteilung dieser Allele in einerfdation, die den oben genannten Kriterien

entspricht, lasst sich wie folgt beschreiben:
p? + 2pq + o = 1 (Hardy-Weinberg-Formel)

Es ergibt sich fir Homozygote der Konstitution pe Haufigkeit p x p = fi der heterozygote
Genotyp pq setzt sich zusammen aus (p x q) + (p) ¥ ®pg und die homozygote
Allelenverteilung gq entspricht q x g Z.dparaus kann man die Haufigkeit der Genotypen

berechnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden nach der PCR-S8G&alyse die einzelnen Acrylamidgele
wie folgt ausgewertet. Zeigten sich im untersuchtéfrobandenkollektiv keine
Laufmusterveranderungen, so wurde dieses mit Wildilel (WT) bezeichnet. Wurden
Abweichungen festgestellt, wurde das Allel mit Héheren Verteilung an diesem Genlocus mit
1 und das andere mit 2 bezeichnet (arbeitsgruppeiiisgche Benennung). Ergab sich aus der
Kombination der Laufmusterabweichungen von Allairid Allel 2 eine bis dahin noch nicht
benannte Allelvariante, so wurde diese mit 12 Kiagst.
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DNA- | SSCP-Ex2 | SSCP-Ex3¢

=

RT | 4°C | RT | 4°C
3 | WT | WT | 12 12
6 | WT | WT | 12 12
7
8

WT | WT | 12 12
WT | WT | 22 22

9 WT | WT | 12 12
13 | WT | WT | 12 12
14 | WT | WT | 22 22
15 | WT | WT | 11 11
18 | WT | WT | 22 22
20 | WT | WT | 22 22
22 | WT | WT | 22 22
25 | WT | WT | 11 11

Tab. 6: Auswertung der SSCP-Gele von Exon 2 undhBxobei Raumtemperatur (RT) und 4°C

In dieser Arbeit wurden die einzelnen Varianten iéwé Ubereinstimmung mit dem Hardy-
Weinberg-Gesetz hin Uberprift. Das heil3t, es wudlideerwarteten Genotypenverteilung mit
Hilfe des Hardy-Weinberg-Gesetzes errechnet und basbachteten Genotypenverteilung
gegenibergestellt. Es wurde gepriuft, ob die bedbirh Werte im Hardy-Weinberg-
Equilibrium liegen. Die Ubereinstimmung der beoliatén und der erwarteten Werte wurde

mittels x> Tests auf signifikante Abweichungen hin gepriift.

2.3.2. x>-Wert

Der x*Test wird benutzt, um die Wahrscheinlichkeit zumigteln, ob ein experimentell
beobachtetes Ergebnis (B), dem angenommenem MitelWE) einer normierten
Zufallsverteilung, gleichsteht.

Testwert: = (E-B)?/ E

Mit dem Xx>Test kann eine statistische Aussage Uber die fikignz der Abweichung der
beobachteten von der erwarteten Genotypenhaufigksitacht werden. Es findet somit eine
Uberprufung statt, ob in einer Population eine Naumrteilung der Genotypen nachdem

Mendelschen Gesetz besteht.
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Die Anzahl der Freiheitsgrade muss bertcksichtgtden, wenn mehrere zusammenhangende
Werte auf ihre Signifikanz hin kontrolliert werdsallen. Wobei die Anzahl der Freiheitsgrade

f immer kleiner als die Gesamtzahl der Beobachtmdggichkeiten n ist.
Freiheitsgrad: f= n-1

In Statistiktabellen kann nun eine Korrelation zhisn dem Freiheitsgrad f, defh-Wert und
der Wahrscheinlichkeit p erfolgen. Signifikant pst 0,05, das heil3t, Werte in diesem Bereich

sprechen mit grof3er Wahrscheinlichkeit dafur, ddies Genotypen dieser Population dem

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht entsprechen.

38



Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1. Mutationen und Polymorphismen im kardialen Trgponin T Gen

Bei 63 konsekutiven, nicht verwandten Patientenhyyitertropher Kardiomyopathie wurde ein
systematisches Mutationsscreening TNNT2Gen Exon 2-16 incl. Exon-Intron-Grenzen (s.
2.1.5.) mittels PCR-SSCP-Analyse auf Polyacrylaelen in den Jahren 1996-1998
durchgefuihrt. Ergaben sich genetische Variantemdevudiese kloniert, sequenziert und mit
einer unabhangigen Nachweismethode (s. 2.2.8.fftabgt. Zusatzlich wurden dann 48
Personen mit dilatativer Kardiomyopathie und 46sBeen eines Normalkollektivs auf die
identifizierte Variante hin untersucht. Wir konntensgesamt 11 genetische Varianten

identifizieren.

Es fanden sich zwei Mutationen, die jeweils eine idosauresubstitution (Arg278Pro,
Lys253Arg) zur Folge hatten. Andere Mutationen iradgn 278 wurden in der damaligen
Literatur bereits als krankheitsverursachend fuiMHa2schriebefWatkins et al. (199%) Kein
anderer Proband aus dem Gesamtkollektiv wies dMattion auf. Die anschliel3ende
Familienuntersuchung bei diesem Patienten ergals, zi@ei von den drei untersuchten Kindern
ebenfalls positiv fur diese Mutation sind. Die Midga Lys253Arg konnte bei insgesamt 3
Probanden ermittelt werden. Dabei handelt es sishzwei unverwandte Personen aus dem
DCM Kaollektiv sowie um eine Person aus dem Normidédktiv. Es erfolgt durch den AS-
Austausch keine Ladungsanderung. Eine Mutationiesed Position ist in der Literatur vorher

nicht erwdhnt worden.

Die anderen identifizierten Varianten waren zweaizZ€ibasenaustausche im Exon ohne AS-
Austausch (Ser69Ser, lle106lle), eine 1-Bp DeletjtviS9 —97 (CCCCC/CCCQ) vier
Einzelbasensubstitutionen im IntrfivS3 —11 (CTTCT)/(CTTCT),, IVS5 —49 G/A, IVS11 —
32 A/IC, IVS14 -33 T/Cund zwei 3'UTR-Einzelbasenaustausche (+6 C/T 3'UF87 G/A
3'UTR) (s. Tab. 7). Die Lokalisation der identifizien genetischen Varianten ist in der

schematischen Ubersichtszeichnung (Abb. 7) darjeste
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Fragment

Exon 1
Exon 2
Exon 34
Exon 5
Exon 6
Exon 7
Exon 8
Exon 9
Exon 10
Exon 11
Exon 12
Exon 13
Exon 14
Exon 15
Exon 16
Exon 16

Exon 16

Variante

Startkodon im Exon 2

keine

IVS3 -11 (CTTCEHCTTCT),
keine

IVS5 -49 G/A

keine

Ser69Ser (G207A)

lle106lle (T318C)

IVS9 —97 Deletion CCCCC/CCCC
keine

IVS11 -32 C/A

keine

Lys253Arg (A758G)

IVS14 -33 T/C

Arg278Pro (G833C)

+6 C/T in 3UTR

+67 G/Ain 3UTR

HCM-Pat.
(n=63)

Wildtyp
63,49%/36,51%
Wildtyp
56,35%/43,65%
Wildtyp
87,30%/12,69%
70,63%/29,37%
98,41%/1,59%
Wildtyp
68,25%/31,75%
Wildtyp
Wildtyp
93,69%/6,35%
Mutante
99,21%/0,79%

97,62%/2,34%

DCM-Pat.
(n=48)

Wildtyp
56,25%/43,75%
Wildtyp
52,08%/47,92%
Wildtyp
94,79%/5,20%
68,75%/3%2
009%4/0%
Wildtyp
67,71%/32,29%
Wildtyp
Mutante
86,46%/13,54%
Wildtyp
97,92%/2,09%

98,96%/1,04%

Kontrollen
(n=46)

Wildtyp
63,04%/36,96%
Wildtyp
,09%/48,91%
Wildtyp
94,56%/5,43%
72,83%/27,17%
97,83%/2,2%
Wildtyp
72,82%/27,18%
Wildtyp
Mutante
3,48%/15,22%
Wildtyp
97,83%/2,17%

98,91%/1,09%

Bestatigung

Heteledup

Kontrollsequenzierung

Kontrollsequenzierung
RFLP nifiaq|

RFLP niticoNI

Kontrollsequenzierung

ACRS-Assay mikarl
RFLP mitspRI

RFLP mitSmal
RFLP m&mal

RFLP misRI

Tab. 7: Zusammenfassung der identifizierten Vagiamin TNNT2bei Patienten mit HCM, DCM und der Kontrollgruppée Allelfrequenzen sind in Prozent angegeben.
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Abb. 7: Lokalisation der identifizierten Ergebnisse TNNT2Exon 2-16[modifiziert nach Thierfelder et al. (199B)Die ausgefulliten Kasten bezeichnen die Exon-Atigteh
Zahlweise nach der kardialen Troponin T SequenZRddte[Jin et al. (1993) Der gestrichelte Kasten gibt die unbekannte 3er2e fiir Exon 2 an. Das Startkodon liegt im
Exon 2. Im Exon 16 befindet sich das Stopkodon TAG.
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Im Folgenden werden die einzelnen Varianten deefifedDie Veranderung der Gensequenz,
die Methodik der Genotypisierung, die Haufigkeitse#ung der detektierten Varianten in den
drei Kollektiven und das erwartete Auftreten nachr dHardy-Weinberg-Formel wird

beschrieben.
3.1.1.  Mutation Arg278Pro (CGC/CCC) (G833C)

Im Exon 16 deSNNT2konnte eine bislang nicht beschriebene Mutatiarelmem Patienten
mit hypertropher Kardiomyopathie ermittelt werd&me liel3 sich sowohl bei Raumtemperatur
und 4°C in der SSCP-Analyse nachweisen (Abb. 1@, A). Durch Klonierung des aberranten
PCR-Produktes (s. 2.2.6.) und anschlieRende DNA«Semerung wurde eine-GC Transition

an Position 12 im Exon 16 (G833C) nachgewiesen (Al Bild D). Aufgrund dieser
Substitution kommt es zu einem Aminosaureaustawsrhpositiven Aminosaure Arginin
(CGC) zu der neutralen AS Prolin (CCC) im Kodon 2& die Variante im Bereich der
Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklé&asal liegt, konnte zur Bestatigung eine
RFLP-Analyse angewandt werden. Bei der Amplifikatider genomischen DNA mit dem
Primerpaar ctntex 16 F/R entsteht ein 189 Bp grdBER-Fragment. Unabhangig vom
Vorhandensein der Substitution ergibt sich n&inalVerdau immer ein 44 Bp grol3es
Fragment. Der Patient mit der LaufmusterabweichumgSSCP-Gel wies noch Banden der
Grol3e 147 Bp, 104 Bp und 43 Bp auf. Bei Personerha@mozygot fur das G-Allel sind, zeigte
sich zusétzlich noch ein 147 Bp-Fragment. Wie inSBCP-Analyse bereits ausgewertet, war
kein Proband homozygot fur das C-Allel (Abb. 10088).

Phanotypisch wies der Patient eine typische hygame obstruktive Kardiomyopathie
(HOCM) auf (Diagnose: Herzkatheter 1987). Echolagdiphisch stellte sich ein
interventrikularer Septumdurchmesser von 24 mmge eifinterwanddicke mit 11 mm
(Sept./HW.: 2,18) und ein Gradient von 28 mmHg herdm November 1995 erhielt er einen
AICD bei spontaner monomorpher nicht-anhaltendetrilailarer Tachykardie. Anamnestisch

bestand kein Anhalt fur: arteriellen Hypertonus,FHhder Diabetes mellitus.

Es bestand die Méglichkeit, einige Familienmitghedu untersuchen. So konnte die Variante
Arg278Pro bei zwei Tochtern des Patienten nachgenieverden. Der ebenfalls untersuchte
Sohn war negativ. Auf Grund der griechischen Helftkdar Familie und des nur sehr kurzen
Aufenthaltes der Kinder in Deutschland ergab siahtndie Moglichkeit einer intensiven
kardiologischen Diagnostik
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+ 46

+ 22 -15 +19

Abb. 8: Stammbaum der Familie des IndexpatienterAINX 100 (ll/1). Kreis, weiblich; Quadrat, mannlich
ausgefilltes Symbol, HCM-Phanotyp; +, Mutationstrég-, genotypisiert, aber kein MutationstragergilPf
Indexpatient; 46, Angabe des Alters zum Zeitpumkt@enotypisierung

Das Kodon 278 ist sowohl beim Mensch, Schaf, RRited und Maus hoch konserviert.

Lys > Arg
Kodon 27¢

Kodon 25:
Arg > Prc

Mensch  :242 NLEAEKFDLQEFKQQKYEINVLRNRINDNQKVSKTRGKAKVTGRWK 288

Schaf : 241 DLEAEKFDLQEFKQQKYEINVLRNRVNDNQKVSKTRGKAKVTGRWK 287
Ratte : 253 NLEAEKFDLQEFKQQKYEINVLRNRINDNQKVSKTRGKAKVTGRWK 299
Rind : 238 DLEAEKFDLQEKFKQQKYEINVLRNRINDNQKVSKTRGKAKVTGRWK 284
Maus : 255 NLEAEKFDLQEKFKQQKYEINVLRNRINDNQKVSKTRGKAKVTGRWK 301
Huhn : 253 DLEAEKFDLQEKFKRQKYEINVLRNRVSDHQKVKGSKAARGKTMVGG 299

Abb. 9: Homologievergleich der Variante Arg278ProdulLys253Arg zwischen den Proteinsequenzen des
kardialen Troponin T und verschiedenen Spezies.

