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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kardiomyopathien: Definition und Klassifikation

Definition

“Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe vaankheiten des Herzmuskels, die mit
mechanischen und/oder elektrischen Funktionsst@&mueghergehen und Ublicherweise (aber
nicht zwingend) eine unangemessene Hypertrophier @l@tation der Herzkammern
verursachen. lhre Ursachen sind vielféltig und tgagenetisch bedingt. Kardiomyopathien
begrenzen sich entweder auf das Herz oder sindelrer allgemeinen Systemerkrankung,
fuhren oft zu kardiovaskular bedingten Todesfabeler einer fortschreitenden Behinderung
durch Herzversagen“ (Maraat al, 2006).

Klassifikation

Mitte der 50er Jahre des neunzehnten Jahrhundexrtsdig chronische Myokarditis die
einzige Krankheit, die als Ursache einer struktereHerzmuskelerkrankung bekannt war.
Um 1900 etablierte sich der Begriff der “Primareartnuskelerkrankung”, und es dauerte
schlie3lich bis 1957, bis der Begriff “Kardiomyopet* erstmals auftauchte. In den darauf
folgenden 25 Jahren wurden mehrfach neue Defimtionerbunden mit der weiteren
Erforschung und dem besseren Verstehen der Patbegeer Krankheit etabliert.
Kardiomyopathien werden in zwei Hauptgruppen uetkrt Primare Kardiomyopathien
(genetische, nicht genetische, erworbene) betreffeder Regel nur oder hauptsachlich den
Herzmuskel. Sekundare Kardiomyopathien weisen dibgbogische Herzmuskelbeteiligung
als Teil einer Reihe verschiedenster generalisiesystemischer Funktionsstérungen auf.
Diese mit den sekundaren Formen der Kardiomyopatbibundenen Systemerkrankungen
wurden in friiheren Klassifikationen den “spezifisaiKardiomyopathien“ oder “spezifischen
Herzmuskelerkrankungen® zugeordnet; diese Nomemklaturde jedoch verlassen. Die
Haufigkeit und der Schweregrad der Herzbeteiligungariieren bei diesen
Systemerkrankungen erheblich. Bei einigen Erkragkuonst die Herzbeteiligung haufig, bei
anderen ist der pathologische Herzbefund seltennundn einigen Fallen nachgewiesen. Da
viele Kardiomyopathien vorwiegend das Herz betref@ch aber nicht nur auf dieses Organ
beschréanken, ist die Unterscheidung zwischen paménd sekundéarer Kardiomyopathie in
einigen Fallen relativ willkirlich und beruht auferd Beurteilung Uber die Kklinische
Wichtigkeit und die Konsequenz des vorliegendenzhheiskelprozesses. Aus diesem Grund
wird die Einteilung in priméare Kardiomyopathien géscher, gemischter (genetischer und
nicht genetischer) und erworbener Genese sowiengdéke Kardiomyopathien empfohlen
(Maronet al, 2006).

Verdénica Lebn €2r- 4



Einleitung

1.1.1 Priméare Kardiomyopathien

A) Genetische Kardiomyopathien

Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)Charakteristisch ist die links- oder biventrikelar
Hypertrophie, die typischerweise asymmetrischH#trbei unterscheidet man zwischen einer
“obstruktiven” und einer *“nicht obstruktiven* Formln der Histologie zeigt sich
typischerweise eine Fehlanordnung (“disarray”) lagertrophierten Kardiomyozyten. Meist
liegt dieser Erkrankung ein autosomal dominanterexfaingsweg von Genen kontraktiler
Proteine zugrunde. Arrhythmien und plétzlicher Hedzsind relativ haufig.

Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie RAV/C). Pathognomonisch ist der
progrediente, zunachst fokale, spéater ausgedelimtelifomatése Umbau vor allem des
rechten Ventrikels. Ein autosomal dominanter Varagsweg mit inkompletter Penetration
sowie eine rezessive Vererbung kénnen vorliegerhydinmien und plotzlicher Herztod sind
haufig.

Linksventrikulare (LV) Noncompaction.Die “Noncompaction“ des Kammermyokards ist
eine kdrzlich entdeckte kongenitale Kardiomyopathige durch ein charakteristisches
spongidses morphologisches Erscheinungsbild desiémyokards gepragt ist.

Reizleitungserkrankungen

Lenegre-Erkrankung. Diese auch als progressiver Herzleitungsdefekiarete
Erkrankung ist durch die fortschreitende Entwickjuron Defekten im His-Purkinje-System
gekennzeichnet.

lonenkanalerkrankungen. Es existiert eine wachsende Anzahl verschiedemebter
und kongenitaler arrhythmischer Stoérungen, die Watationen von Genen verursacht
werden, die fUr lonenkanalproteinen kodieren, dieden Natrium- und Kalium-Transport
durch die Zellmembran zustandig sind:

-Das (lange) QT-Syndrom.

-Brugada-Syndrom.

-Katecholaminerge polymorphe ventrikulare Tachykaed
-Das kurze QT-Syndrom (SQTS

Verdénica Lebn €2r- 5
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B) Gemischte Kardiomyopathien (genetische und niclgenetische)

Dilatative Kardiomyopathie (DCM).Kardiale Dysfunktion bei links- oder biventrikudr
Dilatation. Der alleinige histologische Befund dendomyokardbiopsien (EMB) ist haufig
unspezifisch. Erst unter Verwendung einer subtibeéagnostik der EMB lassen sich virale
und/oder immunologisch bedingte Formen von derpiatibischen Form der DCM abgrenzen.
Des Weiteren werden auch familiare, durch Stoffvgetdrkrankungen bedingte und toxische
DCM-Formen unterschieden.

Restriktive Kardiomyopathie (RCM)Charakteristisch sind die restriktive Fillung uner d
erhohte diastolische Druck eines oder beider Viegitbei nahezu normaler linksventrikularer
systolischer Funktion. Die RCM kann “idiopathisck&in oder im Zusammenhang mit
anderen Erkrankungen (z.B. Amyloidose, Speicheagtungen, Hypereosinophilie)
auftreten.

Normales Myokard HCM

'I:l
O
=

ARVC RCM

S
o

Abbildung 1.1: Morphologische Charakteristika derardiomyopathien. DCM: Dilatative
Kardiomyopathie; HCM: Hypertrophe KardiomyopatHRCM: Restriktive Kardiomyopathie; ARVC:
Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathiedifizierte Abbildung aus Davies MJ.(2000).

C) Erworbene Kardiomyopathien

Myokarditis. Bei der Myokarditis handelt es sich um einen akuteer chronischen, den
Herzmuskel betreffenden Entziindungsprozess, dehdein breites Spektrum von Toxinen
und Drogen, Infektionserregern meist viraler, abech bakterieller Natur, Pilzen oder
Parasiten ausgelost wird. Als weitere potenziellaisl8ser gelten die Intestinale
Lipodystrophie (Morbus Whipple), die Riesenzellmgadtis sowie

Verdénica Lebn €2r- 6
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Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen Pharmaka vestimmte Antibiotika, Sulfonamide,
Antikonvulsiva oder Entzindungshemmer.

Stress-Kardiomyopathie (“Tako-Tsubo-KardiomyopatfjieDie erstmals in Japan unter dem
Namen Tako-Tsubo beschriebene Stress-Kardiomyapahdurch eine akute, jedoch rasch
reversible systolische Kammerdysfunktion charakieri, die durch starken psychischen
Stress ausgeldst wird. Definitionsgemal tritt drarkkheit in Abwesenheit einer manifesten
KHK auf.

Andere

Die peripartale  (postpartale) Kardiomyopathie ist eine selten dilatative

Herzmuskelerkrankung, die mit einer linksventrikal& systolischen Dysfunktion und

Herzversagen unbekannter Ursache einhergeht umtlitten Trimester der Schwangerschaft
oder innerhalb der ersten 5 Monate nach der Getest Kindes auftritt. Meist tritt die

peripartale Kardiomyopathie bei Gbergewichtigen tipara tber 30 Jahre mit Praeklampsie
auf.

1.1.2 Sekundare Kardiomyopathien

Die sekundaren Kardiomyopathien sind in der nachsabelle aufgefthrt:

Sekundare Kardiomyopathien

Infiltrative

Amyloidose (primare, familidre autosomal dominante, senile, sekundare Formen)
Morbus Gaucher

Morbus Hurler

Morbus Hunter

Speicherkrankheiten

Hamochromatose

Morbus Fabry

Glykogen-Speicherkrankheit (Typ Il, Pompe)
Morbus Niemann-Pick

Toxische
Drogen, Schwermetalle, chemische Stoffe

Endomyokardiale
Endomyokardiale Fibrose
Hypereosinophiles Syndrom (Léffler-Endokarditis)

Entziindliche (granulomatose)
Sarkoidose

Verénica Lebn €2r- 7
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Endokrine

Diabetes mellitus

Hyperthyreoidismus

Hypothyreoidismus

Hyperparathyreoidismus

Ph&ochromozytom

Akromegalie

Kardiofaziale

Noonan-Syndrom

Lentiginose

Neuromuskulére/neurologische

Friedreich-Ataxie

Muskeldystrophie Typ Duchenne-Becker

Muskeldystrophie Typ Emery-Dreifuss

Myotone Dystrophie

Neurofibromatose

Tuberdse Sklerose

Mangelernahrung

Beriberi, Pellagra, Skorbut, Selen, Carnitin, Kwashiorkor

Autoimmune/Kollagenosen

Systemischer Lupus erythematodes

Dermatomyositis

Rheumatoide Arthritis

Sklerodermie

Panarteriitis nodosa

Elektrolytentgleisung

Als Folge einer Tumorbehandlung

Anthracycline

Cyclophosphamide

Bestrahlung

Tabelle 1.1: Sekundéare Kardiomyopathien.
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1.2 Hypertrophe Kardiomyopathie

Die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist eine péira Herzmuskelerkrankung mit einer
Pravalenz von 1:500 (Maraet al, 1994 und Maromet al, 1995). Sie z&hlt zu den haufigsten
erblichen Herzerkrankungen. Bei Uber der Halfte Platienten wird eine familiare Haufung
mit meist autosomal dominantem Erbgang mit variaBlgression beobachtet. Der Phanotyp
kann von asymptomatisch bis zum pl6tzlichen HerzB#IT) variieren. Die HCM trifft
meistens junge Manner zwischen 10 und 25 Jahrenisindie h&ufigste Ursache von
plotzlichem Herztod (PHT) vorher gesunder Manned uthleten (Elliot and McKenna,
2004). Der PHT kann bei jungen HCM-Patienten distiBanifestation darstellen (Maren
al., 1996).

Ursachen des plotzlichen Herztodes beim jungen Leisgssportler

KHK Andere
MVP 204 6%

ARVD 2%

3%
DCM
3%

Myokarditis
3%

AS
4%

RIVA
Dissektion
5%

Aortenruptur
5%

koronare
Anomalien

19%

4 Herzgewicht
10%

Abbildung 1.2: Ursachen des plétzlichen Herztodesimb jungen Leistungssportler
(Durchschnittsalter: 17 Jahre) basierend auf detesyatischen Analyse von 158 verstorbenen
Leistungssportlern in den USA. Herzgewicht; Herzen mit vergréRertem Gewicht uihdlighen
morphologischen Charakteristika wie HCM, die in d@agnostik nicht den Kriterien der HCM
entsprechen; RIVA: Ramus interventricularis anterid\S: Aortenstenose; DCM: Dilatative
Kardiomyopathie; ARVD: arrhythmogene rechtsventidika Dysplasie; MVP: Mitralklappenprolaps;
KHK: koronare Herzkrankheit. Modifiziert aus Mar8nJ. (1997).
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1.2.1 Anatomische und histologische Charakteristikkder HCM

Die HCM wird durch eine unerklarte linksventrikudarHypertrophie ohne sekundare
Ursachen wie Hypertonie, Arteriosklerose oder vidral Stenosen diagnostiziert. Sie ist
charakterisiert durch eine vergroéf3erte Wanddiclelidken und/oder rechten Ventrikel3
mm (McKennaet al, 1997). Die Hypertrophie ist meist asymmetrisaid tbezieht das
interventrikulare Septum mit ein. Typischerweise das Volumen des linken Ventrikels
normal oder reduziert. Neben der Hypertrophie istuhgeordnete Aneinanderlagerung und
die VergroRerung der Myozyten (“Myocyte disarragihe andere typische morphologische
Veranderung. Die Herzmuskelzellen im gesunden Gevsatd gleichmalig angeordnet und
weisen eine minimale Fibrosierung auf. Im hypetiiepgen Herzen sind die Zellen
vergroBert und weisen eine ungeordnete Gewebsegktlnit mit einer Zunahme von
interstitieller Fibrosierung auf (Seidmai al, 2001). Es kann ebenfalls zu einer Verdickung
der Media intramuraler Koronargefal3e kommen.

Abbildung 1.3: Anatomische Charakteristika bei HCM) Evidente linksventrikulare (LV)
Hypertrophie unter Einbeziehung des interventriledd Septums. Rechtsventrikulare (RV)
Hypertrophie und linksatriale (LA) Erweiterung sirgbenfalls erkennbar. B) Histopathologische
Herzmuskelsektion gefarbt mit Hamatoxylin-Eosine Bektion zeigt die VergroRerung sowie die
zellulare ungeordnete Aneinanderlagerung der MymeytC) Masson-Trichrome-Farbung. Die
Muskelsektion zeigt eine fortgeschrittene inteidte Fibrosierung (blau) zwischen hypertrophierten
Myozyten (rosa). Abbildung aus Arad al. (2002).
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1.2.2 Klinische Merkmale

Die als Folge der Hypertrophie verminderte diastible Relaxation des Myokards fuhrt zu
erhohten enddiastolischen Fullungsdriicken und daroit erhéhten linksatrialen und
pulmonalvenésen Driucken. Diese verursachen disdlipn Symptome der Herzinsuffizienz.
Die haufigsten Symptome sind Dyspnoe (90% der Rang und typische oder atypische
Angina pectoris (75% der Patienten). Arrhythmiensbiesondere Vorhofflimmern und
ventrikulare Tachykardie, sind relativ haufig (Mariund Roberts, 2001). Besonders bei der
HOCM (Hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie) kanes infolge tachykarder
Rhythmusstérungen und/oder eines inadaquaten Hewmizenens unter Belastung zu
Palpitationen, Synkopen und zum pl6tzlichen Herkochmen. Der plétzliche Herztod kann
das erste Krankheitssymptom darstellen. 10-30%sy®ptomatischen Patienten leiden unter
Schwindel und Synkopen.

Ca. 25 % der HCM-Patienten weisen linksventrikulékeasflussstérungen und einen
intraventrikularen Druckgradienten mit Mitralklappesuffizienz auf (Marian und Roberts,
2001).

Obwonhl die HCM die haufigste Ursache fur den piéten Herztod der jungen Bevolkerung
ist, stellt sie fur die altere Bevolkerung eineat® gutartige Krankheit dar. Man schatzt, dass
die jahrliche Sterblichkeitsziffer ca. 1-2% betréigliott und McKenna, 2004).

1.2.3 Genetische Merkmale

Ursachen der HCM

Meist liegt dieser Erkrankung ein autosomal domieanVererbungsweg von Genen
kontraktiler Proteine zugrunde. Die HCM wird medtirch Mutationen in Sarkomer-
Proteinen verursacht und deswegen als “Sarcomeeagh” bezeichnet. Bis heute wurden
mehr als 400 Mutationen in 13 Genen als UrsachediéirHCM identifiziert (Elliot und
McKenna, 2004; Maroret al, 2006). Die meisten der identifizierten Mutationelie als
Ursache fur die HCM in Betracht kommen, sind MisseMutationen. Der Austausch eines
einzigen Nukleotids verursacht dabei einen Aminosdaustausch. Dies kann der
Funktionsfahigkeit des Proteins schaden und dakdemtstehung der Krankheit verursachen.
Veroffentlichte genetische Daten zeigen, dass diag bekannten Mutationen in Sarkomer-
Proteinen fur nur 60% der Krankheitsfalle verantiicr sind (Marian und Roberts, 2001;
Seidmanet al, 2001; Franzt al, 2001 and Richardt al, 2003). Diese Daten suggerieren
die Existenz anderer bisher unbekannter Gene,adt@ntwortlich sein kénnten.

Ursache der HCM kénnen auch Stoffwechseldefekta: sBefekte im mitochondrialen
Metabolismus(Marin-Garcia et al, 1997), Morbus Fabry (Sachdevet al, 2002) und
Mutationen im PRKAG2-Geieser letzte Gen-Defekt fuhrt zur Aktivitatsvenaerung der
AMP-Kinase, die eine wichtige Rolle im Glykogen-Mbblismus spielt. Als Folge davon
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wird Glykogen angehauft und eingelagert (Glykoggei€herkrankheit). Dies &ulRert sich
unter anderem durch kardiale Hypertrophie verbunanventrikularer Praexzitation und
progressiver Reizleitungsstorung (Blatral, 2001; Aracet al, 2002).

Mutationen in Genen, die die folgenden Proteinemidmen, sind gut erforschte und
anerkannte Ursachen der HCM-myosin heavy chairngfMHC), myosin binding protein C
(MyBPC), cardiac Troponin T (TnT), cardiac Troponin(Tnl), a-tropomyosin ¢TM),
essential und regulatory light chains (ELC und RIsGyvie cardiac actin (ACTC)YSeidman
und Seidman 2001; Robessal, 2001; Mariaret al, 2001).

HCM-Ursachen kénnen auch Mutationen in Genen seie, wichtige Proteine fur die
Funktion und den Zusammenbau des Sarkomers kodiBiten(Satohet al, 1999),a-MAHC
(Seidman 2001)myosin light chain kinaséDavis et al, 2001) undmuscle LIM protein
(Geieret al, 2001; Geieet al, 2003).

Genetische Ursachen der HCM

Protein Gen Locus Pravalenz Erstbeschreibung

3-myosin heavy chain  MYH 7 1491 ~25% Geisterfer-Lowrance et
al. 1990.

cardiac myosin- MYBPC3 11q11 ~25% Bonne et al. 1995.
binding protein C
cardiac troponin T TNNT2 193 <5% Thierfelder et al. 1994.
cardiales troponin | TNNI3 19913 <5% Kimura et al. 1997.
regulatory myosin MYL2 12923- 24.3 <5% Poetter et al. 1996.
light chain
essential myosin MYL3 3p21.2-p21.3 ~1% Poetter et al. 1996.
light chain
a-tropomyosin TPM1 1592 ~1% Thierfelder et al. 1994.
muscle LIM protein CSRP3 11p15.1 ~1% Geier et al. 2003.
cardiac actin ACTC 15q14 <1% Mogensen et al. 1999.
Titin TTN 2031 ? Satoh et al. 1999.
a-myosin heavy chain MYH6 14911-q12 ? Nimura et al. 2002.
cardiac troponin C TNN1 3p21-pl4 ? Hoffman et al. 2001.
telethonin Tcap 17911-q12 ? Hayashi et al. 2004.

Tabelle 1.2: Genetische Ursachen der HCM. Aus Rekn al, (2005).
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1.2.4 Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Genetische Studien zeigen eine Korrelation zwisalgan Phanotyp und dem Genotyp bei der
HCM. Es wurde nachgewiesen, dass der klinische ®f@nund dementsprechend die
Krankheitsprognose mit bestimmten Mutationen agsazist. Es konnte bewiesen werden,
dass Mutationen de-myosin heavy chain zu friherem Auftreten der Kreaik starker
Hypertrophie und einer héheren Inzidenz des PHTefiihSelbst Mutationen im selben Gen,
die in verschiedenen Loci lokalisiert sind, zeigemterschiedliche Krankheitsverlaufe. So
bedeuten beispielsweise Arg403GlIn-, Arg719GIn- ukg453Cys-Mutationen in def-
myosin heavy chain ein hoheres Risiko, dem PHTriagen. Dagegen haben Val606Met-
Mutationen eine eher benigne Verlaufsform.

Mutationen im cardiac myosin binding protein C odetropomyosin weisen eine bessere
Prognose mit geringerer Hypertrophie und niedrigeRHT-Risiko auf Im Gegensatz dazu
wurden Mutationen im Gen fur Troponin T in einzelnéamilien als aul3erst homogen in
Hinsicht auf ein hoheres Risiko, an PHT zu verderbbeschrieben und galten so als
besonders maligne trotz des Fehlens einer Hypdigof/Natkinset al, 1995). Neuere
Arbeiten zweifeln diese Assoziation jedoch an (ibelti et al, 2003; Van Drieset al,
2003).

Mutationen und Prognose der HCM

Prognose
Gene Gute Mittlere Schlechte
RMHC Gly256Glu Arg249GIn Arg403GIn
Leu908Val Glu930Lys Arg719Trp
Val606Met Val606Met Arg453Cys
Phe513Cy Arg723Gly
Asn232Ser
Troponin T Serl79Phe Phe110lle Arg92GIn
Arg92Trp
lle79Asn
AGlul60
Serl79Ph
(homozygote)
MYBP-C SASint20
a-tropomyosin Aspl75Asn

Tabelle 1.3: Mutationen und Prognose der HCM. AabdRts und Sigwart (2001).

Die Arg403GIn-Mutation der3-myosin heavy chain ist die am haufigsten besckrieb
Mutation. Die untersuchten Familien zeigen, das$H6&6 der Patienten, die die Arg403GIn-
Mutation aufweisen, den vorzeitigen Tod (vor alledurch PHT) erleiden. Die
durchschnittliche Lebenserwartung in dieser Grupfnetragt lediglich 28 Jahre. Diese
Mutation ist mit schwerer Hypertrophie, hoher Pearet, friherem Auftreten der Krankheit
und hoher Inzidenz des PHT assoziiert. Auch dieegerdzur Gruppe mit schlechter Prognose
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gehdrenden Mutationen wie Arg453Cys und Arg719Tingl snit hoher Penetranschwerer
Hypertrophie und hoher Inzidenz des PHT assoziiert.

Die durchschnittliche Lebenserwartung von Patiemteih der Mutation Glu930Lys und
Arg249Gin in deiB-myosin heavy chain (mittlere Prognose) betragédfalahre.

Im Gegensatz dazu sind drei Mutationen (Gly256&al606Met und Leu908Val) def-
myosin heavy chain mit einer benignen Prognoseainedr fast normalen Lebenserwartung
verbunden. Diese Mutationen zeigen eine niedrigeefP@nz, geringe Hypertrophie und ein
spateres Auftreten der Krankheit. Die kumulativaeRdes PHT bei Patienten mit familiarer
HCM aufgrund der genannten Mutationen liegtAiter von 50 Jahren bei unter 5% (Marian
et al, 1998).

Die meisten Mutationen im-tropomyosin- und MyBPC-Gen sind mit niedriger Resiez,
geringer Hypertrophie und niedriger Inzidenz des Ridsoziiert. Die Mutation Val95Ala im
a-tropomyosin-Gen ist mit einer hohen Inzidenz del§ Rrotz nur minimaler Hypertrophie
verbunden (Karibet al, 2001).

Die Variabilitat des Phanotyps kann teilweise dudah Rolle, die die mutierten Proteine im
Sarkomer spielen, und die Effekte, die sie auf Sfiriktur und Funktion des Sarkomers
haben, erklart werden. Andere Faktoren konnen diekée von mutierten Proteinen
modifizieren. Dies wurde zur Anderungen der morpg@chen und pathophysiologischen
Charasteristika der HCM fluhren. Die erste Studierithe Phénotypisierung von Individuen
verschiedener Bevolkerungen hat bewiesen, dassidiéin mit gleicher Mutation, sogar
innerhalb einer Familie, wichtige Unterschiede itmaRotyp zeigen kénnen (Fananapatir
al., 1994). Dies bedeutet, dass nicht nur eine Mutatien Phanotyp bestimmen kann und
dass es Faktoren gibt, die die Effekte von mutieReoteinen modifizieren kénnen. Diese
spezifischen Faktoren sind unter anderem genetiddhevelt-, geschlechtspezifische und
erworbene Faktoren. Ein Beispiel eines genetischaktors ist die Assoziation von
Mutationen oder Polymorphismen. Es wurde festgéstss Polymorphismen des ACE-
Gens mit einem erhohten Risiko von PHT assoziied §Marianet al, 1993). Mutationen
oder Polymorphismen anderer Gene (Renin-Angiote@gsiem, Aldosteron, Endothelin und
Tumornekrosefaktor (TNF)) kdonnen den Verlauf derpetyrophie negativ beeinflussen
(Ortleppet al,, 2002).
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1.3 Das Sarkomer
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Abbildung 1.4: Histologischer, ultrastrukturellemds molekularer Aufbau von Muskelfasern,
Myofibrillen sowie Aktin- und Myosinfilamenten (Ausdffler und Petrides 1998).

