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1 Einleitung

1.1 Kardiomyopathien und Klassifikation

Das Herz ist ein muskuldres Hohlorgan, das den kontinuierlichen Blutfluss im Korper durch
rhythmische Kontraktionen und Wechsel von Systole und Diastole aufrechterhdlt. Die
Kleinste funktionelle Einheit des Herzmuskels ist das Sarkomer, das aus einer Vielzahl von

regelmaRig angeordneten Strukturproteinen (Myofilamente) aufgebaut ist (Abb. 1).

Es gibt viele Erkrankungen, die den Herzmuskel betreffen koénnen und zu einer
Herzinsuffizienz, einer nicht ausreichenden Funktion des Herzens, fihren kdnnen. Zu ihnen
zahlen vorrangig die koronare Herzkrankheit (KHK), die arterielle Hypertonie und die

Kardiomyopathien. *

Kardiomyopathien umfassen alle primaren oder sekundaren, angeborenen oder erworbenen
Erkrankungen des Myokards, die zu einer morphologischen und ggf. funktionellen Alteration
der mechanisch-kontraktilen und elektrischen Funktion des Herzmuskels fiihren.? Die WHO-
Klassifikation aus dem Jahr 2005 beschreibt Kardiomyopathien als Erkrankungen des
Myokards mit kardialer Dysfunktion und unterscheidet zwischen dilatativer (DCM),
restriktiver (RCM), hypertropher (HCM) und arrhythmogener rechtsventikuldrer
Kardiomyopathie (ARVC).® Es wurde 2006 eine neue Klassifikation durch die American
Heart Association (AHA) etabliert, die sich im Gegensatz zu der alten am relativen Anteil
einer genetischen bzw. erworbenen Ursache orientiert.* Danach sind Kardiomyopathien eine
heterogene Gruppe von Krankheiten des Herzmuskels, die mit einer elektrischen und/oder
mechanischen Funktionsstérung des Herzens einhergehen und (blicherweise eine
unangemessene Hypertrophie oder Dilatation der Herzkammern verursachen. Die priméren

M-Bande

Myosinfilament
Aktinfilament

Titin MY 4 p
7-Bande regulierende Proteine 7 Bande
Abbildung 1: Organisation des Sarkomers in der Herzmuskulatur. Aktin, Myosin und Titin stellen die
myofilaménteren Hauptproteine dar. Zu beachten ist das Bandenmuster, das aus deren Anordnung

resultiert.”
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Kardiomyopathien werden in genetische, gemischte und erworbene Erkrankungen unterteilt
(Abb. 2). Grundlage dieser Klassifikation ist der genetische Phénotyp.

Primére Kardiomyopathien
(vorwiegend das Herz betreffend)

genetisch gemischt erworben
HCM — DCM — Inflammatorisch (Myokarditis)
Restriktive
ARVC/D — (nicht-hypertrophiert — Stress-induziert (TakoTsubo)
und nicht-dilatiert) .
LVNC —| +— Peripartum
PRKAG2 G\ykgghen— — Tachykardie-induziert
speicher-—|
erkrr;nkung | Kinder von Miittern mit insulin-
Danon pflichtigem Diabetes
Uberleitungs- |
storungen
Mitochondriale |
Myopathien

lonenkanalerkrankungen

= e
LQTS sqrs Asian

Brugada CVPT SUNDS

Abbildung 2: Klassifikation der Kardiomyopathien nach der AHA®

Eine Uberarbeitete Klassifikation wurde auch von der Européischen Gesellschaft fir
Kardiologie (ESC) im Jahr 2008 vorgelegt.® Die Einteilung erfolgt dabei nach
morphologisch-funktionellen Phanotypen. Die Unterscheidung zwischen primédren und
sekundaren Kardiomyopathien fehlt, die lonenkanalerkrankungen werden nicht mit
berucksichtigt. Es wird aber zwischen einer familidr/genetischen und nicht-familidren Form
unterschieden (Abb. 3). Die ESC erzielt damit nicht nur eine einheitlichere Diagnostik von
Kardiomyopathien, sondern auch die Betonung einer genetischen und kombinierten Ursache
der Erkrankung. Nach Kreuder (2004) sind mindestens 30-40% der Kardiomyopathien
genetisch bedingt oder zumindest begiinstigt. 2
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Kardiomyopathien

/

HCM DCM ARVC RCM nicht
klassifiziert
o -~
familiar/genetisch Nicht-familiar/nicht-genetisch
Gendefekt nicht Subgruppe der idiopathisch Subgruppe der
identifiziert Erkrankung Erkrankung

Abbildung 3: Klassifikation der Kardiomyopathien nach der ESC®

1.2 Dilatative Kardiomyopathie

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) stellt eine Gruppe von Kardiomyopathien dar, bei der
die Patienten einen dilatierten und schlecht arbeitenden linken Ventrikel mit systolischer
Funktionsstérung ohne abnormale Fiillungskonditionen (z.B. Bluthochdruck) zeigen (Abb. 4).
Ausgeschlossen wird noch eine ischdmische Herzerkrankung, die ausreichen wirde, um eine
globale systolische Beeintrachtigung hervorzurufen.® Die DCM wird charakterisiert durch:
einen linksventrikuldren enddiastolischen Durchmesser (LVEDD), der grofer als 55 mm ist,
eine linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF), die weniger als 50%-45% betragt und eine
Verkirzungsfraktion — das Verhaltnis zwischen linksventrikularem endsystolischem und

enddiastolischem Durchmesser — von weniger als 25 %.’

Die Erkrankung wird nach AHA der Gruppe der gemischten Kardiomyopathien (genetisch
oder erworben) zugeordnet und hat eine heterogene Atiologie. Genetische Ursachen sowie
entzundliche, autoimmune und virale Faktoren oder toxische Schadigungen kénnen dabei eine
Rolle spielen. Auch Stoffwechselstorungen, primédre Muskelerkrankungen, kardiotoxische
Medikamente, erhohter Alkoholkonsum und eine Schwangerschaft werden mit der
Entwicklung einer DCM in Verbindung gebracht.* ® Vermutlich spielen verschiedene
Faktoren in unterschiedlicher Auspragung bei der Entstehung der Erkrankung eine Rolle.
Trotz intensiver Diagnostik kann aber bei bis zu 50% der Patienten mit DCM keine
atiopathogenetische Ursache festgestellt werden, sodass dann die Erkrankung unter dem

Begriff der idiopathischen DCM (IDC) zusammengefasst wird.®
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Ao = Aorta ~J

RV = Rechier Vorhof b
Fa = Pulmanalarterie J

LV = Linker Varhof b An

RH = Rechte Hauptkammer (Ventrikel)

LH = Linke Hauptkammer (Ventrikel)

Abbildung 4: Dilatative Kardiomyopathie: links ist ein normales Herz abgebildet, rechts — ein Herz mit
dilatativer Kardiomyopathie. Zu beachten sind die erweiterten (dilatierten) Herzkammern; folglich

entsteht eine eingeschrankte Pumpfunktion.®

Mit einer Prévalenz von ungeféhr 1:2500 und einer Inzidenz 7/100.000/Jahr stellt die DCM
die dritthufigste Ursache fir Herzinsuffizienz und die hé&ufigste Ursache fur eine
Herztransplantation dar.* Favorisierte Hypothese zur Pathophysiologie der Erkrankung ist,
dass aufgrund von Verdnderungen von Sarkomerproteinen und Zytoskelettproteinen sowie
Storungen der intrazelluldaren Calziumkonzentration, es zur gestorten Kraftentwicklung oder
zur verminderten Kraftiibertragung kommt (Abb. 5).2 Infolge von Volumen- und
Druckuberlastung des linken Ventrikels fihrt die DCM dann oft zum klinischen Bild einer
Herzinsuffizienz. Je nach Schweregrad der Erkrankung manifestiert sie sich mit den
Symptomen von einer Herzinsuffizienz, von Herzrhythmusstérungen oder von
Thrombembolien. Typisch ist die Leistungsschwache. Atemnot, Belastungsinsuffizienz,
Odeme, Synkopen oder plétzlicher Herztod konnen auftreten.’® Die 5-Jahres-

Sterblichkeitsrate nach der Diagnosestellung liegt bei 30-50%. ' *2
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Sarkomer-Protein- Zytoskelett-Protein
Mutation Mutation
i Ca?*-Handling + _ATP-Depletion
Caz*-s-ansltwltat l/r’ fff_'_,, —
| -
= i
Kraft-Entwicklung + Kraft-Ubertragung +
LV-systolische Dysfunktion . LV-Dilatation
LV-Umbau —» l <« Stérung Ca?*-Handling

{z.B. P-Phospholamban 4

Herzinsuffizienz

Abbildung 5: Favorisierte Hypothese zur Pathophysiologie der genetisch bedingten dilatativen
Kardiomyopathie?

1.3 Familiare dilatative Kardiomyopathie (fDCM)

In 20% bis 50% der DCM-Falle konnte eine familiare Haufung beobachtet werden.*® Eine
fDCM liegt vor, wenn mindestens zwei Personen innerhalb einer Familie eine idiopathische
DCM aufweisen oder wenn ein Angehdriger ersten Grades an einen unerklarten Herztod vor
dem 35 Lebensjahr gestorben ist.” Die Erkrankung manifestiert sich meistens zwischen dem
30. und 50. Lebensjahr, kann jedoch auch im S&uglingsalter, bei kleinen Kindern sowie im
Seniorenalter auftreten.”® Ahnlich wie die idiopathische DCM kann die fDCM lange Zeit
symptomlos bleiben. Sie zeichnet sich auch durch die Symptome einer Herzinsuffizienz,

durch thrombembolische Ereignisse und durch Arrhythmien aus.® *°

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich damit, die fDCM und ihre Krankheitsgene naher zu

untersuchen.

1.4 Genetik der fDCM

Bis heute wurden insgesamt mehr als 30 Krankheitsgene beschrieben, deren Mutationen fir
die Entstehung einer DCM verantwortlich gemacht werden (Tab. 1).® ** Diese kodieren fiir

Proteine unterschiedlicher Lokalisation und Funktion. Es handelt sich um eine



Einleitung Seite 6

bemerkenswerte Locus-Heterogenitat, die mit wenigen anderen genetischen Erkrankungen

vergleichbar ist.?

Tabelle 1: Ubersicht der bisher bekannten Krankheitsgene einer DCM. Es sind die chromosomalen Loci,
ihre zu kodierenden Proteine, Lokalisation und Haufigkeit (von Hershberger et al. (2010) geschéatzte
Zahlen aus der Literatur) dargestellt. Die Reihenfolge der Gene ergibt sich aus dem Erscheinungsjahr in

der Literatur. 8¢t

Chromosomaler
Gen Protein Haufigkeit Lokalisation
Locus

autosomal-dominante DCM-Mutationen

ACTC 15q14 Kardiales Aktin 0.005 Sarkomer

LMNA 1922 Lamin A/C 0.06 Zellkernmembran

DES 2035 Desmin 0.003 Zytoskelett

SGCD 5033 d-sarcoglycan 0.003 Zytoskelett

MYH7 14911.2 -Myosin- 0.042 Sarkomer
Schwerkette

TNNT2 1932 Kardiales 0.029 Sarkomer
Troponin T

TPM1 15g22 a-Tropomyosin 0.006 Sarkomer

TTN 2031 Titin nicht bekannt | Sarkomer

VCL 10922 Metavinkulin 0.01 Sarkomer

MYBPC3 11pl1 Myosinbindendes | 0.02 Sarkomer
Protein ¢

MLP/CSRP3 | 11p15 Muskel-LIM- 0.003 Z-Scheibe
Protein

ACTN2 1943 a-Aktinin 2 0.009 Sarkomer

PLN 6022 Phospholamban nicht bekannt | Sarkoplasmatisches

Retikulum

ZASP/LDB3 | 10923 Cypher 0.01 Zytoskelett

MYH6 14911 a-Myosin- 0.043 Sarkomer
Schwerkette

SCN5A 3p22 Natrium-Kanal 0.026 Sarkolemm
5A

ABCC9 12p12 ATP-sensitiver 0.006 Sarkolemm
Kaliumkanal

TNNC1 3p21 Kardiales 0.004 Sarkomer
Troponin C

TCAP 17912 Titin-cap oder 0.01 Z-Scheibe
Telethonin

EYA4 6023 Eyes-absent 4 nicht bekannt | Zellkern

TMPO 12023 Thymopoietin 0.011 Zellkern

PSEN1/2 1042/14924 Presenelin 1/2 0.01 Sarkolemm
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CRYAB 11923 Alpha B crystalin | 0.007 Zytoskelett

PDLIM3 4935 PDZ LIM 0.005 Zytoskelett
Domane Protein 3

MYPN 10921 Myopalladin 0.035 Z-Scheibe

LAMA4 6021 Laminin a-4 0.011 Extrazellularmatrix-

Protein

ILK 11p15 Integrin—linked 0.005 Zytoplasma
Kinase

ANKRD1 10923 Ankyrin repeat nicht bekannt | Z-Scheibe
domain
containing
protein 1 (CARP)