Genotypen
HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46
Beobachtet
GG 62 48 46
CC 0 0 0
G/C 1 0 0

Tab. 8: Beschreibung der beobachteten Genotypehldition Arg278Pro (CGC/CCC) im Exons 16.

43



Ergebnisse

BildA: 1234567 8

BildB: 1234567

gt be 1 5 ey
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150 Bp== & Ly b b = =147 BEp
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|

Abb. 10: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 16 bei Raungenatur . Spur 1-4: HCM-Patienten. Spur 5: Indarpatl3
(IVS +6 C/T 3'UTR). Spur 6: Indexpatient 65 (IVS#6&/A 3'UTR). Spur 7: Indexpatient 100 (Arg278PrSpur
8: H,O-Kontrolle. Bild B: SmalVerdau von ctntex16 mit den Indexpatienten 13, 68 100. Spur 1: 100 Bp-
Marker. Spur 2 und 7: 50 Bp-Marker. Spur 3-6: vetd?CR-Produkte. Bild C: SSCP-Analyse TroponinI6e
Klone vom Indexpatienten 100. Spur 1-3: C-Allel-Kl&Spur 4-5: G-Allel-Klon. Spur 6: Indexpatient 16$nes
PCR-Produkt. Spur 7: Klon 19. Spur 8:,MKontrolle. Bild D: Sequenzierungsausschnitt vantex 16

Indexpatient 100. Mit Punkt markierte Position keginhnet den G C-Austausch im Kodon 278.

3.1.2. Variante IVS3 -11 (CTTCT)/(CTTCT)

Die Variante IVS3 -1{CTTCT)/(CTTCT), wurde mittels SSCP-Analyse sowohl bei 4°C als
auch bei Raumtemperatur festgestellt (Abb. 11, B)ldBei dieser Veranderung handelt es sich
um eine Insertion (CTTCT)(CTTCT), im Intron 3 an Position —11. Das durch das Primarp
ctntex34 ebenfalls untersuchte Exon 3 und 4 zeigiee Sequenzénderung. In allen drei
Kollektiven war der Anteil der heterozygoten Anlagger (CTTCTY(CTTCT), am
haufigsten. Bei der Verteilung der homozygoten &aen konnten mehr Trager mit der
Variante (CTTCT) als mit der Variante (CTTC7T)nachgewiesen werden. Die Bestatigung
erfolgte mittels Heteroduplexanalyse. Die ProbandeisSCP-Gel als homozygot fur die eine
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oder andere Variante benannt, zeigten nur eine @Bender Auswertung als die heterozygoten

Trager mit einer Doppelbande.

Genotypen Allelfrequenzen

HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen

n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
(CTTCT), 8 8 6 (CTTCT), 46 42 34
(CTTCT), 25 14 18 -Allel (0,3651) | (0,4375) | (0,3696)
(CTTCT) 30 26 22
(CTTCT),
Erwartet
(CTTCT), 8,39 9,17 6,28 (CTTCT), 80 54 58
(CTTCT), 25,39 15,19 18,28 -Allel (0,6349) | (0,5625) | (0,6304)
(CTTCT) 29,21 23,625 21,43
(CTTCT),

Tab. 9: Ubersicht (iber die beobachteten und erteart8enotypen und Verteilung der Allelfrequenzen
der Variante IVS3 -11 (CTTCT)CTTCT),.. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

HCM DCM Kontrollen
p-Wert 0,896 0,875 0,994
X2-Wert 0,895 0,266 0,123

Mit dem x%Test kann eine statistische Aussage iber die fiignz der Abweichung der
beobachteten von der erwarteten Genotypenhaufigkeitacht werden. Es findet somit eine
Uberprufung statt, ob in einer Population eine Nauarteilung der Genotypen nachdem
Mendelschen Gesetz besteht. Fur die Variante IMI3(€TTCT)/(CTTCT), konntekeine
Abweichung zwischen den erwarteten und beobacht€&enotypen in den einzelnen

Kollektiven ermittelt werden.

Die Variante liegt auf3erhalb von Spleiss-Konsereyssnzen, ein Einfluss auf das Spleissen

MRNA ist daher unwahrscheinlich

der Troponin T

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)
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BildA: 1234567 Bild B:

ACTTECTCTTCTG AG
il (A 230

- '

Abb. 11: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 34 HCM-Kollekbei Raumtemperatur. Spur 1: Marker. Spur 2 und 7
H,O-Kontrolle. Spur 3 und 5: Heterozygoter Merkmalgar. Spur 4: Homozygoter Merkmalstrager fir (CTJ,.CT
Spur 6: Homozygoter Merkmalstrager fur (CTTEBild B: Sequenzierungsausschnitt von ctntex 3#t.3¢tich
markierte Positionen kennzeichnen die Variante (CT)} im Intron 3 an Stelle —11. Bild C: Heteroduplexssa
ctntex 34. Spur 1: Marker. Spur 2: unverdaute ProSpur 3: (CTTCTyAllel. Spur 4, 5 und 7:
(CTTCTY/(CTTCT),-Allel. Spur 6: (CTTCT)-Allel.

3.1.3. Variante IVS5 -49 G/A

Durch das Primerpaar ctntex 6 konnte diese Variamtger Position —49 im Intron 5 sowohl bei
Raumtemperatur als auch bei 4°C im SSCP-Gel idgetif werden (Abb. 12, Bild A). Es
handelt sich um einen Einzelbasenaustausch (G#MXCM-Patientenkollektiv sowie in den
beiden Vergleichsgruppen zeigte sich wie bei deenolgenannten Variante IVS3 -11
(CTTCTY/(CTTCT), eine vermehrte Anzahl der heterozygoten AnlagetriageVergleich zu
den homozygoten Tragern.

Da die Variante nicht in einem Bereich eines Riesbnsenzyms lag, konnte hier keine RFLP-
Analyse etabliert werden. Auch liel3 sich kein Arfigdition Created Restriction Site-Assay
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(ACRS) durchfuhren, der modifizierte Primer konnteht optimiert werden. Die Korrektheit
der vorliegenden Variante wurde mittels Kontrolisewgierung bestéatigt.

Genotypen Allelfrequenzen
HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
GG 19 11 11 G 71 50 47
AA 11 9 10 -Allel (0,5635) (0,5208) (0,5109)
G/A 33 28 25
Erwartet

GG 20,00 13,02 13,59 A 55 46 45
AA 12,00 11,02 11,00 -Allel (0,4365) (0,4792) (0,4891)
G/A 30,99 23,96 22,99

Tab. 10: Darstellung der beobachteten und erwart@tnotypen und der ermittelten Allelfrequenzen der
Variante IVS5 -49 G/A. Die Allelfrequenzen sinddtammern angegeben.

HCM DCM Kontrollen
p-Wert 0,903 0,714 0,799
X2-Wert 0,204 0,674 0,449

In den jeweiligen Kollektiven besteht keine Abweinly zwischen der Anzahl der beobachteten

und erwarteten Genotypen.

Die Variante liegt im Intronbereich. Es konnte k&imfluss auf eine mégliche Veranderung
wahrend des Spleissens ermittelt werden. Ein Effekif die Funktion ist daher

unwahrscheinlich.
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BildA: 1 2 3 4 5 Bild B:

— —

AEEEEGE ACT TG A

Abb. 12: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 6 bei 4°C. 5fpuG/A-Allel. Spur 2 und 3: G-Allel. Spur 4 und A-
Allel. Bild B: Sequenzierungsanalyse fur die VatetvS5 —49 (G/A). Die mit dem Punkt markierte Riosi
zeigt den G- A Austausch.

3.1.4. Polymorphismus Ser69Ser (TCG/TCA) (G207A)

Eine Laufmusterabweichung zeigte sich besser bemamperatur als bei 4°C in der SSCP-
Analyse des Exon 8-Abschnittes des kardialen TriopdrGens durch den Primer ctntex 8 F/R
neu (Abb. 13, Bild A). Bei dieser Variante hanadtsich um einen G zu A Austausch im Exon
8 an Position 4. Bei diesem Austausch kommt esemek Anderung der Aminosauresequenz
(Ser zu Ser).

Das Basentriplett TCA konnte bei einem Patientes)HIEM-Kollektives gesehen werden. Im
Vergleichskollektiv trat diese Variante nicht aHier wurde bei insgesamt 43 DCM-Patienten
und 41 Kontrollen das Triplett TCG identifiziert.eB48 HCM-Patienten zeigte es sich
ebenfalls. In heterozygoter Form konnte die Vadaridei insgesamt 24 Probanden
nachgewiesen werden, wobei sich diese auf 14 HGVDCM-Patienten und 5 Kontrollen

verteilte.

Der Nachweis erfolgte mittels Kontrollsequenzierudg weder ein RFLP- noch ein ACRS-
Assay etabliert werden konnten (Abb. 13, Bild B).
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Genotypen Allelfrequenzen
HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
GG 48 43 41 G 110 91 87
AA 1 0 0 -Allel (0,8730) | (0,9479) | (0,9456)
GIA 14 5 5
Erwartet

GG 48,01 43,13 41,13 A 16 5 5
AA 1,01 0,13 0,14 -Allel (0,1269) | (0,0520) | (0,0543)
G/A 13,96 4,73 4,72

Tab. 11: Beobachtete Genotypen des BasenaustauBCkezu TCA im Exon 8 an Position 4 (Ser69Ser).

HCM
p-Wert 0,986
X2-Wert 0,290

Fur das HCM-Kollektiv konnte keine Abweichung zwisa den erwarteten und beobachteten
Genotypen bei der Anwendung degsWertes gesehen werden. x@Wert konnte durch das
Fehlen des homozygoten Tragers fur das A-Allelen @CM- und Kontrollkollektiven nicht

angewandt werden.

Beim Vorliegen des Basentripletts TCA ist der spkde score deutlich besser als bei TCG. Die

Relevanz ist fraglich.
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BildA: 1 2 3 4 5 6 7 Bild B:

Abb. 13: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 8 neu bei 43pur 1: G/A-Allel. Spur 2, 3, 4, 5 und 7: G-Allélpur 6: A-
Allel. Bild B: Reverse-Sequenzierungsprotokoll \datie Ser69Ser. Die mit dem Punkt markierte Positégt den
G—A-Austausch im Kodon 69.

3.1.5. Polymorphismus lle106lle (ATT/ATC) (T318C)

Im Kodon 106 des kardialen Troponin T Gens konmieTe>C-Austausch festgestellt werden.
Dieser Polymorphismus hat keine Wirkung auf die $¢tuenz. Er zeigt sich bei beiden
Temperaturen (RT, 4°C) bei insgesamt 29 Patiergetd@M-Gruppe und nur bei 20 Patienten
mit DCM und 21 Kontrollen (Abb. 14, Bild A). Homogwt fiihr das Merkmal ATC waren aus
allen drei Gruppen nur 11 Personen, hingegen fiiMizkmal ATT insgesamt 58. Durch die T
zu C Substitution wird eine Restriktionsschnittstélir die Endonukleaskaql gebildet. Bei der
Amplifikation mittels des Vorwarts-Primer ctntexb und dem Ruckwarts-Primer ctntex 9 R
entsteht ein 241 Bp langes PCR-Produkt. Durch dsriktionsendonukleaseaql werden nun
bei Patienten mit der Variante ATC 2 Fragmentedait GréRe 126 Bp und 115 Bp gebildet.
Die Personen, die fir ATT homozygot waren, zeigtenFragment mit einer Lange von 241
Bp. Durch den Restriktionsverdau der DNA einer totiggoten Person entstehen 3 Fragmente
(241 Bp, 126 Bp, 115 Bp) (Abb. 14 Bild C).

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thierfelder ideiziérte diesen Polymorphismus bereits in
ihrem Patientengut. Durch freundliche Zusendung dogi DNA-Proben seines Kollektivs
konnten wir unser Kollektiv mit seinem vergleich&s. wurde eine neue PCR-Analyse von drei
Patienten aus unserer HCM-Gruppe (2 homozygotetekdrygoter Trager) mit den drei DNA-
Proben von Prof. Dr. Thierfelder amplifiziert. CB&CP-Analyse bestatigte bei allen Proben das
durch uns zuvor ermittelte Ergebnis (Abb. 14, Bi)d
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Genotypen Allelfrequenzen
HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
TT 30 23 23 T 89 66 67
cc 4 5 2 -Allel (0,7063) | (0,6875) | (0,7283)
T/C 29 20 21
Erwartet
TT 31,43 22,69 24,40 C 37 30 25
cc 5,43 4,69 3,40 -Allel (0,2937) | (0,3125) | (0,2717)
T/IC 26,14 20,63 18,20

Tab. 12: Genotyp- und Allelfrequenzenverteilung A&T zu ATC Basensubstitution im Exon 9 an
Nukleotidposition 54 (lle106lle). Die Allelfrequeea sind in Klammern angegeben.