Das Sarkomer ist die Einheit des kontraktilen Appes des Muskelgewebes. Viele
hintereinander geschaltete Sarkomere ergeben eyoéhville, die einen Durchmesser von 1-
2 um hat und etwa 4000 diinne Aktin- und 100 dicke Nty#slamente enthalt. Die diinnen
Filamente setzen sich neben Aktin aus Troponinpd@mayosin und Nebulin (Nebulette im
Herz) zusammen, wahrend die dicken hauptsachlishMyosin aufgebaut sind. Aktin und
Myosin machen zusammen etwa 55 % der Proteine ieleBkuskel aus. Unter dem
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Mikroskop zeigen langs geschnittene Muskelfasemg Sitreifung, die aus hellen und dunklen
Banden besteht (siehe Abbildung 1.5). Die dunkland&n werden A-Banden (von anisotrop
= im polarisierten Licht doppelt brechend), dieléwell-Banden (von isotrop) genannt. Im
Elektronenmikroskop wird die dunkle Z-Linie sichtpaie die I-Bande in der Mitte teilt.
Zwischen zwei Z-Linien spannt sich die kleinstehsidederholende Einheit des kontraktilen
Apparates aus, das Sarkomer, dessen Lange in Ratheduetwa 2,2-2,4m betragt. Die
dicken Filamente sind 146m lang und nehmen die A-Bande im Zentrum des Sagksmin.
Die Enden der Myosinfilamente sind am Z-Streiferh Hilfe von Titin verankert. Die etwa 1
mm langen diinnen Filamente verlaufen zwischen amndllpl zu den dicken Filamenten. Die
Aktinfilamente sind durclu-Aktinin mit der Z-Linie verbunden. Sie bilden diBande und
reichen bis in die A-Bande, wo sie mit dicken Fitrten Gberlappen. Im Zentrum der A-
Bande fallt ein hellerer Bezirk auf, der nur auskdn Filamenten besteht und als H-Bande
bezeichnet wird. Die H-Bande wird in der Mitte duie M-Bande geteilt.

(a)

Z-disc M-band Z-disc

Sarcomere

A-band

Abbildung 1.5: Darstellung der Sarkomer-Strukturex). Gelb: Aktin-Filamente; blau: Myosin-
Filamente; grun: Titin-Filamente. Die transversaBtrukturen sind die Z-Scheiben (schwarz) und die
M-Bande (rot). Die extrasarkomerischen Proteinsdycind im Sarkolemm durch transmembranale
Proteine verankert. b) Elektronenmikroskopische nafiimen der oben genannten Sarkomer-
Strukturen. Jedes Sarkomer ist durch zwei Z-Liniegrenzt, die sich in der Mitte der I-Bande
befinden. Die M-Bande befindet sich in der Mitte &eBanden in der “bare zone*, einem Bereich mit
unterschiedlicher Elektrodensitat, in dem Myosind ktin-Filamente nicht vorkommen.

c) Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer lordjitalen Myofibryllen-Sektion des M-Banden-
Bereichs. Die M-Linien (oder M-Briicken) sind mit Mmern versehen: M1, M4/M4" und M6/M6".
Abbildung aus Agarkova et Perriard (2005) und $gostet al.,(1977).
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1.3.1 Kontraktionsmechanismus: Aktin-Myosin-Interaktion

Im ruhenden Muskel wird die feste Bindung zwischdposinkdpfchen und Aktin durch
Tropomyosin-Proteine verhindert. Ist jedoch genadci0om vorhanden, dann bindet es an die
TnC-Untereinheit des Troponins und fuhrt zu einenfdrmationsanderung des Komplexes.
Tropomyosin gibt die Bindungsstellen fir die hodima&f Wechselwirkung von Myosin und
Aktin frei und es bildet sich eine Querbricke aateht kein ATP zu Verfigung, bleibt der
starke Aktin-Myosin-Komplex nach Dissoziation deBA-Molekiils bestehen, wie es bei der
Totenstarre der Fall ist. Bei Anwesenheit von ATRdwder feste Aktin-Myosin-Komplex
durch Bindung eines ATP-Molekils gelost. Dieses dwilann vom Myosinkdpfchen
gespalten, das sich dabei aufrichtet und mit demadigbarten Aktinmonomer Kontakt
aufnimmt. AnschlieRBend knickt das Myosinkdpfchemberneuten Ubergang in einen festen
Aktin-Myosin-Komplex unter Abgabe von anorganisch&hosphat wieder ab. Etwa 300
Myosinkopfchen, die aus einem dicken Filament h&magen, kénnen dabei mit den
umgebenden Aktinfilamenten interagieren und zieberso in die A-Bande hinein. Dieser
sogenannte Querbriickenzyklus kann sich in Anwesermba ATP 2-10 mal pro Sekunde
wiederholen. Die Kontraktion dauert solange an, I@glcium entfernt und die
Bindungsstellen fur Myosin am Aktin wieder von Toopyosin bedeckt werden.

Myasinkopfchen

ADP P

Abbildung 1.6: Molekularer Mechanismus der Kontrakt Die Ausbildung von Querbriicken
zwischen Aktin und Myosinkdpfen und deren Konforimasanderungen erlauben eine Verschiebung
von dicken und dinnen Filamenten wahrend der Miskélaktion. Die notwendige Energie wird
dabei durch die Spaltung von ATP durch die Myospiktgeliefert. Calcium bindet an Troponin C.
Dadurch andert sich die Position des Tropomyosimteres und die hochaffine Bindungsstelle am
Aktin fur Myosin wird frei (Aus Junqueirat al. 1998).
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1.3.2 Nicht alles ist Aktin und Myosin: Das Sarkorar-Zytoskelett

Wahrend die Aktin-Myosin-Interaktion zur Kontraktigkraft fuhrt, sind andere Sarkomer-
Proteine fur die Effizienz und die Optimierung diesinteraktion sehr wichtig. Das
sogenannte Sarkomer-Zytoskelett besteht aus dreindiggenden Elementen. Die
transversalen Strukturen werden durch die sogeeandtScheiben, in denen die dinnen
Aktin-Filamente mit Hilfe von Alpha-Aktinin veranke sind, sowie durch die M-Bande
gebildet, das die dicken Myosin-Filamente im Zemtrdes Sarkomers quervernetzt. Diese
beiden Transversalstrukturen werden longitudinatllalas elastische Titin verbunden.
Z-Scheiben und Titin waren bereits Gegenstand s@ien Forschung wahrend Uber die
Molekularstruktur der M-Bande noch relativ wenigkaent ist. In der letzten Zeit wurden
neue Erkenntnisse Uber die M-Bande gewonnen, dierwerstandnis Gber die Funktion und
Wirkungsweise dieser Struktur erhéhen.

1.3.2.1 Die M-Bande

Die M-Bande entsprich der Transversalstruktur in igte des Sarkomers und ist fur die
korrekte Ausrichtung der dicken Filamente verantiir (Luther et al, 1981). Die M-
Banden-Filamente sorgen fur die genaue Anordnumgdmbden Myosinfilamente wahrend
der Kontraktion des Sarkomers und verhindern didoiD®ation dieser angeordneten
Filamenten-Gitter wahrend der Entspannung des 8wk Dies ermdglicht den optimalen
und konstanten Abstand zwischen dicken und dinilaménten zu Beginn der Kontraktion
(Millman et al.,, 1998; Agarkovaet al, 2003). Die M-Bande spielt eine wichtige
organisatorische Rolle im Verlauf der Myofibrillagese, wenn die sich im Aufbau
befindlichen dicken Filamente sich zusammen mit dem-Filamenten in ein hexagonales
Gitter integrieren (Wangt al, 1998; Ehleet al, 1999; Yanget al, 2000).

A Myosin filament 1
w Myosin filament 2

Actin filament

Z-disc M-band Z-disc

TRENDS in Cell Biology

Abbildung 1.7: Die elastischen Titin-Filamente whd M-Bande haben unterschiedliche Aufgaben im
aktivierten Sarkomer. Wahrend der Aktivierung demkBmers tendieren die dicken Filamente
entsprechend der Anzahl aktivierter Brickenverbngdun auf beiden Seiten dazu, in verschiedene
Richtungen auszubrechen. Die M-Banden-Filamentehingern ein Ungleichgewicht in der
Aktivierung der dicken Filamente eines Halb-Sarkenend garantieren dadurch die symmetrische
Verkirzung der Sarkomer-Einheit. Die Titin-Filamergorgen fir die zentrale Ausrichtung der A-
Banden-Einheit. Modifiziert aus Agarkoea al. (2003).

Verbénica Leén €2r- 18



Einleitung

Uber die Molekularstruktur der M-Bande ist noctatisi wenig bekannt. Zwei Proteine gelten
nach heutigem Wissensstand als hauptverantwortlich die Funktion der M-Bande:

Myomesin und das M-Protein.
Myomesin und das M-Protein haben eine ahnliche D@mstruktur, die aus einer einzelnen

aminoterminale Domane gefolgt von 12 Fibronectietyil (Fn)-like- und Immunoglobulin-
type 1l (Ig)-like-Doméanen besteht.

Myosin MM-CK
R / \
M-protein: i 2

M-band targeting
Myosin Titin MM-CK Dimerization

Myomesin:

Splice variants:

TRENDS in Cell Biology

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der M-BamHauptproteine: M-Protein und Myomesin.
Der Hauptteil beider Proteine ist identisch und télets aus Immunoglobulin- (Elipsen) und
Fibronektin- Doménen (Rechtecke). Myomesin begiati “Alternative splicing sites®. Einer davon
befindet sich am C-terminalen Ende. Bei Vogeln gibizwei Varianten, die zur Expression von Herz-
(H) oder Skelett- (S) Myomesin-Isoformen fuhreniB&augetier existiert im Gegensatz dazu mit der
S- Myomesin-Isoform nur eine Variante in allen Melsypen. Die EH-Myomesin-Isoform wird durch
EinschlieRen des EH-Fragments in der Mitte des Miutegebildet. Ahnlich dem PEVK-Fragment
des Titin-Molekiils ist das EH-Fragment meisten$adtet und hat auch elastische Eigenschaften. Aus
Agarkova und Perriard (2005). Siehe auch 1.3.3yrivesin-Isoformen.
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1.3.2.2 Myomesin-, EH-Myomesin- und M-Proteinkorréation in der M-Bande

Viele Studien beweisen die besondere molekulare pémition der M-Bande der
verschiedenen Muskeltypen (Groeeal., 1985; Groveet al, 1989; Agarkoveaet al, 2005,
2003, 2000). Die molekulare Komposition der M-Bakd@n in einem einfachen Diagramm
zusammengefasst werden (siehe Abbildung 1.9).

A Myomesin (all isoforms) A
Y = D e e Max
AN ”
N P
N N <(>$/ . ¥z
RN e,
N L A
N Q‘O .
So G@/ N\/ -,
/Y > ~ ’> 7z <
/ ~N -
N ~ 2 > rd
Diffuse M-bands S e
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mouse
-« Increase of titin compliance

TRENDS in Cell Biology

Abbildung 1.9: Molekulare Komposition der M-Bande verschiedenen Muskeltypen. Die vertikale
Achse zeigt die Intensitdt der Expression der Veesienen Komponenten der M-Bande. Die
horizontale Achse zeigt die verschiedenen MuskehlypMyomesin zeigt sich konstant in allen
Muskeltypen wéahrend M-Protein und EH-Protein eingetschiedliche Expression zeigen (Agarkova
et al.,2005).

In der Abbildung 1.9 stellt die horizontale Achse derschiedenen Muskeltypen dar; die
vertikale Achse stellt die relative Zusammensetzuley M-Banden-Komponenten dar.
Myomesin ist ein essentieller Bestandteil der samuaschen M-Bande. Es ist bekannt, dass
Myomesin die dominierende M-Banden-KomponenteD#. absolute Menge an Myomesin
(alle 1soformen) ist in allen Muskeltypen konstdas. wird vermutet, dass die Gesamtmenge
von Myomesin proportional zur Menge vfrmyosin heavy chai3(MHC) im Sarkomer ist
(Agarkovaet al, 2003). Im Gegensatz dazu verhalt sich die MemgeM-Protein zur Menge
von EH-Myomesin-Isoformen umgekehrt proportionat lembryonalen Herz-Sarkomer
enthalten alle Myomesinmolekiile das EH-Fragmenhrerd das M-Protein nicht vorkommt.
Die schnellen Muskelfasern zeigen eine molekulammposition der M-Bande mit der
hdchsten Konzentration an M-Protein, wahrend EH-Mgsin nicht vorkommt. Die tbrigen
Muskeltypen befinden sich zwischen diesen beidereken.
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1.3.2.3 Elektronenmikroskopie der M-Bande und M-Baden-Strukturmodelle

Bei der Elektronenmikroskopie einer longitudinalstyofibrillen-Sektion des M-Banden-
Bereichs sind funf klare Linien zu sehen (sieheishing 1.10): M1, M4/M4" und M6/M6".
M1 entspricht der M-Protein-Expression der versganen Muskeltypen (wie das M-Protein
sich in der M-Bande verankert, ist momentan nodklarh M4/M4” entspricht der Bindung
von Myomesin mit der “Muscle-type creatin kinas®IM-CK). Die Bedeutung der Linien
M6/M6" ist nicht bekannt (Sjostrom und Squire, 1p97

Die  M4/M4’-Linien kommen in allen Muskeltypen vor, wahrend die
elektronenmikroskopische Dichte der M1- und M6/M#@jen vom Muskeltyp abhangig ist.
Allgemein haben schnelle Muskelfasern ein elektnom&roskopisches Muster der M-Bande
mit drei Linien (M6/M6" fehlt). Demgegenliber habdangsame Muskelfasern ein
elektronenmikroskopisches Muster mit vier Linien 1(Mfehlt). Fasern mittlerer
Geschwindigkeit haben ein Muster mit finf Linien dier Elektronenmikroskopie der M-
Bande (Agarkova und Perriard, 2005).
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Abbildung 1.10: Links: Details der M-Bande in ddeldronenmikroskopie eines Skelett-Sarkomers.
Die M-Linien sind nur mit den Nummern gezeigt (EtErung s.Text). (Modifiziert aus Sjostroen
al., 1977). Rechts: von der Elektronenmikroskopie abggés dreidimensionales Modell der M-
Bande. Blau: Dicke Filamente; Rot: strukturelle réste der M-Bande. Die drei M-Linien oder M-
Briicken entsprechen den deutlichsten beobachtdteéenLin der Elektronenmikroskopie M4", M1
und M4 (Erlauterung s.Text).

Mit Hilfe biochemischer und elektronenmikroskopischAnalysen sowie der Beschreibung
der verschiedenen Myomesin-Bindungsstellen wurdemrere M-Banden-Strukturmodelle
etabliert (Obermanret al, 1996; 1997; 1998). Das letzte Modell, ein dmieinsionales
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Modell der M-Bande, wurde nach der kirzlichen Eckieg der Myomesin-Interaktion mit
sich selbst vorgeschlagen (Larggeal, 2005; siehe auch Text 1.3.3.1. und Abbildund 1.1

antiparallel myomesin
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Abbildung 1.11: Dreidimensionales Modell der M-Banbasierend auf den bis jetzt identifizierten
molekularen Interaktionen (Langet al, 2005; Hornemanret al, 2003; Auerbachet al, 1999;
Obermanret al, 1997). Gelb: Myomesin; Grau: Myosin und Titimrhunoglobulin-Doméanen sind
im Myomesin durch einen leichten Schatten dargéstébronectin-type lll-Doménen durch einen
dunkleren Schatten. A) Longitudinale Sicht: zweidvhesin-Filamente, die ein antiparalleles Dimer
miteinander bilden. Die Bindungsstellen fir diesen&isation befinden sich in der C-terminalen
Domane 13NYOM 13). Bindungsstellen von Myomesin mit Myosin (grand Myomesin mit Titin
(blau). Der zentrale Teil von Myomesin zusammenawiéi antiparallelen Titin-Strangen kdnnte den
in der Elektromikrographie beobachteten M-Filamergatsprechen (Agarkova und Perriard, 2005).
B) Transversale Sicht: Projektion der Molekularehaiktionen zwischen Myomesin, Titin und Myosin.
Die Stellung der Myomesin-Dimere ist im oberen teohQuadranten hervorgehoben. Abbildung aus
Langeet al (2005). Siehe auch Text 1.3.3.1.
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1.3.3 Das Protein Myomesin

Das Myomesin-GenMYOM), das sich auf Chromosom 18p11.31-p11.32 befi{@péeelet
al., 1998), ist aus 38 Exons und 37 Introns zusamps&igt.MY OM umfasst ungefahr 105
kb von DNA (Steinetet al, 1999) und kodiert fur ein 185 kOmoRes Protein: Myomesin
(Grove BKet al, 1998).

Myomesin

Myosin- MM-CK-
Bindungsstelle

/—%
My 1 @ @ My 6
A

Titin- .
Bindungsstelle i N
Bindunisstelle & Dimerisierung

M-Band

Targeting

in vivo ; . R . i
osphorylierung in Ser482) bei Dilatativer Kardic

Abbildung 1.12: Eigene Graphik. EH-Myomesin kommt im embryonalen Herz und bei Patienten
mit Dilatativer Kardiomyopathie vor (Bertonciet al, 2005; Langet al, 2006).

Myomesin ist das wichtigste Brickenmolekil der MaBe, es wurde in der gestreiften
Muskulatur aller untersuchten Wirbeltiere gefundé&s. lasst sich in seinem ausgereiften
Muster nachweisen, sobald sich die ersten Myofdrilwahrend der Myofibrillogenese
gruppieren. Die Myomesin-Konzentration im Sarkorblkeibt in allen Typen der gestreiften
Muskulatur ungefahr konstant. Im Gegensatz dazuwevedie anderen M-Banden-Proteine
wie M-Protein oder die EH-Myomesin-Isoform nichtallen Muskletypen exprimiert und die
Konzentrationen in den verschiedenen Muskeltypea siicht konstant (Agarkovat al
2003).
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1.3.3.1 Myomesin-Bindungsstellen

Myomesin bindet wichtige funktionelle Proteine &arkomers (siehe Abbildungen 1.11 und
1.12):

Myomesin-Myosin-Bindungsstelle

Myosin-Filamente bilden die dicken Filamente undndsifur die Kontraktions-/
Relaxationsfunktion des Sarkomers verantwortliciie Dyomesin-Myosin-Bindungsstelle
befindet sich fur Myosin in seiner zentralen Regiand fir Myomesin an seiner
aminoterminalen DomanklYOM 1. Die Affinitat derMYOM 1-Doméne des Myomesins ist
nicht ausreichend, um die Verbindung zwischen Myosnd Myomesin “in vivo“ zu
gewahrleisten. Die Immunglobuline-like-DomaM OM 2 ist essentiell fir den korrekten
Einbau des Myomesins in die M-Bande. Die noétigeiorimationen fur Myomesin, um die
korrekte Position im Sarkomer zu finden, befindieh an MYOM 2 (Auerbactet al., 1999).

Myomesin-Titin-Bindungsstelle

Das Titin-Molekil, auch *“giant protein“ genannt,t igine flexible Faser mit einem
Molekulargewicht von 3.7 MDa, die eine sehr wichtiBolle im Sarkomer spielt. Ahnlich
wie Myomesin besteht Titin aus Immunoglobulin- (kgnd Fibronektin type Il (FNIII) -
Doménen. Die Titin-Immunoglobulin-Domé&ne (m4) bihdait den Myomesin-Doméanen
MYOM 4 - MYOM 6. Diese Interaktion wird durch eine cAMP-Kinas#iangige
Phosphorylierung vom Serin 482 reguliert (Obermeinal., 1997).

Myomesin-Muscle-type creatin kinase-Bindungsstelle

Die “Muscle-type creatin kinase” (MM-CK) gehort zéiamilie der CK-lsoenzyme und
besitzt eine Schlusselfunktion fur den zellularemefgieumsatz. MM-CK bindet Isoform-
spezifisch mit der M-Bande, wo sie ein effizienieramyofibrillares System zur ATP-
Regeneration darstellt. Dieses wird fur die aufdbei Seiten der M-Bande benachbart
gelegene Aktin-aktivierte Myosin-ATPase bengtigt.ieV MM-CK-spezifische und
hochkonservierte Lysin-Reste sind fur die Inte@ktivon MM-CK mit Myomesin
verantwortlich. Die jeweilige Myomesin-Bindungs$telvurde in der zentralen Region des
Molekdils identifiziert MYOM 7- MYOM 8) (Hornemanret al.,2003).

Myomesin-Myomesin-Bindungsstelle

Vor kurzem wurde eine Interaktion von Myomesin sith selbst beschrieben. Myomesin
kann durch die Interaktion der Myomesin-Molekiletigarallele Dimere bilden. Die
Bindungsstellen befinden sich in der C-terminaleonmiane 13 NMIYOM 13). Dieses neue
Modell schlagt vor, dass Myomesin &hnlich widctinin in der Z-Scheibe die kontraktilen
Filamente in der M-Bande quervernetzt. Die Myomd3imerisierung ermdoglicht die
Etablierung eines neuelreidimensionalen Modells fur die M-Banden-Strulkiuangeet al,
2005).
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1.3.3.2 Myomesin-Isoformen

Es gibt verschiedene Varianten des Myomesins, drehdalternatives Splicing kontrolliert
und exprimiert werden.

A) S-Myomesin ist die Variante, die in allen Mudkeken (Skelett- und Herzmuskel) aller
untersuchten Wirbeltiere vorkommt.

B) EH-Myomesin wurde erst als Skelemin beschrieffemce et al, 1993). Spater wurde
bewiesen, dass dieses Protein eine Myomesin-Isofstinwas zu seiner Umbenennung in
EH-Myomesin fuhrte. EH-Myomesin ist eine durch Sjplg entstandene Variante, die nur im
embryonalen Herz vorkommt. Nach der Geburt verminsieh die Expression dieser Isoform
sukzessive bis zum vollstandigen Verschwinden. Batienten, die unter Dilatativer
Kardiomyopathie leiden, kann es zur Re-Expressiesad Isoform kommen (Bertonciet
al., 2005; Langeet al, 2006). Das ungefahr 100 Aminosauren umfassehti&ErBgment ist
zwischen den DomanéviYOM 6 undMYOM 7 lokalisiert und besitzt eine Serin- und Prolin-
reiche Domane, die Ahnlichkeiten mit dem PEVK- Fragt von Titin hat (Bertonciret al,
2005).

C) H-Myomesin ist eine durch Splicing entstandereidhte, die nur im Herzen von Vogeln
vorkommt. Dafir lasst sich das S-Myomesin bei Vigalsschlie3lich im Skelettmuskel
nachweisen.

Myosin- . : MM-CK-
Bindungsstelle Titin- Bindungsstelle Dimerisierung
Bindungsstelle
%v %)
M-Band
Targeting . .
in vivo Splice-Varianten

Abbildung 1.13: Myomesin-Splice-Varianten oder Myesim-Isoformen. Eigene Graphik. Modifiziert
aus Agarkova und Perriard (2005). Erlauterung siehe.
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2. Material und Methoden

2.1 Klinische Evaluation

Insgesamt wurden 410 HCM-Patienten und 307 Komtnotler Charité/Franz-Volhard-Klinik

(Berlin) in dieser Studie untersucht. Alle Patientdatten eine Einwilligung zur

wissenschatftlichen Untersuchung ihrer DNA gegelign.positives Votum der zusténdigen
Ethikkomission lag vor. Die Patienten wurden aufr d&undlage ihrer medizinischen
Vorgeschichte, der koérperlichen Untersuchung, zimedsionaler und M-Mode-

Echokardiographien, EKG, Holter-EKG sowie Herzk#thisierung bewertet. Die Diagnose
der HCM basiert auf den Empfehlungen der WHO. Haitptien sind ein verdicktes

Interventrikularseptum (> 13 mm) in Abwesenheit emed potentieller Hypertrophiegriinde
(z.B. Hypertonie, Arteriosklerose, etc) sowie gn&3EKG-Veranderungen wie negative T-
Wellen, pathologische Q-Wellen oder Schenkelblo€ks. echokardiographische Evaluation
wurde ohne vorherige Kenntnis der genetischen Higeb durchgefihrt. Eine
Koronararterienerkrankung als Ursache der eingés&ten linksventrikularen Funktion
wurde mittels selektiver Koronarangiographie ausglessen.

2.2 Genetische Analyse

Uberblick

Der Ansatz dieser Untersuchung bestand darin, inlekioy der HCM-Patienten nach
Mutationen im Kandidatengen Myomesin zu screen@nRbhmen dieser Arbeit wurden die
Exons 7, 8, 9, 22, 23, 24, 25 und 26 NBSOM-Gens untersucht.

Die DNA der Patienten wurde aus deren Blut extrahied bei —20°C aufbewahrt. Die DNA-
Fragmente des Myomesin-Gens jedes einzelnen Ratienirden mittels Polymerase-Chain-
Reaction (PCR) amplifiziert.

Die amplifizierten Fragmente wurden mittels Sin§keand-Conformation-Polymorphism-
(SSCP) Analyse untersucht. Traten auffallige Bandester in der SSCP auf, wurden die
DNA-Fragmente der entsprechenden Patienten in engmatischen Sequenzierung auf
Mutationen hin untersucht.

Die Proben wurden mit Hilfe des automatischen DNs&p&enzers ABI Prism 3100-Avant
Genetic AnalyzerApplied Biosystemsequenziert.
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Methodische Vorgehensweise

DNA -Extraktion aus Patientenblt

v
PCR
Amplifikation derDNA der 410
HCM-Patienten

v

SSCP
Suche nach Auffalligkeiten:
Nebenbanden, unterschiedliche
Musterverteilung, etc.

v

Sequenzierung
Proben mit auffalligen Banden
werden sequenziert, um evt.
vorhandene Mutationen zu finder

Abbildung 2.1: Darstellung des methodischen Abladds Untersuchung. PCR: Polymerase-Chain-
Reaction; DNA: desoxyribo nucleic acid bzw. Desdbgnukleinsdure; SSCP: Single-Strand-
Conformation-Polymorphism.