RBM20 10925 RNA-bindendes | 0.019 Zellkern
Protein 20

Autosomal-rezessive DCM Mutationen

TNN13 19q13 Kardiales 0.004 Sarkomer
Troponin |

DSP 6p24 Desmoplakin nicht bekannt | Desmosom

X-chromosomale DCM Mutationen

DMD XQ21 Dystrophin nicht bekannt | Zytoskelett

TAZIG4.5 Xq28 Taffazin nicht bekannt | Mitochondrien

In 90% der Falle ist die fDCM autosomal-dominant vererbt. Mutationen in den Genen fir
Lamin A/C, a- und B-Myosin-Schwerkette treten relativ haufig auf. Eine X-chromosomale
Vererbung ist in 5-10% der Félle die Ursache fir die fDCM, wobei meistens verschiedene
Mutationen im Dystrophin-Gen dafiir ausschlaggebend sind.’® Bei einer Reihe von X-
Chromosom-gebundenen Erkrankungen, z.B. Becker’s und Duchenne’s Muskeldystrophien,
taucht die DCM auch auf. Desweiteren entdeckte die McKenna-Gruppe, dass eine bekannte
Mutation des kardialen Troponin I, eines Regulatorproteins der Aktinfilamente, urséchlich fur
einen rezessiven Erbgang der DCM sei.™ Das Zelladhasionsprotein Desmoplakin wurde auch
als autosomal-rezessiv vererbtes Krankheitsgen identifiziert. Eine fDCM kann bei Patienten
erblich
Stoffwechselerkrankungen aufweisen. Extrakardiale Manifestationen, z.B. eine Beteiligung

auftreten, die Mutationen der mitochondrialen DNA  oder bedingte

der Skelettmuskulatur miissen auch in Betracht gezogen werden.*®

Wichtig fur das individuelle Erscheinungsbild der fDCM ist, dass man den genetischen
Hintergrund kennt, d.h. man erhebt eine Familienanamnese. Ist die Familienanamnese positiv,
sollten die Angehorigen 1. Grades einem Klinischen Screening mittels EKG und
Echokardiographie unterzogen werden. Damit kann man einerseits weitere Betroffene
identifizieren und rechtzeitig behandeln, andererseits kann man auch Personen aus der

Risikogruppe ausschlieRen.®
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Die Genetik der fDCM unterscheidet sich erheblich von den anderen Kardiomyopathien.
Mehr als 30 bekannten Krankheitsgene kodieren jeweils fiir einen sehr kleinen Anteil der
Félle. So sind die Mutationen in 14 Gene fiir etwa 28% der Félle in einer Kohorte von 312
IDC/fDCM Patienten maRgeblich.'” Im Gegensatz dazu, sind bei HCM zwei Gene fiir 40-
45% der Falle verantwortlich, d.h. fir 80-90% der Félle, bei denen es sich um eine genetische
Ursache handelt. Die Tatsache, dass selbst ein systematisches Screening in allen bekannten
fDCM-Genen nur ca. 30-35% aller Félle aufklaren kénnte, zeigt deutlich die Variabilitat der
Erkrankung.® '® Neben den bekannten Krankheitsgenen vermutet man weitere unbekannte
Gene als Ursache fiir die fDCM."

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Muscle-specific RING finger Proteine als

Kandidatengene fur fDCM untersucht.

1.5 Muscle-specific RING finger Proteine (MURFsS)

Spencer et al. und Centner et al. entdeckten im Jahr 2000 und 2001 eine neue Familie von
RING (Really Interesting New Gene) Proteinen — die muskel-spezifischen RING finger
Proteine (MURFs). Dazu gehdren drei strukturell sehr ahnliche Proteine - MURF 1, MURF 2
und MURF 3 (bekannt auch als RNF 28, 29 und 30).

Sie werden von verschiedenen Genen kodiert, haben aber ein bis zu 85% homologes N-
terminales Ende.’® MURFs haben eine N-terminale RING Doméne, eine Zink-bindende B-
Box Domane, eine MURF-Family-conserved Doméne und zwei Coiled-coil Domaéanen
gemeinsam (Abb. 6). Die C-terminalen Domanen sind divergenter und haben auch ein
unterschiedliches Splicing. Sie zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an Asparagin- und
Glutaminséureresten aus. Alle drei Proteine kdnnen miteinander interagieren, in dem sie

Homo- und Heterodimere im Bereich der Coiled-coil-Domaéne bilden.

Trotz sehr &hnlicher Struktur unterscheiden sich die MURFs in ihrem Genexpressionsmuster,

Isoformen, Bindungspartnern, Lokalisation und Funktion. 2°

Bis heute sind jedoch keine krankheitsverursachenden Mutationen in den drei Genen

nachgewiesen worden.



Einleitung Seite 9

RING Finger (C3HC4-type Zinc Finger) Domain
16 1 iy

MURF-1Bldy ks- - -s1 i qdg
MURF-2flls as | nyksfskeqg
da

LIEPIEL F
LIEP IBLEMI

Foa
w ~ o
o om

1

murcafllnrt vt kplil g
MURF Family C ved D in (MFC) B-Box type Zinc Finger Domain
[ 100 X x 120 X
sERL o -@cs - - ecE-EoE <R
-B TR - - ER3K S 0o PEECESHES ELS R RN
-EskldL Hsda e an (lcEEHE IS < IEEE
60 18 00

— 0~

0 2 220
HiBosrrvikeEnsHove clsokgo Tly a ilcB«@sBL LBr 1 ToEf
BllBoTckrieeccrrafdoclcekido vily c I e REINEM T8V 1 TR ]S
Q x{gE

1
MURF-1 (SN0 SV F OGRS TISNE N N C RS
MURF-ZGERTHY F GRS STSIN S O GRR A |
MURF-3EHNP T 1 ¥ K RS RIS S D GERl A

EVCQT IEONSRROQ[JO LT QREJE SI§C A VIREISREJCGISL LA LARER
Coiled Coil Structure (CC)
240 260 280 300
MurF-1 RS F I EAJRERC ORI E ORD K S TESEES T A sl S L CGCGEITFINL TERSCOIR | K 5 | V E Al CGCOLGKTISOFIIND FETLOLEH | ADAL
MURF-2ZIREH VR AINNRK KRS S D HIRE N v SRS S GRS F M D) EVMEIV FIRONERS TIBL K K | 5 E A AFQMEK |[SHEE YSNUN HTYNLNREEK | |
wure-aMar v R cilllr ollc o HlllE & s SEXIIEE s HE8 s meEE o vl vlo ol Mcl i nkveavElveE L acrrPEPEYEslecl@TvArvEHV AEML
Coiled Coil Structure (CC)
Acidic Region (AR)

320 340
T Ry DGTDEEEEEFIEEEDOEEEESTEGKEEGHD

N END[A Y REDEDEEEEEGGEGEKEGEGEVGGEAVEVEEVENVOQTEFPGEDENPEKASELSQVELQAAPGALPVSSPEPPPA
THRORROPGASGEEEE - - VAPDGEEGSAGPEEERPDGP

MURF-3EEM THIDIR O PGAAGDEEDDDOMALDGEEGNAGLEEERLEVPEGSGLH

rouse)

438
MURF-2 LPPAADAPVTOIGFEAPPLOGOAAAPASGSGADSEPARHIFSFEWLNSLNE

Abbildung 6: Struktur von MURF 1, 2 und 3; identische Aminosaurereste sind farbig abgebildet: Cystein-
und Histidinreste, die als Zinkchelatoren fungieren, sind gelb bzw. rot, &hnliche Aminosaurereste sind

grau hinterlegt.”

151 MURF1

Das Protein MURF 1, auch SMRZ (striated muscle RING zinc finger) genannt, ist von dem
Gen TRIM®63 kodiert und nach Centner et al. auf Chromosom 1p31.1-p.33 lokalisiert. Es hat 9
Exons bei einer cDNA-Ldnge von 1,9kb und kodiert fir ein Protein von 288

Aminosauren.'® 2

Es befindet sich sowohl im Bereich der M- und Z-Bande des Sarkomers in der Herz- und
Skelettmuskulatur, als auch im Zellkern sowie im Zytoplasma. Das Vorkommen des Proteins
in mehreren Zellkompartimenten ist wahrscheinlich auf die Bildung von Heterodimere z.B.
mit dem sehr homologen MURF 2 zuriickzufuhren. Es reagiert auch mit sich selbst, indem es

Homodimere bildet.*®

Viele Untersuchungen haben MURF 1 als eine an proteolytischen Prozessen beteiligte E3-
Ligase bestatigt. Es steuert gezielt die Ubiquitinierung und damit den Abbau ausgewahlter
Zielproteine im Muskel, z.B. den Abbau der B-Myosin-Schwerkette oder der Kreatin-
Kinase. ** % Die bis 2009 angenommene Ligase-Aktivitat bei Sarkomerproteinen im Herzen,

z.B. bei kardialem Troponin I, wurde durch in vivo Versuche von Willis et al. Gruppe nicht
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bestatigt. **

Zellkultur-Studien deuten auf die Rolle von MURFL1 fiir die Aufrechterhaltung der Integritét
vom Titin im Bereich der M-Bande hin.? Titin ist neben Aktin und Myosin eines der
wichtigsten Intermediarfilamente im Sarkomer. Es beinhaltet 320 Domanen, darunter eine
Serine/Threonin Kinase Domane in der M-Linie (auch als Titin-Kinase bezeichnet). Die
Immunoglobulin-Domanen A168-A169 befinden sich N-terminal zur Titin-Kinase am Ende
der A-Bande in Titin im Sarkomer. Es wurde eine direkte Interaktion von A168-A169 mit
dem Muskel-spezifischen RING Protein 1 nachgewiesen. Dadurch wird eine Modulation der
Aktivitat der Kinase angenommen und folglich auf die wichtige Rolle von MURF 1 fir die
Muskelstabilitat und —struktur geschlossen.’® Knockout Mausexperimente bestatigen weiter
die wichtige Bedeutung des Proteins fir das Muskelgewebe. Bei einer Abwesenheit von
MURF 1 zeigen die Tiere eine Resistenz gegen Muskelatrophie.”® Mause, bei denen die
Genexpression fir MURF 1 und MURF 3 blockiert wurde, entwickeln eine Myopathie, deren
Pathologie der humanen Myosin-Speicher-Myopathie ahnelt.?

Ebenso stiitzte eine Reihe von Experimenten die Rolle von MURF 1 im Herzmuskelgewebe.
Die Erhohung der MURF 1 Konzentration kann die Entwicklung einer hypertrophen
Kardiomyopathie anhalten. % ?* 2% 20 27 |; Gegensatz dazu fiihrt die Abwesenheit des
Proteins zur Entwicklung einer extremen Hypertrophie bei Druckbelastung des Herzens.?® %
MURF 1 reguliert die KardiomyozytengréRe und —kontraktilitat.?* * Durch zwei in vivo
Modelle prasentieren im Jahr 2009 Willis et al. seine Regulatorfunktion bei Herzatrophie.*’
Es ist ein wichtiger und notwendiger Mediator fur die Reduktion der KardiomyozytengroRe
bei einer pathologischen Herzhypertrophie oder nach chronischer Dexamethasontherapie. Es
wird angenommen, dass er eine Hauptrolle bei Reduktion der Herzmuskelgréfie in vielen

klinischen Situationen spielt. ©

Willis et al. demonstrieren aullerdem die Beteiligung von MURF 1 an dem
Energiestoffwechsel des Herzens.?* Es reagiert mit Muskelenzymen wie Kreatin-Kinase und
Adenylat-Kinase, die am Metabolismus beteiligt sind. MURF 1 bewirkt die Phospho-Kreatin
Transportmechanismen im Herzen, vermutlich durch die Steuerung von der Kreatin-Kinase
Aktivitdt und deren Abbau. Da sie in enger Beziehung zur Herzinsuffizienz steht, wird

vermutet, dass MURF 1 unerl&sslich fiir den regelrechten Herzenergiestoffwechsel ist.

Durch die Assoziation von MURF 1 mit der M-Linie Titin und mit vielen unterschiedlichen

Bindungspartnern (Nebulin, Troponin 1 und T, Myotilin, transkriptionelle Modulatoren wie
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GMEB-1) wird seine grof3e Rolle als Bindeglied bei der Ubiquitinierung, beim Kerntransport

sowie bei der Genexpression angenommen.?* %

1.5.2 MURF 2

Das Protein MURF 2 ist vom Gen TRIM55 kodiert und auf Chromosom 8gl12-q13
lokalisiert.“* Es hat 11 Exons und ist zu 62% mit MURF 1 homolog.*®

MURF 2 ist im Bereich der M-Bande und in den Mikrotubuli zu finden, wobei aber mehrere
Studien verschiedene Lokalisationen in der Zelle belegen.® ® Es kann mit MURF 1 und
MUREF 3 interagieren und ist das einzige Protein der Familie, das wéhrend der Entwicklung

herunter reguliert wird.

MURF 2 spielt eine wichtige Rolle fir die Aufrechterhaltung der strukturellen Integritat der
Muskelzelle.?® Durch knock-down Experimente wird dessen Wichtigkeit fiir die M-Banden
Region, fiir die Myoblastendifferenzierung und fiir die Myofibrogenese belegt.?> ?° Die
Stabilitat von spezifischen posttranslational modifizierten Glutaminsdure-Mikrotubuli (Glu-
MT), auch stabile Mikrotubuli genannt, und von Intermediérfilamenten wie Desmin und
Vimentin wird durch MURF 2 reguliert.

Studien zeigen viele identische Reaktionspartner fir MURF 1 und 2 im Sarkomer, was auf
eine funktionelle Redundanz hinweist.”® Interessanterweise sind Méause, bei denen entweder
nur MURF 1 oder 2 fehlen, normal; bei der Deaktivierung beider Proteine kommt es aber zu
einer Herz- und Skelettmuskelhypertrophie.*® Es wird angenommen, dass beide Proteine
kooperativ, innerhalb eines Signalweges, bei der Remodellierung von Muskeln

zusammenarbeiten.

153 MURF3

Als erstes der MURF Familie wurde im Jahr 2000 von der Gruppe von Spencer et al. das
mikrotubuliassoziierte Protein MURF 3 in der Maus entdeckt.*! Das Protein ist von dem Gen
TRIMS54 kodiert und auf Chromosom 2p21-16 lokalisiert.“* Es hat 10 Exons und ist 77% mit
MURF 1 und 65% mit MURF 2 identisch.™

MURF 3 ist aufer in den Mikrotubuli auch in der M- und Z-Bande des Sarkomers

lokalisiert.?® ' Es ist wahrend der Entwicklung hochreguliert und stellt ein Schliissel-E3-
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Enzym in dem Ubiquitin-Proteasom-System fiir den Turnover der Sarkomerproteine dar.”® Es
kontrolliert den Abbau von den Proteinen FHL2 (four-and-a-half LIM Domine), y-filamin

und B-Myosin-Schwerkette.? *

MURF 3 ist fiir die Myogenese und Mikrotubulistabilitét relevant.?® 3! Seine Anwesenheit ist
fur die Bildung von den Glu-MT erforderlich, die sich durch eine bessere Stabilitt
auszeichnen und Voraussetzung fur Muskeldifferenzierung, Genexpression und
Verschmelzung von Myotuben sind. Es wird vermutet, dass MURF 3 das Bindeglied

zwischen Titin, Mikrotubuli und Myogenese darstellen kdnnte.