HCM DCM Kontrollen
p-Wert 0,868 0,956 0,802
X2-Wert 0,283 0,908 0,441

Eine Ubereinstimmung der beobachteten zu den eztearGenotypen in jeder Gruppe ergab

keine Abweichung im Hardy-Weinberg-Equilibrium. Biiikante Unterschiede waren im chi2-
Wert nicht zu ermitteln.
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BildA: 1 23 a5 6 778" Bild B:

ol b S I il
N el ™ ] "_‘H"‘

BidC: 1+ 2 3 4 5 6 7

e e | 2418

[ B —1268p

Abb. 14: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 9 mit HCM-Keltiv und den Kontrollen der Arbeitsgruppe Thiedtél (*)
bei Raumtemperatur. Spur: 1, 2, 5, 6 und 8: T/@ABpur 3 und 7: T-Allel. Spur 4: C-Allel. Bild BReverse-
Sequenzierungsanalyse ctntex 9 mit der VarianttO@ile. Der mit dem Punkt markierte Abschnitt zeiign
T - C-Austausch im Kodon 106. Bild C: RFLP-Assay fiirtek 9 mitTagl Spur 1-4: C/T-Allel. Spur 5 und 6: T-
Allel. Spur 7: C-Allel.

3.1.6. Variante IVS9 -97 (CCCCC/CCCC)

Bei der SSCP-Analyse des Fragmentes, welches diashPrimerpaar ctntex 11 F S/I0 R S
amplifiziert wurde, konnte ebenfalls eine Abweicgumm Laufmuster bei 4°C und RT
festgestellt werden (Abb. 15, Bild A). Sie zeigheiDeletion CCCCC zu CCCC an der
Position -97 im Intron 9. Im Exon 10 wurde keingg@&enzanderung bestimmt. Auffallend ist,
dass keiner der 157 untersuchten Personen homotiygdads Merkmal CCCC war. Und die
Auspragung der heterozygoten Variante wurde nurjdeeils 2 Patienten im HCM- und
Kontroll-Kollektiv bestimmt. Die Gruppe der Patientmit dilatativer Kardiomyopathie war
einheitlich homozygot fur die Variante CCCCC. Eiaspendes RestriktionsenzymBcONI)
konnte fur diese Variante ermittelt werden. Bei B&R entsteht ein Basisfragment mit einer
GroRe von 244 Bp. Verdaut man nun die PCR-Produkie EcoNI, so tritt bei der
Gelelektrophorese bei allen Varianten eine kurzedBamit 11 Bp auf. Die heterozygoten
Trager und die homozygoten fir CCCCC zeigen zusktrmoch jeweils eine 44 Bp- und 189
Bp-Bande. Eine Bande mit der GroRe 232 Bp trat rme$étzlich bei den heterozygoten
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Tragern auf. Die Variante fur das Merkmal CCCC wveurdittels RFLP nicht nachgewiesen
(232 Bp, 11 Bp) (s. Abb. 5, S. 33 in Kapitel 2.2)8.

Genotypen Allelfrequenzen
HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
CCcCccC 61 48 44 CCcCcCcC 124 96 90
CCccC 0 0 0 -Allel (0,9841) (1,00) (0,9783)
ccccec/ 2 0 2
CCCC
Erwartet
CCccc 61,01 Nicht 44,03 CCcCcC 2 0 2
CCccC 0,02 berechnet 0,02 -Allel (0,0159) (0,00) (0,022)
ccccec/ 1,97 1,98
CCCC

Tab. 13: Zusammenfassung der beobachteten undtetsvaGenotypen und Uberblick tiber die Allelfrecueam
der Deletion CCCCC zu CCCC im Intron 9 an Positibh Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben

Der chi2-Wert konnte durch das Fehlen des homoeygdtagers fur das CCCC-Allel in allen

Kollektiven und des heterozygoten Merkmalstragens DCM-Kollektiv nicht angewandt

werden.

Diese Intronvariante hat wahrscheinlich keinen Effauf der RNA-Ebene. Es konnte kein

Einfluss auf eine Spleiss-Position ermittelt werden
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BildA: 12 3 45 Bild B:
'3':'m.l.ﬁﬁ-ﬂ_
bn bt e b
J
Nt Nl N

Abb. 15: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 10 bei Raunpenatur. Spur 1: fD-Kontrolle. Spur 2, 3 und 5: CCCCC-
Allel. Spur 4: Mutante (CCCCC/CCCC). Bild B: RewwiSequenzierungsprotokoll Variante 1VS9 -97
(CCCcCcC/CcCcCC). Die mit dem Strich gekennzeichnett®o zeigt die Deletion an Position —97.

3.1.7. Variante IVS11 -32 C/A

Durch das Primerpaar ctntex 12 F/R wurde im Intréh an Position —-32 der
Einzelbasenaustausch C/A identifiziert. Die Vamastellte sich sowohl bei RT als auch bei
4°C deutlich dar (Abb. 16, Bild A). Insgesamt waréd Probanden heterozygot und 73
Probanden homozygot fir die Variante —32 C. Digéfleing in den einzelnen Kollektiven war
anndhernd gleich. Dagegen waren nur 12 von deresasgt 157 untersuchten Patienten
homozygot fur die Variante —32 A. Diese Variant&hi@ nicht mit einer Restriktionsanalyse
noch mit einem Amplification Created RestrictioneSAssay bestatigt werden. Es erfolgte eine
Kontrollsequenzierung (Abb. 16, Bild B).
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Genotypen Allelfrequenzen
HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
CcC 28 22 23 C-Allel 86 65 67
AA 5 5 2 (0,6825) (0,6771) (0,7282)
C/A 30 21 21
Erwartet
CcC 29,35 22,01 24,39 A-Allel 40 31 25
AA 6,35 5,00 3,40 (0,3175) (0,3229) (0,2718)
C/A 27,30 20,99 18,21

Tab. 14: Genotypenbestimmung und Darstellung dietfldquenzen der Variante IVS11 -32 C/A. Die
Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

HCM DCM Kontrollen
p-Wert 0,879 0,993 0,441
X2-Wert 0,258 0,139 0,441

Es besteht keine Abweichung zwischen der Anzahbdebachteten und erwarteten Genotypen
in den einzelnen Kollektiven.

Ein Effekt auf die Funktion konnte nicht belegt dem.

BildA: 1 2 3 4 5 & Bild B:

]
TTTTCTATGGG CET
130

Abb. 16: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 12 bei Raungenatur. Spur 1 und 5: Heterozygoter Patient. 8pGrund

6: C-Allel. Spur 4: A-Allel. Bild B: Sequenzierurgsalyse Variante IVS11 -32 C/A. Die markierte Hosit
kennzeichnet den CA-Austausch.
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3.1.8. Mutation Lys253Arg (AAG/AGG) (A758G)

Im Exon 14 desTNNT2 fand sich ein Nukleotidaustausch (A758G), der Zpera
Aminosaureaustausch von Lysin (AAG) zu Arginin (AzR Position 69 fuhrt. Hierbei kommt
es zu keiner Ladungsanderung durch den AS-Austau3igh Patienten mit hypertropher
Kardiomyopathie waren alle homozygot fir die Va@aAAG. In den immer mituntersuchten
beiden Vergleichskollektiven wurden 2 DCM-Patienterd ein Patient aus der Kontrollgruppe
als heterozygote Anlagentrager identifiziert. Niewhavar homozygot fur die Variante AGG.
Eine Restriktionsschnittstelle fur eine Endonukéeksnnte primar nicht ermittelt werden. Ein
neues Primerpaar ctntex 14 FM/RM fugte einen ,mishfain die Sequenz ein (s. 2.2.8.4.),
dadurch wurde nun eine Restriktionsschnittstelledié Endonukleas&arl eingeflgt. Beim
Verdau des PCR-Produktes entsteht fur die AAG-Vigeiaur eine Bande mit 153 Bp. Bei den
Patienten, die homozygot fir AGG waren, ergab diswertung der Banden eine mit 129 Bp
und eine mit 24 Bp. Die heterozygoten Merkmaltrégggten alle drei Banden (Abb. 17, Bild
C).

Der Aminosaureaustausch Lys253Arg ist sowohl benddh, Schaf, Rind, Ratte, Maus und
Huhn konserviert (Kapitel 3.1.1., Abb. 9., S. 43).

Genotypen
HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46
Beobachtet
AA 46 46 45
GG 0 0 0
A/G 0 2 1

Tab. 15: In der Tabelle sind die beobachteten Geraverteilungen des Nukleotidaustausches AAG zu
AGG im Exon 14 an Position 69 (Lys253Arg) aufgelist
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BildA: 1 2 34586 7 809 Bild B:
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"
AGOAGAGAETTCAAG
180

BildC: 1 2 3 45 6 7
200 Bp == 4

100 Bp = w

B - 153 Bp
ST =129 Bp

Spur 5: Indexpatlent 287 mit G/A-Allel. Bild B: Swmerungsprotokoll Varlante Lys253Arg. Die mlmjé’unkt
markierte Position zeigt den-AG-Austausch im Kodon 253. Bild Earl-RFLP fur ctntex 14. Spur 1: 100 Bp-
Marker. Spur 2 und 3: A-Allel. Spur 4-6: G/A-Allebpur 7: unverdaute Probe.

3.1.9. Variante IVS14 -33 T/C

Im Intron 14 desFNNT2wurde eine Variante an der Position —33 entdeciZ,(&RT). Hierbei
kommt es bei insgesamt 33 Probanden zu einem TATaAsch. Nur ein Patient der
Kontrollgruppe zeigte den Genotyp TT. Alle andefeatienten waren homozygot fur die
Mutation CC. Der Nachweis gelang mittels Restrikéieerdau durch das Restriktionsenzym
TspRI Bei der Amplifikation der genomischen DNA mit deRrimerpaar ctntex 15 F/R
entstand ein PCR-Produkt mit der LAnge 195 Bp.Hagienten, die homozygot fiir das T-Allel
waren, ergab sich keine Schnittstelle T@pRI Sie zeigten die PCR-Produktlange. Durch den
Basenaustausch—FC wurden zusatzlich zur 195 Bp-Bande noch die Feaggnol3en 54 Bp
und 141 Bp gebildet. Homozygote mit der andereniaviée bildeten nur die letzten beiden
Banden aus.
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Genotypen Allelfrequenzen
HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
CcC 55 35 37 C 118 83 86
TT 0 0 1 -Allel (0,9365) | (0,8646) | (0,9348)
T/IC 8 13 12
Erwartet
CC 55,25 35,88 40,20 T 8 13 14
TT 0,25 0,88 1,07 -Allel (0,0635) | (0,1354) | (0,1522)
T/IC 7,49 11,24 13,10

Tab. 16: Darstellung Uber die beobachteten undregtea Genotypen und Aufteilung der Allelfrequenzias
Basenaustausches T zu C im Intron 14 an Positid3nbig Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

Kontrollen
p-Wert 0,998
X2-Wert 0,304

Der x2-Wert konnte durch das Fehlen des homozygotenefsd{r das T-Allel in den HCM-
und DCM-Kollektiven nicht angewandt werden. Fir damtroll-Kollektiv ergab sich keine

signifikante Abweichung der beobachteten zu derageten Genotypen.

Ein Spleiss-Effekt konnte nicht ermittelt werdennd= Wirkung auf die Funktion ist nicht

wahrscheinlich.

58



Ergebnisse

BildA: 1 2 3 4 5 ¢ Bild B:

BildC: 123 4567

200Bp == - "« =195Bp
- .  -==141Bp

100 Bp = -

-== 54 Bp

Abb. 18: Bild A: SSCP-Analyse ctntex 15 bei 4°Cuf, 2, 3 und 6: T-Allel. Spur 5 und 5: T/C-All&ild B:
Sequenzierungsanalyse ctntex 15. Die mit einemtRuaakkierte Position zeigt den-TC-Austausch im Intron 14.
Bild C: TspRIRFLP fiir IVS14 —33 T/C. Spur 1 und 2: T/C-Allep8 3: 100 Bp-Marker. Spur 4, 5 und 7: T-Allel.
Spur 6: C-Allel.

3.1.10. Variante +6 C/T 3'UTR

Bei Raumtemperatur konnte bei der SSCP-Analyse Ewon 16 diese Variante ermittelt

werden. (Abb. 10, Bild A, im Kapitel 3.1.1, S. 48ei der Variante handelt es sich um einen
Einzelbasenaustausch C zu T an Position 6 in degingtatierten Region im Exon 16. Es zeigte
sich, dass nur 5 Probanden heterozygot fur dieavtgisind. Der Rest ist homozygot fur das C-
Allel. Der Nachweis konnte wie die Variante Arg278Fmit der Restriktionsendonuklease
Smalerfolgen (Abb. 10, Bild B, im Kapitel 3.1.1, S.)449€as 189 Bp grofe PCR-Fragment
wurde bei den heterozygoten Anlagetragern nochirinld7 Bp langes und 44 Bp kurzes
Fragment verdaut. Die homozygoten Personen furGdAflel wiesen nur eine 147 Bp- und

eine 44 Bp-Bande auf. Niemand zeigte eine einZe8®Bp-Bande flur die T-Variante
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Genotypen Allelfrequenzen
HCM DCM Kontrollen HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
CcC 62 46 44 C 125 94 90
TT 0 0 0 -Allel (0,9921) (0,9792) (0,9783)
CIT 1 2 2
Erwartet
CC 62,00 46,02 44,02 T 1 2 2
TT 0,003 0,02 0,02 -Allel (0,0079) (0,0209) (0,0217)
CIT 0,98 1,96 1,95

Tab. 17: In der Tabelle sind die beobachteten undrteten Genotypen und ermittelten Allelfrequenzen
der Variante +6 C/T in der 3'UTR des Exons 16 bdsben. Die Allelfrequenzen sind in Klammern andssge

Eine statistische Aussage Uber die Signifikanz Aeweichung der beobachteten von der
erwarteten Genotypenhaufigkeit konnte durch dadeRetles T-Allel in allen untersuchten

Kollektiven nicht gemacht werden.