2.2.1 DNA-Extraktion

Die DNA der Patienten des Kollektivs wurde mittediner Standard-DNA-Extraktion
extrahiert. Dabei kam die Methode nach Lahiri zem&ndung (Lahiret al, 1991). Anders
als bei anderen Techniken werden bei dieser Methagl€roteine unter Zuhilfenahme von
Natriumchlorid entfernt. Der Vorteil dieser Methotesteht darin, dass keine toxischen
Substanzen verwendet werden.
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Die Arbeitsschritte waren wie folgt:

. 5ml der Blutprobe, 5ml Puffer TKM1 (10 mM Tris, pH6; 10 mMMgCl,; 2 mM
EDTA) und 100pl Triton X-100 wurden vermischt und 20 Minuten 2800 U/min
zentrifugiert.

. Das Pellet wurde in 80Qul Puffer TKM2 (10 mM Tris, pH 7,6; 10 mM
KCL, 10 mM MgCl; 0,4 mM NaCl, 2 mM EDTA) und 50ul 10% SDS
resuspendiert, vermischt und 10 Minuten b&iGbn Wasserbad inkubiert.

. 100 pI 5 M NaCl wurden in hinzupipettiert, vermischt uid Minuten bei 1200
U/min zentrifugiert. Der Uberstand mit der DNA (daml) wurde in ein neues GefalR
Uberflhrt und mit dem doppelten Volumen reinen Albls
(ca. 2 pl) bei Raumtemperatur vermischt. Das Gefal3 wurdehrmals
gedreht, bis die DNA sichtbar wurde.

. Die DNA wurde in ein GefalR Uberfuhrt, das 1ml eidsaa 70% Ethanol
enthielt. Das GefaR wurde 5 Minuten bei 1200 U/nbei 4£C zentrifugiert.
Das Pellet wurde 10 min in einer Vakuumzentrifugéracknet und dann in 50a

Tris-Puffer (10 mM, pH 8,00 15 Minuten bei W5 resuspendiert.
Nun konnte es als DNA-Stammldsung verwendet werden.

. Die DNA-Stammldsung wurde auf ein 1,5%iges Agar@s—-aufgetragen und die
Konzentration bestimmt.

Es wurde eine Arbeitslosung mit einer Konzentration ca. 25 ng/ml angesetzt.
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2.2.2 Amplifizierung der Myomesin-Exons mittels Plymerase-Chain-
Reaction (PCR)

Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase-Chain4ReadCR) wurde 1984 von K. Mullis
entwickelt und erstmals von Saiki und Mitarbeitdr®85 beschrieben (Saikit al, 1985).
Diese Methode der DNA-Amplifikation ist heute in item Teilen der Molekulargenetik, der
medizinischen Forschung und Diagnostik etablieie PCR ermdglicht es, aus geringen
Mengen genetischen Materials (DNA, RNA) innerhallrZer Zeit groRe Mengen einer
spezifischen Gensequenz zu amplifizieren.

Ubersicht iiber einen PCR-Zyklus
Temperatur Dauer eines PCR-Zyklus
cC ‘
Denaturicrung
I)': -
TITTTTPTTTTTY
LR RSN
Edukt ' Produkt
{Zyklus m) Extension ZvElus m+1
74 o TTITIIIITI
Anzahl: n=2" SRS T B TR)
Anzahl: 2n=2""
Primerbindung
54 =
ITTTTTTTTTTTTY
( —
15 sec 30 sec 20 sec Zeit

Abbildung 2.2: Darstellung des PCR-Prinzips.

Das typische PCR-Programm besteht aus einem Dearatugsschritt, einem

Annealingsschritt und einem Elongationsschritt. &ariert wird bei 94 °C, dabei trennen
sich die beiden Stradnge der Template-DNA. Anschkiel3wird die Temperatur auf 55°C
gesenkt, so dass es zur Hybridisierung der im (¢bess vorhandenen Oligonukleotidprimer
an die einzelstrangige Template-DNA kommt. Danadtd wliie Temperatur auf 72°C, das
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase, erhoht, waleei Primer verlangert wird, bis
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wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die despuninglichen Template-DNA exakt
gleicht. Weil die Komplementierung an beiden Stginger Template-DNA ablauft, hat man
in einem Zyklus die Zahl der Template-DNAs verddppé/iederholt man den Zyklus, hat
man anschliel3end die vierfache Menge usw.

Um eine spezifische Gensequenz zu amplifizierenitigt man Oligonukleotid- Primer
(Tabelle 2.1.), die als Startsequenzen spezifisch den &auf3eren Enden des zu
amplifizierenden genetischen Abschnitts (Sequenajlén. Sie stellen damit das fur die
enzymatische Aktivitdt der DNA-Polymerase notwemdftgie 3'-OH-Ende zur Verfligung.
Diese kann so mit der DNA-Replikation beginnen. Eiir optimales Reaktionsmilieu dieses
Enzyms werden vier Nukleotidtriphosphate (dATP, &3TdCTP und dTTP), eine
Pufferlosung, die den optimalen pH-Wert der Realgiosung herstellt, und eine
thermostabile DNA-Polymerase, die sog. Tag-Polysers dem thermophilen Bakterium
Thermophilusaquaticus bendtigt. (Tabelle 2.2.).

Forward Primers Reverse Primers
Exon 7 5TTGTTTTCTTCAAAGTGTGT3” S5 TTATTTCAGCATTATGGGCT3’
Exon 8 5'CTGCTTTCTGCCTGTGCTTA3" 5 TTCCACCAGCTCCGATAAACT
Exon 9 5’ATAGAAAAGGCTAAGGAGAG3" 5 TTTGGCTTCAGTGTACTAAAS’
Exon 22 5’ACTTGGTTGCTTTCCTCCAC3 5 GCTCACCTCATTCTCCTACAZ
Exon 23/24 5'GGAGGTGTCCAGATGAAAGG3 5’ATTCCAGAAGTTGCTGCCTAZ’
Exon 25 5’'GCTACATTGTCATTTCCATT3" 5 TATCCACATCCACATAAGGCT
Exon 26 5 TGTTGTCATTCCAAGTAAAA3 5 ATTGAAGGGAGTAGCAAAGC3’

Tabelle 2.1. Oligonukleotid-Primer, die fur die Alifigierung des Myomesin-Exons verwendet
wurden. Jeder Primer ist 20 bp lang, die entspresdme PCR-Produkte bestehen aus etwa 200-400 bp.
Dies ist eine optimale PCR-Produkt-Grof3e fur eiesvbrragende Sensitivitat der Mutationsdetektion
mittels SSCP und Sequenzierung. Die Primer schiie®e und hinter dem gewlinschten Exon etwa
30-40 bp ein. Eine 21-M13 Sequenz (5" TGTAAAACGACGCGAGT 3°) und eine M13 Sequenz
(5 CAGGAAACAGCTATGACC 37) wurden jeweils in den Ygarts- und Ruckwarts-Primer
integriert, um eine direkte Cycle-Sequenzierungdeit gleichen Fluoreszenzmarkern fir jedes Exon
zu ermdglichen. Exon 23 und 24 wurden aufgrundrigezingen Lange (Exon 23: 107 bp und Exon
24: 45 bp) und ihrer engen Nachbarschaft (118 bfeErung) gemeinsam in einem Stick mit einem
Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifiziert.

Die Oligonukleotid-Primer wurden mit Hilfe der Sefire OLIGO designed und von BioTeZ
hergestellt.
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PCR/Ansatz Konzentration Exons: 7,9,22,23/24,25,26  Exon: 8
Vol (pnl) Vol (nl)
Aqua dest - 174 178
PCR Buffer 10x, Appl Bios 2’5 2’5
Mg ClI 25 mM, Appl Bios 15 1’5
Forward Primer 5 pmolesil, BioteZ 1 0’8
Reverse Primer 5 pmolesil, BioteZ 1 0’8
dNTP 20mM, ByoZym 03 03
Taq polymerase 5U/ul, Appl Bios 03 03
DNA 25 ngfu 1 1

Tabelle 2.2. Komponenten im PCR-Ansatz flr zu wutelhende Myomesin-Exons. Gesamtvolumen
von 25 pul PCR-Mix fur eine Probe. Appl Bios: Applied Biosgs; dNTP:
desoxynukleotidtriphosphate; Vol: Volumen.

Dieses DNA-Polymerase-Reaktionsgemisch wurde iereifhermocycler (Peltier Thermal
Cycler, MJ Research Inc; Uno-Thermoblock, Biometiayjesetzt. Bei der Suche nach den
geeigneten PCR-Bedingungen bzw. einer PCR-Optimgeffir jedes einzelne Myomesin-
Exon wurden folgende Ergebnisse erzielt:

Temperatur (° C) Laufzeit
Initial- 90° C 2 Min.
Denaturierung 94° C 1 Min.
35-38 Zyklen* fur:
Annealing Primer-spezifische Temperatur (55- 65 °C 30 Sek.
Elongation 72°C 1 Min.
Denaturierung 92°C 15 Sek.
Final Annealing  Primer-spezifische Temperatur (55- 65 °C 30 Sek.
Final Elongation 72°C 5 Min.

Tabelle 2.3: PCR-Optimierung der zu untersuchemdigomesin-Primer. *Die Annealing-Temperatur
sowie die Zahl der Zyklen sind Primer-spezifisdelfe Tabelle 2.4.).
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Annealingtemperatur ~ Zahl der Zyklen

Exon 7 55 °C 38
Exon 8 64 °C 38
Exon 9 61 °C 35
Exon 22 65 °C 35
Ex 23/24 65 °C 35
Exon 25 63 °C 35
Exon 26 59 °C 35

Tabelle 2.4: PCR-Optimierung. Die Annealing-Temparast die Temperatur, bei der sich die Primer
an die DNA-Strange binden. Danach fangt die TagtReftase bei 72°C an, Nukleotidtriphosphate
(dNTPs) zu addieren. Dies ermdglicht die DNA-Elaimyaund die gewlinschte DNA-Amplifikation.

Die Qualitat der PCR-Produkte wurde mittels Agagetd-lektrophorese getestet. In dieser
Untersuchung wurden Agarosegele mit einer 3%igenzi€ntration verwendet. Die Laufzeit

der Elektrophorese variiert zwischen 25 und 40 Menwind findet unter Verwendung einer
80 mV- Quelle statt.

Agarose 3%, gramm 1xTBE-Puffer (ml) Ethidium Bromid 5%, ul
3 100 5
0,60 20 1

Tabelle 2.5: Beispiel der Herstellung eines Agagete fur Elektrophorese. TBE Puffer: Tris-HCI-
Borat-Ethylendiamintetraacetat-Puffer.

2.2.3 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)

Das Screening mittels SSCP ist eine sensitive Mkgthaur Mutationsdetektion, die auf der
Konformationenbildung der DNA-Einzelstrange berubie SSCP-Analyse gehort zur Gruppe
der unspezifischen Detektionsverfahren von Sequ@er@onen und ist daher fur ein grof3es
Screening einer gréReren Probenzahl geeignet. iBtekgine Auskunft Uber die Art des
Sequenzunterschiedes, sondern dient der Eingrenzdangnigen Proben, die mit einer
spezifischen Analyse (z.B. Sequenzierung) weitdergncht werden muissen (Nataeajal.,
1999).

Die Sensitivitat der SSCP fur Mutationen liegt bai 80-90%, wenn die Fragmentlange der
vorher amplifizierten DNA-Fragmente nicht mehr 480 bp betragt. Bei einer Fragmentlange
zwischen 150-200 bp lag die Sensitivitdt von erktégt Mutationen in mehreren Studien
zwischen 90-95% (Faet al, 1993; Glavaet al, 1993; Hayashet al, 1993; Sheffielcet al,
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1993; Ravnik-Glavacet al, 1994) und sank bei einer Fragmentlange < 135alfp78%
(Sheffieldet al, 1993).

Um diese Sensitivitat noch zu steigern, wurden b®greening fir jedes Exon jeweils zwei
unterschiedliche Laufbedingungen gewahlt, die sich Temperatur, Laufzeit und
Zusammensetzung des Gels unterschieden.

2.2.3.1 Verfahren der Single-Strand-Conformation-Blymorphism (SSCP)-Analyse

Die SSCP-Analyse besteht aus Amplifikation einesABAbschittes mit Hilfe einer PCR,

nachfolgender Denaturierung des Amplifikats undsdasElektrophorese auf einem nicht-
denaturierenden Acrylamidgel (Origaal.,1989).

Die GielRvorrichtung eines SSCP-Gels besteht aus @hasplatten der Grole 26x20 cm
(Amersham Bioscience). Eine der Platten hat 26f@loer aus DYMO-Klebeband. Eine

spezielle Plastikfolie (Gel-Fix von Serva) wird ®ehen die Glasplatten gefiigt, um als
Tragerfolie fur das Gel zu dienen. Die Komponerftarndas jeweilige Gel werden vermischt
und es werden zur Polymerisation 24 pl 99% TEMEDR 48 pl Ammoniumpersulfat

hinzugegeben. Die Gellosung wird zwischen die Tréie und die Glasplatte mit den

Slotformern gegossen. Die Polymerisation dauerhdan eine Stunde.

Die zu untersuchenden PCR-Produkte werden mit Foidpuffer (0,9g/ml Formamid;
10mM NaOH; 11mM EDTA) im Verhdaltnis 1:1 bzw. 1:2 gischt. Danach erfolgt die
Denaturierung dieser Proben bei 95°C fur 5 Minuf@arch schnelles Abkihlen lagern sich
nach der Denaturierung nur einige der Einzelstravigder zu Doppelstrangen zusammen. So
lassen sich bei der Elektrophorese Einzelstrangeesboppelstrange parallel darstellen und
analysieren. Die Einzelstrange nehmen jeweils eiBekundarstruktur an, die
sequenzabhangig und weniger kompakt gefaltet Ist,dee der Doppelstrdnge. Dadurch
wandern die Einzelstrange deutlich langsamer a&Pdippelstrange (Abbildung 2.3)e nach
Primarsequenz bilden die Einzelstrdnge eine odehrene dreidimensionale Strukturen
(Konformationen) aus. Diese sind spezifisch undiimesen das Wanderverhalten wéahrend
der Elektrophorese. Selbst Sequenzunterschiedenworiner Base kdnnen in den meisten
Fallen anhand des divergierenden Laufverhalten&oheelstrange unterschieden werden. Es
kdnnen Zusatzbanden auftreten oder die Laufstrdek@anden kann sich andern (Nataiaj
al., 1999). Gelegentlich treten bei heterozygoten Mel&trilgern zusatzlich zu den
auffalligen Einzelstrangbanden auch Heteroduplaagfls An der Stelle der Mutation befindet
sich auf jedem der amplifizierten Allele eine ustdriedliche Base. Beim schnellen Abkthlen
nach der Denaturierung lagern sich Kopien der Allfallig aneinander. So entstehen neben
homozygoten auch heterozygote Doppelstrange. leadise Gruppe ein unterschiedliches
Wanderverhalten in der SSCP-Analyse hat, stellerch sizwei verschiedene
Doppelstrangbanden dar (Abbildung 2.3; Mutation B).
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Ubersicht tiber das Prinzip der SSCP
Vorbereitung des SSCP-Produkts

Temperatur + Strang
C’C s
Silrang
95 =

Denaturicrung

punsnuansnunns;
25 - + g i

PCR-Produkt mit

Stopplosung TITITIIIIIII
) =
Kiahlung aufl Eis
-
2 min einige Minuten Zeit

Elektrophorese mit SSCP-Produkten

Einzelstrang- Doppelstrang-

Aufltragtaschen
G banden banden

Wildiyp
o =
Mutation A i }:‘.. 1

(heterozy got)

3
P
Mutation B i ]
(heterozy gol) ]
Mutation C ;
(homozygot) '

Wildiy'p

o

%

Laufrichtung

Abbildung.2.3: Darstellung des Prinzips der SSCRipse (Erlauterung s. Text). Mutation A zeigt
nur Verdnderungen der Einzelstrange, Mutation Bitalish einen Heteroduplex.

In dieser Untersuchung wurden die Proben in dietElphoresekammern (Multiphorll,

Pharmacia) aufgetragen. Ein Gellauf wurde mit 35ttWdarchgefihrt. Nach dem Lauf

wurden die DNA-Bandenmuster mittels Silberfarbumaptbar gemacht. (siehe nachfolgende
Tabelle).
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Schritt (L6sung) Zusammensetzung Zeit
Fixierlésung Eisessig 25 ml 20 Min.
Auffillen mit Aqua dest auf 250 ml
Waschen Aqua dest 3x 2 Min.
Silberfarbung 1% Silbernitratldsung 25 ml 20 Min.

37 % Formaldehyd 0,25 ml
Auffillen mit Aqua dest auf 250 ml

Waschen Aqua dest. 30 Sek.
Entwicklerlésung Natriumcarbonat 6,25 g Bis Banden
37 % Formaldehyd 0,25 ml sichtbar werden

2 % Natriumthiosulfat 0,25 mi

Auffillen mit Aqua dest auf 250 ml
Stopplésung Glycin 5g 10 Min.

0,5M EDTA 18,8 ml

Auffillen mit Aqua dest auf 250 ml
Konservierungslosung 99,5 % Glycerol 25 ml 10 Min.

Auffillen mit Aqua dest auf 250 ml

Tabelle 2.6: Darstellung der durchgefuhrten Sehiitlr die Silberfarbung der SSCP-Gele. EDTA:
Ethylendiamintetraacetat.

Zuletzt erfolgt die Trocknung der Gele auf eineaspllatte, die mit Cellophanfolie (Cotech)
bedeckt ist. Nach einer Trocknung von 24-48 Stunidamen die Gele ausgeschnitten und
ausgewertet werden. Proben mit auffalligem Bandestenwerden dann einer automatischen
Sequenzierung zugefihrt.

2.2.3.2 Optimierung der Single-Strand-ConformatiorPolymorphism (SSCP)-Analyse

Diese Technik sollte fur jedes Exon optimiert werdea das Wanderungsverhalten fur jedes
PCR-Fragment unterschiedlich ist.

Bei der SSCP-Optimierung der untersuchten MyomEsions wurden folgende Ergebnisse
erzielt:
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Exons

SSCP-Bedingung 1

SSCP-Bedingung 2

7
8

9

22
23/24
25

26

PAA 10%, 20°C, 70 Min
PAA 10%, 10°C, 70 Min
PAA 10%, 20°C, 70 Min
PAA 10%, 15°C, 70 Min
PAA 10%, 15°C, 70 Min
PAA 10%, 20°C, 70 Min
PAA 10 %, 15°C, 70 Min

MDE, 15°C, 50 Min
FA 10%, 5°C, 60 Min
PAA 10 %, 15°C, 75 Min
FA 10%, 10°C, 50 Min
FA 10 %, 10°C, 50 Min
FA 10 %, 10°C, 50 Min
FA 10%, 10°C, 50 Min

Tabelle 2.7: SSCP-Optimierung der gewahlten Myomé&sions. Die Tabelle zeigt beide
unterschiedlichen SSCP-Bedingungen (Geltyp, Layssratur und Laufzeit), die fur jedes Exon
verwendet wurden. In der ndchsten Tabelle wirdZdisammensetzung jedes einzelnen Gels gezeigt.
PAA: Polyacrylamid-Gel; FA: Formamid-Gel; MDE: Mtitan Detection Enchancement-Gel.

SSCP- Gele Komponenten Vol (ml)
PAA 10% Gel 10% PAA- Losung 1,8
10x TBE- Losung 7,8
dH,O Seralpur 21,4

FA 10% Gel Formamid 3

2XMDE- Losung 7,5
10xTBE- Losung 1,8
dH20 Seralpur 17,8
MDE Gel 2XMDE- L6sung 7,5
10xTBE- Losung 1,8
dH,O Seralpur 20,8

Tabelle 2.8: SSCP-Gel-Komponenten, die fur diesetetdnchung verwendet wurden. PAA:
Polyacrylamid-Gel; FA: Formamid-Gel; MDE: Mutati@etection Enchancement-Gel.

2.2.4 Automatische DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung dient der genauen Bestimmunddsenabfolge eines DNA-Abschnitts.
Diese Untersuchung wurde mittels eines automatiscBequenziersystems (Applied
Biosystems, ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzsujchgefuhrt.
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2.2.4.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Zu Beginn der Sequenzierung wurde ein neues PCBuJRroamplifiziert und die
Produktstarke anschlieBend uUberprift. Da die Amaphifung der Tag-Polymerase eine
gewisse Fehlerquote aufweist (2 Xx*iro Zyklus und Nukleotid (Saildt al, 1988)), besteht
zumindest theoretisch die Gefahr, dass ein geflard8aquenzunterschied “kinstlich* durch
einen Fehleinbau der Tag-Polymerase entstandenEist.solcher Fehler wird an alle
Tochternukleotide weitergegeben und die Anzahlbdgroffenen Strange verdoppelt sich mit
jedem Amplifikationszyklus (Saikiet al, 1988). Allerdings kann nur ein sehr frih
auftretender Fehleinbau signifikante Auswirkungeih @as Endprodukt haben, da schon zu
Beginn der PCR eine hohe Zahl von DNA-Kopien aus\dalblutextraktion vorliegt. Um
das Risiko einer “kunstlichen” Mutation weiter zduzieren, wurde vor jeder Sequenzierung
eine neue PCR mit genomischer DNA durchgefihrt umdht alte PCR-Produkte
reamplifiziert.

2.2.4.2 Cycle-Sequencing

Das Cycle-Sequencing ist eine lineare Amplifikatimit nur einem Primer und dient dem
Einbau von Fluoreszenzmarkern. Fir jede der vieseBarten wird eine unterschiedliche
Farbe verwendet. Der Einbau eines Markers fuhitlgteitig zum Kettenabbruch der DNA-
Polymerase, d.h. jeweils am Ende der unterschiedhngen Strange befindet sich eine
markierte Base. Die nachste Tabelle zeigt den Readnsatz des Cycle-Sequencing:

Komponente Volumen (ul)
BigDye Ready Reaction Mix 4
5x Sequenzierungspuffer 2
Vorwarts- und Ruckwarts-Primer 1
HPLC-Wasser 12
PCR- Produkt 1

Tabelle 2.9: Reaktionsansatz des Cycle-Sequencingihe Probe. Das BigDye® Terminator-Kit,
bestehend aus BigDye Ready Reaction Mix und 5x &egerungspuffer, setzte sich aus folgenden
Komponenten zusammen: A-, C-, G-, T-Dye Terminatd& TP, dATP, dCTP, dTTP; Tris-HCI (pH
9,0); Magnesiumchlorid; hitzestabile PyrophosphatasnpliTag DNA Polymerase. HPLC-Wasser:
Hochdruck-Flissigkeits-Chromatographie-Wasser.

Es wurden sowohl der Vorwarts-, als auch der RUdsA2aNA-Strang sequenziert, so dass
zwei Ansatze pro DNA-Probe pipettiert werden mussiie Primer waren komplementar fur
das M13 DNA-Fragment, so dass fiur alle Exons descgen Primer verwendet wurden. Die
Reaktionsansatze wurden kurz zentrifugiert und imere bereits auf 96 °C vorgeheizten
Thermocycler gestellt. Die nachste Tabelle zeigt\daawendete Thermocycler-Programm:
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Zyklenanzahl Temperatur (°C)  Zeit (min) Reaktion

1 96 1:00 Anfangsdenaturierung
1 96 0:10 Zyklische Denaturierung
1 Wiederholung 24x 50 0:05 Primerannealing

1 60 4:00 Primerextension

1 20 00 Abschlie3ende

Primerextension

Tabelle 2.10: Thermocycler-Programm fir das Cy&gqtf&ncing

2.2.4.3 Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Ethanol-F#lung

In diesem Schritt wurden die Sequenzieransatzeirggrre Dazu wurde zunachst die
Kahlzentrifuge zum Vorkihlen eingeschaltet. Die @&wierproben wurden in 1,5 ml
Eppendorfgefal3e umpipettiert und jeweils 2,5 ul a8 EDTA, 25 ul 95 %iges Ethanol und
1,0 pl Sequenzierfarbstoff hinzugegeben. AnschhidRBevurde fir 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert und dann fir 30 Minuten30€0 x g zentrifugiert.

Man erhielt ein Pellet, aufgrund des zugefugtengy@ezierfarbstoffes” blau sichtbar, und
einen Uberstand. Der Uberstand wurde verworfen @Mdil 70 %iges Ethanol zum Pellet
gegeben. Dann wurde fir 10 Minuten bei 2000 x gtrifagiert. Der Uberstand wurde

verworfen und das Pellet fir ca. 5 Minuten bei 65 Thermoblock getrocknet.

2.2.4.4 Sequenzierung

Die getrockneten Pellets wurden in 20 pl HI-DI Farmd geldst. Die Losung ist dann
luftblasenfrei in die Sequenzierplatten pipettientd diese in den Seguenzierautomaten
gestellt worden.