Die Gruppe von Fielitz et al. zeigte durch Experimente mit Mausmutanten die weitere
Bedeutung von MURF 3 fur die Aufrechterhaltung der Integritat der Ventrikel nach einem
Myokardinfarkt. Beim Deaktivieren von MURF 3 nach einem Herzinfarkt konnte eine
erhbhte  Mortalitatsrate  infolge  linksventrikuldrer ~ Dilatation,  verschlechterter

Kontraktionskraft, Myozytendegeneration und anschlieBender Herzruptur gezeigt werden.*

Die muskel-spezifischen RING finger Proteine etablieren sich immer mehr als wichtige
Mediatoren, die Myofibrillen wie Titin mit den Mikrotubuli, Intermediérfilamenten und
Kernfaktoren verbinden und damit mehrere wichtige Rollen in der Muskelphysiologie
spielen.

Durch die Vernetzung untereinander und zwischen mehreren Stoffwechselwegen des Muskels
ist die Erforschung der MURFs duRerst kompliziert. Diese ist aber von Bedeutung fur das
weitere Verstandnis der Atiologie und der Pathomechanismen im Bereich der Herz- und
Muskelerkrankungen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Eine DCM geht in bis zu 50% der Falle mit einer familiaren H&aufung einher. Es sind bis heute
mehr als 30 daflr ursachliche Mutationen in Genen bekannt, die vor allem flr Proteine des
Sarkomers, aber auch der Zellmembran, des Zytoskeletts und des Zellkerns kodieren. Sie
stellen allerdings nur flr einen Teil der Patienten die genetische Ursache dar, was die Suche

nach weiteren, noch unbekannten Krankheitsgenen erforderlich macht.

Die Muscle-specific RING finger Proteine 1, 2 und 3 sind wichtige Proteine, die eine
bedeutende Rolle fir den Aufbau, die Stabilitit und den Energiestoffwechsel der
Herzmuskelzelle spielen. Veranderungen in deren Genen konnten folglich zu
Beeintréachtigungen dieser Funktionen fuhren und mit DCM assoziiert werden. Sie stellen

damit interessante neue Kandidatengene fir fDCM dar.

Ziel dieser Arbeit ist es, alle drei Gene in einem Kollektiv von 92 fDCM-Patienten zu
analysieren. Alle Exons des jeweiligen Gens sollen direkt sequenziert und mit
Referenzsequenzen aus entsprechenden Datenbanken (Ensembl, dbSNP) abgeglichen werden.
Die genetische Analyse soll Aufschluss dariiber geben, ob genetische Varianten — Mutationen
und SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) — im Gen auftreten und mit einer fDCM
assoziiert sind. Das Hauptinteresse stellen potentielle Mutationen (seltene neue nicht-

synonyme Varianten) dar, die in einem Kontrollkollektiv Uberpriift werden sollen.


http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
http://de.wikipedia.org/wiki/Polymorphismus
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Gerite

Name

ABI Prism 3730 DNA Analyzer
Digital Graphic Printer UP D895
Eismaschine AF-100
Elektrophorese-Kammer Multiphor 11
Flachbettgelkammer Horizon 58
Fotoanlage Herolab E.A.S.Y
Gelkammer Horizon®58

Mikrowelle 800

Netzteil Biometra Power Pack P25

Picofuge

Pipetten 0,1-10 pl
2-20 pl
10 - 100 pl
20 - 200 pl
100 - 1000 pl

Pipette, 8-Kanal 0,5-10 ul
2 -20 ul

Thermocycler UNO
Thermocycler T Professional

Peltier Thermal Cycler PTC-100

PTC-200

PTC-225

Hersteller

Applied Biosystems
Sony

Scotsman
Pharmacia

Gibco BRL

Herolab Enhanced Analysis System

Biometra
Severin
Biometra
Stratagene
Abimed, Biohit,

Eppendorf

Biozym, Biohit Proline
Plus

Biometra
Biometra

MJ-Research
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Thermostat DRI-Block DB-2A
UV-Lampe Bio Doc Analyze
Vortex REAX 2000

Waage 510 - 37

Zentrifuge Rotanta 460R

3.1.2 Computerprogramm

Sequencher 4.10.1

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Name

AB gene® PCR Plates

96-Well Reaction Plate MicroAmp™

96-Well Assay SystemMultiScreen®
Cellophanfolie

Einfuhrhilfe fir Sephadex
Erlenmeyerkolben

Handschuhe Prima Profi; Verde
Handschuhe Rotiprotect Nitril
Iso Freeze Rack 90
Messzylinder (50ml, 250ml)
Paket-Klebeband

Parafilm

Multiply uStrip 0,2ml Kette
Multiply 8% Deckelkette, flach

Pipettenspitzen

Techne
Biometra
Heidolph
Kern

Hettich Zentrifugen

Gene Codes Corporation

Hersteller
Thermo Scientific
Applied Biosystems
Millipore
Folia/Festa

GE Healthcare
Carl Zeiss Jena
Sénger

Roth

Roth

Carl Zeiss Jena
Tesa

Roth

Sarstedt

Sarstedt

Biosphere
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Reaktionsgeféalie 2ml, 1,5ml, 0,6ml

3.1.4 Chemikalien

Name

Agarose Standard
Borsaure
Bromphenolblau
EDTA
Ethidiumbromid
GelGreen

Glycerin

HI-DI Formamid
HPLC-Wasser Rotisolv
Salzsaure

Sephadex™ G-50 Superfine
Tris (base)

Xylencyanol

3.1.5 Enzyme und Nukleotide

Name

FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase

DNA-Primerpaare”

dNTP-Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

Exonuklease |

“Die Primer-Sequenzen sind der Tabellen I, 11 und 111 im Anhang zu entnehmen.

Biozym

Hersteller
Roth

Roth
Pierce
Pierce
Roth
Biotium
Serva
Merck
Roth
Merck

GE Healthcare
Roth

Pierce

Hersteller
Fermentas
BioTeZ
Epicentre

BioLabs
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3.1.6 Molekulargewichtsmarker

Name Hersteller
DNA-Molekulargewichtsmarker Fermentas

Typ VIII (19-1114 Bp)

3.1.7 Kits
3.1.7.1 PCR-Kit (Stratec)

- 10x PCR-Probenpuffer(100mM Tris-HCL pH 8,3; 500mM KCI)
- MgCl; (25mM)
- Tag-DNA-Polymerase (5U /uL)

3.1.7.2 BigDye Terminator Kit v 1.1 (ABI-Prism)

- BigDye Ready Reaction Mix

- 5x Sequenzierungspuffer

3.1.8 Wasser

Die Herstellung der meisten Pufferldsungen erfolgte mit HPLC-Wasser.

Fur die Gelelektrophoresepuffer wurde deionsiertes Wasser (dH,0) benutzt.

3.1.9 Patientenkollektiv

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Charité — Universitdtsmedizin Berlin
bewilligt. Das zu untersuchende Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 92 Patienten, die
klinisch eine DCM hatten und nach den etablierten Kriterien alle positiv in Bezug auf eine
familidre Kardiomyopathie (fDCM) waren. Alle Patienten wurden entsprechend aufgeklart
und haben fir die Untersuchungen eingewilligt. Das Kontrollkollektiv bestand aus 358
Individuen, die nicht an einer Kardiomyopathie erkrankt waren und eine normale

Herzfunktion hatten.
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3.2 Methoden
3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein effektives Verfahren, um DNA-Fragmente in vitro zu amplifizieren bzw.
exponentiell zu vervielfaltigen. Durch die mehrfache Wiederholung von drei aufeinander
folgenden Schritten — Denaturierung, Primer-Annealing und Extension-Time erfolgt die
Vervielfaltigung des DNA-Fragments. Beim ersten Schritt wird der DNA-Doppelstrang bei
94°C denaturiert, sodass zwei Einzelstrange entstehen. Die Forward- und Reverse-Primer
hybridisieren dann bei einer Temperatur zwischen 50°C und 70°C an den komplementéren 5'-
Sequenzen des DNA-Einzelstrangs und bilden somit den Startpunkt fur die Tag-Polymerase.
In der anschlieRenden Extensionszeit synthetisiert diese bei 72°C einen Komplementarstrang.
Dabei werden die einzelnen Nukleotide vom Primer aus, in 5-3-Richtung, aufeinander
folgend an den Matrizenstrang angefiigt, so dass ein erneuter Doppelstrang entsteht. Die PCR
wird im letzten Schritt mit der Kiihlung auf 4° C beendet. (Abb. 7) 334

[
[yt

l@ ‘ Abbildung 7: Schematische Darstellung
3 & des PCR-Zyklus.?
3 s 5 \
. 5 2 / - @ . 3] g
J’ l (- Denaturierung;
3 qg_f' s (@) * ‘_3b - ®- Primer-Annealing;
l l ®- Extensionszeit;
3 2 g‘ 3: ] ¥
\ @ / @- Nach dem ersten Zyklus entstehen
54 foge s 7 zwei neue doppelstrangige DNA-
3 ) T —
’ l ’ Fragmente, die als Matrize fir den
f‘ gj j gj weiteren PCR Zyklus dienen. Zu
2 5 - . beachten  ist  die  exponentielle
l Vermehrung der Produkte.

Lt
g e

[REV TS
Lnld Al
Lon Lata
[ Ry I}
Lon Ldn
[y PRy I}

Grundlegende Komponente der PCR sind neben dem Template auch die Primer, die
Polymerase, der Puffer, die MgCl,-L6osung und die Desoxynukleotid-Triphosphate (dNTPs).

Die zu vervielféaltigenden DNA-Abschnitte stellten jeweils ein Exon der MURFs Gene dar.
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Nur in drei Fallen lieRen sich zwei Exons als ein Fragment amplifizieren. Das war méglich,
weil sowohl die Lange des einen der beiden Exons, als auch der Intronbereich dazwischen
relativ kurz waren (Tab. 2). Fir alle anderen Exons wurde eine PCR von den 92

Patientenproben durchgefiihrt.

Tabelle 2: Lange des dazwischenliegenden Intronbereichs und der beiden Exons, die als ein Fragment

amplifiziert werden konnten

Exon Lange des Lange des Intronbereichs Lange des
ersten Exons zwischen den Exons (bp) zweiten Exons
MURF 1 | Exon6+7 |23 300 125
MURF 2 | Exon 6+7 | 23 102 125
MURF 3 | Exon 7+8 | 23 118 125

Die zu untersuchende DNA lag vor Beginn der Arbeit bereits als Arbeitslésung mit einer
Konzentration von ca. 25 ng/ul vor. Sie wurde mittels eines Extraktionsautomaten des Typs
AUTOPURE LS der Firma QIAGEN von Mitarbeitern des KardioGenetischen Labors isoliert
und bei -20° C aufbewahrt.

Die verwendeten Forward- und Reverse-Primer wurden von der Firma BioTeZ Berlin-Buch
GmbH mit der Hilfe des Primerdesign-Programms OLIGO® 4.0 hergestellt. Diese binden an
den DNA-Einzelstrang im Intronbereich vor oder nach dem betreffenden Exon. Sie hatten
eine Konzentration von 50 pmol/ul und wurden fir die PCR mit HPLC-Wasser auf eine
Endkonzentration von 5 pmol/uL verdinnt. Eine Liste mit allen Primern und deren
Sequenzen, die dazu gehoérige Annealing-Temperatur sowie PCR-Zyklenzahl befindet sich im
Anhang (Tab. I, Il und HI).

Des Weiteren wurde der PCR Kit der Firma Stratec verwendet, der aus Tag-Polymerase,
10 x NH4-Reaktionspuffer und MgCl,-Losung bestand. Der dNTPs Mix der Firma
EPICENTER Biotechnologies bestand zu gleichen Teilen aus den vier Nukleotiden — 2°-
Desoxyadenosin-5"-triphosphat  (dATP), 2"-Desoxythymidin-5"-triphosphat (dTTP), 2'-
Desoxyguanosin-5"-triphosphat (dGTP) und 2"-Desoxycytosin-5"-triphosphat (dCTP). Die
Stammldsung mit einer Konzentration von ¢ = 0; 1 mol/l wurde fur die PCR mit HPLC-

Wasser auf eine Arbeitsldsung mit einer Konzentration von ¢ = 20 mmol/ul verdinnt.

Es wurde ein PCR-Ansatz (Master-Mix) nach dem vorgegebenen Verwendungsprotokoll fur
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die Tag-Polymerase der Firma Stratec angefertigt. 24 pl davon und 1 pl DNA-L6sung wurden
in die auf einem Eisblock gekuhlten ReaktionsgefaBe (PCR-Softstripes) pipettiert. Dazu
wurde eine Negativkontrolle bestehend aus dem Master-Mix ohne DNA mitgefiihrt. Alle fur
die PCR benétigten Komponenten und deren VVolumenverhéltnis sowie das im Thermocycler

verwendete Programm konnen der Tab. 3 und 4 entnommen werden.