Die Variante wurde nur bei 5 Probanden des Gesdleitkoes ermittelt. Durch die Lage der

Variante in der 3'UTR ist eine Wirkung auf die Ftiok nicht wahrscheinlich.

4
TTCCTGGG CCCT

220 230

|

Abb. 19: Sequenzierungsprotokoll fur die Varian® @/T 3'UTR. Der Austausch GT ist mit einem Punkt
markiert.

60



Ergebnisse

3.1.11. Variante +67 G/A 3'UTR

In der untranslatierten Region des Exon 16 konmgevdriante +67 G/A festgestellt werden.
Sie zeigte sich bei Raumtemperatur im SSCP-Gekfeddcht bei allen Probanden (Abb. 10,
im Kapitel 3.1.1., S. 44). Erst durch die Nachwatimde mit dem RestriktionsenzyBsRI
konnten insgesamt 3 von vorher nur 2 detektiert€iMHPatienten und jeweils noch ein Patient
aus den beiden Vergleichskollektiven fur den Eipasénaustausch-&A identifiziert werden
(Abb. 20, Bild A, S. 62). Sie zeigten die Bandemsi#urng 189 Bp, 137 Bp und 52 Bp im Gel.
Homozygot fur den Genotyp AA war niemand von defd Litersuchten Probanden. Somit
wurde keine einzelne Bande mit 189 Bp gesehenRBst war homozygot fur das G-Allel mit
der Verteilung 137 Bp und 52 Bp.

Genotypen lleifrequenzen
HCM DCM Kontrolle HCM DCM Kontrollen
n=63 n=48 n=46 n=63 n=48 n=46
Beobachtet
GG 60 47 45 G 123 95 91
AA 0 0 0 -Allel (0,9762) | (0,9896) (0,9891)
GIA 3 1 1
Erwartet
GG 60,04 47,00 45,00 A 3 1 1
AA 0,03 0,05 0,05 -Allel (0,0234) | (0,0104) (0,0109)
GIA 2,88 0,99 0,99

Tab. 18: Charakterisierung der beobachteten undrézten Genotypen und Auflistung der Allelfrequander
Basensubstitution G zu A an Position +67 in deramdlatierten Region am 3' -Ende des Exon 16. Die
Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

Der x2-Wert konnte durch das Fehlen des homozygotenefséfjir das A-Allel in allen

Kollektiven nicht angewandt werden.

In der untranslatierten Region ist ein Effekt nialsthrscheinlich.
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BildA: 1 2 34 56 78 Bild B:
200 Bp =

CCCCAQGTTCC
210

- 189Bp

-137Bp
100 Bp ==

- 52 Bp

Abb. 20: Bild A: RFLP-Assay miBsRl Spur 1: 100 Bp-Marker. Spur 2: unverdaute Probe RECR-
Produktlange 189 Bp. Spur 3, 5, 7 und 8: G-AllgluS4 und 6: Indexpatient 65 und Patient 1249 (@li&}).

Kein Patient zeigt das A-Allel. Bild B: Sequenziegsanalyse +67 G/A 3'UTR. Die Position des»@&-
Austausches ist mit einem Punkt markiert.

3.1.12. Ergebnisse der Untersuchungen in den Absalten 2, 5, 7 und 11 des kardialen
Troponin T Gens

Die Auswertung der SSCP-Gele fur die Primer vonrE) 5, 7 und 11 ergab in den
untersuchten Intron-Exon-Abschnitten keine Laufretaiweichung bei 4°C noch bei
Raumtemperatur. So wurden in diesen AbschnitteM N&ST 2keine Varianten identifiziert.

Abb. 21: SSCP-Analyse fir ctntex 2 bei 4°C. Estzgith keine Laufmusterabweichung im nicht-denateridem
Gel.
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4. Diskussion

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns im Jahre 1996 watesschlie3lich molekulargenetische
Ergebnisse an Familien mit hypertropher Kardiomylmavorliegend. Sie beschrankten sich
mit ihren genetischen Analysen und prozentualerieifengen auf die bis dahin in Familien
identifizierten GeneMYHH7, TNNT2 TPM1 und MYBPC3 Im kardialen Troponin T Gen
berichteten zuerst Thierfelder et al. (1994) undtRida et al. (1995a) uUber Mutationen bei
familidrer hypertropher Kardiomyopathie. Hierbei rden zumeist kleinere Familien mit
mehreren manifest erkrankten Personen, manchmdl auc die Indexpatienten in den
betroffenen Familien und gelegentlich auch spochdis Falle untersucht. Bei der hier
durchgeflihrten systematischen Mutationssuche wuig&nkonsekutive, nicht verwandte
Patienten eines Uberweisungskrankenhauses mit@R-$FSCP-Analyse auf Mutationen im
kardialen Troponin T Gen untersucht. Es konntenggeamt 11 unterschiedliche
Sequenzabweichungen identifiziert werden. Dabedélé® es sich um eine Mutation, die eine
Aminosauresubstitution (Arg278Pro) zur Folge haldée anderen identifizierten Varianten
waren zwei Einzelbasenaustausche im Exon ohne A$aAsch (Ser69Ser, lle106lle), eine 1-
Bp Deletion[IVS9 —97 (CCCCC/CCCQ)vier Einzelbasensubstitutionen im IntfdwS3 —11
(CTTCTW/(CTTCT), IVS5 —49 G/A, IVS11 —32 C/A, IVS14 —-33 TJQind zwei 3‘UTR-
Einzelbasenaustausche (+6 C/T 3'UTR, +67 G/A 3'UTRM zu Uberprufen, ob diese
gefundenen genetischen Varianten spezifisch fuHd¢-Kollektiv sind oder ob eine &hnliche
Verteilung in anderen Kollektiven ebenfalls zu baditen ist, wurden 48 unverwandte DCM-
Patienten aus dem gleichen Uberweisungskrankenhaus 46 gesunde Blutspender
(Kontrollen) in den gleichen Intron-Exon-Abschnitten kardialen Troponin T Gen untersucht.
Dabei wurde die Mutation Arg278Pro nicht identéi Aber eine zuvor nicht ermittelte
Mutation Lys253Arg zeigte sich bei 2 DCM-Patienterd einer Kontrolle. Hierbei handelt es

sich um einen Einzelbasenaustausch, der zu einero&auresubstitution fihrt.

4.1. HCM eine klinisch heterogene Erkrankung

In den letzten Jahren ist die Erforschung der sokéedlichen Atiologien von Erkrankungen
des kardiovaskuldren Formenkreises wie z.B. deerialilen Hypertonie, ischamischer
Herzerkrankungen und der hypertrophen und dilaatiKardiomyopathie in das Zentrum des

Interesses gerlckt. Dabei konnte durch unterscbiedl Studien belegt werden, dass

63



Diskussion

krankheitsverursachende Gene als Faktoren fiur distéhung und die Vielschichtigkeit
kardiovaskularer Erkrankungen und fur den Grad rilkeispragung verantwortlich sind
[Raynolds et al. (1993), Lindpainter (1994), Thikelée et al. (1993) Auch durch das

Zusammenspiel mehrerer Gene, ihrer Expression hatier eines Individuums, der
unterschiedlichen Herkunft der betroffenen Persprdurch pathogene Viren sowie das
unterschiedliche Alter kann das Krankheitsbild mt§ipisch unterschiedlich gepragt sein
[Lindpainter (1994), McKenna et al. (1981), Polleale (2005).

In dieser Arbeit wurden Patienten mit hypertropKardiomyopathie naher untersucht. Die
HCM wird durch unterschiedliche Uberwiegend autcsetominant vererbte Mutationen in
unterschiedlichen Genen, die fur SarkomerprotditéH7, TNNT2, TPM1, TNNTI, MYBPC3
etc.) und nicht-SarkomerproteineGNQ4, MTTI, PRKAGRZkodieren, verursacht. Auch wurde
sporadisches Auftreten der Erkrankung beschrieberiches durch ,de-novo“-Mutationen
bedingt sein soll[Watkins et al. (1992) Durch die Vielzahl der unterschiedlichen
identifizierten Loci fihrte dies zu der Aussagesslaie hypertrophe Kardiomyopathie eine

genetisch heterogene Erkrankund &thwartz et al. (199h)

Die o0.g. Sarkomerproteine spielen bei der Kontamktiund der Verkirzung der

Herzmuskelzellen sowie ihrer Ca-abhéngigen Reguladine zentrale Rolle. Durch abnormales
Kontraktionsverhalten der kardialen Myofibrillenrknt es zu klinischer, histologischer und
morphologischer Manifestation der hypertrophen Kanyopathie. Diese Umbauprozesse
betreffen vorwiegend die linken Ventrikelwénde, was Veranderungen in der normalen
Reizweiterleitung fuhrt und somit als arrhythmoge®eibstrat wirken kann wie z.B. verstéarkte

Bildung von Rhythmusstorungen.

Unterschiedliche Quellen belegen, (1) dass mutiertgeine ihre Basisfunktion beibehalten,
aber kinetische oder andere Verédnderungen bedindien,wiederum eine pathologische
Muskelkontraktion verursachen [Morimoto et al. (899.in et al. (1996)], (2) dass Studien an
isolierten Zellen oder Muskelfasern, die ein motaverandertes Protein beinhalteten,
ebenfalls einen gestdrten Muskelkontraktionsablgefeigt haben [Watkins et al. (1996),
Sweeney et al. (1998)] und (3) dass unterschiezgllitlermodelle mit transgenen Tieren mit
HCM-gekoppelten Mutationen ein nahezu physiologsschin vivo Modell von HCM

wiederspiegeln [Tardiff et al. (1998), Geisterfawrance et al. (1996)]. Dabei aber festgestellt
wurde, dass je nach Art der zugrundeliegenden Mutaowie je nach betroffenem Gen der

HCM-Phanotyp unterschiedlich ausfallt. In einem3¢eh diesen Einfluss zu belegen, wurden
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Genotyp-Phénotyp Korrelationen fir eine geringe aéahz/on Mutationen in3-MHC, TNNT2
und MYBPQ durchgefihrt. So zeigen Mutationen BAMHC Gen, bei denen es zu einer
Ladungsanderung kommt z.B. der Arginin Gruppe indét 403, 453 und 719, eine hohe
Inzidenz der krankheitsbedingten Mortalitdt und goeine schlechte Prognose. Neutrale
Mutationen wie Leu908Val, Val606Met verzeichnen elggn einen milden Verlauf mit guter
Prognose. Die Auspragung der myokardialen Hypenteogst beil3-MHC ausgedehnter Art und
manifestiert sich bereits in jungen Jahren. DagdgetingenTNNTZ2 Mutationen nur eine
geringe bis subklinische Ausbildung der linksvéatiiren Hypertrophie, aber dafir gehen sie
mit einer hohen Inzidenz des pl6tzlichen Herztodessonders bei jungen M&nnern, einher.
Dem gegenlber stehen Mutationendairopomyosin undMYBPC3 Diese sind sehr oft mit
einer geringen Penetranz, milder Hypertrophie uinéreniedrigen Inzidenz des plétzlichen
Herztodes verbundefMarian et al. (1995), Moolman et al. (1997), Waskiet al. (1995a),
Charron et al. (1998)

Die Grol3e der in den Studien fiur Genotyp-Phanotgpddationen beobachteten Familien, die
kleine Anzahl der Familien mit gleichen Mutationatie Variabilitdt der phenotypischen
Expression von HCM innerhalb einer Familie undEiefluss modifizierender Gene z.B. ACE-
Polymorphismus und nicht-genetische Faktoren lareth den Nutzen und die daraus
gezogenen Aussagen der Genotyp-Phanotyp-Studigau®dolgernd ergibt sich, dass kein
spezifischer klinischer Phanotyp Mutations-spedifizerursacht wird und somit eine grof3e
klinische, elektrokardiographische und echokardipbische Variabilitét nebeneinander
existiert. Es wird trotzdem allgemein angenommaeagsdPolymorphismen den Phanotyp der
HCM beeinflussen, im Besonderen die Auspragungnagokardialen Hypertrophie und das

Risiko am pl6tzlichen Herztod zu versterljgfarian et al. (2001)

4.2. Troponin T als Krankheitsgen fir HCM

Das in dieser Studie betrachtete und von der ptoakam Verteilung deriMYH7 undMYBPC3
folgend ursachlich fur HCM verantwortlich zu seist, das kardiale Troponin T, die an das
Tropomyosin bindende Untereinheit des heterotrim@m@poninkomplexes. Bei der Steuerung
der Interaktion von Aktin und Myosin im Rahmen daserbriickenzyklusses wirkt Troponin T
mit Troponin C und | unda-Tropomyosin in Abhangigkeit von Calcium reguliederin

unterschiedlichen Untersuchungen an Personen nii K&nten bis heute 27 Veréanderungen
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innerhalb der DNA-Sequenz d&édNT2identifiziert werden. Im allgemeinen handelt s
Troponin T Mutationen um Missense oder Punktmutatosowie zwei Deletionen und einer
Spleiss-Variante. Die molekularbiologischen Krantdmechanismen werden in zwei
moglichen Theorien diskutiert. Die dominant-negatiirkung von Mutationen ist diese, dass
trotz der Mutation ein funktionsttichtiges Protegbiddet wird, welches aber die Struktur oder
die Wirkungsweise des Sarkomers beeinflusst. Qierdiktion mit benachbarten Proteinen und
die Stoichiometrie wird stark beeinflusst. Das welite Protein wirkt sich somit auf die
Gesamtfunktion der kontraktilen Einheit aus [Wagkiet al. (1996)]. Handelt es sich um
Deletions-, Insertionsmutationen und Mutationendar Nahe von Spleiss-Akzeptor sowie
Spleiss-Donor-Stellen, fliihren diese nicht zu veeéea Proteinen. Eine Bildung eines Proteins
kommt gar nicht erst zu stande bzw. ein EinbauSagomer erfolgt nicht. Dieses fihrt im
Weiteren zu einem schnellerem Abbau und einem Maagefunktionstiichtigem Protein
(Haploinsuffizienz) [Redwood et al. (1999)].