2.2.4.5 Auswertung

Nach Abschluss der Sequenzierung wurden die unsaub&nfangs- und Endsequenzen
herausgeschnitten. Die Auswertung erfolgte durchgdech der erhaltenen Sequenz mit der
Referenzsequenz mit der GenBank-Nummer NT_010858zuDwurde die Software
Sequencher™ Version 4.1.2., Gene Codes Corporatl®91-2000 verwendet.
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2.2.5 Restriktionsenzymverdau

Restriktionsenzyme erkennen spezifische Basensequeim einer DNA-Doppelhelix und

hydrolysieren die Phosphodiesterbindung beider n§gdaan spezifischen Stellen. Die
resultierenden DNA-Fragmente koénnen durch Geladpkiorese getrennt und sichtbar
gemacht werden (Stryer 1990). Mit Hilfe eines RkBtmsenzymverdaus lassen sich
bekannte Sequenzunterschiede eines DNA-Abschniteshweisen, sofern durch den
Sequenzunterschied eine Enzymschnittstelle hinzakiobew. entféllt. Ein Verdau eignet
sich zum Screenen einer grof3en Probenzahl, danéacki durchfihrbar ist und seine
Ergebnisse eindeutig sind. So kdnnen z.B. Mutatidmestatigt oder die Allelfrequenz eines
Polymorphismus bestimmt werden.

In dieser Untersuchung wurden die Restriktionserezyde |, Mow | und Aci | verwendet.

Die nachste Tabelle zeigt den Ansatz des Restnigtinzymverdaus fir jedes Enzym.

Dde | (3 Units) Mwo | (1 Unit) Aci | (3 Units)
Reagenzien Enzymverdau
Enzym 0,3 ul 0,2 pl 0,3 ul
PCR-Produkt 2 ul 2 ul 2 ul
1 x NBuffer 3 1pl 1pl 1ul
Aqua dest. 6,7 ul 6,8 pl 6,7 ul
Inkubationsbedingungen
Inkubationszeit (Stunden) 3 2,5 2
Temperatur (°C) 37°C 60°C 37°C
Hitze Inaktivation 65°C wahrend 20 Minute Nein 65°C wahrend 20 Minuten

Tabelle 2.11: Reaktionsansatz (Gesamtvolumen von (10 Mix fir eine Probe) und
Reaktionsbedingungen des Enzymverdaus. Die Reagenzirden vermischt und unter den gezeigten
Inkubationsbedingungen in den Thermocycler gestellt

2.2.6 Agarosegelelektrophorese

Zur Darstellung der Bandenmuster des Enzymverdaaisimch zur Uberpriifung der Qualitat
der PCR-Produkte wurden Elektrophoresen mit Agaelea durchgefuhrt. Zur

Sichtbarmachung der DNA wurde das Gel mit Ethiditontid versetzt und nach dem
Gellauf unter einer UV-Lampe (Transluminator TIBipmetra) betrachtet .

In dieser Untersuchung wurden Agarosegele mit é8f&igen Konzentration verwendet. Zur
Herstellung eines 3%igen Gels wurden 0,6 g Agamdsep mit 20 ml 10x TBE-Puffer
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vermischt und in einer Mikrowelle bis zum Schmelden Agarose vermischt. Danach wurde
1 pl Ethidiumbromid zugefiigt und gut umgeruhrtlisi@abelle 2.5.).

Das Gel wurde dann in eine Giel3kammer geflllt uredSlotformer eingesteckt. Nach 20
Minuten war das Gel polymerisiert. Aufgetragen vamrgro Slot jeweils 3 pul PCR-Produkt

bzw. verdaute DNA, die mit je 3 pl Farbstoff veraisworden waren. Zum Groél3envergleich
der DNA-Fragmente wurde immer auch ein VIII-DNA-M&llargewichtsmarker (Roche)

aufgetragen. Die Laufzeit der Elektrophorese vdrdwischen 25 und 40 Minuten und findet
unter Verwendung einer 80 mV- Quelle statt.

2. 3 Materialen

2.3.1 Gerate

ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzer
Eismaschine AF-100
Elektrophoresekammer Multiphor I
Elektrophorese-Netzgerat PS 9009
Flachbettgelkammer

Fotoanlage Herolab E.A.S.Y.

Horizon 58 Gelelektrophorese-Apparat
Kahlzentrifuge Sigma 3K30

Mikrowelle

Magnetrihrer RCT basic

Netzteil Biometra Power Pack P25
Peltier Thermal Cycler PTC-200 MJ Research
Peltier Thermal Cycler PTC-200 MJ Research Gradieycler
pH-Meter 765 Calimatic

Schuttler GFL 3015
Metallblock-Thermostat DB-2A
Thermocycler UNO-Thermoblock
Thermomixer comfort

Thermostat Multi Temp I
Tischzentrifugr E-Centrifuge

UV-Lampe Biometra Tl 1

Waage Kern 510

Wassermaschine Mebra Pure
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10 x NEB-Puffer

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 40 (29:1)
AmpliTaq DNA Polymerase, 5Ull
BigDye®Terminator-Kit v 1.1

Borsaure

Bromphenolblau

Dextranblau

Dymethylsulfoxid (DMSO)

Desoynukleotidsaure (DNA)-Molekulargewichtsmarker,

Typ VIII (19-1114bp)
Desoxynukleotidsaure (DNA)-Primer

Desoxynukleotidtriphosphate (DNTPs)-Mix, 2mM, pt 8,

Essigsaure, 100%

Ethanol, absolute

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehydlésung 37%
Formamid 99,5%

GeneAmp PCR Reagent Kit
Glycerin

Glycin

HI-DI Formamid (reines Formamid)

Material und Methoden

New England Biolabs
tRRo
Roche
Applied Byosystems
Roth
Pierce
Fluka
Merck
Roche

BioTeZ
Roth
Roth
Merck
Roth

Roth

Merck
Merck

Roche
Sigma
Serva

Applied Byosystems

Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC)- Véass Roth

Magnesiumchlorid
Mutation Detection EnchancemgMDE)-LAsung 2x
Natriumcarbonat
Natriumhydroxid-Platzchen
Natriumthiosulfat-Losung
Natronlauge, 1 N
Polyacrylamid (PAA)-Gel
Restriktionsenzym Aci |
Restriktionsenzym Dde |
Restriktionsenzym Mwo |
Salzsaure

SeaKem®LE Agarose
Seralpur-Wasser

Roche
Cambrex
Roth
Merck
Merck
Merck

New England Biolabs

New England Biolabs

New England Biolabs
Merck

Cambrex
Membrapur-
Aufbereitungsanlage
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Silbernitrat
N,N,N,N-Tetramethylendiamin (TEMED)
Tris (Base)

Xylencyanol

Material und Methoden

Merck
Promega

Roth

Pierce
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3. Ergebnisse

Die Entwicklung von sequenzspezifischen Primerpaarder den angegebenen Bedingungen
(siehe Methoden) verlief fur alle zu untersuchenB&ons erfolgreich. Dieser Schritt diente
als Grundlage fur die nachfolgende OptimierungRidymerase-Chain-Reaction (PCR).

Im Folgenden werden die Ergebnisse fir die Optiomgrund Durchfihrung der Polymerase-
Chain-Reaction (PCR) und der Single-Strand-ConftionePolymorphism (SSCP)-Analyse,
sowie der Sequenzierung nach den untersuchten Mgjofeons 7, 8, 9, 22, 23, 24, 25 und
26 aufgeschlusselt dargestellt.

Die optimierte PCR diente der Vervielfaltigung der untersuchenden DNA und stellte die
Basis fur die nachfolgenden Schritte dar. Mitte®C® wurden die DNA-Proben auf durch
Konformationsanderungen verursachte Auffalligkeiten ihrer Laufeigenschaft im Gel

untersucht. Um die Wahrscheinlichkeit der Mutataetektion und die Sensitivitdt der
Methode zu erh6hen, wurden fur jedes Exon zweirsatgedliche Bedingungen ausgewahlt.
Zeigte sich eine Auffalligkeit, wurde das Fragmeati amplifiziert und die SSCP wiederholt.
Die automatische Sequenzierung diente zur Uberpgifader in der SSCP-Analyse
gewonnenen Ergebnisse.

Aus Platzgrinden werden zu jedem Exon nur exensglaei Gel-Bilder dargestellt und
erlautert.

Veroénica Leén €2r- 43



Ergebnisse

Myomesin-Protein

Myosin- e i - MM-CK-
binding site Titin- binding site binding site

N A
/ P ,Regula&ion der \ ( \
Titin- Bindung
‘“ Myom 4TMyom 5 IMyom g {Myom 7

Dimerization

i P H H H i ] i i H H
I - - | D [ S S B - 5 i S
- cDNA

Untersuchte Exons
Immunglobulin ClI- Doménen

Fibronectin Typ Ill- Doménen

BOEO

Exon 17 wird bei Myomesin herausgesplict

Abbildung 3.1: Darstellung des Myomesin-Proteingl WMMYOM-Gens. Das 185 kDa umfassende
Myomesin-Protein ist aus 38 Exons und 37 IntrorsammengesetzkdY OM umfasst ungefahr 105
kb von DNA (Steineet al, 1999). Gelb: untersuchte Exons d&88OM-Gens. Grin: Immunglobulin
ClI-Doménen. Blau: Fibronectin Typ IlIl-Domé&nen.
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3.1 Exon 7 der Myomesin Gen-Analyse

3.1.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Das fiur Exon 7 entwickelte Primerpaar konnte erfalgh optimiert werden. Das gesamte
DNA-Fragment hatte eine Gro3e von 283 bp.

Mit Hilfe des DNA-Molekulargewichtsmarkers konntezgigt werden, dass das amplifizierte
DNA-Fragment im erwarteten Grof3enbereich lag.

Abbildung 3.2: Optimierung der PCR. Ausschnitt siB&igen Agarosegels mit 283 bp PCR-Produkt
des Exons 7. A-G: Probanden-DNA; MVIIIl: Molekulargehtsmarker.

Es konnten alle DNA-Proben der 410 HCM-Patientéolgreich amplifiziert werden.

3.1.2 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)-Analyse

Nach der Amplifikation der DNA der 410 HCM-Patientenittels PCR wurde die SSCP-
Analyse durchgefiihrt. Fir jedes Exon wurden zweleGantsprechend der verschiedenen
SSCP-Bedingungen angefertigt.

Die Optimierung der SSCP ergab die folgenden zvegiilyungen:

A) 10% Polyacrylamid-Gel bei 20°C mit einer Lautzebn 70 Minuten.

B) MDE-Gel bei 15°C mit einer Laufzeit von 50 Mieut
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SSCP-Gele des Exons 7 des Myomesin-Gens

Abbildung 3.3: SSCP-Gele des Exons 7 des MyomesimsGA) 10% Polyacrylamid-Gel bei 20°C
mit einer Laufzeit von 70 Minuten. B) MDE- Gel d5°C mit einer Laufzeit von 50 Minuten.

Variationen der Nukleotid-Sequenz in einer einziggase verursachen Verdnderungen des
Laufverhaltens der DNA-Proben im SSCP-Gel. Allgamevurden vier verschiedene
Bandenmuster bei der SSCP-Analyse des Exons 7 ifidemt (A bis D). Die
unterschiedlichen SSCP-Bandenmuster lieRen sichbasten in 10% Polyacrylamid-Gel
erkennen.

Aufgrund der Vielféltigkeit der Muster der SSCP-Ayg waren Sequenzunterschiede zu
erwarten. Von allen 410 untersuchten DNA-Probendenr13 Proben zur Sequenzierung
ausgewahlt. Die Vielfaltigkeit der Bandenmuster algs SSCP-Analyse liel3 sich in der
Sequenzierung bestéatigen. Dies bedeutet, dass dedfaligkeit der Muster durch
unterschiedliche Variationen der Sequenz verursaahnde. Die nachste Abbildung zeigt die
SSCP-Analyse der sequenzierten Proben.
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B)
Abbildung 3.4: SSCP-Analyse der sequenzierten Prabes Exons 7 deBMlYOMGens A) 10%
Polyacrylamid-Gel bei 20°C mit einer Laufzeit voA ®inuten. B) MDE-Gel bei 15°C mit einer
Laufzeit von 50 Minuten. Die SSCP-Analyse zeigt sehr heterogenes Muster fur beide SSCP-
Bedingungen. Die Nukleotid-Sequenzunterschiedeiszkl die Vielfaltigkeit der SSCP-Bandenmuster
bei diesen Proben. Zu beachten ist die Korrelatiischen SSCP-Muster und Nukleotid-Sequenz,
siehe Tabelle 3.1.

Muster A: DNA-Proben 1082, 1096, 1127, 1129, 12d2ster B: DNA-Proben 1098, 1119, 1128,

1150, 1189. Muster C: DNA-Probe 2205. Muster D: DRwbe 1123. Muster E=B: DNA-Probe

1131. Die Nukleotid-Sequenz der DNA Nr. 1131 weisiterschiede im Vergleich zu allen anderen
Proben auf. Das Laufverhalten der DNA Nr. 1131 i8C®8-Gel entspricht trotzdem dem Muster B,
siehe Tabelle 3.1.

DNA- Probe 1123: Bei dieser DNA-Probe wurde in dreStudie die Mutation Leu390Phe erstmals
identifiziert (Erlauterung s. Text 3.1.4). Die Aaftigkeit trat zudem nur bei Gel A auf.

1128 1127 1123 1119 1098
7 O s e T
— B e A ﬁ_w
" T Seveenenie
B A D B B

Abbildung 3.5: Detail der zwei unteren Banden dé&tABProbe 1123 (Mutation Leu390Phe). Die
Probe bildete statt einer Bande zwei unterschieeliBanden aus. 10% Polyacrylamid-Gel bei 20°C
mit einer Laufzeit von 70 Minuten.
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3.1.3 Sequenzierung

Von allen 410 untersuchten DNA-Proben wurden 13&mozur Sequenzierung ausgewahilt.
Fur jedes in der SSCP-Analyse gefundene MusterigMbwurde bei der Sequenzierung ein
entsprechender Nukleotid-Sequenzunterschied idaatif Dies beweist, dass ein einzelner
Nukleotid-Austausch in der Sequenz ein besondesaedverhalten der DNA-Strange in der
SSCP-Analyse verursachen kann. Die nachste Tabe#igt die Varianten oder
Polymorphismen (SNPs) und eine Mutation (Leu390Rtie)im Exon 7 gefunden wurden.

SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 Mut Leu390Phe
WT CC GG GG CC CcC
Variante 1 TT TT CT
Variante 2
Position g.47309 @.47317 9.47355 ¢.1480;9.47409 c¢.1502; g.47431
Codon 382 Codon 390
CAC: His CTC: Leu
CAT: His TTC: Phe
Patienten Nr.
SSCP-Muster A
1082 CcC GG GG CcC CcC
1096 CC GG GG CC CC
1127 CC GG GG CC CC
1129 CC GG GG CC CC
1212 CC GG GG CC CC
SSCP-Muster B
1098 TT AA TT CC
1119 TT TT CcC
1128 TT TT CcC
1150 TT TT CC
1189 TT TT CC
SSCP-Muster C
2205 TT TT CC
SSCP-Muster D*
1123 TT TT CT
SSCP-Muster E=B
1131 CcC TT CcC CcC

Tabelle 3.1: Verschiedene Polymorphismen (SNPs) Mudation in Exon 7 desMYOMGens.
Innerhalb des PCR-Produktes von Exon 7 wurden $feflen identifiziert, an denen SNPs und eine
Mutation auftraten. Ursachlich sind die NukleotidgBenzunterschiede, die die vielfaltigen
Bandenmuster in der SSCP-Analyse verursachen. WId VWyp; His: Histidin; Leu: Leucin; Phe:
Phenylalanin; g: genomische DNA,; c: kodierende DNA.

Es wurde drei verschiedenen SNPs im intronischeri&e des Exons 7 identifiziert. Die
entsprechenden Positionen waren g.47309, g.47317gut7355 (sieche Text 3.1.8). Im

! Die Nummerierung der Positionen der SNPs sowidigationen wurden nach der
Referenzsequenz (NT_010859) durchgefihrt. Die NkdeNummer beginnt mit “g*, wenn
genomische DNA verwendet wurde oder mit “c“, wemin die kodierenden DNA-Referenzsequenzen
verwendet wurden.
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kodierenden Bereich wurde ein SNP (c.1480) sowie Butation in Codon 390 (Leu390Phe)
identifiziert (siehe Text 3.1.4).

Polymorphismus (SNP) ¢.1480 im Exon 7 des MYOM-Gens

Im exonischen Bereich wurde ein héaufiger SNP in Besition c¢.1480 (Codon 382)
identifiziert. Die Sequenz-Analyse ergab einen lesfil homozygoten SNP, der die
Aminosaure Histidin im Codon 382 betraf. Dabei waurdie Base Cytosin gegen Thymin
ausgetauscht. Dieser Basenaustausch verursachhkéminosaurenaustausch (His382His).

| |
lll |'| I| I' I IlI || —_
L Ly ‘ll f | ¢ .'.
! :‘ :‘ ¥ lI e l| "l ,-,Il‘.
e L & \Ufl Pain® ]
A) Wild Typ B) Mutant
His His

Abbildung 3.6: Chromatogramme des Codons 382 M&OMGens. A) Codon 382. Normale
Sequenz (DNA-Proben: 1082, 1096, 1127, 1129, 11B212). B) Homozygote Mutation
(CytosireThymin) in der dritten Base des Codons 382. (DNAken: 1098, 1119, 1123, 1128, 1150,
1189, 2205). Der Basenaustausch in der drittentiBoseines Codons verursacht selten einen
Aminosaurenaustausch.

3.1.4 ldentifikation der Leu390Phe-Mutation bei Fanilie S

Von allen untersuchten HCM-Patienten wurde die B&Fhe-Mutation erstmals bei Patient
1123 bzw. Proband IV-lll der Familie S (siehe Stdmaom in der Abbildung 3.9)
identifiziert.

Die heterozygote Missense-Mutation in Position @2Lbetrifft die Aminosaure Leucin (Leu)
im Codon 390. Dabei wurde die erste Base des Co@3@s Cytosin, gegen Thymin
ausgetauschtQTC > TTC). Dieser Basenaustausch verursacht den Aminessaustausch
Leucin (Leu) gegen Phenylalanin (Phe), welche zwalinosauren mit verschiedenen
Eigenschaften sind, da es sich um eine aliphatisecliteum eine aromatische Aminosaure
handelt (siehe Abbildung 3.8.). Die Aminosaurendagchaften sind fir die Ausbildung der
Tertidrstruktur der Proteine mafgebligkus diesem Grund bewirktine Mutation, die den

2 Ein stiller SNP ist ein SNP, bei dem der Nukledtigstausch keinen Aminosauren-
Austausch verursacht.
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Austausch von zwei Aminosduren mit verschiedenengetSchaften verursacht,

wahrscheinlich eine Beeinflussung der Tertiarstiukeines Proteins und dadurch seine
Funktion.

S T C N T B
|"-'| .“.I
/ | )
ll ,III ) I'l II ||' J |I Illl' |lI
F 1 ¢4 1) A
Il \ I| | '| |I e ] \ lI I‘
J / 1y 1 ? | L d |
, y J :| ¥4 \" I " -
A) Wild Typ B) Mutant
Leu Phe

Abbildung 3.7: Chromatogramm des Codons 390 M¥OM-Gens. A) Codon 390. Wild Typ. B)
Mutation CytosirThymin (Mutation Leu390Phe) in der ersten Base @edons 390 bei Patienten-
Probe 1123 (oder Proband IV-lll der Familie S; sid&tammbaum in Abbildung 3.9). Die Mutation
Leu390Phe verursacht einen Aminosaurenaustausctatibhien und Polymorphismen, die die erste

Base eines Codons betreffen, verursachen haufinekminosaurenaustausch. Leu, Leucin; Phe,
Phenylalanin.

CH
e
HyN= CO.
H
Leucine
CH,
HyN— co,
H .
Phenylalanine Phenylalaline

Abbildung 3.8: Darstellung der Aminoséuren Leucird Phenylalanin. Leucin ist eine aliphatische

und schwach hydrophobe Aminoséaure. Phenylalanimisbegensatz dazu eine aromatische und viel
starker hydrophobe (wasserunlésliche) Aminosaure.
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3.1.5 Lokalisation der Leu390Phe-Mutation in hoclkonservierter Region

Die Leu390Phe-Mutation wurde innerhalb einer hodmdervierten Region des Proteins
Myomesin identifiziert. Dies wird von der Tatsackexdeutlicht, dass die Aminosaure Leucin
an dieser Stelle Bestandteil vieler von bei Sauged nicht Saugetieren vorkommender
Proteine ist (siehe Tabelle 3.2). Nur IBos taurus (Wildrind)ritt die Aminosaure Prolin
(Pro) statt Leucin (Leu) im Codon 390 der Myomesonsens-Sequenz auf. Da die
Aminosaure Leucin im Verlauf der Evolution starknkerviert wurde, bedeutet dies, dass
diese Region wichtig fur die Funktion des Protastsund dass ein Aminosaurenaustausch
Veranderungen der Tertiarstruktur der Proteine rsaadi ziehen kann.

371 390 396
Homo sapiens RYKGEFDETRFHAGASTMPLS FGVTTP
Mus musculus RYKGELUDESILLRGGUVS M PLSFAVTP
Gallus gallus RYKGELDDSTLLRGGVS M PL S FAVTP
Bos indicus RYKGELDASYLHAGTVFSMPLSLGVTTP
Bos taurus RYKGEI DDTRFHS GASTL PP S X

Tabelle 3.2: Anordnung der Aminosauren 371 bis\386Myomesin fur verschiedene Spezies.

Das Exon (Exon 7), auf dem sich die Mutation Lell3® befindet, kodiert Teile der zweiten
MYOM-Doméne MYOM 2), einer Immunoglobulin-like Doméane, die wichtig den exakten
Einbau vonMYOM in die M-Bande wahrend der Myofibrillogenese Bie Affinitat der N-
terminalen Domane IMYOM 1), sich an Myosin zu binden und den Einbau inMiBande
zu gewabhrleisten, ist “in vivo“ nicht ausreichede zweite Domane des Myomesin-Proteins
wird fur diesen Einbau mit benétigt (Auerbasthal, 1999).

Der Proband mit der Leu390Phe-Mutation zeigte keiaggeren Mutationen in den bekannten
Krankheitsgenen. Die SSCP-Analysen der kodiere@tare fur digi-myosin heavy chain
(B-MHC), myosin binding protein C (MyBPC), cardiaoponin T (TnT), cardiac troponin |
(Tnl), essential und regulatory light chains (EL@IRLC), muscle LIM protein (MLP) und
a-actin (ACTC) zeigten keine Auffalligkeiten.

3.1.6 Mutation Leu390Phe: Klinische Befunde beil Failie S

Die Mutation Leu390Phe wurde bei einem Probanddrtiimkischem Migrationshintergrund
festgestellt. Die Erstdiagnose der Hypertrophendianyopathie wurde bei Proband 1123
(IV-IlI; siehe Stammbaum in der Abbildung 3.9) initéx von 20 Jahren nach einer Synkope
nach kdrperlicher Belastung gestellt. Die Symptonagen seinerzeit charakterisiert durch
thorakale Schmerzen, retrosternales Druckgefiihl Wérperlicher Belastung und
rezidivierende Dyspnoe. Der Patient hatte keinerigite Hypertonie und wies eine positive
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Familienanamnese bei erkranktem Vater und Onkel Bef Patient wurde sieben mal
stationar wegen Vorhoffimmern behandelt. Der Prab&V/-11l wies eine moderate septale
Hypertrophie und mitralen Reflux auf, eine obstiuktAusflussstérung lag jedoch nicht vor.
EKG: Sinusrhythmus, Frequenz 70/min, Linkstyp, pesr Sokolow-Lyon-Index (R (V5) 2,1
mV + S (V1) 3 mV = 5,1 mV), negative T-Wellen Ulmbr gesamten Vorderwand sowie in |
und aVL sowie positives T in aVR. Die Blutbildwesaren unauffallig, ebenso die Werte fir
TSH, T3 und T4. Der Réntgen-Thorax wies ein graes auf ohne Zeichen fur pulmonale
Stauung, Infiltrate oder Rundherde. Kein PleuragsgBei der Echokardiographie wurde eine
nicht obstruktive Kardiomyopathie bestatigt (septaind apikale Hypertrophie mit einer
Septumdicke von 15mm). Die kdrperliche Untersucherggab keine pathologischen Befunde
bei einem Blutdruck von 125/70 mmHg.

Die letzte Untersuchung im August 2005 zeigte inmgleach mit einer Untersuchung im Jahr
1992 eine Verdickung des Interventrikularseptumsp{@mdicke von 21mm), Trikuspidal-
Insuffizienz und eine auffallige Myokardtextur.