Tabelle 3: PCR-Standard-Ansatz

Komponente Konzentration Volumen [ul]
dH,O - 17,5
NH, Reaktionspuffer 10x 2,5
MgCl, 50 mmol/Il 1,5
Forward-Primer 5 pmol/ul 1
Reverse-Primer 5 pmol/ul 1
dNTP Mix 25 mmol/Il 0,3
Tag-DNA-Polymerase 5 U/ul 0,3
DNA 25 ng/ul 1
Tabelle 4: PCR-Programm
Schritt Temperatur [°C] Zeit[min]

1-Anfangsdenaturierung 94 5
2-Denaturierung 94 0,5
3-Primer-Annealing s. Tab. I, 11, I 0,5
4-Primerextension 72 1,5
5-abschlieRende Primerextension 72 5

3.2.2 Gelelektrophorese zur Uberprifung der PCR

Zur Uberpriifung der PCR wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierzu verwendete
man ein 3%-iges Agarosegel, das aus Agarose Standard der Firma Roth und 1x TBE-Puffer
hergestellt wurde. Beide Komponenten wurden in einem Erlenmeyerkolben zusammengefiihrt
und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach der Zugabe vom Fluoreszenz-Farbstoff
Ethidiumbromid oder GelGreen wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gegossen. Die
Auspolymerisation dauerte etwa eine Stunde.
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Das Gel wurde danach mit TBE-Puffer Gberschichtet. In den ersten Gelkammern wurde einen
mit deionisiertem Wasser im Verhdltnis 1:20 verdiunnten DNA-Molekulargewichtsmarker
pUC Typ VIII der Firma MBI Fermentas (Abb. 8) und 2ul Auftragspuffer aufgetragen. In den
anderen Gelkammern wurden jeweils 2ul PCR-Produkt mit 2ul Auftragspuffer vermischt und
pipettiert. Die Elektrophorese dauerte 45 Minuten bei einer Spannung von 80V. AnschlieRend
wurde das Gel in einem Fotometer unter UV-Licht fotografiert und ausgewertet. Dank des
Fluoreszenz-Farbstoffs wurden die DNA-Fragmente in Form von Banden sichtbar. Durch den

Vergleich mit dem Molekulargewichtsmarker konnte deren GroRe abgeschatzt werden.

Die Zusammensetzung von dem 5x TBE-Puffer, dem Agarosegel und dem Auftragspuffer
kann den darunterliegenden Tabellen 5, 6 und 7 entnommen werden. Zur Herstellung des
1 x TBE-Puffers wurde der 5 x TBE-Puffer im Verhéltnis 1:5 mit deionisiertem Wasser

verdinnt.

Tabelle 5: 5 x TBE-Puffer

Komponente Volumen
Tris (Base) 54qg
Borsaure 27,59
0,5M EDTA-L6sung 20ml
dH,0 1000ml

Tabelle 6: 3%iges Agarosegel

Komponente Volumen
Agarose 39
1 x TBE-Puffer 100ml
Ethidiumbromid/GelGreen 5ul

Tabelle 7: Auftragspuffer

Komponente Menge
Glycerin 3ml
HPLC-Wasser 7mi
Bromphenolblau 0,025g
Xylencyanol 0,025¢
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Abbildung 8: DNA-Molekulargewichtsmarker pUC Typ VIlI

3.2.3 Probleme bei der PCR

Die Gelelektrophorese ergab Banden bei den Negativkontrollen von funf Exons, was zunéchst
als eine Verunreinigung interpretiert wurde. Da nach erfolgter Wiederholung der PCR jedoch
die gleichen Ergebnisse konstatiert werden konnten, entschied man sich, die gleichen Primer
neu zu bestellen. Um sie zu testen, wurde zunachst eine Gradienten-PCR durchgefuhrt. Dabei
werden gleiche PCR-Ansatze und Test-DNA unter verschiedene Temperaturen zwischen
50°C und 70°C im Gradienten-Programm des Thermocyclers amplifiziert. Die gunstigste
Temperatur wurde fir die darauffolgende PCR des Exons ausgewdhlt. Die Negativkontrollen

mit den neuen Primern ergaben keine Auffalligkeiten.

3.2.4 Enzymatische Aufreinigung der PCR Produkte

Nach erfolgreicher PCR wurden die DNA-Fragmente enzymatisch aufgereinigt, damit nicht
gebundene Primer und dNTPs entfernt werden koénnen. Dazu wurden zwei Enzyme
verwendet - Exonuklease 1 und Shrimp Alkaline Phosphatase. Es wurde ein Master-Mix
hergestellt (Tab. 8) und dazu das 7ul PCR-Produkt eingemischt. Die Aufreinigung erfolgte im
Thermocycler fur 30 Minuten bei 37°C und anschlieRend fir 15 Minuten bei 85°C.
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Tabelle 8: Komponente des Master-Mixes fur die enzymatische Aufreinigung

Komponente Volumen [ul]
Exonuklease | 0,09
Shrimp Alkaline Phosphatase 0,32
HPLC-Wasser 2,59

3.2.5 Sequenzierung

Die Kettenabbruchmethode nach Sanger dient zur Bestimmung der Nukleotid-Abfolge des
DNA-Fragmentes. Es wurde ein Master-Mix hergestellt, der Tabelle 9 zu entnehmen ist. Der
verwendete Big Dye® Terminator-Kit v1.1 enthielt neben dem 5 x Sequenzierungspuffer eine
AmpliTag-DNA-Polymerase sowie Desoxynukleotide (dNTPs) und Fluoreszenz-Farbstoffe
markierte Didesoxynucleotide (ddNTPs),
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i 1 ? _l_ 'l ] 1
bei denen die 3’-OH-Gruppe der el

. ) — | TICLAAAGETTCGA
Desoxyribose fehlt. Wenn ein ddNTP - i%éﬁ?ié%ﬁgﬂ
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Reaktion entstehen DNA-Fragmente, die —_

sich in der L&nge um je eine Base, vom
Primer abgerechnet, voneinander
Abbildung 9: Visualisierung der Sequenz mittels

unterscheiden (Abb. 9).** Dieser Prozess _
Gel-Elektrophorese. Durch das kleinste am

wird im Thermocycler unter Verwendung weitesten gewanderte fluoreszenzmarkierte

eines entsprechenden Programms zyklisch  Fragment wird das erste Nukleotid in der Sequenz
wiederholt (Cyclesequencing). (Tab. 10) angezeigt.

Fir den gréfliten Teil von den Sequenzierungen wurde den Forward-Primer verwendet. Damit
die Sequenzierung gut zu lesen ist, sollte der Abstand von dem Primer bis zum Exonanfang
nicht zu kurz sein. Deswegen hat sich in manchen Féllen die Verwendung des Reverse-
Primers als gunstiger erwiesen. Manchmal waren Sequenzierungen in beiden Richtungen
notwendig, damit man das ganze Exon auswerten konnte. Die Proben, bei denen eine nicht
bekannte Variante gefunden wurde, wurden sowohl in der anderen Richtung sequenziert, als
auch neu amplifiziert und wieder in beiden Richtungen sequenziert, damit man die Variante

sicher bestétigen konnte.
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Die Sequenzierprodukte wurden bei -20°C aufbewahrt oder gleich nach der Cyclesequencing
aufgereinigt. Dazu verwendete man eine 96 Well-Plate des MultiScreen® Assay Systems. Die
mit ,,Sephadex™ G-50 Superfine* und 300pl HPLC-Wasser pro Well tiber eine Nacht bei
4°C gequollene Platte wurde 5 Minuten lang zentrifugiert, wiederum mit 150 pl HPLC-
Wasser pro Well beflllt und anschlielend wieder fur 5 Minuten zentrifugiert. Das Wasser
wurde dabei in einer darunterliegenden Abfall-Platte aufgefangen. Diese wurde danach durch
ein Sequenzierwell, das zuvor mit 13 pl HiDi-Formamid pro Well gefillt worden war, ersetzt.
Im letzten Schritt wurde jeweils 10 pl Sequenzierprodukt in der 96 Well-Plate pipettiert und
eine letzte flinfminutige Zentrifugation vorgenommen. Die gereinigten Produkte landen

dadurch in das Sequenzierwell und wurden dann bei -20°C gelagert.

Tabelle 9: Komponente des Master-Mixes fur die Cyclesequencing

Komponente Volumen [pl]
BigDye Ready Reaction 0,5
5 x Sequenzierungspuffer 1,75
Forward- oder Reverse-Primer 1
HPLC-Wasser 4,75
PCR-Produkt 2

Tabelle 10: Programm fur die Cyclesequencing

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1-Anfangsdenaturierung 96 1:00
2-Denaturierung 96 0:10
3-Primerhybridisierung 50 0:30
4-Primerextension 60 4:00
Wiederholung Schritt 2-4 x25

3.2.6 Auswertung der Sequenzierung

Die DNA-Fragmente wurden in einem automatischen Sequenzer ABI Prism 3730 analysiert.
Die Sequenzdaten wurden in Elektropherogrammen dargestellt, die mit Hilfe des
Computerprogramms Sequencher 4.10.1 ausgewertet wurden. Die Sequenzierungen wurden

dabei mit den Referenzsequenzen verglichen, die aus der Ensembl-Datenbank stammen und
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den Tabellen 1V, V und VI im Anhang zu entnehmen sind. Die Position der gefundenen
Varianten wurde in der cDNA ermittelt. Es wurde in entsprechenden Datenbanken (Ensembl,

dbSNP) nachgeschlagen, ob diese Varianten schon bekannt sind.

3.2.7 Anmerkung

Der hergestellte Ansatz fir die PCR und fur die Sequenzierung wurde immer intensiv mit
Hilfe eines Vortex-Gerétes gemischt und mit einer Picofuge zentrifugiert. Das Arbeiten mit

Enzymen wurde immer auf Eis durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 PCR - Probleme und Ergebnisse

Bei der Uberpriifung der PCR-Ergebnisse mittels Gelelektrophorese stellte sich heraus, dass
bei MURF 1 — Exon 2, MURF 2 — Exon 2 und 4 und MURF 3 — Exon 4 und 6 in den
Negativkontrollen klare Banden mit der Lange des PCR-Produktes zu beobachten waren
(Abb. 10). Als Ursache wurde eine Kontamination angenommen. Folglich wurde die PCR
unter Beachtung von sauberen Arbeitsbedingungen, von einer genauen Einhaltung der

Zusammensetzung des Ansatzes und von prézisem Pipettieren wiederholt.

Molekulargewichtsmarker Tvp VI1II

Negativkontrolle 1 von Exon 1, MURF 1

Negativkontrolle 2 von Exon 1, MURF 1

PCR.- Produkt von Exon 4, MURF 2

Negativkontrolle 1 von Exon 4, MURF 2

Negativkontrolle 2 von Exon 4, MURF 2

Abbildung 10: Klare Bande in der Negativkontrolle bei der Gelelektrophorese am Beispiel des Exons 4,
MURF 2. Zum Vergleich: saubere Negativkontrollen von MURF 1, Exon 1.

Da die Negativkontrollen wieder positiv waren, wurde angenommen, dass die Primer
degradiert sind und nicht gut funktionieren. So wurden die gleichen Primer neu bestellt. Zu
Testzwecken fand eine Gradienten-PCR statt. Damit konnte die schon ermittelte optimale

Annealingtemperatur und Zyklenzahl tberprift werden. Es wurde eine Temperaturspanne von
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50°C bis 70°C und die schon verwendete Zyklenzahl ausgewahlt. Die Gelelektrophorese
zeigte unauffallige Negativkontrollen bei allen 5 Exons auf. Mehrere Temperaturen, inklusive
der schon vorgegebenen, erwiesen sich fur das jeweilige Exon als glinstig. Es wurde an den
alten PCR-Bedingungen festgehalten. Alle Fragmente konnten dann problemlos mit den neu

bestellten Primerpaaren amplifiziert werden. (Abb. 11 und 12)

30° 51.7° °y 61.,8° 66,8% L 09.6° AL
50,5° 33,27 5384% 65,77 68,47 70° K 1lund?2

i
_U':
L

Abbildung 11: Ergebnis der Gradienten-PCR am Beispiel von Exon 2, MURF 2. Die
Annealingtemperaturen (°C) sind eingegeben. Als glinstig ergab sich die Temperaturspanne zwischen
65,7°C bis 70°C.

(Legende: M. — Molekulargewichtsmarker Typ VIII; K. 1 und 2 - Negativkontrollen 1 und 2)

Molekulargewichtsmarker Typ VIII

>— 24 sauber amplifizierte Proben

Abbildung 12: Gelelektrophoreseergebnisse zur Uberpriifung der PCR am Beispiel von Exon 2, MURF 2.
Ein sauberes PCR-Produkt ist vorhanden. (Annealingtemperatur 68°C, 38 Zyklen).
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Alle Exons der MURF-Gene konnten mit dem Standard-PCR-Ansatz und ohne weitere
Optimierungsschritte gut amplifiziert werden. Exon 6 und 7 von MURF 1, Exon 6 und 7 von
MURF 2 sowie Exon 7 und 8 von MURF 3 lieRen sich als ein Fragment vervielféltigen. Alle
anderen Exons wurden einzeln amplifiziert. Die Fragmentlange der PCR-Produkte verglichen

mit dem Marker VIII entsprach der vorgegebenen Lange.

Ein optimales PCR-Ergebnis war entscheidend fir die weitere erfolgreiche Sequenzierung

und Auswertung der Proben.

4.2 Sequenzierungsergebnisse

Alle Exons von MURF 1, 2 und 3 konnten in den 92 Patientenproben erfolgreich sequenziert

werden. Die Auswertung erfolgte mittels des Computerprogramms Sequencher 4.10.1.

Die gefundenen Varianten werden in vier Gruppen geteilt — synonym oder nicht-synonym und
dann jeweils bekannt oder neu. Bei synonymen Varianten kodiert die Sequenz von drei
Nukleinbasen (Codon) fur die gleiche Aminoséure. Es handelt sich um einen so genannten
stillen SNP oder stille Mutation und es findet kein Aminoséureaustausch statt. Bei einer nicht-
synonymen Variante (missense Variante) erfolgt ein Aminosdurewechsel, was eine

Veranderung des Proteins und funktionelle Beeintréchtigungen nach sich ziehen kann.