Obwohl das Ausmal} der kardialen Hypertrophie befatitbnen im kardialen Troponin T Gen
geringer ausgepragt ist als bei Mutationen in am&anditatengenen, zeigen die betroffenen
Individuen ein erhohtes Risiko fur den plotzlichéterztod. Die Mortalitatsrate liegt
vergleichsweise hoch wie bei einigen Mutationerd@r schweren Kette des Myosin Gens
[Watkins et al. (1995%)

4.3. Patientengut

In die Mutationssuche mittels der Single-strandf@anation polymorphism-(SSCP)-Analyse
im kardialen Troponin T Gen wurden insgesamt 6Atnierwandte Patienten mit HCM
eingeschlossen. Die Diagnose der Patienten baseufe Klinik (Ausschluss anderer
Hypertrophieursachen) nach international anerkannkaiterien (Literatur), 24h-EKG,

Echokardiographie (LVH Septum > 13 mm) und invasikethodik wie Angiographie.

Patienten, bei denen bereits eine Myektomie duféhgewurde, wurden unabhangig von
echokardiographischen Kriterien akzeptiert. Im Waop dazu wurden noch 2 weitere
Kollektive untersucht. Dieses waren 48 Patientes gleichen Krankenhauses mit dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) und 46 Blutspender. Die ldichien Daten, soweit zuganglich, wurden

zuvor fur eine andere Promotionsarbeit gesamnmetieh Jahren 1996-1998 wurden die Daten
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noch mal aktualisiert und fiir die diese Arbeit sfigert.

Mutationsanalysen in einem Kanditatengen sollten@Gksamtanzahl des Probandenkollektives
beachten, um Allelfrequenzen Uber 5% Uberhauptriassen. Die Grolle eines Kollektives
sollte daher eine Mindestanzahl von ca. 80 Proband#t unterschreiten. Die Gr6R3e in dieser
Arbeit ausgewahlten Patientenkollektive lag bewusser dieser Mindestanzahl. Die sehr zeit-
und materialaufwendige Durchfiihrung der Primer-@@rung und Etablierung der einzelnen
Nachweismethoden war hierbei der limitierende Fakaher ist hier kritisch zu betrachten, ob
alle auftretenden Mutationen innerhalb des untétemcGenabschnittes auch wirklich erfasst
worden sind. In nachfolgenden Studien basierenddanf Grundlagen und Methoden dieser
Arbeit und Daten der Arbeitsgruppe konnte an inagesl08 konsekutiven Patienten mit HCM
ein erweitertes Mutationsscreening durchgefihrtdeser Hierbei wurden noch 2 weitere
Varianten (IVS6 —29 C/G, IVS14 +27 G/C) imNNT2entdeckt. Es handelt sich um seltene
Mutationen [Erdmann et al. (200B) Daraus lasst sich schlieRen, dass bei erhéhten

Patientenzahlen weitere Varianten zu identifiziexénen.

4.4. Methodik zur Mutationssuche

Zur Erfassung genetischer Varianten TNNT2ging die Polymerase-Kettenreaktion voraus.
Diese ermoglicht es, eine ausreichend grof3e Kopigndes zu untersuchenden DNA-
Abschnittes zu gewinnen. Die PCR stellt heutzutajee schnelle und gut etablierte
Standardmethode dar. Dennoch unterliegt sie durehvdrwendung der DNA-Polymerase
einer Fehlerinkorporationsrate von Nukleotiden, idisgesamt zu einer Sequenzabweichung
gegeniber dem original DNA-Abschnitt fihren und gamter Umstanden die Ergebnisse sich
anschlielBender Methoden wie der SSCP-Analyse seh@h konnen. In der Literatur
angegebene Fehlerinkorporationen liegen bei 10B23@npaaren zu einem Fehlereinbau, d.h.
die in dieser Arbeit verwende®agDNA-Polymerase hat eine Fehlerrate von I%bs zu <

8x10° pro BasenpadBarnes (1994)

Der Erfolg der Mutationssuche und somit die Sersitider Methode basiert ebenfalls auf den
Auswabhlkriterien fur die Wahl eines Primers. Sosiitid ein GC-Gehalt zwischen 40-60 %,

eine Schmelztemperatur von 56-69°C, eine gerindaur®irstrukturbildung und 3‘-Selbst-
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Komplementaritat wichtig fur die Gute des Ergebessentscheidend. Des Weiteren sollen die
einzelnen Primer eine Lange von 18-21 Nukleotidemtniberschreiten. Ihre Lage wurde
jeweils im 5'- und 3'- des nicht kodierenden Beheis (Intron) der zu amplifizierenden
proteinkodierenden DNA-Teilsequenz (Exon) des lededi Troponin T Gens gewahlt, dieses
gewabhrleistete eine vollstandige Untersuchung diglichen Varianten im Exon-Bereich und
des eingeschlossenen Intron-Abschnittes. Die zdifamgyende Fragmentgrofe sollte 150-300
Bp betragen, um im optimalen SensitivitatsbereehRICR-SSCP-Analyse zu liegen. So lassen
sich 70-97% der Mutationen in PCR-Fragmenten <B0@Qange detektierefGrompe (1993),
Hayashi et al. (1998)

Die in dieser Arbeit gewahlte Single-strand confation polymorphism-(SSCP)-Methode ist
eine schnelle und effiziente Analyse mit geringerostén- und Materialaufwand groRRe
Patientenkollektive und auch groRere Genabschratié genetische Varianten hin zu
untersuchen. Die Sensitivitdt der PCR-SSCP-Analiigagt nicht nur von der PCR-
Fragmentgrol3e von < 300 Bp ab, sondern ist durtérashiedliche Methodik stark variabel.
So fuhren veranderte Elektrophoresebedingungen el Zusammensetzung des
Polyacrylamidgeles zu einer Sensitivitatssteigeruigje Wahl zweier abweichender
Umgebungstemperaturen von Raumtemperatur und 4@t fau einem verdndertem
Laufverhalten durch das Polyacrylamidgel und somit einem verénderten Laufmuster,
welches bei einigen Varianten dieser Arbeit ersteimer Detektion flhrte. Ebenso liegt die
hochste Sensitivitat bei der Verwendung von Polgaaridgelen mit einer Gelkonzentration
von> 8% und einem Acrylamid:Bisacrylamidanteil var37,5:1 [Orita et al. (1989), Hayashi et
al. (1993), Glavac et al. (1993)].

Somit kann zusammenfassend in dieser Arbeit die -BSRP-Analyse als eine adaquate
Nachweismethode genetischer Varianten angeseherdemverinsgesamt kann unter
Berticksichtung des oben genannten von einer hobkasitlvitat bei der Mutationssuche im
kardialen Troponin T ausgegangen werden.

Eine sehr neue Methode scheint die denaturierendeochalflosende

Flussigkeitschromatographie (DHPLC) zu sein. Siedeun dieser Arbeit nicht benutzt, aber in
der Arbeitsgruppe, aus der diese Arbeit stammtVérgleich DHPLC mit der SSCP-Analyse
konnte bei beiden Methoden eine hohe Sensitiviiat36-100% und eine Spezifitdt von 100%
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ermittelt werden. Es konnte weiter festgestelltdeer dass die SSCP-Analyse und die DHLPC
eine 92% Konkordanzrate haben, um Mutationen in dkatengenen zu untersuchen.
Insgesamt war die DHPLC zur Untersuchung neuerrkeate geeignet, wobei die SSCP-

Analyse etwas sensitiver war [Ellis et al. (2000)].

Nach abgeschlossener systematischer Variantensoalttels PCR-SSCP-Analyse jedes
einzelnenAmplifikates des kardialen Troponin T Gens erfolgien die Identifizierung der
unterschiedlichen Bandenlaufmuster durch die Semeiemgsmethode nach Sanger. Bei der
enzymatischen DNA-Sequenzierung besteht das Profenijm, die Synthese des 5-nach 3’-
Stranges des zu sequenzierenden DNA-Abschnitten$aszifisch abzubrechen. Die dadurch
entstehenden unterschiedlich langen DNA-Fragmepiegeln die Position des jeweiligen
endstandigen Nukleotids wieder. Daraus kann dieeffafgje des untersuchten DNA-
Abschnitts ermittelt werden. Die Direktsequenzigrimon PCR-Produkten bietet den Vortell
einer 100% Detektionsrate bei der Mutationssuche.is$ aber eine sehr teuere, technisch
aufwendige und eine Methode mit grolBem zeitlichemfwand. Daher ist sie bei der
Untersuchung von grof3en Kollektiven und langen Gscanitten als Erstmethode nicht
geeignet. In dieser Arbeit wurde sie nach der jkgexi fragmentspezifischen PCR-SSCP-
Analyse und als Bestatigungsmethode angewandt.

Wie oben erwahnt, kann es im Rahmen der PCR-SSG@Rendurch die Verwendung der

DNA-Polymerase zu einer Fehlerinkorporationsrata ukleotiden, die insgesamt zu einer
Sequenzabweichung gegeniuber dem original DNA-Abgdiihren, kommen. Deshalb wurde

fur jede einzelne detektierte Variante eine Nachmethode (Heteroduplex, RFLP, ACRS,
Kontrollsequenzierung) zur unabhangigen Bestatigatapliert. Die Heteroduplex-Analyse

bietet z.B. den Vorteil auch Einzelbasenaustauskle@mere Deletionen und Insertionen gut
abzubilden. Die Ausbildung des Heteroduplexes isé élybridbildung zwischen mutierter

DNA und Wildtyp-DNA. In der gelelektophoretischemfftennung wandern die Heteroduplexe
langsamer durch das Gel als die Homoduplexe. Diectibhrbarkeit der Methode ist sehr

einfach und schnell. Die Sensitivitat liegt mit 80% sehr hoch [Nagamine et al. (1989), White
et al. (1992)].

Insgesamt wurde bei allen in dieser Arbeit verwesrdéethoden durch die Anfertigung von

neuen PCR-Amplifikaten, durch das Uberpriifen dezedhen Ergebnisse nach erneuter PCR-
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SSCP-Analyse und durch die Durchfihrung aller Me#mo nach laborinternen
Standardverfahren die Reproduzierbarkeit der Engsérsichergestellt. Dieses reduzierte auch
die untersucherbedingten maoglichen Fehler. Durah \derwendung unterschiedlicher und
ortlich getrennter Arbeitsplatze wie z.B. von PtaRost-PCR wurde die Reinheit der Proben
noch zusatzlich sichergestellt. Die Methodik die&dyeit wurde nach gultigen Laborstandards
akkreditiert und kann somit auch als klinischesgdistikum benutzt und interpretiert werden.

4.5. Mutationen, seltene Varianten und Polymorphismn im TNNT2
4.5.1. Mutationen
45.1.1. Arg278Pro

Eine bislang nicht beschriebene Mutation bei eirfeatienten mit hypertropher obstruktiver
Kardiomyopathie (Indexpatient 100, Herzkatheter7l®Bept. 24mm, HW 11 mm, Sept./HW:
2,18, Gradient 28 mmHg) konnte in unserem Kollektan 63 HCM-Patienten ermittelt
werden. Sie liel3 sich sowohl bei Raumtemperatur4?@lin der SSCP-Analyse nachweisen.
Durch Klonierung des aberranten PCR-Produktes umsthdieRender DNA-Sequenzierung
wurde im Exon 16 des kardialen Troponin T Gens érmeC Transition an Position 12
(G833C) identifiziert. Aufgrund dieser Substitutiktommt es zu einem Aminosaureaustausch
der positiven Aminoséure Arginin (CGC) zu der nalain AS Prolin (CCC) im Kodon 278.