Die Evolution der HCM bei Proband IV-llIl wird in dené&chsten Tabelle (Tabelle 3.3)
zusammengefasst:

IVS (mm) LVEDD (mm) LVESD (mm) Ao. Asc. (mm) LA (mm) Mitralis
Reflux
1992 15 50 19 30 44 Ja
2005 21 44 27 24 48 Ja
S-L Index
Leitungsblock Neg T path.Q-Zacken (mV) NYHA
1992 Nein Ja (V2-6; |, aVL) Nein 51 Il
Ja

2005 Nein (vV2-6; I,1l,aVvL,aVF) Nein 4,2 Il

Blutdruck Herzfrequenz Kreatinin CRP Myoglobin CK(37T)
1992 125/70 70/m - - - -
2005 145/90 72/m 1,25mg/dI 4,58mg/dl 77ugll 203U/

Trik. Insuff. Klinische Status
1992 Nein Betroffen
2005 Ja Betroffen

Tabelle 3.3: Klinische Befunde des Probanden IV-INS: Interventrikularseptum; LVEDD:

Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser; ESD: Linksventrikuldrer endsystolischer
Durchmesser; Ao.asc: Aorta ascendens; LA: linkerhgd (Atrium); Trik. Insuff.: Trikuspidalis

Insuffizienz; Neg T: negative T-Wellen; path. Q-Kean: pathologische Q-Zacken; S-L Index:
Sokolow-Lyon-Index; NYHA: New York Heart Associatiklassifikation; CRP: C-reaktives Protein;
CK: Creatinkinase.
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Der Bruder des Probanden IV-IlI (IV-V, siehe Abhilty 3.9) weist ebenfalls die Mutation
Leu390Phe auf. Die Krankheit wurde erst in der daden Studie aufgrund eines
pathologischen EKGs und einer echokardiographisstgéstellten Verdickung des IVS (14
mm) diagnostiziert. Abgesehen von rascher Ermucheigkorperlicher Belastung wies der
Proband bis dato keine klinischen Symptome auf.

Der klinische Befund des Probanden IV-V wird in d&ichsten Tabelle (Tabelle 3.4)
zusammengefasst:

Herzfrequenz 60/m

systolischer BD 130 mmHg

diastolischer BD 80 mmHg

EKG IVS 14 mm
Rhythmus Sinus

Pressure gradient in LV
LVH Pos outflow tract 3,2 mmHg
Sokolow.Lyon Index 28 mV
Negative T-Wellen V4-V6

path. Q-Zacken Nein Mitral Reflux Nein
Echokardiographie RVAW 5 mm
Aorta ascendens 28 mm RVEDD 25 mm

LA 37 mm

LVEDD 44 mm Laborparameter

LVESD 29 mm Kalium (Plasma) 4,3 mmol/l
LVEDV (Simpson) 71 mm Natrium 139 mmol/l
LVESV (Simpson) 21 mm Creatinine 1,01 mg/dl
EF (by Simpson) 70.50% Creatine kinase 200 U/l
FS 34% CKMB Fraktion 141U/

Tabelle 3.4: Klinische Befunde des Probanden IM3ié klinische Untersuchung sowie der Versand
der Blutproben des Probanden IV-V zur Mutationskt&ta erfolgten freundlicherweise durch Frau
Dr. Ana Laynez Carnicero vom Universitatskrankershdalencia (Spanien).

BD: Blutdruck; EKG: Elektrokardiogramm; LVH: Linkswtrikulare Hypertrophie; path. Q-Zacken:
pathologische Q-Zacken; LA: linker Vorhof (AtriumlVEDD: Linksventrikularer enddiastolischer

Durchmesser; LVESD: Linksventrikularer endsystdismcDurchmesser; LVEDV: Linksventrikulares

enddiastolisches  Volumen; LVESV: Linksventrikularegendsystolisches Volumen; EF:

Ejektionsfraktion; FS: fractional shortening; IVBterventrikularseptum; RVAW: Rechtsventrikulare
Vorderwand (anterior wall); RVEDD: Rechtsventrikidéenddiastolischer Durchmesser.

Die Schwester des Patienten V-1l (IV-IlI) weist mentan keine HCM-Symptome auf. Das
EKG und die echokardiographischen Befunde zeigeimnekduffalligkeiten. Bei dieser
Probandin konnte die Existenz der Mutation Leu3@0&lenfalls nachgewiesen werden.

Der Vater des Patienten IV-III (llI-) leidet an HWC und berichtet Uber die typischen
Krankheitsbeschwerden wie thorakale Schmerzemstetmales Druckgefuhl bei korperlicher
Belastung und rezidivierende Dyspnoe. Der Probaid ist momentan nach einem
Hirninfarkt bettlagerig. Das EKG dieses Probandesigtz Zeichen fir eine starke
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Linksherzhypertrophie mit positivem Sokolow-Lyordex. Das EKG zeigt aufRerdem
pathologische Q-Zacken.

Die Mutter des Patienten V-1l (llI-1l) zeigt keen HCM-Symptome. Das EKG und die
echokardiographischen Befunde zeigen keine Aufiiédliten. In der DNA-Sequenz-Analyse
liel3 sich die Leu390Phe-Mutation bei dieser Probanatht nachweisen.

Ein Cousin des Probanden IV-III (IV-I) ist im Alteon 50 Jahren an plétzlichem Herztod
gestorben. Der plotzliche Herztod war bei dieserab&nden die Erstmanifestation einer
Herzkrankheit. Es traten vorher nie Symptome b #uf, demzufolge wurde im Vorfeld nie

eine Herzkrankheit diagnostiziert. Leider verzithtedie Angehorigen auf eine Autopsie, so
dass das Vorliegen einer HCM nie bewiesen wurde.

Eine Tochter des Probanden IV-llIl (V-1) ist bishasymptomatisch. Die Farbdoppler-
Echokardiographie zeigt normal grol3e Herzhthleme eglobal gute linksventrikulére
Pumpfunktion ohne Nachweis regionaler Wandbewegidgsgen, keine LV-Hypertrophie
und einen sonographisch und dopplersonographisetufi@iigen Klappenapparat. Keine
Rechtsherzbelastungszeichen. Kein Perikardergnsded DNA-Sequenz-Analyse liel3 sich
die Leu390Phe-Mutation bei dieser Probandin nigichmveisen.

Eine zweite Tochter des Probanden IV-Ill (V-1l) isisher ebenfalls asymptomatisch. Das
EKG zeigte eine Sinustachykardie mit Frequenzmawmimwon 148/min, rasche
Frequenznormalisierung in der Ruhepause nach Belgskeine ektope Reizbildung, keine
ST-Streckenveranderungen wahrend und nach Beladuedrarbdoppler-Echokardiographie
zeigte keine Auffalligkeiten aul3er geringer Regatgpn aus dem Pulmonalarterienstamm in
den rechten Ventrikel im Sinne einer Pulmonalklappguffizienz Grad |. Bei dieser
Probandin wurde ein osteochondritischer Zwergwudiagnostiziert. In der DNA-Sequenz-
Analyse liel3 sich die Leu390Phe-Mutation bei diéxientin nicht nachweisen.

Ein Sohn des Probanden V-1l (V-1ll) berichtet @ikmubjektiv versplrtes Herzstolpern, das
kein objektives Korrelat im Sinne einer Herzrhythlestérung darstellt. Das EKG zeigte einen
bemerkenswerten Linkstyp bei normfrequentem Singtisrhus mit Sinusarrhythmie,

Frequenz um 81/min., unaufféllige Zeitmal3e, redmgikulare Leitungsverzogerung ohne
Anhalt  fir ventrikulare Belastung oder Hypertrophiekeine signifikanten

Repolarisationsstérungen. Das EKG nach Belastungtezeeine Sinustachykardie mit
Frequenzmaximum von 173/min. RR-Anstieg von 120&@ 140/80. Keine ektope

Reizbildung, keine ST-Streckenveranderungen. Inadesfiihrlichen echokardiographischen
Untersuchung ergaben sich keine Hinweise auf strakké Veranderungen am Herzen. Die
Offnungs- und SchlieRmuster aller Klappen warerelreght. Die GréRe der Vorhofe und

Veroénica Lebn €2r- 54



Ergebnisse

Herzkammern war unauffallig. Die Scheidewé&nde waremakt. Die myokardiale
Pumpfunktion der Ventrikel war unauffallig. Die qaersonographische Erfassung der intra-
und extrakardialen Stromungsverhaltnisse schlosg é&iunktionsstorung aus. Bei noch
geringem Lebensalter (Geburtsjahr 1992, bei deetdothung 13-jahrig) sind bei diesem
Probanden regelmafige kardiologische Kontrollenngemd indiziert. Die DNA-Sequenz-
Analyse bestatigt bei diesem Probanden die Exislenteu390Phe-Mutation.

Die Untersuchungen der Probanden V-I, V-Il und V4lfolgte freundlicherweise durch
Herrn Dr. Ludwig, Gemeinschaftspraxis Eberbach.

Ein zweiter Sohn des Probanden IV-III (V-1V) issher ebenfalls asymptomatisch. Das EKG
zeigte keine Auffalligkeiten bei Sinusrhythmus, iffetenz-/Steiltyp, Frequenz um 67/min

und unauffalliger Erregungsleitung. Die durchgetéhechokardiographische Untersuchung
zeigte normal dimensionierte Herzbinnenrdume, ntanadtersentsprechende Wanddicken
und normale systolische und diastolische LV-FunktiDie DNA-Sequenz-Analyse schliel3t

die Existenz der Leu390Phe-Mutation aus.

V-1 V-1l Iv-lil V-1V IvV-v
scD + + +
V- V- V- V-Iv

Abbildung 3.9: Stammbaum der tirkischen Famili@8adrate zeigen Ménner; Kreise zeigen Frauen;
weild: unbetroffene Probanden; schwarz: betrofferebahden; Pluszeichen: Vorliegen der
Leu390Phe-Mutation imMYOM-Gen; Minuszeichen: Abwesenheit der Leu390Phe-NMartaim
MYOMGen. Der Pfeil zeigt den Index-Patienten; SCD=Pkiddden cardiac death oder pl6tzlicher
Herztod. Geburtsjahr der Probanden: IlI-1 (1943)111(1937); V-1 (1951); IV-Il (1966); V-1l
(1961); IV-V (1972); V-1 (1987); V-II (1989); V-11(1992); V-1V (1998).
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3.1.7 Mutation Leu390Phe: Restriktionsfragment-Lagenpolymorphismus
(RFLP), Restriktionsenzymverdau.

Mutationen lassen sich mit Hilfe von Restriktionsgmen Dbestatigen. Die
Restriktionsendonukleasen erkennen und schneidea bestimmte Nukleotid-Sequenz.
Wenn eine Mutation vorliegt, wird die Sequenz vomstktionsenzym nicht erkannt und
dadurch anders oder gar nicht geschnitten. Die fbuta Leu390Phe wurde mit
Restriktionsenzym Ddel bestatigt. Der Basenausta@stosin gegen Thymin im Codon 390
desMYOMGens verursachte den Verlust von einer der zwenalen Ddel-Schnittstellen im
Exon 7. Bei 307 durchgefuhrten Kontrollen unauif@t Probanden liel3 sich die Mutation
Leu390Phe nicht nachweisen.

Ddel schneidet bei folgender Sequenz:

4
B sasan ATG CCC CTC AGC TGT... I3
3. TAC GGG GAG -‘%:G ACA... &

Met Pro Leu Ser Phe

1959]
5 A — ATG CCC TTC AGC TGT...... 3
3. TAC GGG AAG TCG ACA.. %

Met Pro FPhe Ser Phe

Abbildung 3.10: Darstellung der Schnittstellen &estriktionsenzyms Ddel. A) Normale Nukleotid-
Sequenz des Codons 388-392 sOM-Gens. B) Mutante Sequenz gefunden bei PatientelnePr

1123 (IV-1l). Die Mutation verursacht den Verluder Schnittsstelle von Ddel in Position ¢.1502
(Position 161 des PCR-Produktes des Exons 7). Iddige Base. @: Keine Schnittstelle.

Bei normaler DNA-Sequenz hat Ddel zwei Schnittésteain zwei verschiedenen Positionen
des Exons 7. Die zwei Schnittstellen sind 28 bpeitmender entfernt. Nach Enzymverdau von
nicht mutanten Sequenzen sind drei DNA-Fragmenteerzvarten. Die DNA-Fragmente
haben eine Grol3e von jeweils 179, 76 und 28 bp.

Im Gegensatz dazu verursacht der Enzymverdau deantem Sequenz (siehe mutante
Sequenz in der Abbildung 3.10. B)) zwei DNA-Fragteemit einer Grof3e von jeweils 207
und 76 bp. Dies geschieht, weil die Mutation derrld& der Schnittstelle von Ddel in
Position ¢.1502 bewirkt.
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PCR Produkt Exon 7 ( 247 bp)

Pos 161

| |

l | | | | l

179 bp 28 bp 76 bp

Schnittstelle 1 Schnittstelle 2
Pos 189

A)

PCR Produkt Exon 7 ( 247 bp)

Schnittstelle
Pos 189

|

l | | l

207 bp 76 bp

B)

Abbildung 3.11: Darstellung der Schnittstellen @&estriktionsenzyms Ddel im Exon 7 dey OM-
Gens. A) Wild Typ. Bei normaler DNA-Sequenz hat Doeei Schnittsstellen an zwei verschiedenen
Positionen des Exons 7 de&Y¥ OM-Gens. B) Die Mutation Leu390Phe MY OM-Gen verursacht den
Verlust der Schnittstelle des RestriktionsenzymIDd Position ¢.1502 (Position 161 des Exon 7-
PCR-Produktes).

Es wurden die auffallige DNA-Probe 1123 (IV-1ll) direine Zahl von 307 Kontrollen mit
Ddel untersucht. Die Untersuchung mit Restriktiozsen Ddel hat die Ergebnisse der
Sequenzierung bestatigt. Bei den 307 KontrolleR k&ch die Mutation nicht nachweisen.
Weitere Untersuchungen haben die Existenz der L@RI3&Mutation bei Proband V-V
(Bruder von IV-lll, siehe Abbildung 3.9) bewiesenglcher ein pathologisches EKG mit
negativen T-Wellen in V4-V6 und eine moderate Limksertrophie aufweist. Bei den
Probanden V-1l und V-l konnte die Mutation ebat$ nachgewiesen werden.

Die nachste Abbildung zeigt den Restriktionsenzymiae mit Ddel in zwei Ausschnitten
eines 3%igen Agarosegels. Die PCR-Produkte N82@1NBI822, 1123 (IV-Ill) und V-V
wurden mit Restriktionsenzym Ddel verdaut. Das A&ZBdukt U ist ein unverdautes PCR-
Produkt, das als Kontrolle benutzt wurde.
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Verdau mit Dde |

179 bp

N820 N821 N822 1123 U N820 N821 N822 1123 IV-V
OVATD) (IV-111)

DNA-Proben: N820,N821,N822
C T C

Schnittstelle 1 Schnittstelle 2

. Pos 161 Pos 189
Nach Verdau mit Dde |

_—
-~ " ~ — N —A N
179 bp 28 bp 76 bp

C) Codon 390

DNA-Proben: 1123(I1V-11l) und IV-V
T T C

Schnittstelle 2

. Pos 189
Nach Verdau mit Dde |

e —

f A \ A
D) L, 207 bp R 76 bp

Codon 390 (Mut Leu390Phe)

I

Abbildung 3.12: Darstellung des Verdaus von ExategMYOMGens mit Restriktionsenzym Ddel.
A) und B): unterschiedliche Restriktionsenzymverdanit Ddel zur Bestéatigung der Existenz der
Mutation Leu390Phe bei Patienten 1123 (IV-III) unaV.

MVIII: Molekulargewichtsmarker; U: Unverdautes P@Redukt (247 bp); 1123 (IV-1l) und IV-V:
Mutanten-(Leu390Phe) DNA-Proben; N820, N821 und NE&NA-Kontrolle.

C) Darstellung der FragmentgréRe nach EnzymverdiauDdel bei nicht mutanten Sequenzen des
MYOMGens.

D) Darstellung der Fragmentgrof3e nach Enzymverdaidel bei Mutation Leu390Phe iMYOM-
Gen.
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3.1.8 Intronische Polymorphismen im Intron 6 desMYOM-Gens

Es wurden drei verschiedene Polymorphismen (SNRBs)iniron 6 identifiziert. Die
entsprechenden Positionen waren g.47309, 9.47319.4@355 (siehe Tabelle 3.1.).

GGTATAAGG
MYOM PCR Exon7 “Sp'iCe/Sittaereich
- ~
e SNP SNP 19 bp

Pos 1 g.47309 @.47317 g.47355

*— <& GCG/ATTTCTGTTTTCTTCTCTAGGGTATAAGG

I

INTRON 6 XN 7

PCR Produkt

Abbildung 3.13: Darstellung der gefundenen intronen SNPs in Intron 6 dédYOM-Gens. Die
Nummerierung der Positionen der SNPs wurde nach gdgomischen DNA-Referenzsequenz
durchgefihrt.

Der SNP in Position g.47355 befindet sich 19 Bagam Anfang des Exons 7 désYOM-
Gens entfernt. Die Sequenz-Analyse ergab einenr8iNfPerschiedenen Varianten: Wild Typ
0.47355, Homozygote (G-G); SNP g.47355(1), homoigygdariante (A-A) und SNP
0.47355(2), heterozygote Variante (G-A).

Bei SNP ¢.47355(1) ergibt sich der Basenaustaus@ni@ gegen Adenin in beiden Allelen.
Bei SNP g.47355(2) ergibt sich der Basenaustaus@ni@ gegen Adenin in nur einem der
beiden Allele.

Gemall des angegebenen Beispiels fir die Grundstrdé&t “Splice Site* (siehe Diskussion,
Abbildung 4.2.) kénnte sich der SNP g.47355 innkerldies “Splice Site“- Bereichs befinden,
da er nur 19 bp vom Anfang des Exons 7 entfermt.lidrafe dies zu, kdnnte dies eine
anormale Funktion des “Alternative Splicing” verachen und somit einen Faktor fur das
Auftreten einer genetischen Krankheit darstelleacges und Kornblihtt, 2002; Carteggti
al., 2002; Matlinet al.,2005).
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Die anderen beiden SNPs (SNP g.47309 und SNP g/37dke im Intron 6 identifiziert
wurden, haben héchstwahrscheinlich keinen Einfmugsdas “Alternative Splicing®, da sie
weit vom Anfang des Exons 7 entfernt liegen.

WT g.4(355: GG

Avﬂvﬂvi\ 19bp—

A) — Intron6 » |[Exon7

SNP g. 47355(1)' AA, homozygote Variante

Aﬂ/\&/\\/u pANL

«——— |ntron 6 Exon7

SNP g.47355(2): GQ, heterozygote Variante

A T G C W T T T ¢t

[\\[\/\/\ﬁ\? u T u’:\ 19 bp—>

< Intron 6 » | EXON7

©

Abbildung 3.14: Darstellung des SNP g.47355MiOM-Gen. Die Chromatogramme zeigen die drei
identifizierten verschiedenen Varianten in PositgA7355. A) entsprich der Wild Typ-Variante in
Position g.47355. B) entsprich dem homozygoten §NF355(1). C) entsprich dem heterozygoten
SNP g.47355(2).
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3.2 Exon 8 der Myomesin Gen-Analyse

3.2.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Das fur Exon 8 entwickelte Primerpaar konnte erfalgh optimiert werden. Das gesamte
DNA- Fragment hatte eine Gro3e von 391 bp.

Mit Hilfe des DNA-Molekulargewichtsmarkers konntezgigt werden, dass das amplifizierte
DNA-Fragment im erwarteten GroRenbereich lag.

I o 0 e e
' !

Abbildung 3.15: Optimierung der PCR. Ausschnittesin3%igen Agarosegels mit 391-bp PCR-
Produkt des Exons 8. A-G: Probanden-DNA; MVIII: Mkulargewichtsmarker.

Es konnten alle DNA-Proben der 410 HCM-Patientéolgreich amplifiziert werden.

3.2.2 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)-Analyse

Nach der Amplifikation der DNA der 410 HCM Patientenittels PCR wurde die SSCP-
Analyse durchgefihrt. Fir jedes Exon wurden zweleGantsprechend der verschiedenen
SSCP-Bedingungen angefertigt.

Die Optimierung der SSCP ergab die folgenden zvegiilyungen:

A) 10% Polyacrylamid- Gel bei 10°C mit einer Lautaen 70 Minuten.

B) 10% Formamid- Gel bei 5°C mit einer Laufzeit v@hMinuten
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SSCP-Gele des Exons 8 des Myomesin-Gens
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Abbildung 3.16: SSCP-Analyse des Exons 8 des Myomw@ens. A) 10% Polyacrylamid-Gel bei
10°C mit einer Laufzeit von 70 Minuten. B) 10% Fammid-Gel bei 5°C mit einer Laufzeit von 60
Minuten.

Die SSCP-Analyse des Exons 8 zeigte ein sehr homesg8SCP-Bandenmuster. Keine der
410 untersuchten DNA-Proben zeigte eine Auffalligkes wurden dennoch 5 Proben (DNA-
Nr. 1815, 1823, 1824, 1826, 1827) als Kontrolledi& Sequenzierung ausgewabhlt.

3.2.3 Sequenzierung

Funf ausgewéhlte DNA-Proben wurden sequenziertndeier ausgewahlten Proben zeigte
Auffalligkeiten in der SSCP-Analyse. Die Sequenzalse hatte die Ergebnisse der SSCP-
Analyse bestétigt, da kein Nukleotid-Sequenzunkeest auftrat. Die sequenzierten Proben
des Exons 8 hatten die gleiche Sequenz wie die r&efeequenz (GenBank Nummer
NT_010859). Aus Platzgrinden wird die Sequenz des& 8 nicht gezeigt.

SSCP des Exons 8 des Myomesin Gens: Sequenzierte Proben

1815 1823 1824 1826 1827 1815 1823 1824 1826 1827

Bedmgung 1: 10% PAA-Gel be1 10°C, Bedmgung 2: 10% FA-Gel be1 5°C,
Laufzeit: 70 Minuten Laufzeit: 60 Minuten

Abbildung 3.17: Darstellung der SSCP-Gele der sezjeeten Proben des Exons 8 dégOM-Gens.
Die SSCP-Analyse zeigt ein homogenes Muster imdHmben. Die Ergebnisse der SSCP-Analyse
bestatigen die Ergebnisse der Sequenzierung. a einer der Proben ein Sequenzunterschied auf.
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3.3 Exon 9 der Myomesin Gen-Analyse

3.3.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Das fur Exon 9 entwickelte Primerpaar konnte erfalgh optimiert werden. Das gesamte
DNA-Fragment hatte eine Gro3e von 346 bp.

Mit Hilfe des DNA-Molekulargewichtsmarkers konntezgigt werden, dass das amplifizierte
DNA-Fragment im erwarteten Grof3enbereich lag.

Abbildung 3.18: Optimierung der PCR. Ausschnittesin3%igen Agarosegels mit 346-bp PCR-
Produkt des Exons 9. A-G: Probanden-DNA; MVIII: Mkulargewichtsmarker.

Es konnten alle DNA-Proben der 410 HCM-Patientéolgreich amplifiziert werden.

3.3.2 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)-Analyse

Nach der Amplifikation der DNA der 410 HCM Patientenittels PCR wurde die SSCP-
Analyse durchgefihrt. Fir jedes Exon wurden zweleGantsprechend der verschiedenen
SSCP-Bedingungen angefertigt.

Die Optimierung der SSCP ergab die folgenden zvegiilyungen:

A) 10% Polyacrylamid- Gel bei 20°C mit einer Lautaen 70 Minuten.

B) 10% Polyacrylamid-Gel bei 15°C mit einer Laufaen 75 Minuten.
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SSCP-Gele des Exons 9 des Myomesin-Gens

1746 1745 1744 1743 1742 1741 1740 1746 1745 1744 1743 1742 1741 1740

e
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Abbildung 3.19: SSCP-Gele des Exons 9 M&OM-Gens. A) 10% Polyacrylamid- Gel bei 20°C mit
einer Laufzeit von 70 Minuten. B) 10% Polyacrylar@el bei 15°C mit einer Laufzeit von 75
Minuten.

Die Ergebnisse der SSCP-Analyse zeigten ein seferdgeenes Bandenmuster aller DNA-
Proben unter beiden Bedingungen. Es wurden allgenfénf verschiedene SSCP-
Bandenmuster identifiziert (A bis E), die sich untbeiden Gel-Bedingungen gut
unterscheiden lie3en.

Mit Ausnahme der DNA-Probe 1743 (Muster B) entdgricjeder Nukleotid-
Sequenzunterschied bzw. SNP einem unterschiedlicl88CP-Bandenmuster. Das
Laufverhalten der DNA-Probe 1743 im SSCP-Gel eitbpdem Muster A. Die Nukleotid-
Sequenz der DNA-Probe 1743 entspricht jedoch mehtsonst fur das Muster A gefundenen
Nukleotid-Sequenz. Die Ursache dafir, dass Prod& &ih identisches SSCP-Laufverhalten
wie Muster A aufweist, lasst sich nicht sicher &larDies ist das einzige Beispiel in dieser
Untersuchung, bei dem ein Nukleotidausstausch Ke8@P-Veranderung verursacht.
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Position g 56010:WT Position g 56010:het. SNP [1
M TAA@TTG M TAAMQT T G
U U \
S MWL s M/ep
T B, T PR B
E Codon 464 WT E — Codon 464 WT
R A G G C R A G G C
A Mpfap] o M/ \an
JATA A\ JATA A\
Position g 56010:WT Position g 56010:WT Position g 56010:WT
M TAA@TTG M TAA@TTG M TAA@TTG
U @ U
s (W s AW | 8 gl AR
T T T
E Codon 464/Pos. ¢ 17:ZGE Codon 464/Pos. ¢ 1726 E Codon 464/Pos.c 1724-6
R AGGC R AGGC R A clopgan ce
_’
¢ [\/\MM o WM E
i A 8 ke L ! il
Pos.c 1726: hom. SNIP Pos26l het. SNP Mut Arg464Trp in Pos. ¢ 1724
Pos. ¢ 1726: het. SNP

Abbildung 3.20: Darstellung der verschiedenen S$CiBter im Exon 9 deMYOM-Gens mit den
entsprechenden Chromatogrammen. Jeder NukleotideBegnterschied verursacht Anderungen des
Laufverhaltens in den SSCP-Gelen und somit untexdiibhe SSCP-Bandenmuster. Nur bei einer
DNA-Probe dieser Untersuchung (DNA-Probe 1743) rsaichte der Basenaustausch Thymin gegen
Cytosin in Position g.56010 nicht wie sonst Ublkkih abweichendes SSCP-Laufverhalten. Aus diesem
Grund weist Muster B (DNA-Probe 1743) keinen Unthied im SSCP-Laufverhalten im Vergleich
zu Muster A auf.
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3.3.3 Sequenzierung

Von den untersuchten 410 DNA-Proben wurden neurbdfresequenziert. Diese wurden

reprasentativ fir die verschiedenen in der SSCHy&aayefundenen Muster eingesetzt.