Die gefundenen nicht-synonymen neuen Varianten sind von besonderem Interesse, da sie
potentielle Mutationen darstellen kdnnen. Die bereits in den Datenbanken existierenden
Varianten (dbSNP build 135; Marz 2012) wurden mit der zugehdrigen Nummer (SNP D)

vermerkt. Die verwendeten Bezeichnungen entsprechen der etablierten Nomenklatur.®

4.3 Gefundene Varianten in MURF 1

Fur die meisten Ansatze wurde der Forward-Primer des jeweiligen Exons verwendet. Bei 10
Proben des Exons1l waren die Sequenzierungsergebnisse am Beginn des Fragments
unleserlich. Es wurde deswegen zusétzlich eine weitere Sequenzierung dieser Proben mit dem
Reverse-Primer vorgenommen. Exons 6 und 7 konnten als ein Fragment sequenziert werden.
Aufgrund der schlechten Qualitdt der PCR-Produkte oder aufgrund von Stérungen des
Sequenziergerats waren manche Proben in einigen Fallen nicht auswertbar. Eine erneute

Sequenzierung wurde dann nur fir diese Proben vorgenommen. SchlieBlich hat die
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Sequenzierung von allen 9 Exons von MURF 1 zu sehr gut auswertbaren Ergebnissen gefiihrt.

4.3.1 Synonyme bekannte Varianten

Exon 1

Die in nur einer Patientenprobe gefundene Variante im Exon 1 fihrt zu einem Austausch auf
Position 135 der cDNA — Cytosin wird gegen Guanin ausgetauscht (c.135G>C). Da beide
Codons CGG und CGC fur Arginin kodieren, ist dieser heterozygote SNP, der Codon 45 in
der cDNA betrifft, synonym (Arg45Arg). Er ist unter der Nummer rs61760891 beschrieben.

H1_11
T & c C G G A A G T G T G € C & ) )
T 6 C €C 6 G A AG T G T G C CARA A 1
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Abbildung 13: Sequenzausschnitt des Chromatogramms im Programm Sequencher 4.10.1 fir MURF 1,

Exon 1. Oben heterozygoter SNP ¢.135G>C. Zum Vergleich unten eine Wildtyp-Sequenz. Der SNP ist mit

einem Pfeil gekennzeichnet.

Exon 2

Im Exon 2 wurde an Aminosaureposition 89 ein heterozygoter synonymer SNP identifiziert,
der fur Valin kodiert (c.267G>T; Val89Val). Er trat in 11 Proben auf und stellt damit eine
h&ufige Variante dar. Der SNP ist unter der Nummer rs35123100 beschrieben und mit einer

Héufigkeit von 2,8% in der normalen Bevoélkerung in dbSNP zu finden.
Exon 3

Eine heterozygote Variante in Exon 3 trat in 2 Proben auf. Es wurde im Codon 375 ein
Nukleotidaustausch von Cytosin nach Thymin beobachtet (c.375C>T), der auf
Aminosiureebene keine Anderung verursacht. Die SNP ID ist rs144196126.


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Sequencher&action=edit&redlink=1
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Tabelle 11: Gefundene synonyme bekannte Varianten in MURF 1

Position in | Aminosaure- homo-/ Azl S
Exon SNP ID Allele Codon Proben mit der
cDNA austausch heterozygot )
Variante (%)
1 €.135G>C | Arg45Arg rs61760891 | G/C | CGG/CGC | heterozygot | 1 (0,5%)
2 €.267G>T | Val89Val rs35123100 | G/T | GTG/GTT | heterozygot | 11 (6%)
3 €.375C>T | His125His rs144196126 | C/T | CAC/CAT | heterozygot | 2 (1,1%)

Es wurden keine neuen synonymen Varianten in den 92 untersuchten Proben gefunden.

4.3.2 Nicht-synonyme bekannte Varianten

Exon 5

Bei der Auswertung von Exon 5 wurden zwei nicht-synonyme bekannte Varianten gefunden.

Bei der ersten Variante handelte es sich um einen SNP auf Nukleotidposition 709, der haufig

vorkommt und in 38 Proben festgestellt wurde. Durch den Austausch A>G wird auf

Aminosdureebene Lysin durch Glutaminsdure ersetzt (Lys237Glu). Die SNP ID lautet

rs2275950.

BO4_4404 Fragment base 8259, Base 259 of 903
s G G oA G WA A A AG C T T &G C T T C A
A GG AG AR AARAEGEG CTTAEGEGC TTTCA
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EDB 4524 Fragment base #257 3359257 ofSDZ

BO5_4497 Fragment base 3260, Base 260 of 905
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Abbildung 14: Sequenzausschnitt des Chromatogramms im Programm Sequencher 4.10.1 fir MURF 1,

Exon 5. Es werden untereinander eine Wildtyp-Sequenz, ein homozygoter und ein heterozygoter SNP

angezeigt. Die betroffene Base ist schwarz markiert.
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Die zweite Variante, die festgestellt wurde, liegt auf Position 805 der cDNA und fihrt zu
einem Austausch von G>A. Dadurch wird Lysin statt Glutaminsdure in das Protein eingebaut
(Glu269Lys). Dieser heterozygote SNP mit der Nummer rs61749355 war in drei Proben zu

finden.

Tabelle 12: Gefundene nicht-synonyme bekannte Varianten in MURF 1

Exon | Position in | Aminosaure- homo-/ Anzahl der
SNP ID Allele Codon Proben mit der

cDNA austausch heterozygot )
Variante (%)

5 €.709A>G | Lys237Glu | rs2275950 | A/G | AAA/GAA | heterozygot | 34 (18,5%)
homozygot | 4 (2,2%)

C.805G>A | Glu269Lys | rs61749355 | G/A | GAG/AAG | heterozygot | 3 (1,6%)

Es wurden keine Varianten in den Exons 4, 6, 7, 8 und 9 gefunden. Die Sequenzierungen

waren gut lesbar und ergaben keinen Unterschied zu den Referenzsequenzen.

4.3.3 Sequenzierungsfehler

Es wurde beim Auswerten von Exon 4 eine neue homozygote Variante gefunden. Es handelt
sich um die Position 561 in der cDNA. Da Cytosin durch Thymin ersetzt wurde, bedeutete
das, dass die in Position 187 neutrale Aminosaure Threonin durch die hydrophobe
Aminosdure Isoleucin ausgetauscht wurde. Diese interessante Abweichung konnte aber durch
eine erneute Amplifikation und Forward- und Reverse-Sequenzierung nicht bestatigt werden
(Abb. 15).
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H1Z_4643 Fragment base #1545, Base 154 of 339
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Abbildung 15: Sequenzausschnitt des Chromatogramms im Programm Sequencher 4.10.1 fir MURF 1,
Exon 4. Die nicht-synonyme homozygote neue Variante konnte bei einer erneuten Sequenzierung nicht
bestatigt werden. Es werden untereinander eine Wildtyp-Sequenz, die erste und die zweite Sequenzierung
der Probe angezeigt. Zu beachten ist das schlechte Signal/Hintergrund-Verhaltnis bei der ersten
Sequenzierung der Probe, das offensichtlich zu dem Fehlergebnis gefihrt hat. Die betroffene Base ist

schwarz markiert.

4.4 Gefundene Varianten in MURF 2

Fur die Exons 2, 5, 6, 7, 8, 10 und 11 wurde bei der Sequenzierung der Forward-Primer
verwendet, wobei Exons 6 und 7 als ein Fragment sequenziert werden konnten. Am Beginn
von Exon 3 und 4 war die Sequenz unleserlich. Es wurde deswegen zusétzlich eine weitere
Sequenzierung mit dem Reverse-Primer vorgenommen. Exons 1 und 9 wurden nur anhand
der Reverse Sequenzierung ausgewertet. Aufgrund von der schlechten Qualitat der PCR-
Produkte oder aufgrund von Stérungen des Sequenziergerdts war die Sequenz mancher
Proben nicht auswertbar. Eine erneute Sequenzierung wurde nur fur diese vorgenommen.
Daruiber hinaus gab es auch manche Stellen in der Sequenz vom Exon 5, die bei allen Proben
schwer lesbar waren. Es wurde angenommen, dass es sich um Signalstérungen und
unerwinschtes Rauschen handelt (Abb. 16). Schlieflich kam es zu einer sauberen
Sequenzierung und gut lesbaren Ergebnisse aller Exons in dem Kollektiv von den 92

Patientenproben.
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Abbildung 16: Sequenzausschnitt des Chromatogramms im Programm Sequencher 4.10.1 fir MURF 2,

Exon 5. Die Signalstérungen befinden sich an der gleichen Stelle bei allen ausgewerteten 92 Sequenzen.

Die auffélligen Stellen sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

4.4.1 Synonyme bekannte Varianten

Exon 7

Die gefundene Variante in Exon 7 war auf Position 867 der cDNA, bei der Guanin gegen

Adenin ausgetauscht wurde. Dieser bekannte SNP (rs61738600) ist heterozygot synonym und

andert demzufolge die 289 Aminoséure Serin nicht. Er ist gemaR der Ensembl-Datenbank der

am haufigsten anzutreffende synonyme SNP in MURF 2 mit einer Haufigkeit von 6,6%. In

unserer Kohorte kam er in 10 Proben vor.

Tabelle 13: Alle gefundenen synonymen bekannten Varianten in MURF 2

Anzahl der
Position in | Aminoséure- homo- Proben mit
240 cDNA Austausch SIS AlliEe Caer /heterozygot | der Variante
(%)
7 €.867G>A | Ser289Ser rs61738600 | G/A TCG/TCA | heterozygot 10 (5,4%)



http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Sequencher&action=edit&redlink=1
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4.4.2 Nicht-synonyme bekannte Variante

Exon 3

Die in einer Probe gefundene nicht-synonyme Variante auf Position 418 der cDNA in Exon 3
weckte groRes Interesse, da sie zur Zeit der Durchfiihrung der Versuche in den Datenbanken
nicht zu finden war. Es handelte sich um den Basenaustausch Guanin gegen Adenin und
somit um den Einbau von Lysin statt Glutaminsdure in die Aminosduresequenz. Es wurde
davon ausgegangen, dass diese Variante neu ist und eine potentielle Mutation darstellen
konnte. Durch Reverse-Sequenzierung, erneute PCR und Sequenzierung in beiden
Richtungen konnte die Variante in der Probe bestatigt werden. Zur anschliefenden
Uberpriifung wurde ein Kontrollkollektiv von 358 gesunden Patienten herangezogen. Eine
Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) Analyse konnte nicht durchgefthrt
werden, weil die Variante keine passende Restriktionsschnittstelle &ndert. Folglich erfolgte
die Untersuchung mittels PCR, Sequenzierung und Auswertung der Ergebnisse. Die Variante

konnte in keiner der Kontrollproben gefunden werden.

Kurz vor Fertigstellung der Arbeit stellte sich heraus, dass die Variante in den neuen
Datenbanken zu finden ist und als SNP unter der Nummer rs138811034 beschrieben ist.

Exon 8

Es wurde im Exon 8 ein nicht-synonymer hdufig vorkommender SNP gefunden. Durch einen
heterozygoten Nukleotidaustausch von A>G in der DNA wird auf Aminosdureebene Lysin
durch Arginin ersetzt. Diese bekannte Variante mit der Nummer rs7843605 ist mit einer

Allelfrequenz von 19,3% in den Datenbanken zu finden und trat in 24 Proben auf.

Tabelle 14: Gefundene nicht-synonyme bekannte Varianten in MURF 2

Anzahl der

. . Proben mit
Exon Position in | Aminosaure- SNP ID Allele Codon homo-/ der

cDNA austausch heterozygot .

Variante
(%)

3 c.418G>A | Glul40Lys rs138811034 | G/A GAA/AAA | heterozygot | 1 (0,5%)
8 €.1028A>G | Lys343Arg rs7843605 AIG | AAA/AGA | heterozygot | 24 (13%)

Es wurden keine nicht-synonymen neuen Varianten gefunden. Exons 1, 2, 4, 5, 6, 9, 10
und 11 zeigten keine Auffalligkeiten. Beim Vergleich mit den Referenzsequenzen wurden
keine Varianten gefunden.
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4.4.3 Sequenzierungsfehler

Eine synonyme neue Variante tauchte im Exon 8 auf Position 1203 der cDNA auf. Es
handelte sich nur um eine Probe, bei der Cytosin gegen Thymin ausgetauscht wurde. Diese
Variante konnte aber durch die neuen PCR und Sequenzierungen der Probe nicht bestétigt

werden und wurde als Fehler des Sequenziergeréates interpretiert.

ED8_4624 Fragment base #310. Base 310 of 613
C 1 c caG CcCHEC T G C CAC LC T G
c 1T CCAG C CCTGECTCACLCTCT

/\f\/\/\ /\/\/\m /\M /\/\ /\A

FUZ 3733 Flagn]ent base#BOS Base 309 olS 12
C

C C C F| G G [I C H
f M N £
\ a \ A Al A
P e Fragmeni bass W04 Base 0% o7 511 ‘
C 1T CcCCcaG CHEC T C CAC C T GC T G C
CcC T CCAGTC CCTTGC CAC CTGCTTGTC

Abbildung 17: Sequenzausschnitt des Chromatogramms im Programm Sequencher 4.10.1 fir MURF 2,
Exon 8. Die neue synonyme homozygote Variante konnte bei den wiederholten Sequenzierungen nicht
bestatigt werden. Es werden untereinander eine Wildtyp-Sequenz, die erste und die zweite Sequenzierung

der Probe angezeigt. Die betroffene Base ist schwarz markiert.

45 Gefundene Varianten in MURF 3

Fur die meisten Exons von MURF 3 wurde der Forward-Primer bei der Sequenzierung
verwendet. Es gab bei den Exons 1 und 2 mehrere Proben, die vor allem am Anfang ein sehr
schlechtes  Signal/Hintergrund-Verhéaltnis aufwiesen, so dass auch eine Reverse-
Sequenzierung dieser vorgenommen wurde. Dasselbe galt auch fiir Exon 6, bei dem aber alle
Sequenzierungsergebnissen am Beginn des Fragmentes unleserlich waren. Exon 5 wurde nur

anhand der Reverse-Sequenzierung ausgewertet. Exons 7 und 8 konnten als ein Fragment in
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beiden Richtungen sequenziert werden, wobei Exon 7 anhand der Reverse- und Exon 8
anhand der Forward-Sequenzierung ausgewertet wurde. In einigen Fallen war die Sequenz
mancher Proben unlesbar. Eine erneute Sequenzierung wurde dann nur fir diese
vorgenommen. Daruber hinaus gab es auch manche Stellen in der Sequenz, z. B. im Exon 1,
die bei allen Proben schwer lesbar waren. Es wurde davon ausgegangen, dass es sich um
unerwinschtes Rauschen handelte (Abb. 18). Es konnte eine gut auswertbare Sequenzierung

fiir alle 9 Exons erfolgen.