Einige Familienmitglieder konnten ebenfalls untefguwerden. So konnte die Variante
Arg278Pro bei zwei Tochtern des Patienten nachgenieverden. Der ebenfalls untersuchte
Sohn war negativ. Auf Grund der griechischen Heftkdar Familie und des nur sehr kurzen
Aufenthaltes der Kinder in Deutschland ergab siahtndie Moglichkeit einer intensiven

kardiologischen Diagnostik.

In weiterfihrenden Untersuchungen der Arbeitsgruggante in insgesamt 108 konsekutiven
HCM-Patienten, 48 DCM-Patienten und 46 Probandem Bkitbank kein weiterer
Mutationstrager fur die Variante Arg278Pro ermitteérden [Erdmann et al. (2003)].

Die von uns identifizierte Variante Arg278Pro belt sich in der carboxy-terminalen Doméne
des kardialen Troponin T Gens (Kodon 188-288). D&ustausch bewirkt eine
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Ladungsanderung von positiv zu neutral. Dieser iBerest durch die Uberwiegend sich hier
befindenden positiven Aminosauren positiv geladenGegensatz dazu ist der erweiterte N-
terminale Schwanzbereich (Kodon 1-187) besonder&aatonbereich 1-59 negativ geladen.
Der C-terminale Bereich ist ein Ca-abhangiger Ab#tlder inhibitorischen Regulation des
Troponin-Tropomyosin auf die Aktin-Myosin-Interatti. Zuséatzlich befindet sich nur 2
Kodons weiter eine Phosphorylierungsstelle der difrkinase-C an Position 280, die nur
spezifisch fur die kardiale Isoform von Troponinist. Durch die Phosphorylierung wird die
Affinitdt des Troponin T zum Aktin-Tropomyosin-Kongx geschwacht und es induziert eine
Abnahme der Freisetzungsrate von Reaktionsproduldsmaktiven Myosinbereichfsilatov et

al. (1999), Noland et al. (1993Weitere Studien belegen die Wirkung dieses Beesi@uf die

Interaktion mit Troponin | und C, welche in ihrea-@bhéngigen Funktion auf die Aktin-

Myosin-Interaktion verandert werd§hakahashi-Yanaga et al. (20D1)

An gleicher Position identifizierte Watkins et al1995a) einen Aminosaureaustausch
Arg278Cys, fir die eine krankheitsverursachendekWig angenommen wird, weil 1. sie in
allen Familienmitgliedern gefunden wurde, 2. siehhiin 100 weiteren normalen, nicht
verwandten Personen gefunden wurde, 3. die Erreghdas Lod score die Verbindung von
HCM zu Mutation ergab und 4. der Genabschnitt hkmiserviert innerhalb aller bekannten
kardialen Troponin T Sequenzen ist. Jin et al. 2)99eschreibt in seiner Arbeit tber die
kardiale Troponin T Sequenz der Ratte, dass die&bsxhnitte 2-6 wenig konserviert und die
Exonbereiche 7-16 hoch konserviert sind. Darausbtergich die Annahme, dass sich

strukturelle oder funktionelle Konsequenzen ergeben

Die Mutation Arg278Pro konnte bei 3 von 2 Kindessdndexpatienten 100 gefunden werden.
Die beiden Mutationstragerinnen waren die Tochésrlabtroffenen Patienten. Uber die Tochter
konnten keine klinischen Werte Gber mdgliche Hyppthiezeichen oder weiteren klinischen
Parameter fur HCM erbracht werden. Das Alter beietduchung lag bei 22 und 19 Jahren. In
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dassAdisbildung der kardialen Hypertrophie
meist erst nach Abschluss der Adoleszenz auffiit. Troponin T Mutationen gilt aber eine
eher milde bis keine Hypertrophieausbildung. Ddt@men wir den vollen klinischen Beweis
fur eine krankheitsverursachende Wirkung der Maitatiicht erbringen. Aber der bei dieser
Familie vorliegende dominante Vererbungsmodus Bpritr die Krankheitsrelevanz. Des
Weiteren beschrieb Bonne et al. (1998) bereitsalle anderen krankheitsverursachenden
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Mutationen fur HCM einen heterozygoten TragermoduBiser Patient ist ebenfalls
heterozygot. ~Wir konnen daher annehmen, dass dierianta Arg278Pro

krankheitsverursachend ist.

Auf Grund der oben genannten Erkenntnisse ist kraakheitsverursachende Wirkung der
Variante Arg278Pro anzunehmen. Durch die Lage ppdmin | und C-Bindungsbereichen ist
eine Auswirkung auf die Funktion wahrscheinlich urdbrch die Interaktion der
Regulatorproteine die Konformation von Troponin @randert wird, was im Verlauf zur

Hypertrophie und Ausbildung von HCM fuhren kann.

4.5.1.2. Lys253Arg

Im Exon 14 desTNNT2 fand sich ein Nukleotidaustausch (A758G), der Znera

Aminosaureaustausch von Lysin (AAG) zu Arginin (AzR Position 69 fuhrt. Hierbei kommt
es zu keiner Ladungsanderung durch den AS-Austau3ih Patienten mit hypertropher
Kardiomyopathie waren alle homozygot fir die Vai@aAAG. In den mituntersuchten beiden
Vergleichskollektiven wurden 2 DCM-Patienten und &atient aus der Kontrollgruppe als
heterozygote Anlagentrager identifiziert. Niemarat Womozygot fir die Variante AGG. Die 3

Mutationstrager sind nicht miteinander verwandt.

Wie oben bereits erwéahnt, ist die carboxy-termirfgion des kardialen Troponin T Gens fur
die Ca-abhangige Funktion und Interaktion ents@reld Die von uns identifizierte Variante
Lys253Arg ist ebenfalls in diesem Bereich zu findender primaren Struktur von Troponin T
befinden sich 2 Stellen 205-255 und 155-205, dieldihre Eigenschaft charakterisiert sind,
alpha-helikale Gebilde zu formen und hydrophobisciéederholungen beinhalten.
Bindungsstellen fur Troponin | an Troponin T liegarden Kodonbereichen 152-175, 176-230
und 202-259. Eine ganz besondere Position ist degi€h um Kodon 243-259 oder 228-259.
Hier befindet sich die 2. Bindungsstelle von aljimepomyosin an Troponin T. In diesem
Areal bindet kein weiteres Molekil aus dem Trop&omplex. Es wird angenommen, dass
Troponin T mit seinen Partnern Tropomyosin und ©roep | in Form von triple coiled-coil
Strukturen interagiert. Troponin C bindet im Beheit59-259 oder 176-230 [Filatov et al.
(1999)].
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Insgesamt wird vermutet, dass durch einen Aminesdustausch mit resultierendem
Ladungswechsel, wie das bei der Variante Arg278lerd-all ist, dieses fur die Ausbildung der
Kardiomyopathie von Bedeutung sein kann [Anan et (2094)]. Nicht nur durch den

Ladungswechsel an sich, sondern auch durch einemo&éureaustausch mit Wechsel der
Aminosaurenseitengruppe, wie dass bei der Variayg853Arg der Fall ist, verandert sich die
Konformation eines Proteins. Eine normal vorliege®ioteinstruktur ist nicht mehr moglich.

Zuvor bestehende Interaktionen mit anderen Aminestéudie weiter entfernt liegen, ist nicht

mehr gegeben.

Die dilatative Kardiomyopathie ist eine myokardialErkrankung, die mit einer
Volumenzunahme besonders der Herzkammern, aber @erchVorhofe einhergeht. Durch
erkrankte und im Verlauf durch untergegangene Mi@mrybildet sich nur eine geringe
Hypertrophie aber vor allem interstitielle und paskulére Fibrose aus. Des Weiteren zeigen
sich mikroskopisch Einzelzellnekrosen ohne furtd@&M typischen Strukturverlust (disarray).
Daraus resultiert eine veranderte Physiologie irhnken der Kraftibertragungswege innerhalb
des Sarkomers mit fuhrender systolischer Funkttbnasg, was mit der Zeit zum klinischen
Vollbild der DCM fuhrt [Towbin et al. (1999)]. DiEeravalenz der Erkrankung wird auf 36.5 pro
100000 Individuen geschatzt [Cohn et al. (1997. & 2-3 Mal haufiger die Ursache flr die
Herzinsuffizienz als HCM. 75% sind nicht familiatdrsache wie toxisch, ischamisch, infektios
(viral) oder infiltrativ. 25% sind familiarer Urshe. Die 5 Jahres-Mortalitat betrifft 75% der
Erkrankten. Die Klinik zeichnet sich in den meist&dllen durch Linksherzinsuffizienz, frihe
Belastungsmudigkeit, korperliche Schwache, systmisoder pulmonale Embolien sowie
Herzrhythmusstorungen aus. In weiteren Studien teobelegt werden, dass DCM-Patienten
mit idiopathischer Form der DCM zu 25-30% eine Getation vererbt bekommen haben
[Grunig et al. (1998)]. Dabei wurde besonders indi&n in grof3en Familien der autosomal-
dominante Vererbungsmodus gesehen. Aber auch audbsezessive, x-chromosomal und
mitochondriale Wege konnten ermittelt werden. Im dachfolgenden Tabelle 19 sind die
bekannten Genorte, der Vererbungsmodus und dashé@uge krankheitsverursachende Gen

aufgelistet.
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Genort Vererbungsmodus Krankheitsverursachendes Gen
1932 AD Kardiales Troponin T
2q31 AD Titin

5033-34 AD Delta-Sarkoglykan

6q12-16 AD ?

9q13-22 AD ?

14911 AD 3-Myosin schwere Kette
15q14 AD Kardiales Aktin

15g22.1 AD a-Tropomyosin

10921-23 AD ?
1p1-g21 AD Lamin A/C
2g14-922 AD ?
3022-25 AD ?
6023 AD ?
2035 AD Desmin
6023-24 AD ?
1942-43 AD Kardialer Ryanodine Rezeptor
2032.1-32.3 AD ?
3p25 AD Caveolin-3
10pl2-14 AD ?
14q12-22 AD ?
14q23-24 AD ?

6p24 AR Desmoplakin

17921 AR Plakoglobin

Xp21 X Dystrophin

Tab. 19: Genorte und krankheitsverursachende Gamdildtativen Kardiomyopathie [angelehnt an Scledgér et

al. (2001)]. AD: autosomal-dominant. AR: autosomgdessiv. X: X-chromosomal. ?: Gen nicht bekanbéra
DCM bestatigt.

In den letzten Jahrzehnten ist die Kenntnis Uber gknetische Ursache kardiovaskularer
Erkrankungen in unterschiedlichen Studien belegideo [Hollman et al. (1960), Pare” et al.
(1961)]. Krankheitsverursachende HCM-Gene sind kiasliale 3-Myosin NIYH7, 14q12)
[Jarcho et al. (1989)], Troponin TTINT2 19g32), a-Tropomyosin {PM1, 15g22), das
Myosinbindungsprotein OMYBPC3 11p11.2) und andere [Thierfelder et al. (1993atkivis
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et al. (1993), Carrier et al. (1993)]. Diese Gendiéren ausnahmslos fur Proteine, die direkt
oder indirekt als ,Motorproteine” oder als Kontfaktoren der Motilitat der dinnen und dicken
Filamente der Herzmuskulatur beteiligt sind. Diégkrfe zu der allgemeingultigen Definition,
dass HCM eine Erkrankung des Sarkomers ist [Thamfeet al. (1994)]. In neueren Studien
konnten nun auch Mutationen, die mit der dilatatiiéardiomyopathie assoziiert sind,
gefunden werden. So konnten die Mutationen Ser%82Pd Phe764Leu, die zu einem
Basenaustausch in der schweren Kette des kardgaMgiosins fliihren und eine Deletion
Lys210del im kardialen Troponin T Gen identifizieverden. Alle 3 Mutationen fuhren zu
autosomal-dominant vererbter dilatativer Kardiomgtbge mit einem frihen Beginn der
ventrikularen Dilatation (Durchschnittsalter beiaDnosestellung 24 Jahre) [Kamisago et al.
(2000)]. So wird angenommen, dass durch die TropdniMutation Calcium-abhangige
Interaktionen zwischen Troponin T und C beeinflugstden und somit im weiteren die Aktin-
Myosin-ATPase-Aktivitdt in ihrer Funktion gestortirde Was sich in einer reduzierten
Energiebereitstellung fur den Querbriickenschlagviekis welches auch fir die Mutationen im
kardialenB-Myosin gilt [Schonberger et al. (2001)].

Fujino et al. (2001) untersuchte in 140 japanisdPatienten mit hypertropher Kardiomyopathie
den Langzeitverlauf dieser Erkrankung bei vorliegarer Arg92Trp Mutation. Dabei wiesen
10 Probanden aus zwei verschiedenen Stammbaumsa Mietation auf. In der klinischen
Untersuchung hatten 3 DCM kennzeichnende Merkmé@leyiesen eine asymmetrische
Septumhypertrophie mit normaler systolischer Fuamktiauf und 1 Proband war
Mutationstrager, der aber die klinischen Kriteri#@in DCM nicht erfillte. In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass die Arg92Trp Mutatioie éohe Auftretensrate 10/140 HCM-
Probanden aufweist, mit geringer kardialer Hypgtiite und mit einem friihen Verlauf zur

dilatativen Kardiomyopathie einhergeht.