Die unterschiedlichen Bandenmuster aus der SSCRBganéiel3en sich in der Sequenzierung
bestéatigen. Dies bedeutet, dass fur jedes SSCPeMustschiedene Abweichungen der
Nukleotid-Sequenz identifiziert werden konnten.

Es wurden drei Stellen innerhalb des PCR-Produdtess Exons 9 erkannt, an denen eine
heterozygote Mutation und zwei Polymorphismen (SNidtraten (siehe Tabelle 3.5). Die

entsprechenden Positionen sind g.56910 (SNP 1 ironlp ¢.1726 (SNP 2 im Exon) und

c.1724 (Mutation Arg464Trp). Die Mutation Arg464Twurde bei einem einzigen Patienten
(DNA-Probe 1058) gefunden, der gleichzeitig auclthhaden SNP 2 in Position ¢.1726

aufweist (siehe Abbildung 3.22, D).

CODON 464
SNP 1 Mut 1(c.1724) und SNP 2 (c.1726)
WT: TT WT: CCIGG/
Variante 1: CT CCIGG/
Variante 2: - CCIGGIGA
Variante 3: - CT/IGGIGA
Position: g.56910 €.1724-c.1726
Aminosaure
Pat. Nr. CODON 464
Muster A
1307 TT WT: CC/GG/ ARG
1369 TT WT: CC/GG/ ARG
1399 TT WT: CC/GG/ ARG
1805 TT WT: CC/IGG/ ARG
Muster B=A
1743 CT WT: COGG/ ARG
Muster C
1424 TT CCIGG/ ARG
1806 TT CCIGG/ ARG
Muster D
1387 TT CCIGGIGA ARG/ARG
Muster E
1058 TT CT/IGGIGA ARG/TRP

Tabelle 3.5: Verschiedene Polymorphismen (SNPs) Mudation in Exon 9 desMYOM-Gens.
Innerhalb des PCR-Produktes von Exon 9 wurden Shedlen identifiziert, an denen SNPs und eine
Mutation auftraten. Der SNP 1 (SNP .56910) tratimtronische Bereich auf. Die Mutation 1
(c.1724) und der SNP 2 (c.1726) traten am gleicGedon (Codon 464) auf. WT: Wild Typ; g:
genomische DNA,; c: kodierende DNA; ARG: Arginin; PRTryptophan.
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3.3.3.1 Polymorphismus (SNP) im Intron 8 des Myonsin-Gens

Der SNP in der Position g.56910 wurde bei einenzediven Patienten (1743) identifiziert.
Die Sequenz-Analyse ergab einen heterozygoten ®dPdem die Base Thymin gegen
Cytosin ausgetauscht war. Die SSCP-Analyse ergddicie kein neues Muster fir diesen
SNP. Das Muster der Probe des Patienten 1743 antsptielmehr dem beim Wild Typ
(Muster A) gefundenen Bandenmuster (siehe Abbild2i2Q).

MYOM PCR Exon 9 MYOM Exon 9

¥

SNP 56010 - 2 bip

i GAGTACCTCTTTCTCCATCAA
Posl “TAANTTGCTTACTTTTAARARTATTTCTAGGAGTACCTCTTTCTCCATCARA
‘TRAATTTGCTTACTTTTARARRTATTTCTAGGARGTACCTCTTTCTCCATCAA

INTRON 8 EXON 9

PCR Produkt

Abbildung 3.21: Darstellung des SNP in der Positip86910 desMYOM-Gens. Der heterozygote
SNP ¢.56910 befindet sich 26 bp vom Anfang des Exentfernt.

Gemal des angegebenen Beispiels fur die Grundstrd&t “Splice Site” (siehB®iskussion,
Abbildung 4.2), kdnnte sich der SNP g.56910 innkrlaes “Splice Site“-Bereichs befinden,
da er nur 26 bp vom Anfang des Exons 9 entfermjt.lidréfe dies zu, kénnte dies eine
anormale Funktion des “Alternative Splicing” verachen und somit einen Faktor fur das
Auftreten einer genetischen Krankheit darstelleacges und Kornblihtt, 2002; Cartegi
al., 2002; Matlinet al.,2005).

3.3.3.2 Polymorphismus (SNP) im Exon 9 des Myomasizens

In Position ¢.1726 (Codon 464) wurde ein haufigeMPS(SNP 2/c.1726) mit zwei
verschiedenen Varianten (heterozygote/homozygdésitifiziert. Die Sequenz-Analyse ergab
die folgenden Ergebnisse:

SNP Wild Typ in Position ¢.1726: homozygot (G-G).

SNP ¢.1726 (1): stille homozygote Variante (A-A).

SNP ¢.1726 (2): stille heterozygote Variante (G-A).
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Bei SNP ¢.1726 ist die Aminosaure Arginin im CodtB¥% betroffen. Dabei wurde die Base

Guanin gegen Adenin in beiden Varianten ausgetauBeh SNP ¢.1726 (1) ergab sich der

Basenaustausch Guanin gegen Adenin in beiden All&ei SNP ¢.1726 (2) ergab sich der

Basenaustausch Guanin gegen Adenin in nur eineel. Alieser Basenaustausch verursacht
keinen Austausch der Aminosaure (Arg464Arg).

C G G c G H

Pos c.1724 c.1726 c.1724 c.1726
A) Wild Typ B) Homozygote Variante (SNP ¢.1726/1)
C G M H G H

Patient 1058

Pos c¢.1724 c.1726 c.1724 c.1726
C) Heterozygote Variante (SNP ¢.1726/2) D) Heterozygoten Var. (SNP ¢.1726/2)
Mut.Arg464Trp in Pos.c.1724bei Pat.1058.

Abbildung 3.22: Darstellung des Codons 464 dé¥OMGens. A) Wild Typ (DNA-Proben:
1307,1369,1399 und 1801); B) SNP ¢.1726 (1): Horgoi®y Variante der dritten Base des Codons
464 (DNA-Proben: 1424 und 1806); C) SNP c.1726 kBterozygote Variante der dritten Base des
Codons 464 (DNA- Proben 1058 und 1387), N bezeichiex die Basen Adenin und Guanin und
kennzeichnet die Position des heterozygoten SNPylGtation Arg464Trp: Heterozygote Mutation
(N=Cytosin>Thymin) in der ersten Base des Codorkuttl heterozygoter SNP (N=Guanin>Adenin)
in der dritten Base des Codons 464 (DNA-Probe: 1,05&he Text 3.3.3.3).

3.3.3.3 Mutation Arg464Trp in Exon 9 des Myomesirzens

In Position ¢.1724 (Codon 464) wurde bei einemdpddin (1058) eine heterozygote Mutation
identifiziert, die die Aminosaure Arginin im Codd®4 betraf. Dabei wurde die Base Cytosin
gegen Thymin ausgetauscht. Dieser Basenaustausalsaeht den Aminosaurenaustausch
Arginin gegen Tryptophan (Arg464Trp) (siehe Abbiddu3.22,D). Aul’erdem zeigt die
Sequenz-Analyse fur Patient 1058 nicht nur die Ad®p Mutation, sondern auch den
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heterozygoten SNP in Position ¢.1726 (SNP c¢.1726 &lcher im gleichen Codon (Codon
464) auftritt.

3.3.4 Mutation Arg464Trp.

3.3.4.1 Restriktionsfragment-LangenpolymorphismugRFLP),

Restriktionsenzymverdau mit Mwol und Acil.

Die Identifizierung eines SNP (c.1726) und einert&ion (c.1724) im gleichen Codon
(Codon 464) desMYOM-Gens in DNA-Probe 1058 machte weitere Untersuchumggig,
um zu erkennen, unter welcher Kombination die MataArg464Trp im Codon 464 auftritt.
Die Mutation Arg464Trp sowie der SNP ¢.1726 (2)I&e sich als heterozygote Varianten
dar. Wenn sich fur eines der beiden Allele in destem Basen des Codons 464 der
Basenaustausch Thymin fir Cytosin ergibt, welcheeBeommt dann an dritter Stelle des
Codons 464 vor? Tritt Adenin oder Guanin auf?

Es gibt zwei mdgliche Kombinationen:

[ B G G/ A Kombination A:
Allele 1: C G A
/‘ Allele 2: T G G

Kombination B:
-'ll Allele 1: C G G
Allele 2: T G A

c. 1724 c.1726

CODON 4064
Patient 1058

Abbildung 3.23: Chromatogramm des Codons 464 immExaesMYOM-Gens. Die Abbildung zeigt
die Ergebnisse der Sequenzierung der DNA-Probe 1€%8ie die verschiedenen Nukleotid-
Kombinationen, die vorkommen konnen. Allein mit démgebnis der Sequenzierung lasst sich nicht
erkennen, welche Nukleotid-Kombination im Codon 4@&4 Exons 9 bei dieser DNA-Probe auftritt.

Bei Kombination A tritt bei Allel 1 (CGA) weder eenMutation noch der heterozygote SNP
€.1726 (2) auf. Bei Allel 2 (TGG) tritt die MutancArg464Trp auf, jedoch kein SNP.

Bei der Kombination B tritt bei Allel 1 (CGG) keirdutation und kein SNP auf. Bei Allel 2
(TGA) tritt sowohl die Mutation Arg464Trp als auder heterozygote SNP ¢.1726 (2) auf.
Trafe diese Kombination zu, ware TGA bei Allel 2 &topcodon. Dies wirde das Ende der
kodierenden Region an dieser Stelle und einen ideati Schaden fir das zu kodierende
Protein bedeuten.
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Die Identifizierung der Kombination fand mit Hiliger Restriktionsenzyme Mowl und Acil
statt. Mwol hat nur ein Schnittstelle innerhalb deson 9-PCR-Produktes in Position 149
(c.1729) und schneidet in diesen Fall die Wild Mgriante CGG sowie die Nukleotid-
Kombination CGA in Codon 464. Im Gegensatz dazusilet Acil nur bei der Kombination
CGG in Codon 464 (Wild Typ) in Position 143 des BEX®PCR-Produktes (c.1723). Fur die
Nukleotid-Kombinationen TGA und TGG in Codon 464 rde kein Restriktionsenzym
gefunden.

Nach Enzymverdau des Exon 9-PCR-Produktes mit Mand zwei DNA-Fragmente von
jeweils 167 und 179 bp zu erwarten, wahrend nachyfmerdau mit Acil zwei DNA-
Fragmente von jeweils 161 und 185 bp zu erwarteah si

Recognition Site Recognition Site
Mow | Aci |
5....GCNNNNNNNGC....3' 5CCGC..3°
3"....CGNNNNNNNCG....5° 3GGCG...5
Wild Typ ' Wwild Typ

5"...GGA GAGCGGGCAACG CTG...3° 5'...GGA GAGCGGGCA ACG CTG...3
A) 3...CCT CTCGCGCGT TGC GAC..5 3...CCT CTCGCCCGT TGC GAC..5
Gly Glu Arg Ala Thr Leu Gly Glu Arg Ala Thr Leu

5"...GGA GAGCGA GCA ACG CTG...3"
3..CCT CTCGCT,CGT TGC GAC..5' PCR Produkt Exon 9 ( 346 bp)
Gly Glu Arg Ala Thr Leu

PCR Produkt Exon 9 ( 346 bp) « >« >

161 bp 185 bp

167 bp 179 bp

Abbildung 3.24: Darstellung der Schnittstellen desstriktionsverdaus mit Mowl und Acil und
Nukleotid-Sequenz der Codons 362-367 MB8OM-Gens. Mwol schneidet in Position 149 (c.1729)
des PCR-Produktes des Exons 9 bei nicht-mutierguéz (CGG) und beim SNP ¢.1726 (1) in
Codon 464 (Variante CGA). Acil schneidet nur baethtimutierter Sequenz (CGG) in Position 143
(c.1723) des PCR-Produktes des Exons 9. Das PCiRHRrdes Exons 9 ist 346-bp lang.

Wenn eine DNA-Probe mit beiden Enzymen Mwol und |Ageschnitten werden kann,

bedeutet dies, dass die Wild Typ-Variante CGG ind@on464 desMYOMGens vorkommt.
Wenn die Probe nur mit Mwol und nicht mit Acil gasdten wird, kommt die Variante CGA
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in Codon 464 vor. Wenn sich nach Einsatz von Momd Acil kein Verdau nachweisen lasst,
handelt es sich entweder um die Variante TGA (Sidpn) oder um die Variante TGG.

Verdau mit Aci | Verdautiwo |

Teilweise verdaut Unverdaute Produkte Komplet verdaut Teilweise verdaut

346 bp
185 bp
1387 1806 1058
DNA- Proben: 1806 1387 1058
C G__A C G H H G H
SNP c.1726/1 SNP c.1726/2 Mut Arg464Crp724)

SNP ¢.1726/2

Abbildung 3.25: Oben: Darstellung des Restriktiargaus mit Acil und Mowl. U: Unverdaute PCR-
Produkte. Das Restriktionsenzym Acil schneidet B@R-Produkte des Exons 9 in Position 143
(c.1723) bei nicht mutierter Sequenz (CGG in Coded). Nach Restriktionsverdau mit Acil wurden
die DNA-Proben 1058 und 1806 nicht verdaut. Die DRildbe 1387 wurde teilweise verdaut, weil
bei der heterozygoten Variante in Codon 464, SNP26 (2) eines der Allele die normale Sequenz
(CGG) aufwies. Das Restriktionsenzym Mow! schneiiet PCR-Produkte des Exons 9 in Position
149 (c.1729) bei nicht mutierter Sequenz (CGG idd0464) und bei Vorliegen des SNP ¢.1726 (1)
CGA in Codon 464. Die DNA-Proben 1387 und 1806 wuardollstéandig verdaut. Die DNA-Probe
1058 wurde teilweise verdaut, was bedeutet, dasgwiei Allele des Codons 464 dd¥ OM-Gens in
DNA-Probe 1058 jeweils die Konstellation CGA undG@ufweisen.

Unten: Chromatogramme der verschiedenen Variamiebddon 464 des Exons 9 dd¥ OM-Gens.

Insgesamt wurden die 9 Proben, die zur Sequenzjeausgewahlt wurden (siehe Tabelle
3.5), zusammen mit 146 Kontrollen verdaut. Die Brgsse des Restriktionsverdaus mit
Mwol und Acil haben bei den 9 sequenzierten PratienErgebnisse der Sequenz-Analyse
bestatigt. Bei DNA-Probe 1058 lieR sich die tatdédhke Nukleotid-Kombination
herausfinden. Die DNA-Probe 1058 wurde nach Reginkenzymverdau mit Acil nicht
verdaut, was bedeutet, dass die Sequenz im Coddn dé8 MYOMGens nicht die
Kombination CGG aufwies. Durch diese Ergebniss@ kich die Kombination B (siehe
Abbildung 3.23) ausschlieRen. Im Gegensatz dazulevdre DNA-Probe 1058 durch Mwol
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teilweise verdaut. Dies bedeutet, dass die zwezlédldes Codons 464 dé&YOM-Gens in
DNA-Probe 1058 jeweils die Konstellation CGA und GGaufweisen (Abbildung 3.23;
Kombination A und Abbildung 3.25).

In den restlichen 146 DNA-Kontrollen liel3 sich tieterozygote Konstellation A nicht weiter
bestatigen. Die Ergebnisse des Restriktionsverdaits Acil haben gezeigt, dass der
homozygote SNP ¢.1726 (1) (Variante CGA in Cododa;46ehe Abbildung 3.22, B) haufig
vorkommt.

3.3.4.2 Mutation Arg464Trp bei Familie mit bekanner 3-myosin-heavy-chain-
Arg403Trp-Mutation identifiziert

I I——O'

]
-4 |||5

I1I-3: DNA- Probe 1058
-1 e ») Mutation Arg464Trp

[I-2 und 1ll-4: HCM aufféllige Patienten mit Mutation Arg403ir

B Mutation Arg403Trp (Perrot et al.2005) B Mutation Arg464Trp (derzeitige Untersuchung)

Abbildung 3.26: Stammbaum der Familie C (Peebtal. 2005) und Darstellung des Verdaus des
Exons 9 deMYOMGens mittels Restriktionsenzym Mwol bei Familigderzeitige Untersuchung).
Im Stammbaum: Quadrat: Manner; Kreis: Frauen; schwaCM-auffallige Probanden mit
Arg403Trp-Mutation; lila: HCM-unauffallige Probandenit Arg464Trp-Mutation; weil3: unauffallige
oder unbekannte Probanden. Die Mutation Arg464iitpbiei drei HCM-unauffalligen Probanden auf
(IN-3: DNA-Probe 1058, 1I-1, 111-2). Weitere Resgttionsverdau-Untersuchungen mit Mowl haben bei
146 Kontrollen die Mutation Arg464Trp nicht nachsen kdnnen.

Die Mutation Arg464Trp in Codon 464 dity OM-Gens wurde bei einer HCM-unauffalligen
Probandin (DNA-Probe 1058) identifiziert. Die Pradan gehért zu einer HCM-Familie, in
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der eine Mutation der [3-myosin-heavy-chain (Arg4@3Tin vorangegangenen Arbeiten
identifiziert werden konnte (Perret al., 2005).

Mit Hilfe des Restriktionsverdaus mit Mwol konntee dMutation Arg464Trp noch bei zwei
weiteren HCM-unauffalligen Angehdrigen der Famil@ identifiziert werden (siehe
Stammbaum Abbildung 3.26). Weitere Restriktionsaeartyntersuchungen mit Mowl haben
bei 146 Kontrollen die Mutation Arg464Trp nicht haeisen kdnnen. Es besteht eine enge
Verwandtschaft zwischen den Probandinnen, die dig@4Trp-Mutation aufweisen (Mutter
und ihre zwei Tochter). Diese Probandinnen warenniskdh unauffallig. Die
echokardiographische Evaluation konnte keinen pagfschen Befund nachweisen, die
elektrokardiographischen Untersuchungen waren abenfunauffallig. Da keine der
Probandinnen mit der Arg464Trp Mutation an Hypestrer Kardiomyopathie leidet, konnte
kein Zusammenhang zwischen der identifizierten MaomaArg464Trp und der Entstehung
der Krankheit hergestellt werden.
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3.4 Exon 22 der Myomesin Gen-Analyse

3.4.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Das fur Exon 22 entwickelte Primerpaar konnte grigich optimiert werden. Das gesamte
DNA-Fragment hatte eine Grof3e von 306 bp.

Mit Hilfe des DNA-Molekulargewichtsmarkers konntezgigt werden, dass das amplifizierte
DNA-Fragment im erwarteten GroRenbereich lag.

MVIIA B C D E

== e the g o N0 o

Abbildung 3.27: Optimierung der PCR. Ausschnittesin3%igen Agarosegels mit 306-bp PCR-
Produkt des Exons 22. A-G: Probanden-DNA; MVIII: ikulargewichtsmarker.

Es konnten alle DNA-Proben der 410 HCM-Patientéolgreich amplifiziert werden.

3.4.2 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)-Analyse

Nach der Amplifikation der DNA der 410 HCM-Patientenittels PCR wurde die SSCP-
Analyse durchgefihrt. Fir jedes Exon wurden zweleGantsprechend der verschiedenen
SSCP-Bedingungen angefertigt.

Die Optimierung der SSCP ergab die folgenden zvegiiyungen:

A) 10% Polyacrylamid- Gel bei 15°C mit einer Lautaen 70 Minuten.

B) 10% Formamid- Gel bei 10°C mit einer Laufzeitngd Minuten.
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SSCP-Gele des Exons 22 des Myomesin-Gens
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Abbildung 3.28: SSCP-Gele des Exons 22 des Myor@sims. A) 10% Polyacrylamid-Gel bei 15°C
mit einer Laufzeit von 70 Minuten. B) 10% Formarbiei 10°C mit einer Laufzeit von 50 Minuten.

Die SSCP-Analyse des Exons 22 zeigte ein sehr henesgSSCP-Bandenmuster. Keine der
410 untersuchten DNA-Proben zeigte eine Auffalligkbennoch wurden 17 Proben (1049,

1105, 1111, 1112, 1136, 1199, 1247, 1255, 12793,12860, 1444, 1460, 1646, 2181, 2188,
2205) als Kontrolle zur Sequenzierung ausgewahlt.

3.4.3 Sequenzierung

Siebzehn ausgewahlte DNA-Proben wurden sequenXeihe der ausgewahlten Proben
zeigte Auffalligkeiten in der SSCP-Analyse. Die Beqz-Analyse bestatigte die Ergebnisse
der SSCP-Analyse, da keine Sequenzunterschiedeataunft Die sequenzierten Proben des
Exons 22 hatten die gleiche Sequenz wie die Refeegjuenz mit der GenBank-Nummer
NT_010859. Aus Platzgriinden wird die Nukleotid-Saguides Exons 22 nicht gezeigt.

SSCP des Exons 22 des Myomesin Gens: Sequenzierte Proben
1049, 1105, LIEL 1112, 1136, 1199, 1247, 1255, 1279, 1283, 1360, 1444, 1460, 1646, 2181, 2188, 2205

A)
1049, 1105, 1111, 1112, 1136, 1199, 1247, 1255, 1279, 1283, 1360, 1444, 1460, 1646, 2181, 2188, 2205

1.8 LB BB BT T .0 B |

B)

Abbildung 3.29: Darstellung der SSCP-Gele der sezjeeten Proben des Exons 22 86OM-Gens.
Die SSCP-Analyse zeigt ein homogenes SSCP-Bandéaminsallen Proben. Die Ergebnisse der
SSCP-Analyse bestatigen die Ergebnisse der Sequengi Es trat in keiner der Proben ein
Nukleotid-Sequenzunterschied auf.
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3.5 Exon 23/24 der Myomesin Gen-Analyse

3.5.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Exon 23 und 24 wurden aufgrund ihrer geringen LEg®n 23: 107 bp und Exon 24: 45 bp)
und der engen Nachbarschaft (118 bp Entfernung)egesam in einem Stick mit einem
Vorwarts- und Ruckwarts-Primer amplifiziert. Dag faxon 23/24 entwickelte Primerpaar
konnte erfolgreich optimiert werden. Das gesamteAERMagment hatte eine Gro3e von 479
bp. Mit Hilfe des DNA-Molekulargewichtsmarkers kdangezeigt werden, dass das
amplifizierte DNA-Fragment im erwarteten Gro3enbzrdag.

MVIII A

Abbildung 3.30: Optimierung der PCR. Ausschnitteasin3%igen Agarosegels mit 479-bp PCR-
Produkt des Exons 23/24. A-E: Probanden-DNA; M\WIblekulargewichtsmarker.

Es konnten alle DNA-Proben der 410 HCM-Patientéolgreich amplifiziert werden.

3.5.2 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)-Analyse

Nach der Amplifikation der DNA der 410 HCM Patientenittels PCR wurde die SSCP-
Analyse durchgefiihrt. Fir jedes Exon wurden zweleGantsprechend der verschiedenen
SSCP-Bedingungen angefertigt.

Die Optimierung der SSCP ergab die folgenden zvegiilyungen:

A) 10% Polyacrylamid- Gel bei 15°C mit einer Lautaen 70 Minuten.

B) 10% Formamid- Gel bei 10°C mit einer Laufzeitngd Minuten.
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SSCP-Gele der Exone 23/24 des Myomesin-Gens

1885 1872 1871 1870 1869 1868 1867 1885 1872 1871 1870 1869 1868 1867

AD B)

Y

Abbildung 3.31: SSCP-Gele der Exone 23/24 des Mgim@ens. A) 10% Polyacrylamid-Gel bei
15°C mit einer Laufzeit von 70 Minuten. B) 10% Fammid bei 10°C mit einer Laufzeit von 50
Minuten.

Die SSCP-Analyse des Exons 23/24 zeigte ein heteesy SSCP-Bandenmuster. Die
Ergebnisse dieses Exons beweisen, dass VariatideaerNukleotid-Sequenz in nur einer
einzigen Base Veranderungen des LaufverhaltenBNérProben im SSCP-Gel verursachen
kbnnen. Insgesamt wurden drei verschiedene Bandgemubei der SSCP-Analyse
identifiziert. Die unterschiedlichen SSCP-Bandentamugdie3en sich am besten in Gel A
erkennen. Die Vielfaltigkeit der Bandenmuster aws &SCP-Analyse liel3 sich in der
Sequenzierung bestatigen. Dies bedeutet, dass whkaligkeit der Muster durch die

unterschiedlichen gefundenen Variationen der Nulde®equenzen verursacht wurde. Die
nachste Abbildung zeigt die drei in der SSCP-Amalysfundenen Muster. Muster A ist durch
zwei Banden, Muster B durch zwei doppelte BandehMaster C durch eine obere und eine
untere doppelte Bande charakterisiert.