45.1 Synonyme bekannte Varianten

Exon 1

Es wurde eine synonyme Variante auf Nukleotidposition 159 der cDNA gefunden. Es handelt
sich um Codon 53, bei dem Cytosin durch Thymin ersetzt wurde. Hierbei andert sich die
Aminosdure Asparaginsdure nicht. Der SNP ist bereits bekannt (rs33994928) und mit einer
Hé&ufigkeit von 2,7% anzutreffen. Von den 92 Proben waren 9 betroffen, wobei 8 heterozygot

und nur eine homozygot waren.

= C11_4600 Fragment base #240_Base 240 of 409 =
C C & & G A G T C T T £ CA
C CA AC G RARTIGTCTTTCTCA

Ve
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=3Iy
=~
-3y
3/

A ‘A\A“ “ju

NaE T Tragmeri bace BoTr faes b0 oi T
C & & ¢ G &AW G T C T T C C
C CA AC G ACTGT CTTT LCTCRARGE G TTEG G

Vo

Abbildung 18: Sequenzausschnitt des Chromatogramms im Programm Sequencher 4.10.1 fir MURF 3,
Exon 5. Es werden untereinander eine Wildtyp-Sequenz, ein homozygoter und ein heterozygoter SNP
angezeigt. Die betroffene Base ist schwarz markiert. Zu beachten sind die Signalstérungen, die an gleicher
Stelle bei allen ausgewerteten 92 Sequenzen auftraten; hier am Beispiel von den 3 Proben mit einem Pfeil

gekennzeichnet.


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Sequencher&action=edit&redlink=1
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Tabelle 15: Gefundene synonyme bekannte Varianten in MURF 3
Anzahl der
Position in | Aminosdure- homo- Proben mit
2.0 cDNA austausch S AlEE e /heterozygotie | der Variante
(%)
1 c.159C>T | Asp53Asp rs33994928 | C/T GAC/GAT | heterozygot 8 (4,35%)
homozygot 1 (0,54%)

Es wurden sowohl keine neuen synonymen als auch keine nicht-synonymen Varianten in den

Exons von MURF 3 gefunden. AuRer Exon 1 waren alle anderen Exons (2 bis 9) unaufféllig.
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4.6

Zusammenfassung der Ergebnisse

In der darunterliegenden Tabelle 16 sind die festgestellten Varianten angefiihrt. Die

prozentuale Haufigkeit der auftretenden Veranderung ist angegeben. Dabei handelt es sich

zum einem um den in dem fDCM-Kollektiv im Rahmen dieser Arbeit berechneten Wert und

sowie zum anderen um die in den entsprechenden Datenbanken (dbSNP build 135; Mérz

2012) angegebene Allelfrequenz (minor allele frequency - MAF) in der Bevolkerung. Es ist

ersichtlich, dass alle SNPs bekannt sind und der Grofdteil dieser in der Bevolkerung weit

verbreitet ist.

Tabelle 16: Gefundene Varianten und deren Allelfrequenz in MURF 1, 2 und 3 im Kollektiv von 92

Patienten mit fDCM.

Frequenz des

Frequenz des

Variante e SN selteneren selteneren
Exon und Positionn | Aminosaure Allelsindem | Allelsin der
SNP ID cDNA austausch Patienten- Bevolkerung
kollektiv [%0] | (MAF) [%]
Syn. SNP
MURF1 | 1 rs61760891 €.135G>C Arg45Arg 0,5 0,03
Syn. SNP
2 rs35123100 c.267G>T | Valg9val 6 2,8
Syn. SNP ] )
3 (5144196126 | ¢.375C>T | His125His 11 0,03
Nicht-syn. SNP
5 rs2275950 c.709A>G Lys237Glu 20,7 19,8
rs61749355 €.805G>A Glu269Lys 1,6 0,09
Nicht-syn. SNP
MURF 2 | 3 (5138811034 | C418G>A | Glul40Lys |05 0,03
7 Syn. SNP
rs61738600 c.867G>A Ser289Ser 54 6,6
Nicht-syn. SNP
8 rs7843605 c.1028A>G | Lys343Arg | 13 19,3
Syn. SNP
MURF 3 |1 rs33994928 €.159C>T Asp53Asp 4,9 2,7
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rs2275950
(Lys237Glu)

1561749355
(Glu269Lys)

O OO b
T rs3s123100 T

Is61760801 (Valsoval) rs144196126
(Argd5Arg) (His125His)

Abbildung 19: Uberblick tiber die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Varianten in MURF 1

Nicht-synonyme Varianten sind schwarz hinterlegt, synonyme Varianten - rot.

rs138811034 rs7843605
(Glul40Lys) (Lys343Arg)

5 — 1. 2 358—9 1 | — 3

)

rs61738600
(Ser289Ser)

Abbildung 20: Uberblick tiber die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Varianten in MURF 2

Nicht-synonyme Varianten sind schwarz hinterlegt, synonyme Varianten - rot.

5 1 2 3-@ B 6 iHH 10 — 3
1

1333994928
(Asp33Asp)

Abbildung 21: Uberblick tiber die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Varianten in MURF 2

Die gefundene synonyme Variante ist rot hinterlegt.
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5 Diskussion

5.1 Uberblick

Das Ziel dieser Arbeit war die genetische Analyse der drei Gene MURF 1, MURF 2 und
MURF 3 in einem Kollektiv von 92 Patienten mit fDCM. Dabei sollten alle gefundenen
genetischen Varianten Uberprift werden und daraus Schlussfolgerungen ber eine mogliche

Assoziation der MURFs zu der Erkrankung gezogen werden.

Mutationen in  bestimmten Muskelproteinen gelten als wichtige Ursache fir
Kardiomyopathien. Bisher wurden mehr als 30 Gene entdeckt, die fir die Entwicklung einer
fDCM verantwortlich sind. Es handelt sich um kardiale Proteine, die sich im Sarkomer, im
Zytoskelett, im Zellkern oder auch in der Zellmembran befinden. Auf der Suche nach
weiteren moglichen Krankheitsgenen wurde die Aufmerksamkeit auf die Familie der MURFs
gelegt. RING Proteine im Allgemeinen sind an grundlegenden Prozessen in der Zelle wie
Ubiquitination, Onkogenese, Apoptose, peroxisomalen Biogenese und
Transkriptionsrepression beteiligt. Fur viele von denen wurde bereits bewiesen, dass sie in der
Pathogenese vieler Krankheiten involviert sind.*® Bei den MURFs sind jedoch bis heute keine
Mutationen bekannt, die mit einer Erkrankung verbunden sind. Die drei Proteine sind fir eine
regelhafte Muskelfunktion &ulerst wichtig: sie agieren als Bindeglieder zwischen mehreren
Muskelstoffwechselwegen und sind Schliisselkomponenten bei der Ubiquitinierung, beim
Kerntransport und bei der Genexpression. Mit deren zentraler Rolle bei der Aufrechterhaltung

der Herzmuskelstruktur stellen sie somit interessante neue Kandidatengene fiir eine DCM dar.

5.2 Methoden

Bei der Durchfihrung der genetischen Analyse wurden etablierte, effiziente Methoden
verwendet. Mit Hilfe von PCR und von direkter Sequenzierung konnten alle Exons der 3
Gene der MURF-Familie in den 92 Proben ausgewertet werden. Es war eine schnelle und
erfolgreiche Durchfiihrung der einzelnen Schritte moglich. Alle Fragmente konnten ohne
zusatzliche Optimierungsschritte amplifiziert werden, was anhand der eindeutigen Banden in
der Gelelektrophorese zu beobachten war (siehe dazu Abb. 12 als Beispiel). Die aufgetretene
Problematik mit den positiven Negativkontrollen bei einigen Exons, lieR sich durch die
Bestellung neuer Primer beseitigen. Durch eine Forward- oder Reverse-Sequenzierung oder

durch eine Kombination von beiden kam es schlielRlich zu genauen und gut auswertbaren
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Ergebnissen. Die verwendeten Referenzsequenzen und die genetischen Daten wurden

entsprechenden Datenbanken entnommen (Ensembl; dbSNP).

5.3 Mdogliche Varianten

Es ist wichtig zu unterscheiden, ob eine Verénderung (Variante) in der Sequenz vorliegt und

wenn ja, ob es sich um einen Polymorphismus oder um eine potentielle Mutation handelt.

Der Einzelnukleotid-Polymorphismus oder SNP (SingleNucleotidePolymorphism) entspricht
einem einzelnen Basenaustausch in der DNA, der definitionsgemaR mit einer Haufigkeit
(Allelfrequenz) mehr als 1% in der Population vorkommt. Das menschliche Genom besteht
aus etwa 10 Millionen Polymorphismen, die ungefahr etwa alle 600 bp auftreten.” *® SNPs
stellen somit die haufigsten Genvarianten dar und bilden die Grundlage der interindividuellen
Unterschiede.® Sie kénnen sowohl im kodierenden als auch im nicht-kodierenden Teil der
DNA liegen und entweder synonym oder nicht-synonym sein. Die im kodierenden Bereich
liegenden nicht-synonymen SNPs fiihren zu einem Aminoséureaustausch, der die Struktur
und die Funktion des Proteins beeinflussen kann. Die Gruppe von Sunyaev et al. schatzte,
dass dabei in 20 % der Falle mit einer schadigenden Wirkung auf das Protein zu rechnen ist.*
Der Datensatz zeigt, dass solche SNPs deutlich geringere Allel-Frequenz haben und meist
alleine keine Erkrankung auslosen konnen. So wird mit dem in 2008 gestarteten 1000-
Genome-Projekt erzielt, moglichst alle Variationen des menschlichen Erbguts mit einer
Allelfrequenz des selteneren Allels von > 0.5% zu erfassen. Es wird vermutet, dass Varianten
mit dieser oder geringerer H&ufigkeit eine Bedeutung als Suszeptibilititsfaktoren fiir
Krankheiten haben und zu einer deutlichen Risikoerhéhung bei einzelnen Personen

37, 38,

flhren. F Eine Reihe von Assoziationen von bestimmten Polymorphismen mit

verschiedenen Erkrankungen ist im Laufe der letzten Jahre allerdings festgestellt worden.*

Im Gegenteil zu den SNPs sind Mutationen sehr selten auftretende Genvarianten, die eine
Hé&ufigkeit unter 1% in der Bevolkerung aufweisen. Die Fehler, die sie in der Proteinstruktur
und in den Proteineigenschaften verursachen, reichen alleine aus, um eine vererbte

Erkrankung auszuldsen. Weitere duRere Faktoren spielen dabei eine untergeordnete Rolle.*


http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
http://de.wikipedia.org/wiki/Polymorphismus

Diskussion Seite 42

Abbildung 20 zeigt die moglichen Ergebnisse einer genetischen Analyse.** Eine angemessene
und prazise Interpretation dieser ist von enormer Wichtigkeit, um alle potentiellen Vorteile

genetischer Studien zu nutzen.

nicht assoziiert
Polimorp

eventuell

oziiert mit der

Mutationen eventuell/

wahrscheinlich assoziiert mit

der Erkrankung

Frequenz in der Bevolkerung
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Mutationen *

e

NICHT PATHOGEN Y

PATHOGEN

Abbildung 22: Schematische Darstellung der mdglichen Ergebnisse einer genetischen Analyse. Die
Frequenz in der Bevdlkerung und die Pathogenitat der festgestellten Varianten werden in Betracht

gezogen.
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5.4  Ergebnisse der genetischen Analyse von MURF 1, 2 und 3 und deren Bedeutung

In der Familie der MURFs wurden bisher keine bedeutenden Varianten, die mit Erkrankungen
assoziiert sind, festgestellt. Es wurden keine Mutationen dieser Gene in der Literatur
beschrieben. Deren Funktionen und bedeutender Rolle im Herzmuskelstoffwechsel legen die
Vermutung nahe, dass sie mit fDCM in Verbindung stehen konnen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden die drei Gene in einer gut charakterisierten Kohorte von 92
Patienten mit fDCM auf Varianten hin Uberpruft. Es wurden eine Reihe von bekannten
synonymen und nicht-synonymen SNPs gefunden, die lediglich einen geringeren Anteil aller

in den Datenbanken bereits existierenden MURFs Varianten reprasentieren.

Da die synonymen Varianten keine Veranderung der Aminosdure verursachen und so die
Proteinstruktur nicht andern, sind sie als gutartig zu betrachten. Die 4 gefundenen nicht-
synonymen SNPs fiihren dagegen zu einem Aminoséureaustausch und kénnen somit negative
Auswirkungen auf die Proteine haben. Die MAF flr zwei von diesen ist vom 1000 Genome-
Projekt validiert worden und betrdgt bei Lys237Glu (rs2275950) 19,8% und bei Lys343Arg
(rs7843605) 19,3%. Es handelt sich um sehr hdufige SNPs, die in der Bevolkerung weit
verbreitet auftreten. Die Ubereinstimmung zwischen dem im fDCM Kollektiv ermittelten
Wert (20,7 %) und der MAF beim ersten Fall und die deutlich geringere Verteilung in den 92
Proben (13%) bei dem zweiten schlieRen eine Krankheitsrelevanz fur die fDCM aus.