In neueren Studien konnten in den letzten Jahresdtzlich zur genetischen Ursache der
Erkrankung belegt werden, dass bestimmte Umweliisis die DCM in ihrer Ausbildung und
Krankheitsform beeinflussen. Im Besonderen wurdamiktrope Viren wie Parvovirus B19,
Humanes Herpes Virus 6, Influenza A/B und ander®yomkardbiosien von DCM-Patienten
nachgewiesen. Zum Teil konnte eine akute Virustidekin der Krankheitgeschichte nicht
belegt werden, so dass auch bei einem hohen Psatzder Erkrankten, von einer ,stummen*
Infektion auszugehen ist. Dies zeigt die hohe Varimnerhalb der Erkrankung. Zukinftige
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Untersuchungen Uber die molekulargenetischen Pattizamismen der DCM sollten eine
genaue Kklinische Charakterisierung in Kombinatioolakulargenetischer Daten als auch
umweltbeeinflussende Faktoren (Noxen, Viren) in d&eurteilung der Erkrankung mit

einbeziehen [Poller et al. (2005)]. Zusammenfasskinte dieses flr unsere Variante
Lys253Arg bedeuten, dass auch hier eine ProgressiorHCM zu DCM stattgefunden hat.

Oder wie ebenfalls bekannt ist, dass Mutationeginem Gen sowohl zu einer dilatativen oder
hypertrophen Kardiomyopathie fuhren, wobei hier tdechanismen noch nicht génzlich
geklart sind [Gomes et al. (2004)].

Wie bereits erwahnt, beschreibt Jin et al. (198235 die Exonabschnitte 7-16 hoch konserviert
sind. Die Lys253Arg Variante liegt im Exon 14. Imotdologievergleich der Variante
Arg278Pro und Lys253Arg zwischen den Proteinseqerertes kardialen Troponin T und
verschiedenen Spezies wie Schaf, Rind, Ratte, Mam$ Huhn ergibt sich ein hoher
Ubereinstimmungsgrad. Daraus ergibt sich die Anmglttass Mutationen in diesem Bereich zu
strukturellen oder funktionellen Konsequenzen fiihre

Auf Grund der oben genannten Erkenntnisse ist kiaakheitsverursachende Wirkung der
Variante Lys253Arg anzunehmen. Obwohl keine Ladéandsrung entsteht, kann durch die
Lage zu wichtigen Interaktionspositionen zwischeapbnin T zu Troponin | und C sowie zu
alpha-Tropomyosin ein Effekt auf die Funktion undeeWirkung auf die Interaktion von

Troponin T mit seinen Bindungspartnern in dieseme®l nicht ganz ausgeschlossen werden.

45.2. Seltene Varianten

Bei der SSCP-Analyse von Exon 16 konnten 2 Varrante der untranslatierten Region
ermittelt werden. Hierbei handelt es sich um dieidrdae 3UTR + 6 C/T (Nukleotidposition
180) und die Variante 3'UTR + 67 G/A (Nukleotidpaosn 179). Bei beiden handelt es sich
jeweils um einen Einzelbasenaustausch mit einenggn Inzidenz. Der Einzelbasenaustausch
C zu T konnte insgesamt nur bei 5 Probanden dean@ksllektives n = 157 gesehen werden.
Alle waren heterozygot. Die Verteilung innerhallr d@llektive war annahernd gleich mit
HCM =1, DCM = 2 und Kontrollen = 2. Eine &hnlic¥erteilung war bei der Variante 3' UTR
+ 67 G/A zu sehen. Hier waren 3 HCM sowie 1 DCMidrait und 1 Proband des
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Kontrollkollektivs heterozygot. Durch die Lage irrduntranslatierten Region des kardialen
Troponin T Gens, das geringe Auftreten (ca. 3%) deiden Varianten innerhalb des
Gesamtkollektives sowie die annahernd gleiche Ventg in allen 3 Kollektiven ist eine

krankheitsverursachende Wirkung nicht wahrschdinlic

4.5.3. Polymorphismen imINNT2
45.3.1. Ser69Ser

Im Exon 8 des kardialen Troponin T konnte eine baudterabweichung in der SSCP-Analyse
durch den Primer ctntex 8F/R neu identifiziert vegrdBei dieser Variante handelt es sich um
einen G zu A Austausch im Exon 8 an Position 4 k&smt es zu keiner Anderung der
Aminosauresequenz (Ser zu Ser). Das Basentrip®&t Ronnte nur bei einem Patienten des
HCM-Kollektivs gesehen werden. Im Vergleichskoliektrat diese Variante nicht auf. 48
HCM-, 43 DCM-Patienten und 41 Kontrollen konnterr fias Triplett TCG identifiziert
werden. In heterozygoter Form konnte die Variamieifiisgesamt 24 Probanden nachgewiesen
werden, wobei sich diese auf 14 HCM-, 5 DCM-Pag&anind 5 Kontrollen verteilte.

Bei der Ser69Ser Variante handelt es sich somiteima stumme Variante. Diese kdnnen
infolge der Degeneration des genetischen Triplddsoentstehen. Mehrere verschiedene
Kodons, die sich an der dritten Basenposition sotexiden kodieren flr eine Aminosaure. Die
dritte Position eines Tripletts ist sehr variabal Vergleich zu Position eins und zwei. Man

nennt sie daher auch ,wobble-base".

In jeder Spezies ist die Haufigkeit eines bestinnmfaminosauretripletts unterschiedlich
verteilt. Bei der Translation korreliert die Mengkr tRNA mit dem Vorkommen der
unterschiedlichen Kodons. Unterschiedliche Aminostipletts kdnnen, wie oben bereits
genannt, das gleiche Kodon bilden. Daraus ergdit, siass das Triplett mit dem prozentual
haufigeren Vorkommen gegeniber dem prozentual geneém Triplett vermehrt in den
kodierenden Bereich eingebaut wird. Hierfur wur@e Ausdruck ,codon usage bias” gepragt
[Gouy et al. (1982)]. Die mit dem Internetprogramm

(http://www.kazusa.org.jp/codon/cgi-bin/showcodaifzspecies=Homo+sapiens+[ghpri
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ermittelten Haufigkeiten fur das Triplett TCG sidb% und fir TCA 11,9%. Dabei wird ein
prozentual weniger haufiger vorkommendes Kodon mgegje haufigeres ausgetauscht. Dies
kann die Translationseffizienz verandern und sokaimn eine synonyme Mutation einen
Einfluss auf die Zusammensetzung der Proteinmengesiban. Nicht nur die
Translationseffizienz kann durch die Verwendungtibeater Kodons beeinflusst werden,
sondern auch die Genauigkeit. Genabschnitte, dteemer hohen Translationsgenauigkeit
abgelesen werden, weisen eine deutlich spezifisctierwendung von Kodons auf als andere
Abschnitte. Fehler wahrend der Translation wirderseghweren funktionellen Stérungen auf
Proteinebene fuhren [Akashi et al. (1994)].

Die prozentuale Verteilung der beiden synonymendfsdTCG und TCA liegt mit 7,4 %

relativ dicht beieinander. Dieses spricht nichtdiiren grof3en Selektionsvorteil, der durch eine
spezifische Verwendung eines Tripletts entstehemted Daraus ergibt sich wahrscheinlich
auch kein Unterschied in der Translationseffiziand —genauigkeit. In der Literatur ist bisher
kein Beispiel fur eine krankheitsverursachendepayme Mutation bekannt. Dies spricht aber
nicht grundsatzlich gegen die mdogliche Beteiligumgn synonymen Varianten an der

Krankheitsentstehung, denn mdoglicherweise ist in \dergangenheit diesen Varianten nur

zuwenig Aufmerksamkeit geschenkt worden.

4.5.3.2. llel06lle

Die gleiche Arbeitshypothese lasst sich auf diearae im Kodon 106 des kardialen Troponin
T Gens anwenden. Durch der>C-Austausch wird kein Basenaustausch bewirkt. ldeygot
waren insgesamt 29 Patienten der HCM-Gruppe, 2@rian mit DCM und 21 Kontrollen.
Homozygot fihr das Merkmal ATC waren aus allen @aippen nur 11 Personen, hingegen

fur das Merkmal ATT insgesamt 58.

Die Verwendungshaufigkeit der beiden Kodons ATT ulk@C wurde ebenfalls aus der
Datenbank nach Nakamura (2000) entnommen. Die MariATT findet sich in 15.8% der
Kodons und das Triplett ATC in 21.6% der fur Isai@ukodierenden Sequenzen. Dieser
Unterschied von nur 5,8% spricht nicht fur einetel@nsvorteil, der durch die spezifische

Verwendung von einem der beiden Kodons entstehemt&d Somit ist ein Effekt nicht
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wahrscheinlich, aber auf Grund der nicht ausreidberStudienlage uber die Wirkung stummer
Mutationen auf Funktion und Auswirkung kann dieshbieindeutig ausgeschlossen werden.

4.5.3.3. Weitere Sequenzanderungen ifNNT2

In den Intron-Exon-Abschnitten 34, 5, 9, 11 undkbéinten ebenfalls Sequenzanderungen in
der PCR-SSCP-Analyse mit anschlieRender Sequengiemmittelt werden. Hierbei handelt es
sich um die in den Intronabschnitten gelegenenaviten 1IVS3 —11 (CTTCTXCTTCT), IVS5

-49 G/A, IVS9 —97 (CCCCC/CCCC), IVS11 —32 C/A uimbiL4 —33 C/T. Darunter waren eine
1-Bp Deletion und vier Einzelbasensubstitutionen lmron. Die prozentuale Verteilung
innerhalb der einzelnen Kollektive war fast glei@ignifikante Abweichungen konnten mit
demy®Test nicht berechnet werden. Ein signifikanteseBris p= 0,05 konnte nicht gesehen
werden, das heil3t, unsere ermittelten Werte spnenlait dafir, dass die Genotypen dieser

Population der Hardy-Weinberg-Regel entsprechen.

Damit ist auch eine krankheitsrelevante Ursachéhtniwahrscheinlich, zumal die oben

genannten Varianten alle ausnahmslos in den natiekenden Bereichen ermittelt wurden.

4.6. Spezielle Diskussion
4.6.1. Ergebnisse im untersuchten Kollektiv

Basierend auf den Grundlagen dieser Arbeit wurdahfolgend noch 45 weitere Patienten mit
hypertropher Kardiomyopathie des gleichen Uberwejskrankenhauses auf Mutationen im
TNNTZ2untersucht [Erdmann et al. (2003)]. Hierbei wudike Variante Arg278Pro bei keinem
weiteren HCM-Patienten aus dem Gesamtkollektivtifieert. 2 weitere seltene Varianten mit
einer Frequenx 0.01 im Gesamtkollektiv n= 108 wurden ermittels Eandelt sich um die
beiden Intronvarianten IVS6 —29C/G und IVS14 +2TCGPolymorphismen mit > 1% der
Allele waren nicht mehr zu sehen. Keine der inld&ratur beschriebenen 27 Mutationen fur
Troponin T konnte in unserem Kollektiv ermittelt iten. Daraus ergibt sich die Annahme,

dass die in der Literatur beschriebene prozenteedgquenz fur Mutationen im Tropoponin T
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als krankheitsverursachend zu gelten, geringerl&% ist. In unserem Kollektiv von 108
konsekutiven Patienten mit HCM konnte gezeigt weyrdegass in den Kandidatengenen
MYBPC3 und MYH7 80 % der Mutationen gefunden wurdéM\NT2, TPM1, MYL2aind
TNNT3zusammen nur 10-15 % der zu ermittelnden Variaatgweisen. Die Gen®YL3,
TTN und ACTC sind mit nur ca. 5 % an der Ausbildung der hypetien Kardiomyopathie
beteiligt. So das fir Troponin T eine krankheitsveachende Verteilung von 15 %, wie es in
den Familienstudien angenommen wurde, zu hoch egigeit. Somit lasst sich im weiteren
feststellen, dass ein Mutationsscreening mittelRIBSSCP-Analyse zum Auffinden von
sporadischen Mutationen in ca. einem Drittel demsekutiven, nicht verwandten Probanden
und bei ca. jedem 2 Patienten mit positiver Famair@amnese fuhrt.