1254 1369 1387
Muster B Muster A Muster C
TT WT:CC CcT

Abbildung 3.32: Darstellung der drei verschieder®CP-Bandenmuster des Exons 23/24. Die
Ergebnisse der Sequenzierung beweisen, dass dagatder Sequenz einer einzigen Base in Position
0.121255 Veranderungen des Laufverhaltens der Divhdh im SSCP-Gel und daher die drei
verschiedenen Muster verursachen. Die Pfeile zeiljemoppelten Banden. 10% Polyacrylamid-Gel
bei 15°C mit einer Laufzeit von 70 Minuten.
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3.5.3 Sequenzierung: Polymorphismus im Intron 22@& Myomesin-Gens

Von allen 410 untersuchten DNA-Proben wurden 1®d&n@ur Sequenzierung ausgewahlt.
Bei der Sequenzierung wurde in Position g.1212B5m¢ronischer SNP identifiziert.

Fur jedes in der SSCP-Analyse gefundene MusterigAChbwurde bei der Sequenzierung ein
entsprechender Sequenzunterschied identifizieg.nachste Tabelle zeigt die Ergebnisse der
Untersuchung des Exons 23/24.

SNP g.121255
WT CcC
SNP 1 TT
SNP 2 CT
Pos. g.121255 (Intron)
Patienten Nr.
Muster A
1112 CcC
1113 CC
1369 CC
2174 CcC
2176 CcC
Muster B
1214 TT
1254 TT
2175 TT
2181 TT
Muster C
1387 CT
2177 CT
2180 CT
2182 CT

Tabelle 3.6: Polymorphismus (SNP) im Intron 22 M&OM-Gens. Innerhalb des PCR-Produktes des
Exons 23/24 wurde eine Stelle identifiziert, an @émn SNP auftritt. Dieser Sequenzunterschied
verursacht die drei in der SSCP-Analyse gefund@&smenmuster.

Die Sequenz-Analyse ergab einen Polymorphismus )YSMP Position g.121255 mit
unterschiedlichen Varianten: Wild Typ ¢.121255, lmaygot (C-C); SNP g.121255(1),
homozygote Variante (T-T) und SNP g.121255(2), loetggote Variante (C-T).
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0.121255(1):C>T, homozygote SNP (Muster B)

T T © T 6 A A G!G A C G A A A

AAAAAAANAR AL

Intron 22 Exon 23—

0.121255:WT (Muster A)

i e e AANA MR A

Intron 22 Exon 23>
il WT:CC @il

0.121255(2):C>T, heterozygote SNP (Muster C)

T T & % G A A G!G A C G A A A
V
'

Abbildung 3.33: Darstellung der verschiedenen idiergrten SSCP-Bandenmuster der SSCP-
Analyse der Exone 23/24 dbbYOM-Gens und Chromatogramme der drei verschiedeneantan in
Position g.121255 dédYOM-Gens. Muster A entspricht der Wild Typ-VariantePiosition g.121255.
Muster B entspricht dem homozygoten SNP ¢.121259lister C entspricht dem heterozygoten
SNP 0.121255(2). Die SSCP-Analyse der Exone 23/t keine weiteren Nukleotid-
Sequenzunterschiede. Dies veranschaulicht, dass einziger Nukleotidbasenaustausch
Veranderungen der SSCP-Bandenmuster verursachem kxesweiteren beweist dies die hohe
Sensitivitat der SSCP-Methode fur die Mutationski&te. Die Pfeile im Chromatogramm zeigen die
Position g.121255 dédYOM-Gens an.

Der SNP in Position g.121255 befindet sich 5 Basan Anfang des Exons 23 dbsYOM
Gens entfernt. GemalR des angegebenen BeispiedigUGrundstruktur der “Splice Site*
(siehe Diskussion, Abbildung 4.2) kdnnte sich ddPS).121255 innerhalb des “Splice Site"-
Bereichs befinden, da er nur 5 bp entfernt vom Agfdes Exons 23 liegt. Trafe dies zu,
kénnte dies eine anormale Funktion des “Alternagdicing” verursachen und somit einen
Faktor flr das Auftreten einer genetischen Krankkairstellen (Caceres und Kornblihtt,
2002; Cartegnet al.,2002; Matlinet al.,2005).
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GACGAAAAT
MYOM PCR Exon 23/24
“Splice Site“-Bereich
J\
- ™
SNP

Pos 1 g.121255— 5bp»
< AAAAATATTTTGTTC C/ITGAAGGACGAAAAT
INTRON 22 EXON 23

PCR Produkt

Abbildung 3.34: Darstellung des gefundenen SNPitroh 22. Der SNP ¢.121255 befindet sich im
“Splice Site“-Bereich, der eine wichtige Rolle beifAlternative Splicing® spielt. “Alternative
Splicing“ ist ein wichtiger Mechanismus, der die ngeésche Expression kontrolliert und
verantwortlich fiir die Entstehung verschiedenertdtnelsoformen ist (Erlauterung siehe Uberblick
4.3.2).
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3.6 Exon 25 der Myomesin Gen-Analyse

3.6.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Das fur Exon 25 entwickelte Primerpaar konnte grigich optimiert werden. Das gesamte
DNA-Fragment hatte eine Gro3e von 363 bp.

Mit Hilfe des DNA-Molekulargewichtsmarkers konntezgigt werden, dass das amplifizierte
DNA-Fragment im erwarteten GroRenbereich lag.

P —

L e ) e S P R e

Abbildung 3.35: Optimierung der PCR. Ausschnittesin3%igen Agarosegels mit 363-bp PCR-
Produkt des Exons 25. A-G: Probanden-DNA; MVIII: ikulargewichtsmarker.

Es konnten alle DNA-Proben der 410 HCM-Patientéolgreich amplifiziert werden.

3.6.2 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)-Analyse

Nach der Amplifikation der DNA der 410 HCM-Patientenittels PCR wurde die SSCP-
Analyse durchgefiihrt. Fur jedes Exon wurden zweleGatsprechend der verschiedenen
SSCP-Bedingungen angefertigt.

Die Optimierung der SSCP ergab die folgenden zvegliiByungen:

A) 10% Polyacrylamid-Gel bei 20°C mit einer Lautz&pn 70 Minuten.

B) 10% Formamid-Gel bei 10°C mit einer Laufzeit vahMinuten.
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SSCP-Gele des Exons 25 des Myomesin-Gens

1330 1325 1323 1322 1317 1287 1263 1330 1325 1323 1322 1317 1287 1263

A) B)

SRS S e . - -

Abbildung 3.36: SSCP-Gele des Exons 25 des Myor@sims. A) 10% Polyacrylamid-Gel bei 20°C
mit einer Laufzeit von 70 Minuten. B) 10% Formarbiei 10°C mit einer Laufzeit von 50 Minuten.

Die SSCP-Analyse des Exons 25 zeigt ein sehr honesg8SCP-Bandenmuster. Keine der
410 untersuchten DNA-Proben zeigte eine Auffalligkérotzdem wurden als Kontrolle 10
Proben (1016, 1464, 1471, 2238, 2252, 2254, 2286{,22258, 2259)fur die Sequenzierung
ausgewahlt.

3.6.3 Sequenzierung

Zehn ausgewahlte DNA-Proben wurden sequenzierheKder ausgewahlten Proben zeigte
Auffalligkeiten in der SSCP-Analyse. Die Sequenzalmse bestétigte die Ergebnisse der
SSCP-Analyse, da kein Sequenzunterschied auftiats€guenzierten Proben des Exons 25
hatten die gleiche Sequenz wie die Konsens-Seq{@maBank Nummer NT_010859). Aus
Platzgriinden wird die Nukleotid-Sequenz des Exdnsiéht gezeigt.

SSCP des Exons 25 des Myomesin Gens: Sequenzierte Proben

1016 1464 1471 2238 2252 2254 2256 2257 2258 2259
A)
1016 1464 1471 2238 2252 2254 2256 ZIS T 2258 2259
B)

Abbildung 3.37: Darstellung der SSCP-Gele der sezjeeten Proben des Exons 25 8E6OM-Gens.

Die SSCP-Analyse zeigt ein homogenes Muster imalmben. Die Ergebnisse der SSCP-Analyse
bestdtigen die Ergebnisse der Sequenzierung. Hsirtrakeiner der Proben ein Nukleotid-
Sequenzunterschied auf.
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3.7 Exon 26 der Myomesin Gen-Analyse

3.7.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Das fur Exon 26 entwickelte Primerpaar konnte griich optimiert werden. Das gesamte
DNA-Fragment hatte eine Grol3e von 296 bp.

Mit Hilfe des DNA-Molekulargewichtsmarkers konntezgigt werden, dass das amplifizierte
DNA-Fragment im erwarteten GroRenbereich lag.

Abbildung 3.38: Optimierung der PCR. Ausschnittesin3%igen Agarosegels mit 296-bp PCR-
Produkt des Exons 26. A-F: Probanden-DNA; MVIII: kulargewichtsmarker.

Es konnten alle DNA-Proben der 410 HCM-Patientdéolgreich amplifiziert werden.

3.7.2 Single-Strand-Conformation-Polymorphism (SSE)-Analyse

Nach der Amplifikation der DNA der 410 HCM-Patientenittels PCR wurde die SSCP-
Analyse durchgefihrt. Fir jedes Exon wurden zweleGantsprechend der verschiedenen
SSCP-Bedingungen angefertigt.

Die Optimierung der SSCP ergab die folgenden zvegiiyungen:

A) 10% Polyacrylamid-Gel bei 15°C mit einer Lautzebn 70 Minuten.

B) 10% Formamid-Gel bei 10°C mit einer Laufzeit \vahMinuten.
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SSCP-Gele des Exons 26 des Myomesin-Gens

- |-
1845 1829 1828 1827 1824 1823 13822 1845 1829 1828 1827 1824 1823 1822

A B)

Abbildung 3.39: SSCP des Exons 26 M$OM-Gens. A) 10% Polyacrylamid-Gel bei 15°C mit einer
Laufzeit von 70 Minuten. B) 10% Formamid bei 10°@ einer Laufzeit von 50 Minuten.

Die SSCP-Analyse des Exons 26 zeigte ein sehr henssg Muster. Keine der 410
untersuchten DNA-Proben zeigte eine Auffalligkéitotzdem wurden als Kontrolle 8 Proben
(1136, 1425, 1804, 1807, 1859, 1862, 1866, 1869jkiSequenzierung ausgewahlt.

3.7.3 Sequenzierung

Acht ausgewéhlte DNA-Proben wurden sequenziertn&eier ausgewahlten Proben zeigte
Auffalligkeiten in der SSCP-Analyse. Die Sequenzalse hatte die Ergebnisse der SSCP-
Analyse bestatigt, da kein SequenzunterschiedatuBie sequenzierten Proben des Exons 26
hatten die gleiche Sequenz wie die Referenzseq(®ezBank Nummer NT_010859). Aus
Platzgriinden wird die Nukleotid-Sequenz des Exdnsiéht gezeigt.

SSCP des Exons 26 des Myomesin Gens: Sequenzierte Proben

1136 1425 1804 1807 1859 1862 1866 1869
A

1136 1425 1804 1807 1859 1862 1866 1869
B)

Abbildung 3.40: Darstellung der SSCP-Gele der sezjeeten Proben des Exons 26 8860OM-Gens.
Die SSCP-Analyse zeigte ein homogenes Muster ém &koben. Die Ergebnisse der SSCP-Analyse
bestatigen die Ergebnisse der Sequenzierung. a einer der Proben ein Nukleotid-
Sequenzunterschied auf.
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4. Diskussion

Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Ansatz dieser Untersuchung bestand darin, daltekiv der HCM-Patienten nach
Mutationen im Kandidatengen Myomesin zu screenen.einem Kollektiv von 410
unverwandten HCM-Patienten wurden abhYOM-Exons (7, 8, 9, 22, 23, 24, 25 und 26)
untersucht. Es wurden vier SNPs (g.47309 C>A, dl47G>T, g.47355 G>A und ¢.1480
C>T (Codon 382)) und eine Missense-Mutation (c.180 (Codon 390)) im Bereich des
PCR-Produktes des Exons 7 identifiziert (siehe Tal#1.). Zwei SNPs (g.56910 T>C und
€.1726 G>A) sowie eine Missense-Mutation (c.1724 ¢€odon 464)) wurden im Bereich
des PCR-Produktes des Exons 9 identifiziert (sikdigelle 3.5). Ein weiterer SNP wurde im
Bereich der “Splice Site* des Exons 23 (g.121259 Gentdeckt (siehe Tabelle 3.6).

Intronischer Bereich Exonischer Bereich
SNP SNP Missense-Mutation

Exon 7 Intron 6: 9.47309; 9.47317; g.47355* €.1480 (Codon 382) €.1502 (Codon 390)
Exon 8 - - -
Exon 9 Intron 8: g.56910* €.1726 (Codon 464) €.1724 (Codon 464)
Exon 22 - - -
Exon 23/24 Intron 22: g.121255* -
Exon 25 -
Exon 26

Tabelle 4.1: In der Untersuchung gefundene SNPsMun@tionen. Die mit einem Stern versehenen
SNPs wurden im “Splice-Site“-Bereich lokalisiertefse Erlauterung im Text 3.1.8, Text 3.3.3.1 und
Text 3.5.3).

4.1 HCM-Kollektiv und Methoden

Das Kollektiv umfasste 410 Patienten mit HCM. Deginten wiesen typische Kennzeichen
der HCM auf, waren nicht miteinander verwandt ume diagnose der HCM war klinisch
gesichert. Die Diagnose der HCM basierte auf depfEntungen der WHOHauptkriterien
sind dabei ein verdicktes Interventrikularseptum 18 mm) in Abwesenheit anderer
potentieller Hypertrophiegriinde (z.B. Hypertonie,rtediosklerose etc) sowie EKG-
Veranderungen wie negative T-Wellen, pathologisGh@Vellen oder Schenkelblocke. Bei
allen registrierten Patienten dieser Untersuchungzo® die Hypertrophie das
Interventrikularseptum sowie bei einigen auch demtvikelwand mit ein.

Die in dieser Untersuchung verwendete PCR-SSCP-ddetlst als zuverlassige und sensible
Methode zur Detektion unbekannter Mutationen irgaugihlten DNA-Fragmenten anerkannt
und gut etablier{Grompe M, 1993; Oritat al, 1989). Die SSCP-Analyse gehort zur Gruppe
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der unspezifischen Detektionsverfahren von Sequeiagnen. Sie ist fir das Screening einer
groieren Probenzahl gut geeignet. Sie gibt keineskdaft Uber die Art des
Sequenzunterschiedes, sondern dient der Eingrendangnigen Proben, die mit einer
spezifischen Analyse (z.B. Sequenzierung) weitdersaocht werden missen (Nataedjal,
1999). Aufgrund der grof3en Probenanzahl bei dige&rsuchung war die PCR-SSCP-Methode
die Methode der Wahl.

Die Sensitivitat der SSCP fur Mutationen liegt bai 80-90%, wenn die Fragmentlange der
vorher amplifizierten DNA-Fragmente nicht mehr 489 bp betragt. Bei einer Fragmentlange
zwischen 150-200 bp lag die Sensitivitat von erktiet Mutationen in mehreren Studien
zwischen 90-95% (Faet al, 1993; Glavaet al, 1993; Hayashet al, 1993; Sheffielckt al,
1993; Ravnik-Glavaet al, 1994) und sank bei einer Fragmentlange von <i8%auf 78%
(Sheffield et al, 1993). Die zu amplifizierenden DNA-Fragmente séie Untersuchung
umfassten jeweils 247, 335, 310, 270, 441, 3272@tdbp, was bedeutet, dass die Sensitivitat
der Ergebnisse bei ca. 80-90% liegen sollte.

Um die Sensitivitdt noch zu steigern, wurden beicne&ning fur jedes Exon jeweils zwei
unterschiedliche Laufbedingungen gewahlt, die sich Temperatur, Laufzeit und
Zusammensetzung des Gels unterschieden.

Die SSCP-Ergebnisse entsprachen in dieser Untaragchden Ergebnissen der
Sequenzierung. Es wurde bei jedem unterschiedlicle8CP-Bandenmuster ein
Nukleotidbasenaustausch in der DNA-Sequenzierurignden. Dies bestatigt die hohe
Sensitivitat der angewandten SSCP-Methode fur diealbnsdetektion.

Wenn auffallige Bandenmuster in der SSCP auftrateurden die DNA-Fragmente der
entsprechenden Patienten in einer automatischerueBSeigrung auf Mutationen hin
untersucht. Da die Amplifikation der Tag-Polymeragsge gewisse Fehlerquote aufweist (2 x
10* pro Zyklus und Nukleotid (Sailét al, 1988)), besteht zumindest theoretisch die Gefahr
dass ein gefundener Sequenzunterschied “kinstldinth einen Fehleinbau der Tag-
Polymerase entstanden ist. Um das Risiko einersthidhen” Mutation weiter zu reduzieren
und somit die Sensitivitat zu steigern, wurde @der Sequenzierung eine neue PCR mit
genomischer DNA durchgefuhrt und nicht alte PCRdBkbe reamplifiziert. Wenn die
Sequenzierung des von der ersten Probe unabhangigeten PCR-Produktes erneut einen
Hinweis auf eine Mutation bot, konnte tatsachliadn\einer Mutation ausgegangen werden.
So konnte eine Eliminierung der Fehlerquote der-Falymerase erreicht werden.

Nicht nur die Zuverlassigkeit der etablierten PCR=f-Methode, sondern auch die in der
Untersuchung getroffenen Malinahmen (erneute DNAJ#iziprungen vor der DNA-

Sequenzierung zur Eliminierung der Tag-Polymerdsemlerquote, Verwendung von zwei
unterschiedlichen Laufbedingungen fir jedes ExardbeSSCP und Verwendung von DNA-
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Fragmenten, die bis auf eine Ausnahme nicht mehr4@D bp umfassten) steigerten die
ohnehin hohe Sensitivitat und die Verlasslichkeit Brgebnisse.

4.2 Warum Myomesin als mdgliche Ursache der HCM ?

Es gibt verschiedene Griinde, warum das Myomesin-&enwichtiger Kandidat fur die
Ursache der Entstehung der HCM sein kdnnte und tsdas Screening eines grossen
Kollektivs von HCM-Patienten rechtfertigt:

e Bis jetzt wurden Mutationen in 11 fir Sarkomerienoe kodierenden Genen beschrieben,
die HCM verursachen. Myomesin ist ebenfalls einhtiges Sarkomer-Protein, das sich in
der sarkomerischen M-Bande befindet.

e Myomesin ist ein essentieller Bestandteil der gamirischen M-Bande. Es ist bekannt, dass
Myomesin die dominierende M-Banden-KomponenteD&t. absolute Menge an Myomesin
(alle Isoformen) ist in allen Muskeltypen konstésiehe Abbildung 1.9). Es wird vermutet,
dass die Gesamtmenge von Myomesin proportionaMamge von3-myosin heavy chains¢
MHC) im Sarkomer ist (Agarkovat al, 2003). Obwohl die M-Bande eine noch nicht gut
bekannte Struktur ist, wei® man um die Wichtigldigser Struktur fir die Funktion und
Stabilitat des Sarkomers. Die M-Bande ist flur dier&kte Ausrichtung der dicken Filamente
verantwortlich (Lutheret al, 1981). Die M-Banden-Filamente sorgen fir die agen
Anordnung der dicken Myosinfilamente wahrend derntaktion des Sarkomers und
verhindern die Deformation dieser angeordnetenntéla-Gitter wahrend der Entspannung
des Sarkomers. Dies ermdglicht den optimalen umdtiamten Abstand zwischen dicken und
dunnen Filamenten zu Beginn der Kontraktion (Milimet al., 1998; Agarkovat al, 2003).
Die M-Bande spielt zudem eine wichtige organisatdre Rolle im Verlauf der
Myofibrillogenese, wenn sich die im Aufbau befirafien dicken Filamente zusammen mit
den Titin-Filamenten in ein hexagonales Gitter gnieren (Wanget al, 1998; Ehleret al,
1999; Yanget al,, 2000).

e Myomesin hat eine ahnliche Struktur und Eigendemafvie Titin, dessen Mutationen

bekanntermaf3en Ursache der HCM und DCM sind. hdineine essentielle Funktion fir die
Elastizitat des Sarkomers. Ahnlich wie MyomesintélesTitin aus Immunoglobulin- (Ig) und

Fibronektin type Il (FNIII) -Domanen. Titin besttzine PEVK-Domane, die der EH-

Domane von Myomensin ahnelt. Neuere Arbeiten hajszeigt, dass Myomesin analog zu
Titin wichtig fur die Elastizitdt des Sarkomers shd dass nicht Titin allein flr diese
Elastizitat verantwortlich ist (Bertonciet al, 2005).
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e Veroffentlichte genetische Daten zeigen, dassagslbekannte Mutationen in Sarkomer-
Proteinen fur nur ca. 60% der Krankheitsfalle vasamtlich sind (Marian und Roberts, 2001;
Seidmarnet al, 2001; Franzt al, 2001 and. Richardt al, 2003). Diese Daten suggerieren
die Existenz anderer bisher unbekannter Gene,atantwortlich sein konnten.

4.3 Beurteilung der Ergebnisse

4.3.1 Identifikation der Mutation Leu390Phe imMYOM-Gen

In dieser Untersuchung wurde eine heterozygote eviss-Mutation in Codon 390 des
MYOM-Gens identifiziert. Die betreffende Mutation wurdeei einem der 410 nicht
miteinander verwandten HCM-Patienten gefunden. Rarent mit der Leu390Phe-Mutation
zeigte keine weiteren Mutationen in den bekanntedMHKrankheitsgenen. Die SSCP-
Analysen der kodierenden Gene fur @ienyosin heavy chainf(MHC), myosin binding
protein C (MyBP-C), cardiac troponin T (TnT), caditroponin | (Tnl), essential und
regulatory light chains (ELC und RLC), muscle LIMotein (MLP) unda-actin (ACTC)
zeigten keine Auffalligkeiten. Eine der bisher beki@n genetischen Ursachen fir die
Ausbildung der HCM liel3 sich bei diesem Patientso aicht nachweisen.

Auch in der Kontrolluntersuchung von 307 Probenufif@iger Probanden lie3 sich die
Mutation Leu390Phe nicht nachweisen (siehe Tex¥R.%0 dass davon ausgegangen werden
kann, dass die Mutation in der Normalbevélkerunghnivorkommt und somit keinen
Polymorphismus darstellt.

4.3.1.1 Mutation Leu390Phe in Familie S

In der Studie liel3 sich die Mutation Leu390Phebei Mitgliedern (drei Mannern und einer
Frau) der turkischen Immigrantenfamilie S. nachesisZwei dieser von der Mutation
betroffenen Familienmitglieder (IV-11l und IV-V) ween eindeutig Symptome der HCM auf.
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Abbildung 4.1: Stammbaum der tirkischen Famili€@8adrate zeigen Manner, Kreise zeigen Frauen.
Weil3: unbetroffene Probanden; schwarz: betroffemebdhden; Pluszeichen reprasentieren die
Existenz der Leu390Phe-Mutation MY OM-Gen; Minuszeichen reprasentieren die Abwesenlegit d
Leu390Phe Mutation ifYOM-Gen. Der Pfeil zeigt den Index-Patienten; SCD=Pslidden cardiac
death oder plotzlicher Herztod. Geburtsjahre deb&nden: IlI-1, (1943); -1l (1937); V-1, (1951)
IV-11 (1966); IV-1Il (1961); IV-V (1972); V-I, (198); V-II, (1989); V-III, (1992); V-1V, (1998).

Beim alteren der beiden Bruder (Index-Patient INAWurde die Krankheit im Alter von 20
Jahren nach dem Auftreten einer Synkope diagnestidzber Patient wies damals schon die
typischen klinischen Symptome fur das VorliegeneeilCM auf. Die Beobachtung des
Krankheitsverlaufs in den folgenden 13 Jahren eagte klare Zustandsverschlechterung des
Patienten, sowohl die klinischen Symptome als adiehobjektiven Messdaten (z.B. Dicke
des IVS, siehe Tabelle 3.3) betreffend. In vergaegeArbeiten unseres Labors wurde die
DNA des Index-Patienten bereits einem Screeningh ndatationen in 8 HCM-Genen
unterzogen. Es wurden dabei keine genetischen Mno&t gefunden, die das Auftreten der
Krankheit erklarbar machen. Dies legt nahe, dashatier Wahrscheinlichkeit die Mutation
Leu390Phe inMYOM-Gen ursachlich fir das Auftreten der HCM bei dmgeatienten ist.

Beim jungeren der beiden Bruder (IV-V) wurde dieaKkheit erst in der laufenden Studie

aufgrund eines pathologischen EKGs und einer echagraphisch festgestellten
Verdickung des IVS (14 mm) diagnostiziert (siehebdle 3.4). Abgesehen von rascher
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Ermudung bei korperlicher Belastung wies der Prdiais dato keine klinischen Symptome
auf.