Im Gegensatz dazu handelt es sich bei den zwei weiteren nicht-synonymen SNPs -
Glu269Lys (rs61749355) und Glul40Lys (rs138811034) — um seltenere Varianten. Im fDCM
Kollektiv sind sie mit einer H&ufigkeit von jeweils 1,6% und von 0,5% zu finden. Bei
beidenVarianten wird statt der saueren Glutaminsaure die basische Aminoséure Lysin in den
Protein eingebaut. Dadurch wird eine Veranderung der Proteinstruktur verursacht, was zu
Storungen der Proteinfunktion fihren kdnnte. Diese Varianten sind jedoch bekannt und treten
in der gesunden Bevdlkerung als SNPs mit einer Allelfrequenz von 0,9% bzw. 0,3% auf. Es
handelt sich folglich um sehr seltene Varianten. Die Vorhersage-Softwares SIFT und
PolyPhen ordnen die voraussichtliche funktionelle Auswirkung beider SNPs auf das Protein
als wahrscheinlich schadigend ein. Im Homologievergleich zeigt der betroffene Bereich
sowohl in den ortologen als auch in den paralogen Sequenzen eine hohe Konservierung. Die
Aminosaureposition 269 in MURF 1 ist dabei sehr hoch konserviert (Tabelle 17 und 18).
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Tabelle 17: Homologievergleich des betroffenen Bereichs in MURF 1. Die Aminosdureposition 269 ist rot

markiert (Variante Glu269Lys)

| Aminosauresequenz
Ortologe
Homo sapiens (Mensch) IQSLDEPGGAT
Pan troglodytes (Schimpanse) IQSLDEPGGAT
Canis lupus (Hund) IQSLDEPGGAI
Bos taurus (Rind) IQSLDEPGGAI
Mus musculus (Maus) IQSLDEPGGAT
Rattus norvegicus (Wanderratte) | IQSLDEPGGAT
Gallus gallus (Huhn) IQAMEETGGAA
Macaca mulatta (Rhesusaffe) IQSLDEPGGAT
Paraloge
MURF 2 IQFMDEPEMAV
MURF 3 IQSMEEPQMAL

Tabelle 18: Homologievergleich des betroffenen Bereichs in MURF 2. Die Aminosaureposition 140 ist rot
markiert (Variante Glu140Lys)

| Aminosauresequenz

Ortologe

Homo sapiens (Mensch) YCLNCEVPTCS
Pan troglodytes (Schimpanse) YCLNCEVPTCS
Canis lupus (Hund) YCLNCEVPTCS
Bos taurus (Rind) YCLNCEVPTCS
Mus musculus (Maus) YCLNCEVPTCS
Rattus norvegicus (Wanderratte) | YCLNCEVPTCS
Gallus gallus (Huhn) YCLNCEIPTCS
Danio rerio (Zebrabarbling) YCVTCSVPTCS
Paraloge

MURF 1 YCLTCEVPTCS
MURF 3 YCLSCEVPTCS

Die hohen Konservierungsgrade und die Daten aus den Vorhersage-Softwares deuten darauf
hin, dass bei Glu269Lys und Glul40Lys wahrscheinlich mit einer schadigenden Auswirkung
auf der Funktion des Proteins zu rechnen ist. Der SNP Glul40Lys trat in einer Probe auf und
war in keiner der untersuchten 358 Kontrollproben zu finden. Die Varianten zeigen in der
fDCM-Gruppe die hochste Allelfrequenz und konnten einen genetischen Faktor bei der
Entwicklung der DCM darstellen. Sie treten zwar hdufiger als Mutationen auf, sind aber sehr
selten vorkommende SNPs, die eine Zwischenstellung nehmen und genetische

Suszeptibilitatsvarianten sein konnten. Beide SNPs stellen Varianten unklarer Signifikanz dar.

Als komplexe heterogene Krankheit mit genetischem Hintergrund ist die fDCM mit mehreren
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hereditdren genetischen und umweltbezogenen Faktoren verbunden. Ein Polymorphismus ist
sicher nicht ausreichend, um die DCM auszulGsen, dieser kdnnte aber z.B. eine schwere oder
leichte Verlaufsform mitbestimmen.”* Im Gegenteil dazu ist eine Mutation allein
krankheitsverursachend. In Abhéngigkeit von deren Genlokalisation, Homo- oder
Heterozygotie, Aminosdureaustausch, Auswirkung auf Calciumsensitivitat der Muskelzelle
und auf Protein-Protein Interaktionen sowie anderen Faktoren bestimmt sie den klinischen
Phanotyp.* Auf Grund der Funktionen von MURF 1, 2 und 3 im Herzmuskel wird vermutet,
dass Mutationen dieser Proteine eine dilatative Kardiomyopathie verursachen koénnten. Die
Ergebnisse der Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit ergaben aber keine solchen
Veranderungen der drei Gene. Folglich weisen die MURFs entweder keine fDCM-
Mutationen auf, oder es handelt sich um sehr seltene Mutationen, die per Zufall im Kollektiv
nicht zu finden waren. Obwohl die untersuchte Kohorte gut charakterisiert war, ist die
Tatsache, dass keine potentielle Mutation gefunden wurde, mit Zuriickhaltung zu
interpretieren. Ein sicherer Ausschluss von einem Kandidaten gerade bei solch einer
Erkrankung wie die fDCM, die sich mit sehr grolRer genetischer Heterogenitét auszeichnet, ist
sehr schwer mdglich. Im Unterschied zu anderen genetischen Erkrankungen wie die zystische
Fibrose, bei der die Mutation AF508 fur ca. 80% der Falle verantwortlich ist, sind selbst die
h&ufigen fDCM-Krankheitsgene wie LMNA, kodierend fir das Protein Lamin A/C, relativ
selten die Ursache der Erkrankung.® Anhand einer Studie von Parks et al. weisen 5,9% der
Proben in einer Kohorte von 324 nicht verwandten Patienten mit IDC/fDCM Mutationen in
diesem Gen auf. * Zu den relativ haufigen fDCM-Krankheitsgenen zahlen ebenso die B-
Myosin-Schwerkette oder das kardiale Troponin I. Dagegen kommt ein Grofteil der
bekannten Mutationen sehr selten vor, so dass man sie auch als ,,privat” bezeichnen kann, d.h.
sie wurden oft nur innerhalb einer Familie gefunden® '* Ein Beispiel dafir ist das
Sarkomerprotein a-Actinin-2. Die Mutation GIn9Arg wurde bisher nur bei einer

siebenjahrigen Patientin identifiziert, die an DCM verstorben ist.*

Solche Beispiele deuten auf die Komplexitat der Analyse von Kandidatengenen fir fDCM
hin. Obwohl in der vorliegenden Arbeit keine Mutationen in der Gen-Familie der MURFs
identifiziert worden sind, ist es durchaus méglich, dass sich in diesen Genen eine aufierst
seltene Mutation verbirgt, die in der untersuchten Kohorte von 92 fDCM-Patienten jedoch

nicht vorkommt.


http://de.wikipedia.org/wiki/%CE%94F508
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55 Ausblick

MURF 1, 2 und 3 sind strukturell sehr &hnliche Proteine mit wichtigen Funktionen bei
Aufbau, Stabilitdt und Energiestoffwechsel der Herzmuskelzelle. Stérungen der MURFs
konnten folglich zu Beeintrachtigungen dieser Funktionen flhren. Es liegt in der bisher
erschienenen Literatur jedoch keine Information zu bedeutenden genetischen Varianten vor,

auch Mutationen wurden nicht beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei der genetischen Analyse der drei Proteine neun
bekannte SNPs gefunden. Vier von diesen waren nicht-synonym, d.h. sie bewirken einen
Aminosdureaustausch und damit eventuell auch eine Verdnderung der Proteinstruktur.
Letzteres konnte meist in Kombination mit anderen genetischen Faktoren einen negativen
Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen. Auf Grund der existierenden Daten zu den
Allelfrequenzen in der Bevolkerung ist fir zwei von denen eine Relevanz fiir die fDCM
unwahrscheinlich. Ein besonderes Augenmerk sollte auf die zwei weiteren sehr selten
vorkommenden SNPs — Glu269Lys in Exon 5 von MURF 1 und Glul40Lys in Exon 3 von
MURF 2 — gelegt werden. Sie stellen Varianten unklarer Signifikanz dar. Es sind weitere
Untersuchung der Zusammenh&nge zwischen den Polymorphismen und dem
Krankheitsverlauf zu empfehlen. Wichtig ist die Analyse groRerer Patienten- und
Kontrollgruppen, was weiterer Aufschluss tber die Haufigkeit und Verteilung der SNPs

geben wirde.

Es wurde zwar bei der vorgenommenen Analyse keine neuen genetischen Varianten
gefunden, was jedoch keinen sicheren Ausschluss der MURFs als fDCM-Krankheitsgene
bedeutet. Es ist durchaus maoglich, dass es sich bei der MURF-Familie um sehr selten
auftretende private Mutationen handelt, woriiber weitere Untersuchungen von gréReren
Patientenkollektiven Aufschluss geben kdnnten. Weiterfuhrende Experimente mit knock-out
Tiermodellen wiirden zum besseren Verstandnis der Bedeutung von MURFs im Hinblick auf

fDCM beitragen. Genetische Analysen im Intronbereich der Gene sind ebenfalls sinnvoll.*

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur genetischen Analyse von MURF 1, 2 und 3 etabliert,
das auch zur Untersuchung der Gene beziglich ihrer Assoziation mit anderen Krankheiten,

z.B. mit der hypertrophen Kardiomyopathie, verwendet werden kann.
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6 Zusammenfassung

Die dilatative Kardiomyopathie ist eine primare Herzmuskelerkrankung, die mit einer
zunehmenden linksventrikularen Erweiterung und einer abnehmenden systolischen Funktion
einhergeht. In 20% bis zu 50% der Félle wird eine familiare Hdufung beobachtet, die sich
durch extreme genetische Heterogenitat auszeichnet. Es sind bis heute mehr als 30 Gene

bekannt, die etwa ein Drittel der fDCM-Falle aufklaren konnten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MURF 1, 2 und 3 als interessante neue Kandidatengene fir
fDCM analysiert. Auf Grund ihrer wichtigen Rolle in der Herzmuskelzelle und ihrer
vielféltigen Funktionen I&sst sich eine Assoziation mit DCM vermuten. Die drei Gene wurden
in einem gut charakterisierten Kollektiv von 92 fDCM Patienten untersucht. Mittels PCR und
direkter Sequenzierung — etablierte sensitive Methoden — war eine erfolgreiche Uberpriifung
aller Exons auf Varianten hin moglich. Zur Kontrollgruppe gehoérten 358 Proben von
herzgesunden Patienten.

Es wurden insgesamt 5 synonyme und 4 nicht-synonyme SNPs gefunden, die alle bereits
bekannt und in den entsprechenden Datenbanken beschrieben sind. Da in der Literatur eine
schadigende Auswirkung von selten vorkommenden nicht-synonymen Polymorphismen auf
den Organismus vermutet wird, stellen sich die Varianten unklarer Signifikanz — Glu269Lys
in Exon 5 von MURF 1 und Glul40Lys in Exon 3 von MURF 2 — als interessant dar. Die
Frage, ob diese SNPs eventuell mit dem Krankheitsverlauf einer fDCM assoziiert sein
konnten, ist nur durch Familienuntersuchungen und Assays zur Funktion der Varianten zu

beantworten.

Die hier durchgefiihrte genetische Analyse hatte zum Hauptziel, neue potentielle Mutationen
zu identifizieren. Sie ergab jedoch keine unbekannte Variante. Dies kann vor allem im
Hinblick auf die Erkrankung fDCM nicht eindeutig interpretiert werden: viele der fur die
DCM ursdchlichen Mutationen haben eine sehr geringe Haufigkeit und konnten zum Teil nur
innerhalb einer Familie gefunden werden. Da es sich bei den MURFs ebenso um sehr seltene
private Mutationen handeln konnte, sind sie nicht sicher als Krankheitsgene auszuschliel3en.
Eine Untersuchung in mehreren und grof3eren Patientenkollektiven kann zur weiteren Klarung
beitragen. Generell sind die Analyse und die Aufklarung weiterer fDCM-Krankheitsgene
wiinschenswert und notwendig. Nur so kann man diese ernsthafte Erkrankung mit hoher
Prévalenz und hdufig letalem Verlauf besser verstehen und somit auch neue Strategien zur

Friherkennung und Therapie entwickeln.
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Tabelle I: Ubersicht der verwendeten Primer, der PCR-Bedingungen und der L&nge des PCR-Produktes und des jeweiligen Exons von MURF 1

. o~ . s Annealing- | Zyklen- PCR- .
Exon Forward-Primer 5°-3 Reverse-Primer 5°-3 TR Sahl Produkt- | Exonlange*
(bp entfernt vom Exon) (bp entfernt vom Exon) R Lange (bp)
e (bp)
1 "GACAAAGGCAAGACCCCCAGGS "GGGTTTCATCACAGGGAAGCCA’ 61 36 309 159 (298)
(83 bp) (45 bp)
2 "GGGGTGGTTCGGATAGGCAG’ "GATGAAGGAGGGGGAAGGAGC’ 65 38 359 173
(100 bp) (65 bp)
3 "TTTAGGGCAGCCAAACACTGA’ "TCCCTCCAGAGAGACTATTCCTGA™ | 62 36 487 169
(192bp) (102 bp)
4 "CAGAGAGGGGAGGGAGGAAGC’ "“TTAGTCCCTCCCCTGCCATCC’ 68 38 342 96
(101 bp) (124 bp)
5 “TCTTCTTCTGTAGTGTGGGGATGT’ "TGGGGAAGCATAACTTGAACC’ 65 38 445 234
(137 bp) (53 bp)
6+7 | GGCTAGGGAATGGCACCAAAT’ "TGTATCTGCCTCCCCATCGG’ 67 38 654 23+ 125
(113 bp) (73 bp)
8 "CCGTCTCTCTCTTGCCTGG’ "GCTGGGGACAGTTCTGAGCG’ 62 38 278 72
(84 bp) (102 bp)
9 "CGGGAGGAATTGGAGTTTGATGT "GCAGCGGTGAGGGTCCTACC 67 38 315 11 (580)
(125 bp) (159 bp)