4.6.2. Prognostische Voraussagen

Wichtige Gesichtspunkte, die sich aus den Daterekatdrer Ursachen von Krankheiten in der
Kardiologie, ergeben, beziehen sich auf Forschilmggnose und Therapie. Die Forschung
ermoglicht es, umfassende Daten Uber Ursachen watldogenetische Mechanismen zu
ermitteln. DNA-Analysen sind leicht durchfiihrbaremn in einer Familie eines Probanden eine
Mutation bereits bekannt ist. Schwieriger ist dielg nach neuen, unbekannten Mutationen.
Die Untersuchung von Kandidatengenen wird im Vértias Mittel der Wahl werden. Schnelle
molekulargenetische Methoden sind bereits etahliedt werden in Hinblick auf den Kosten-
Zeit-Faktor noch weiterentwickelt. Wenn der Nactsaainer Mutation gelingt, bestatigt dies in
den meisten Fallen die bereits klinisch erhobersgise. Da aber die genetische Variabilitat
in der Regel zutrifft und viele krankheitsrelevaene noch nicht ermittelt sind, schliel3t der
fehlende Nachweis einer Mutation eine mogliche teclege Ursache nicht aus. Zusatzlich
wurde die Bedeutung von umweltbeeinflussenden Fakt@Viren, Noxen) in den letzten
Jahren bewiesen. Wie wirken sich solche Erkenrgresg das Management mit Betroffenen
aus? Wie beeinflusst es die Therapie? Im Rahmerggortischen Familienberatungen liegen
bei einigen Erkrankungen schon viele Erfahrungen Bei der hypertrophen Kardiomyopathie
sind solche Erfahrungen eher sehr gering. Wircelreim einzelnen Patienten am Anfang einer
Erkrankung eine Mutation identifiziert, ist einevedassige Prognose und damit auch Beratung

schwierig. In Familien mit mehreren Betroffenen kamoglicherweise im Verlauf ein
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~Mittlerer* Schweregrad fir den Verlauf der Erkrank abgeleitet werden. Auch zeigen einige
Mutationen in einzelnen Genen einen ,maligen” oglenignen“ Verlauf auf. Hierbei sind
dann die Tiermodelle im Weiteren hilfreich. Um adiesem Gebiet zu ausreichenden
Erkenntnissen zu kommen, die auch im Umgang mitofehen hilfreich sind, bedarf es noch
fur langere Zeit umfangreicher klinisch-genetischigeldforschung” und dem Aufbau von
speziellen krankheitsbezogenen, landertbergreifeddeenbanken. Mdglich ware dann auch
am Ende eine Therapie zu erstellen, die aktuelhtniauf medikamentds, klinisch-

therapeutischer Basis fundiert, sondern den Agpek&entherapie mit einbezieht.
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten ist die Kenntnis Uber ginetische Ursache kardiovaskularer
Erkrankungen belegt worden. Die hypertrophe Kargmpathie, die hier in der vorliegenden
Arbeit untersucht wird, ist eine weltweit vorkommdenprimar myokardiale Herzerkrankung
mit linksventrikularer Hypertrophie, Strukturvedus(disarray) der Myozyten sowie
Myofibrillen und interstitieller Fibrose. Sie istied haufigste Todesursache unter jungen
Leistungssportlern und bedingt Mortalitdét und Mditéit in den hdéheren Altersstufen. Die
klinische Progression ist sehr langsam und die Aggmg der Symptome sehr variabel, mit
dem hochsten Risiko am plotzlichen Herztod in Folga Kammerflimmern zu versterben.
Auch kommen in betroffenen Familien mit sicheremnagischen Ubertragerstatus
asymptomatische Verlaufe vor. Sie wird in 50% dald-autosomal-dominant vererbt. Die
genetische Ursache liegt in Genen, welche ausnabrfial Proteine kodieren, die direkt oder
indirekt als ,Motorproteine* oder an der Kontroler Motilitdt der dinnen und dicken
Filamente der Herzmuskulatur beteiligt sind. Dieslszum Beispiel die schwere Kette des
kardialen 3-Myosins, das Troponin T, adagropomyosin, das Myosinbindungsprotein C und
weitere. Dies fuhrte zu der allgemeingultigen Diébn, dass HCM eine Erkrankung des

Sarkomers ist.

Im kardialen Troponin T Gen berichteten zuerst falder et al. (1994) und Watkins et al.
(1995a) Uber Mutationen bei familiarer hypertropkardiomyopathie. Hierbei wurden zumeist
kleinere Familien mit mehreren manifest erkranktersonen, manchmal auch nur die
Indexpatienten in den betroffenen Familien und ggidich auch sporadische Falle untersucht.
Annahmen zur prozentualen Verteilung der MutatiomeM NNT2stutzen sich bisher nur auf
diese aufgefundenen Familien. Die prozentuale Wenigwird daher basierend auf diese Daten
fur TNNT2auf ca. 15-20 % geschéatzt [Watkins et al. (1998&yjan et al. (2001)]. Insgesamt
konnten bis heute 27 Mutationen identifiziert werdeDie zum Zeitpunkt der Studie
ausschliel3lich vorliegenden Ergebnisse an Famih@h hypertropher Kardiomyopathie,
veranlassten uns zu untersuchen, wie haufig Muiatioam kardialen Troponin T-Gen in einem
unabhangigen, konsekutiven Patientenkollektiv m@MH eines Uberweisungskrankenhauses

sind.

Diese Arbeit untersuchte 63 konsekutive, nicht \awite Patienten mit hypertropher
Kardiomyopathie mit und ohne Obstruktion der Ausslbahn auf mdgliche Mutationen im
TNNT2Gen im Exon 2-16 incl. Exon-Intron-Grenzen mittdBCR-SSCP-Analyse. Die
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Diagnose der Patienten basierte auf Klinik (Auasshlanderer Hypertrophieursachen) nach
international anerkannten Kriterien (Literatur) h28KG, Echokardiographie (LVH Septum >
13 mm) und Angiographie. Patienten, bei denen tseeie Myektomie durchgefihrt wurde,
wurden unabhangig von echokardiographischen Keiter@kzeptiert. Zusatzlich wurden 2
Kontrollgruppen bestehend aus 48 Personen mitatiat Kardiomyopathie und 46 Personen
eines Normalkollektivs auf die gleichen Abschnitie untersucht.

Es konnten 11 genetische Varianten im Intron-Exereig@h 34, 6, 8, 9, 10, 12, 14, 15 und 16
identifizieren. Es fanden sich somit zwei Mutationdie jeweils eine Aminosauresubstitution
(Arg278Pro, Lys253Arg) zur Folge hatten. Die andeidentifizierten Varianten waren zwei
Einzelbasenaustausche im Exon ohne AS-Austausc9Ser, 1le106lle), eine 1-Bp Deletion
[IVS9 -97 (CCCCC/CCCQ) vier Einzelbasensubstitutionen im IntrofVvVS3 -11
(CTTCTW(CTTCT), IVS5 —49 G/A, IVS11 —32 A/C, IVS14 —33 TJ@nd zwei 3'UTR-
Einzelbasenaustausche (+6 C/T 3'UTR, +67 G/A 3'UDiR Exone 2, 5, 7, 11 und 13 zeigten
keine genetische Variabilitat. Dgf-Test zeigte in keinem der Kollektive eine sigrafie
Abweichung der beobachteten von der erwarteten i@eachaufigkeit. Es wurde keine in der

Lieratur beschriebene Variante in unseren Kollektimachgewiesen.

Im kardialen Troponin T Gen fuhrten zuerst Thiatélet al. (1994) und Watkins et al. (1995a)
molekulargenetische Untersuchungen durch. Die ptoaée Verteilung der Mutationen im
TNNT2stutzte sich bisher nur auf diese Daten, so dasprdzentuale Verteilung fuFNNT2
auf ca. 15-20 % geschéatzt wurde. Die 11 von ungtifdgerten Varianten waren bis dato noch
nicht bekannt, wobei wir in unserem Kollektiv aukkine bisher beschriebene Variante
ermitteln konnten. Auch durch das erweiterte Motadscreening der Arbeitsgruppe mit 108
HCM-Patienten [Erdmann et al. (2003)] konnten keusgteren Varianten identifiziert werden.
Daraus lasst sich schlie3en, dass der prozentuaésl Aer krankheitsverursachenden Wirkung
von Troponin T Mutationen bei HCM noch nicht endigiiund vollstandig erfasst werden
kann. Es werden noch neue Mutationen durch einitemes Screening folgen. Durch die
erweiterte Kenntnis der Pathomechanismen werdenukiinftigen Untersuchungen genaue
klinische Charakterisierungen in Kombination mit leknlargenetischen Daten als auch
umweltbeeinflussende Faktoren (Noxen, Viren) in d&eurteilung der Erkrankung mit

einbezogen werden, was das Therapiemanagement detroff@hen optimiert.
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Abb. 1: PCR-Produkt aus Kombination der Primer gtimiex 13 F mit ctntex 14 R.

Abb. 2: Exemplarisches Gelbild verschiedener TNNPICZR-Produkte.

Abb. 3: Darstellung der SSCP-Analyse.

Abb. 4: SSCP-Analyse nach Insert-spezifischer-P @iplikation der Klone von Indexpatient 13
fur Exon 16.

Abb. 5: Optimierungsanalyse fur RFLP-AsdagoNIflr die Variante IVS9 -97 (CCCCC/CCCC).

Abb. 6: Prinzip des ACRS-Assays des Austausches AAGGG an Position 69 im Exon 14.

Abb. 7: Lokalisation der identifizierten ErgebnisseTNNT2Exon 2-16.

Abb. 8: Stammbaum der Familie des Indexpatiente AN 100.

Abb. 9: Homologievergleich der Variante Arg278PrallLys253Arg zwischen den
Proteinsequenzen des kardialen Tiopb und verschiedenen Spezies.
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6.3. Abkirzungen

A Adenin

Abb. Abbildung

ACRS Amplification Created Restriction Site-Assay
AF atrial fibrillation

AgNO; Silbernitrat

AICD Automatischer interner Kardiodefibrillator
Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. Aqua destilare

Aqua ad inject.

Aqua ad injectabilia

ARVCM Arrhythmogene rechtsventrikuléare Kardiomyloipt
AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

Bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

Bsr1 Bacillus stearothermophilus

C Cytosin

°C Grad Celsius
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cDNA
CM
dATP
DCM
dCTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
ddTTP
dGTP
DHZB
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT
dTTP
Ear |
EcoN1
EDTA
EKG
ETOH
g

G
HCM
HLP

h

HC1
HNCM
HNO;
HOCM
HW
VS
kB
KC1
kDa
KHCO;
LB-Medium
LVEDD
LVESD
M

mg
MgC1,
ml
Molar
mol/l
mV
MW

n
NaC1l
NaCQ,
NaOH
ng
NH,CI
NKCM
nm
oD
PAA
PBS
PCR
pmole
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Kardiomyopathie
Desoxyadenosin-5"-Triphosphat
Dilatative Kardiomyopathie
Desoxycytosin-5"-Triphosphat
2',3'-Dideoxyadenosin-5‘-Triphosphat
2',3'-Dideoxycytidin-5‘-Triphosphat
2',3'-Dideoxyguanosin-5‘-Triphosphat
2’,3"-Didesoxyribonukleotid-5"-Triphoshat
2',3'-Dideoxythymidin-5'-Triphosphat
Desoxyguanosin-5"-Triphosphat
Deutsches Herzzentrum Berlin
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleicdci
Desoxyribonukleotid-5"-Triphosphat
Dithiotreitol
Desoxythymidin-5"-Triphosphat
Enterobacter aerogenes (NEB 450)
Escherichia coli (NEB 441)
Ethylendiamintetraacetylsdure
Elektrokardiogramm

Ethanol

Gramm

Guanin

Hypertrophe Kardiomyopathie

Guanin

Stunde

Salzsaure Hyperlipoproteinamie
Hypertrophe nicht obstruktive Kardiomyopathi
Salpetersaure

hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie
Hinterwand

Intron

Kilobase

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kaliumhydrogencarbonat
Luria-Bertrani-Medium
linksventrikulérer enddiastolischer Druck
linksventrikularer endsystolischer Druck
Molaritat

Milligramm

Magnesiumchlorid

Milliliter

molar

Mol/Liter

Millivolt

Mittelwert

Anzahl

Natriumchlorid

Natriumcarbonat

Natriumhydroxid

Nanogramm

Ammoniumchlorid

nichtklassifizierbare Kardiomyopathie
Nanometer

optische Dichte

Polyacrylamid

phosphate buffered saline (phosphatgepuff@etasalzlosung)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase clagiction)

Picomol
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RFLP
RNA
rpm
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RT
SD
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Sept.
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Smal |
SSCP
SSCP
SVT

T

Taq
TBE
TEMED
TNNT2
Tris
tRNA
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U
UTR
3'UTR
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\
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Mg
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pm

Position
Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus
Ribonukleinséure
Umdrehungen pro Minute
Blutdruck
Rechtsschenkelblock
Raumtemperatur
Standardabweichung
Sodium dodecyl Sulfate (Natrium Dodecyl Splfa

Septum
Schrittmacher
Serratia marcescens Sb
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Single-strand conformation polymorphism
supraventrikulare Tachykardie
Thymin
Thermus aquaticus
Tris-Borat/EDTA-Puffer
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
kardiales Troponin T Gen
Trishydroxymethylaminomethan
translatierte Ribonukleinsaure
Thermus species R
Unit, Einheit
Untranslatierte Region (untranslated region)
Untranslatierte Region am 3‘Ende
ultraviolettes Licht
Volt
ventrikulare Extrasystolen
Volumenteile
ventrikulare Tachykardie
Wildtyp
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-Galactopyrasid
Mikrogramm
Mikroliter
Mikrometer
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