Die bekannte inkomplette Penetranz der HCM zeajt Bi dem Umstand, dass bei den beiden
anderen Familienmitgliedern, die die Mutation auéga, bisher noch keine
Krankheitssymptome aufgetreten sind. Es handelh slabei u.a. um eine momentan
40jahrige Schwester (IV-Il) des Index-Patientere BICM wird autosomal dominant vererbt,
so dass jede von der Mutation betroffene Persoh &ymptome der Krankheit aufweisen
musste. Obwohl die HCM eine primér genetische Kinaitkist, existieren gleichwohl andere
Faktoren, die die Prognose oder gar das AuftregerKcankheit beeinflussen. Die Variabilitat
des Phanotyps kann teilweise durch die Rolle, giarditierten Proteine im Sarkomer spielen,
und die Effekte, die sie auf die Struktur und Fiorktdes Sarkomers haben, erklart werden.
Andere Faktoren kénnen die Effekte von mutierteotétnen modifizieren. Dies wuirde zur
Anderungen der morphologischen und pathophysiathgis Charasteristika der HCM fiihren.
Die erste Studie Uber die Phanotypisierung vonvidden verschiedener Bevdlkerungen hat
bewiesen, dass Individuen mit der gleichen Mutatgwgar innerhalb einer Familie, grof3e
Unterschiede im Bezug auf den Phanotyp aufweisemda (Fananapazeat al, 1994). Dies
bedeutet, dass nicht nur eine Mutation den Pharmggimmen kann, sondern dass es weitere
Faktoren gibt, die die Effekte von mutierten Pnoégi modifizieren kbénnen. Diese Faktoren
sind unter anderem genetische, Umwelt-, geschlpehifssche und erworbene Faktoren. Dies
ist der Grund, warum oftmals die Schlussfolgerudgss das Auftreten der Mutation
gleichbedeutend mit dem Auftreten der Krankheit mstht zutreffend ist. In Anbetracht der
multifaktoriellen Genese der Krankheit ist es méiglidass in dem speziellen Fall der Familie
S. das Geschlecht eine wichtige Rolle fur das A&tétn bzw. die Prognose derselben spielt.
Die Tatsache, dass die Krankheit bei Personen ncéienl Geschlechts haufiger auftritt und
dort schwerere Verlaufe nimmt, konnte erklaren,uradie Probandin IV-II, die die Mutation
Leu390Phe aufweist, nicht von der Krankheit be&offst. Es liel3e sich sogar spekulieren,
dass bei Frauen mit der Mutation Leu390Phe die Idrai erst im hdheren Lebensalter
auftritt und die Probandin IV-II aus diesem Gruratim keine Krankheitssymptome aufweist.
Um diese Vermutung zu bestétigen, ware es notigy Heankheitsverlauf bei dieser
Probandin weiter zu verfolgen.

Das vierte Familienmitglied, das die Mutation LeOB8e aufweist, ist der 13-jahrige Sohn
(V-IIl) des Index-Patienten. Obwohl der Probanddrig noch keine Krankheitssymptome im
eigentlichen Sinn aufweist, berichtet er anamnéstiber subjektiv versplrtes Herzstolpern.
Dies stellt allerdings kein objektives Korrelat Binne einer Herzrhythmusstérung dar. Das
aktuelle EKG und die echokardiographische Untersaghergaben keinen Hinweis fur das
Vorliegen einer HCM. Aufgrund des geringen Lebetesaldes Probanden kann das Auftreten
der Krankheit in der Zukunft aber nicht ausgesddaos werden. Der Proband sollte
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regelmafdigen Untersuchungen unterzogen werden, e&m Slellenwert der betreffenden
Mutation fur das Auftreten und/oder die PrognoseHleM weiter zu erforschen.

Die Analyse der Genotyp-Phénotyp-Korrelation beisdr Familie weist nach der klinischen
Untersuchung der Probanden IV-llIl und IV-V (siehex@ 3.1.6) darauf hin, dass die
beschriebene Mutation eine mildere Verlaufsform ld&M verursachen kdnnte. Bei jedoch
nur zwei Mitgliedern dieser Familie, bei denen di&®orrelation zutrifft, kann eine definitive

Aussage zur Richtigkeit dieser These nicht getrofferden.

4.3.1.2 Stellenwert der Mutation Leu390Phe

Die Mutation Leu390Phe verursacht den Austausch vonzwei Aminosduren mit
verschiedenen Eigenschaften.

Bei der heterozygoten Missense Mutation Leu390Pind die erste Base des Codons 390
ausgetauschtQTC>TTC). Dieser Basenaustausch verursacht den Aminesaustausch
Leucin gegen Phenylalanin, welche zwei Aminosaunérnverschiedenen Eigenschaften sind,
da es sich um eine aliphatische und um eine areoei Aminosaure handelt (siehe
Abbildung 3.8.). Die Aminosauren-Eigenschaften dimddie Ausbildung der Tertiarstruktur
der Proteine malRgeblichAus diesem Grund beeinflusaine Mutation, die den Austausch von
zwei Aminosauren mit verschiedenen Eigenschaftemrsacht, die Tertiarstruktur eines
Proteins und dadurch seine Funktion.

Die Leu390Phe-Mutation ist in einer hoch konserviden Region der

Evolutionsgeschichte lokalisiert.

Die Leu390Phe-Mutation wurde innerhalb einer hoohdervierten Region dédY OM-Gens

in der Evolutionsgeschichte identifiziert. Dies @vidurch die Tatsache verdeutlicht, dass die
Aminosaure Leucin Bestandteil vieler von bei Sauged nicht Saugetieren vorkommenden
Proteinen ist (siehe Tabelle 3.2). Da die Aminosdwgucin im Verlauf der Evolution stark
konserviert wurde, bedeutet dies, dass diese Regidrtig fur die Funktion des Proteins ist
und dass ein Aminosaurenaustausch Veranderungéredeéirstruktur der Proteine nach sich
ziehen kann. Dies kann fur die Entstehung genedrsi€hankheiten verantwortlich sein.

Die Leu390Phe-Mutation befindet sich in einem Exondas eine wichtige Doméne fir die
Funktion des Myomesin-Proteins kodiert.

Das Exon (Exon 7), in dem sich die Mutation Leu3®®Befindet, kodiert Teile der zweiten
MYOM-Doméne MYOM2), einer Immunoglobulin-like Doméane, die wichtig den exakten
Einbau von Myomesin in die M-Bande wéahrend der Nyidifogenese ist. Die Affinitat der
N-terminalen Domane IMYOM 1), sich an Myosin zu binden und den Einbau in Mie
Bande zu gewahrleisten, ist “in vivo" nicht ausheind, so dass die zweite Domane des
Myomesin-Proteins fir diesen Einbau mit benétigowAuerbachet al, 1999).
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Diese drei Punkte verdeutlichen, dass die Mutatibau390Phe eine genetische Krankheit
wie die HCM verursachen konnte. Die Tatsache, dasm Austausch von zwei
Aminosauren mit unterschiedlichen Eigenschaften #fandet, legt den Schluss nahe, dass
die Tertiarstruktur des betroffenen Proteins und red@ die Funktion desselben verandert
wird. Die Tatsache, dass die betroffene Aminoséune der Evolutionsgeschichte stark
konserviert wurde, spricht fur deren Wichtigkeit ali korrekte Funktionsfahigkeit des
Proteins betreffend. Zusammen mit der Tatsache, slaie Mutation in einer Region
lokalisiert ist, die eine wichtige Rolle fur den kekten Einbau der M-Bande wahrend der
Myofibrillogenese spielt, bieten sich genigend Argante fur die Annahme, dass die
Mutation Leu390Phe die HCM verursacht.

Unterstitzt wird diese Annahme von der Tatsachessl®dei unserem Index-Patienten (IV-
lI) ansonsten keine der anderen bekanntermallen HEMslI6senden Mutationen
identifiziert wurde. Dies spricht daftir, dass ineem Fall mit hoher Wahrscheinlichkeit
die Mutation Leu390Phe das Auftreten der HCM veracht hat.

4.3.2 SNPs im Intron- und “Splice-Site“-Bereich

Splicing (Uberblick)
“Alternative Splicing” ist ein wichtiger Mechanisrau der die genetische Expression
kontrolliert und verantwortlich fir die Entstehumerschiedener Protein-lsoformen ist.

Promotor DNA
Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
5 TUTR GT AG GT AG 3 UTR

Prundres Transkript RNA

e A @Spﬁciug.- ' =

mRINA

Eukariote Gen- Struktur

Abbildung 4.2: Darstellung der Struktur eukaryon@ene und Splicing-Prozesse. Die Exons und
Introns werden in 5-3'-Richtung des kodierendenaSgs nummeriert. Das Splicing muss auf3erst
prazise vonstatten gehen, um ungewollte Veranderungn Leseraster zu vermeiden. Introns
beginnen immer mit den Nukleotiden GT im 5’-3'-Stga(GU in der RNA) und enden mit AG. Die
mit GT beginnende Sequenz am 5’-Ende des Intronatrmean Splice-Donorstelle. Das 3'-Ende, das
mit AG endet, nennt man Splice-Akzeptorstelle.

Eukaryonte Gene bestehen aus kodierenden und kacheérenden DNA-Segmenten, den
Exons und den Introns. Bei der DNA-Replikation wardgowohl Exons als auch Introns in
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eine Vorlaufer-RNA (primére RNA) transkribiert. Dasgste und letzte Exon enthalten
Ublicherweise Sequenzen, die nicht fur die Tramslavorgesehen sind. Sie werden als
5’untranslated-region (5°UTR) in Exon 1 und 3'UTR & -Ende des letzten Exons
bezeichnet. Die nicht kodierenden Abschnitte (Imsjowerden aus dem priméren Transkript
entfernt und die Exons an beiden Seiten miteinanddsunden. Dieser Prozess nennt sich
Splicing und wird durch das Spliceosbwermittelt.

Die “Splice Site” besteht aus verschiedenen Stetennicht variabel sind. Dies sind die GU-
und AG-Nukleotide am Ende des Introns (jeweils &pbonorstelle und Splice-
Akzeptorstelle) und die Adenin-Base, die als “Bigmmnt* dient. Die Nukleotide des
Polymiridin-Teiles (Yh konnen variieren, die Grundstruktur bleibt jedamimalten (siehe
Abbildung 4.3). Die Wichtigkeit von korrektem Sphg zeigt sich in der Tatsache, dass
mindesten 15%, unter Umstdnden sogar mehr als 589gehetischen Erkrankungen aus
Mutationen der “Splice Site* entstehen (Matinal.,2005).

Aus diesem Grund kénnen Mutationen bzw. SNPs inodigkenden intronischen Bereich der
“Splice Site” als Ursache fur die Entstehung veiesddner genetisch bedingter Krankheiten
verantwortlich gemacht werden.

Die nachste Abbildung stellt die typische Grundsinuder “Splice Site“dar:

Exon 1 >48nt =18 nt Exon 2
(C/2)AGIBURAGU i NU@C YYYYYYYYY AG |G
5 splice site Branchpoint 3" spl.s.

Polypyrimidine tract

IUB Codes fuar DNA:
R = oder G = G oder C
= CoderT ViV = A oder T
=G oderT N = alMNy base
M = A oder C T wird zu U (Uracil) in pra mRMNA und mRMNA transkribiert

Abbildung 4.3: Darstellung der “Splice Site" in euitonten Genen (pre mRNA). Die Dinukleotide
GU und AG am Ende des Introns und die Adenin-Bake, als “Branchpoint® dient, bleiben
unvariabel. Der Polypirimidinteil wird immer kons#grt, kann jedoch verschiedene Kombinationen
unter Verwendung der Basen Cytosin und Uracil aisere

3 RNA enthaltendes Protein, das aus fiinf Arten kiemeledrer RNA-Molekiile (snRNA) und mehr
als 50 Proteinen (kleine nukleare Riboprotein-Raltibesteht.
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SNPs im Intron- und “Splice-Site“-Bereich

In dieser Studie wurden insgesamt funf SNPs imomschen Bereich deMYOM-Gens
gefunden (Intron 6: g.47309, 9.47317, g.47355rom8: g.56910; Intron 22: g.121255).

Die SNPs g.47355, 9.56910 und ¢g.121255 kénntengaaiél3 des angegebenen Beispiels fiir
die Grundstruktur der “Splice Site* (siehe Abbildud.3) innerhalb des “Splice Site*-
Bereichs befinden. Der SNP g.47355 liegt nur 1%¢m Anfang des Exons 7 entfernt, der
SNP g.56910 26 bp vom Anfang des Exons 9 und dét §M421255 5 bp vom Anfang des
Exons 23.

Intronischen Bereich

SNP
Exon 7 Intron 6: g.47309; 9.47317; g.47355*
Exon 8 -
Exon 9 Intron 8: g.56910*
Exon 22 -
Exon 23/24 Intron 22: g.121255*
Exon 25 -
Exon 26

Tabelle 4.2: In dieser Untersuchung gefundene SMFstronischen Bereich dddYOM-Gens. Die
mit einem Sterne markierten SNPs wurden im “SpBde--Bereich lokalisiert.

Polymorphismen, die sich innerhalb des “Splice-S#tereichs befinden, kdnnten eine
anormale Funktion des “Alternative Splicing” verachen und somit einen Faktor fur das
Auftreten einer genetischen Krankheit darstelleacges und Kornblihtt, 2002; Cartegpi
al., 2002; Matlin et al., 2005). Aus diesem Grund kdnnen Mutationen bzw. SNR
unkodierenden intronischen Bereich der “Splice “Si#s Ursache fur die Entstehung
verschiedener genetisch bedingter Krankheiten weatiich gemacht werden. Die bei dieser
Untersuchung gefundenen SNPs im Bereich der “S@lite&' kdnnten demzufolge urséchlich
fur das Auftreten der HCM sein. Zum endgtltigen Besabedarf es jedoch weiterfihrender
Analysen.

Die anderen beiden SNPs (SNP g.47309 und SNP g/37dke im Intron 6 identifiziert

wurden, haben héchstwahrscheinlich keinen Einfeugsdas “Alternative Splicing®, da sie
vom Anfang des Exons 7 weit entfernt liegen.
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4.3.3 SNPs und weitere Missense-Mutation im Exonlech

Der im exonischen Bereich des Exons 7 lokalisi8ié wurde in der Position ¢.1480 (Codon
382) identifiziert. Die Sequenz-Analyse ergab eisgllen homozygoten SNP. Dabei wurde
die Base Cytosin gegen Thymin ausgetauscht. DiBssenaustausch verursacht keinen
Aminosaurenaustausch (His382His) (siehe Abbildur®). Die Frequenz, mit der der SNP
€.1480 in dieser Untersuchung auftaucht, belegtHiiafigkeit dieses Polymorphismus bei
den HCM-Patienten.

Exonischer Bereich

SNP Missense-Mutation

Exon 7 €.1480 (Codon 382) €.1502 (Codon 390)*

Exon 8 - -

Exon 9 €.1726 (Codon 464) €.1724 (Codon 464)
Exon 22 - -

Exon 23/24

Exon 25

Exon 26

Tabelle 4.3: In dieser Untersuchung gefundene SNR$ Missense Mutationen im exonischen
Bereich desMYOM-Gens. (*) Erlauterung siehe Text 4.3.1.

In Position ¢.1726 des1YOM-Gens (Codon 464) wurde ein weiterer SNP idenéfiziBei
diesem SNP war das Codon 464 betroffen. Dabei wdideBase Guanin gegen Adenin
ausgetauscht. Dieser  Basenaustausch  verursacht chjedcebenfalls  keinen
Aminosaurenaustausch (Arg464Arg).

Da sowohl der SNP ¢.1480 als auch der SNP c.1726ekeAminosdurenaustausch
verursachen, ist keine Veranderung der Tertiaratrutes Myomesin-Proteins zu erwarten.
Damit ist ein Einfluss dieser SNPs auf die Funkties Proteins auf3erst unwahrscheinlich.

In Position ¢.1724 (Codon 464) wurde eine heteroygMutation identifiziert, die die
Aminosaure Arginin im Codon 464 betraf. Dabei wuile Base Cytosin gegen Thymin
ausgetauscht. Dieser Basenaustausch verursachtdmgosaureaustausch Arginin gegen
Tryptophan (Arg464Trp) (siehe Abbildung 3.22,D)eMutation Arg464Trp in Codon 464
desMYOM-Gens wurde bei einer HCM-unauffalligen Probandientifiziert. Die Probandin
gehort zu einer HCM-Familie, in der eine Mutatiaer @-myosin-heavy-chain (Arg403Trp) in
vorangegangenen Arbeiten identifiziert werden ker{Rerroet al.2005).

Mit Hilfe des Restriktionsenzymverdaus mit Mwol kae die Mutation Arg464Trp noch bei
zwei weiteren HCM-unauffalligen Angehoérigen der HEdmilie identifiziert werden (siehe
Abbildung  3.26). Weitere  Restriktionsenzymverdaudssuchungen mit dem
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Restriktionsenzym Mowl haben bei 146 unauffalligéontrollen die Mutation Arg464Trp

nicht nachweisen kdnnen.

Es besteht eine enge Verwandtschaft zwischen debaRdinnen, die die Arg464Trp-
Mutation aufweisen (Mutter und ihre zwei TochteDiese Probandinnen waren Klinisch
unauffallig. Die echokardiographische Evaluationniki@ keinen pathologischen Befund
nachweisen, die elektrokardiographische Untersughvar ebenfalls unauffallig.

Da keine der Probandinnen mit der Arg464Trp-Mutatam Hypertropher Kardiomyopathie
leidet und die HCM-auffalligen Patienten die Mupati nicht hatten, konnte kein
Zusammenhang zwischen der identifizierten Muta#og464Trp und der Entstehung der
Krankheit hergestellt werden.

4.4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der Studie lassen den Schluss gs egil@e Fehlfunktion dédY OM-Gens zur
Ausbildung der HCM fuhren kann. Damit flgt sich 4&8OM-Gen in die lange Liste der als
Ausloser fur die HCM bekannten Gene ein.

Die meisten der identifizierten Mutationen, die @isache fur die HCM in Betracht kommen,
sind Missense-Mutationen (Elliot und McKenna, 2004) dieser Studie konnte eine
Punktmutation im fir die Kodierung des sarkomemschProteins Myomesin zustandigen
MYOM-Gen identifiziert werden. Die Mutation Leu390Ptankte bei vier Mitgliedern einer
an HCM leidenden Familie nachgewiesen werden. Bedax-Patienten, der die Leu390Phe-
Mutation aufwies, konnte keine andere als Ursadhe die HCM bekannte Mutation
identifiziert werden. Diese Tatsache verbunden deih Eigenschaften der Mutation (die
Mutation Leu390Phe verursacht den Austausch von Am@nosduren mit verschiedenen
Eigenschaften, sie ist in einer hoch konservieRegion der Evolutionsgeschichte lokalisiert
und befindet sich in einem Exon, das eine wichbgenéne fir die Funktion des Myomesin-
Proteins kodiert) liefert gentigend Argumente fig Annahme, dass besagte Mutation im fur
die Kodierung des Sarkomer-Proteins Myomesin zasgé@m Gen der Ausloser fiur die HCM
bei dieser Familie ist.

Es wurden weitere Polymorphismen, die sich im “SplBite“-Bereich befinden, innerhalb
dieser Untersuchung identifiziert. Diese kénntes @tsache fir die Entstehung der HCM
verantwortlich gemacht werden. Zum endgltigen Bsviedarf es jedoch weiterfihrender
Analysen auf RNA-Ebene.
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5. Zusammenfassung

Die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist eine p#éira Herzmuskelerkrankung mit einer
Pravalenz von 1:500 (Maroet al, 1994 und Maroret al, 1995). Bei uber der Halfte der
Patienten wird eine familiare Haufung mit meist asaimal dominantem Erbgang mit
variabler Expression beobachtet. Der Phanotyp kannasymptomatisch bis zum plétzlichen
Tod (PHT) variieren. Die HCM wird durch linksverklare Hypertrophie ohne sekundére
Ursachen wie Hypertonie, Arteriosklerose oder virel Stenosen diagnostiziert. Sie ist
charakterisiert durch eine vergrof3erte Wanddickelidéen und/oder rechten Ventrikeld3
mm (McKennaet al, 1997). Die HCM wird meist durch Mutationen inri&aner-Proteinen
verursacht. Bis heute wurden mehr als 400 Mutationel3 Genen als Ursache fir die HCM
identifiziert (Elliot und McKenna, 2004; Maraet al, 2006). Die meisten der identifizierten
Mutationen, die als Ursache fur die HCM in Betrakbtnmen, sind Missense-Mutationen.
Der Austausch eines einzigen Nukleotids verursaaitn Aminosaurenaustausch, welcher
der Funktionsfahigkeit des Proteins schaden underdahe Entstehung der Krankheit
verursachen kann.

Ziel dieser Studie war zu beweisen, dass das fér Kbdierung des Sarkomerproteins
Myomesin zustandighlY OM-Gen bei Fehlfunktion einen Ausloser fur die HCMddellt und
sich somit in die lange Liste der HCM-verursachen@ene einfugt.

In dieser Arbeit wurde ein Programm zur Mutatiomdsuim Genbereich (Exons 7, 8, 9, 22,
23, 24, 25 und 26) des Sarkomerproteins Myomesaabliett. Als Methoden wurden die
Polymerase-Chain-Reaction (PCR), Single-Strand-@amdtion-Polymorphism (SSCP)-
Analyse und Sequenzierung verwendet. Bei spezellEragestellungen kam zusétzlich noch
der Restriktionsenzymverdau zur Anwendung. Es wurd&0 nicht verwandten HCM-
Patienten und 307 Kontrollen untersucht.

Es wurden vier SNPs (9.47309, 9.47317, 9.47355 aidd80 (Codon 382)) und eine
Missense-Mutation (c.1502 (Mutation Leu390Phe)Bieteich des PCR-Produktes des Exons
7 desMYOMGens identifiziert. Zwei SNPs (g.56910 und c.1726yie eine Missense-
Mutation (c.1724 (Codon 464)) wurden im Bereich de8R-Produktes des Exons 9
identifiziert. Ein weiterer SNP wurde im Bereichrd€plice Site* des Exons 23 (g.121255 )
entdeckt.

Die Identifizierung der Mutation Leu390Phe zeigass Mutationen inMYOM-Gen HCM

verursachen konnen. Die ldentifizierung verschiede®BNPs im “Splice-Site“-Bereich des
MYOM-Gens bildet einen Ansatzpunkt fur weiterfihrendealfssen zum Beweis des
Einflusses dieser Polymorphismen auf Myomesin umthes Funktion im Sarkomer.
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AulRR3erdem hat sich gezeigt, dass eine Mutationssuihéen verwandten Methoden méglich
ist. Diese Arbeit stellt einen Beitrag zur Grundiatprschung der HCM dar. Die zunehmende
Identifizierung von HCM-assoziierten Mutationen éghcht eine bessere Diagnostik und

genetische Beratung der Patienten und somit eimbegserung der Behandlungsmadglichkeit
der HCM.
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°C

ACTC
ADP
Arg
ARVC
ATP
bp

DCM
DNA
dNTP
EDTA
EKG
ELC
EMB
FA

HCM
His
HOCM
HPLC
IVS
KCI
kDa
KHK
Leu
LV

MDE
MgClI2
min

mi
MLP
mM

6. Abkirzungsverzeichnis

Grad Celsius

Adenin

Cardiac actin

Adenosindiphosphat

Arginin

Arrhythmogene Rechtsventrikulare Kardiomyopath
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Cytosin

Kodierend

Dilatative Kardiomyopathie
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Ethylendiamintetraacetat
Elektrokardiogramm

Essential light chain
Endomyokardbiopsie

Formamid

Guanin

Genomisch

Hypertrophe Kardiomyopathie
Histidin

Hypertrophe Obstruktive Kardiomyopathie
Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie
Interventrikularseptum
Kaliumchlorid

Kilodalton

Koronare Herzkrankheit

Leucin

Linksventrikular

Mol

Mutation Detection Enchancement
Magnesiumdichlorid

Minute

Milliliter

Muscle LIM protein

Millimol

Abkurzungsverzeichnis
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MM-CK
mV
MVIII
MVP
MyBPC
MYOM
NaOH
Ng

Nr.
PAA
PCR
PEVK
pH
Phe
PHT
Pro
RCM
RFLP
RLC
RNA
SNP
SSCP

TBE
TEMED
TnC
Tnl

™nT
Trp

WHO
WT
aTM
BMHC
Ml

Creatinkinase Isoenzym MM
Millivolt
Molekulargewichtsmarker
Mitralklappenprolaps
Myosin binding protein C
Myomesin-Gen
Natriumhydroxid
Nanogramm
Nummer

Polyacrylamid

Polymerase-Kettenreaktidplymerase-Chain-Reaction

Prolin-Glutamat-Valin-Lysin

Potentia Hidrogenii

Phenylalanin

Plotzlicher Herztod

Prolin

Restriktive Kardiomyopathie
Restriktionsfragment-L&angenpolymorphismus
Regulatory light chain

Ribonukleinsaure

Polymorphismus
Single-Strand-Conformation-Polimorphism
Thymin
Tris-HCI-Borat-Ethylendiamintetraacetat
Tetramethylendiamin

Cardiac troponin C

Cardiac troponin |

Cardiac troponin T

Tryptophan

Unit

World Health Organization

wild Typ

a-tropomyosin
S-myosin heavy chain

Mikroliter

Abkurzungsverzeichnis
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