* Es handelt sich um den Protein- kodierenden Teil des Exons, abziiglich der UTR-Bereiche; in Klammern ist die Lange des
gesamten Exons angegeben.
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Tabelle 11: Ubersicht der verwendeten Primer, der PCR-Bedingungen und der Lange des PCR-Produktes und des jeweiligen Exons von MURF 2

) . . N . o~ Annealing- | Zyklen- PCR- .
Forwarts-Primer 5°-3 Ruckwerts-Primer 5°-3 Produkt- | Exonlange*
Exon temperatur zahl R
(bp entfernt vom Exon) (bp entfernt vom Exon) R Lange (bp)
e (bp)
1 "AATGTCCTCCACCGAGAGAAACG® "AGTGCTGGGACTACAGGCGTGAG’ 63 33 439 168 (394)
(128 bp) (122 bp)
2 "GGACCACTTGCTGAGAAAGCCCT "AAGCATTCAGCGTAGCAACCCAT 70 35 413 173
(152 bp) (65 bp)
3 "TGCCCCAGTGAGAGCTGATGG’ "CCCCAGGAAGGCCCTAAGGTGT 68 38 279 166
(47 bp) (44 bp)
4 "ATGACCAATTCACAGTCGGGG’ "GGAAGTCATAAACCCCCAGGC’ 62 38 229 96
(69 bp) (43 bp)
5 "TTCTTTCCCAGGATAACTAGGTGA" | 'GCACATGGGGTTTATATTTTAGTTG” | 62 38 448 234
(82 bp) (106 bp)
6+7 | TGGCACCAAAGTAACAACCCAAAA™ | '"GCTTTCCTCCCACCCAACTCTTC 62 31 651 23+ 125
(325 bp) (52 bp)
8 "GAGAAAAACTCCCCAGCCTTGAC "GACTTTTCTCCCCGACATGAGG’ 70 38 531 251
(110 bp) (146 bp)
9 "GCTTCTGGAGGGTGGGATGAA’ "GCCTGTTCCAGTGGGACCCTA’ 67 35 507 288
(156 bp) (42 bp)
10 | 'TGTGTGCGGAGGGGCTGTTT "“TTGAGGCGATTGCATTGTGTGAG’ 59 38 420 88
(155 bp) (154 bp)
11 | "GCCTGAACTCCTTTTTCCCAAGA’ "AAGGAGAAGATATGGCGAGCTGG | 67 38 373 11 (122)

(278 bp)

(61 bp)

* Es handelt sich um den Protein- kodierenden Teil des Exons, abziiglich der UTR-Bereiche; in Klammern ist die Lange des
gesamten Exons angegeben.
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Tabelle I11: Ubersicht der verwendeten Primer, der PCR Bedingungen und der Lange des PCR Produktes und des jeweiligen Exons von MURF 3

) . . . . . Annealing- | Zyklen- PCR- .
Forwarts-Primer 5°-3 Ruckwerts-Primer 5°-3 Produkt- | Exonlange*
Exon temperatur zahl -
(bp entfernt vom Exon) (bp entfernt vom Exon) R Lange (bp)
e (bp)
1 "AGCCACAGAAGGGAATCCAGAGG* | "CACCACCCACCTCAGAGAGCACT 62 38 388 168 (438)
(102 bp) (95 bp)
2 "TAGCCCCCAAGCCCTTTCC’ "TGGCTCTGATGGGTTCCTTGG’ 68 38 329 173
(85 bp) (50 bp)
3 "TTGGTGGAGGCTGAAGAGAAGGT" | "ACCCTGTCCTAAGCCCCCATCTC’ 63 38 304 172
(78 bp) (31 bp)
4 "GCCCCACTGCCCACCATTTAC” "GGGAGGCTGAGGTTGCTGTGA’ 70 35 415 126
(146 bp) (121 bp)
5 "TATGGGGGGTGAGGTGGAAGG’ "CCACTCCCAGGACCCCAGAAA’ 68 38 336 96
(112 bp) (107 bp)
6 "AGTACCCTGTGCTTTCCCAGCC’ "GCAAGCAGGTGCAAGAGACAAGA™ | 68 38 404 234
(70 bp) (77 bp)
7+8 | CGCAGGACTGTGGTGAGATTCA’ "GGTGGAGTCCCTGCCTTTACG’ 67 38 436 23+125
(84 bp) (73 bp)
9 "AAATGCTGCGGACCATCGACT’ "GAACAGCGGGTGAGGAGGAAA’ 58 38 442 87
(148 bp) (186 bp)
10 Nicht- kodierendes Exon (533)

* Es handelt sich um den Protein- kodierenden Teil des Exons, abziiglich der UTR-Bereiche; in Klammern ist die Lange des
gesamten Exons angegeben.
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Tabelle 1V: Referenzsequenzen fir MURF 1
(Quelle: Ensembl Datenbank, Transcript ID: ENST00000374272)

Exon

Referenzsequenz

ATGGATTATAAGTCGAGCCTGATCCAGGATGGGAATCCCATGGAGAACTTGGAGAA
GCAGCTGATCTGCCCTATCTGCCTGGAGATGTTTACCAAGCCAGTGGTCATCTTGCC
GTGCCAGCACAACCTGTGCCGGAAGTGTGCCAATGACATCTTCCAG

GCTGCAAATCCCTACTGGACCAGCCGGGGCAGCTCAGTGTCCATGTCTGGAGGCCG
TTTCCGCTGCCCCACCTGCCGCCACGAGGTGATCATGGATCGTCACGGAGTGTACGG
CCTGCAGAGGAACCTGCTGGTGGAGAACATCATCGACATCTACAAACAGGAGTGCT
CCAG

TCGGCCGCTGCAGAAGGGCAGTCACCCCATGTGCAAGGAGCACGAAGATGAGAAA

ATCAACATCTACTGTCTCACGTGTGAGGTGCCCACCTGCTCCATGTGCAAGGTGTTT
GGGATCCACAAGGCCTGCGAGGTGGCCCCATTGCAGAGTGTCTTCCAGGGACAAAA
G

ACTGAACTGAATAACTGTATCTCCATGCTGGTGGCGGGGAATGACCGTGTGCAGAC
CATCATCACTCAGCTGGAGGATTCCCGTCGAGTGACCAAG

GAGAACAGTCACCAGGTAAAGGAAGAGCTGAGCCAGAAGTTTGACACGTTGTATGC
CATCCTGGATGAGAAGAAAAGTGAGTTGCTGCAGCGGATCACGCAGGAGCAGGAG
AAAAAGCTTAGCTTCATCGAGGCCCTCATCCAGCAGTACCAGGAGCAGCTGGACAA
GTCCACAAAGCTGGTGGAAACTGCCATCCAGTCCCTGGACGAGCCTGGGGGAGCCA
CCTTCCTCTTG

(o}

ACTGCCAAGCAACTCATCAAAAG

CATTGTGGAAGCTTCCAAGGGCTGCCAGCTGGGGAAGACAGAGCAGGGCTTTGAGA
ACATGGACTTCTTTACTTTGGATTTAGAGCACATAGCAGACGCCCTGAGAGCCATTG
ACTTTGGGACAG

ATGAGGAAGAGGAAGAATTCATTGAAGAAGAAGATCAGGAAGAGGAAGAGTCCAC
AGAAGGGAAGGAAGAAG

GACACCAGTAA
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Tabelle V: Referenzsequenzen fir MURF 2
(Quelle: Ensembl Datenbank, Transcript ID: ENST00000276573)

Exon Referenzsequenz

1 ATGAGCGCATCTCTGAATTACAAATCTTTTTCCAAAGAGCAGCAGACCATGGATAA
CTTAGAGAAGCAACTCATCTGTCCCATCTGCTTAGAGATGTTCACGAAACCTGTGGT
GATTCTCCCTTGTCAGCACAACCTGTGTAGGAAATGTGCCAGTGATATTTTCCAG

2 GCCTCTAACCCGTATTTGCCCACAAGAGGAGGTACCACCATGGCATCAGGGGGCCG

ATTCCGCTGCCCATCCTGTAGACATGAAGTGGTTTTGGATAGACATGGGGTATATGG
ACTTCAGAGGAACCTGCTGGTGGAAAATATCATTGACATCTACAAGCAGGAGTCCA

CCAG

3 GCCAGAAAAGAAATCCGACCAGCCCATGTGCGAGGAACATGAAGAGGAGCGCATC
AACATCTACTGTCTGAACTGCGAAGTACCCACCTGCTCTCTGTGCAAGGTGTTTGGT
GCACACAAAGACTGCCAGGTGGCTCCCCTCACTCATGTGTTCCAGAGACAGAAG

4 TCTGAGCTCAGTGATGGCATCGCCATCCTCGTGGGCAGCAACGATCGAGTCCAGGG
AGTGATCAGCCAGCTGGAAGACACCTGCAAAACTATCGAG

5 GAATGTTGCAGAAAACAGAAACAAGAGCTTTGTGAGAAGTTTGATTACCTGTATGG
CATTTTGGAGGAGAGGAAGAATGAAATGACCCAAGTCATTACCCGAACCCAAGAG
GAGAAACTGGAACATGTCCGTGCTCTGATCAAAAAGTATTCTGATCATTTGGAGAA
CGTCTCAAAGTTGGTTGAGTCAGGAATTCAGTTTATGGATGAGCCAGAAATGGCAG
TGTTTCTGCAG

6 AATGCCAAAACCCTGCTAAAAAA

7 AATCTCGGAAGCATCAAAGGCATTTCAGATGGAGAAAATAGAACATGGCTATGAGA
ACATGAACCACTTCACAGTCAACCTCAATAGAGAAGAAAAGATAATACGTGAAATT
GACTTTTACAGAG

8 AAGATGAAGATGAAGAAGAAGAAGAAGGCGGAGAAGGAGAAAAAGAAGGAGAAG
GAGAAGTGGGAGGAGAAGCAGTAGAAGTGGAAGAGGTAGAAAATGTTCAAACAGA
GTTTCCAGGAGAAGATGAAAACCCAGAAAAAGCTTCAGAGCTCTCTCAGGTGGAGC
TGCAGGCTGCCCCTGGGGCACTTCCAGTTTCCTCTCCAGAGCCACCTCCAGCCCTGC
CACCTGCTGCGGATGCCCCTGTGACACAG

9 GGGGAGGTTGTACCCACTGGCTCTGAGCAGACCACAGAGTCTGAAACTCCAGTCCC
TGCAGCAGCAGAAACTGCGGATCCCTTGTTTTACCCTAGTTGGTATAAAGGCCAAA
CCCGGAAAGCCACCACCAACCCACCTTGCACCCCAGGGAGCGAAGGTCTGGGGCA
AATAGGGCCTCCAGGTTCTGAGGATTCGAATGTACGGAAGGCAGAAGTGGCAGCAG
CCGCAGCGAGTGAGAGGGCAGCTGTGAGTGGTAAGGAAACTAGTGCACCTGCAGCT
ACTTCTCAG

10 GAGTTAGTAATCTGCCTAGCGCTTTTGGCTTTTCTTATTCTTCACTACATCTGGAGTC
AGATTCAGTGCTTGATTTTTACTTTAATGG

11 ATTGGATTTGA
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Tabelle VI: Referenzsequenzen fir MURF 3
(Quelle: Ensembl Datenbank, Transcript ID: ENST00000296098)

Exon

Referenzsequenz

ATGAACTTCACAGTGGGTTTCAAGCCGCTGCTAGGGGATGCACACAGCATGGACAA
CCTGGAGAAGCAGCTCATCTGCCCCATCTGCCTGGAGATGTTCTCCAAACCAGTGGT
GATCCTGCCCTGCCAACACAACCTGTGCCGCAAATGTGCCAACGACGTCTTCCAG

GCCTCGAATCCTCTATGGCAGTCCCGGGGCTCCACCACTGTGTCTTCAGGAGGCCGT
TTCCGCTGCCCATCGTGCAGGCATGAGGTTGTCCTGGACAGACACGGTGTCTACGGC
CTGCAGCGAAACCTGCTAGTGGAGAACATTATCGACATTTACAAGCAGGAGTCATC
CAG

GCCGCTGCACTCCAAGGCTGAGCAGCACCTCATGTGCGAGGAGCATGAAGAAGAG
AAGATCAATATTTACTGCCTGAGCTGTGAGGTGCCCACCTGCTCTCTCTGCAAGGTC
TTCGGTGCCCACAAGGACTGTGAGGTGGCCCCACTGCCCACCATTTACAAACGCCA
GAAG

AAACAGGATCTCACTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACAAACACAACTTA
CTGCAGCCTTGATCTCCCGAGCTCAAGTGATCCTCCCATCTTAGCCTCGCAGAACAC
TAAGATTATAGAT

AGTGAGCTCAGCGATGGCATCGCGATGCTGGTGGCAGGCAATGACCGCGTGCAAGC
AGTGATCACACAGATGGAGGAGGTGTGCCAGACTATCGAG

GACAATAGCCGGAGGCAGAAGCAGTTGTTAAACCAGAGGTTTGAGAGCCTGTGCGC
AGTGCTGGAGGAGCGCAAGGGTGAGCTGCTGCAGGCGCTGGCCCGGGAGCAAGAG
GAGAAGCTGCAGCGCGTCCGCGGCCTCATCCGTCAGTATGGCGACCACCTGGAGGC
CTCCTCTAAGCTGGTGGAGTCTGCCATCCAGTCCATGGAAGAGCCACAAATGGCGC
TGTATCTCCAG

CAGGCCAAGGAGCTGATCAATAA

GGTCGGGGCCATGTCGAAGGTGGAGCTGGCAGGGCGGCCGGAGCCAGGCTATGAG
AGCATGGAGCAATTCACCGTAAGGGTGGAGCACGTGGCCGAAATGCTGCGGACCAT
CGACTTCCAGCCAG

GCGCTTCCGGGGAGGAAGAGGAGGTGGCCCCAGACGGAGAGGAGGGCAGCGCGGEG
GCCGGAGGAAGAGCGGCCGGATGGGCCTTAA
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