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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Kardiomyopathien
1.1.1 Definition und Klassifikation

Seit der ersten Definition der International Society and Federation of Cardiology der World
Health Organisation im Jahr 1980, in der Kardiomyopathien (KM) als “heart muscle diseases
of unknown cause” [WHO/ ISFC 1980, S.1| bezeichnet wurden, sind durch diagnostische
und molekulargenetische Fortschritte grundlegende Erkenntnisse gewonnen worden. KM sind
eine sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen, wodurch es Unstimmigkeiten {iber eine
einheitliche Definition, Klassifikation und den Ein- und Ausschluss bestimmter Erkrankungen
gibt. Die Definition der European Society of Cardiology (ESC) soll hier als ein Beispiel dienen:
“myocardial disorder in which the heart muscle is structurally and functionally abnormal, in
the absence of coronary artery disease, hypertension, valvular disease and congenital heart
disease” [Elliot 2007, S.2|. Klinisch stellt sich dies meist durch eine Dilatation und/oder
Hypertrophie des Herzens und ein remodeling der Kardiomyozyten dar. Zu den Folgen zédhlen
Herzinsuffizienz, Arrhythmien, bis hin zum pl&tzlichen Herztod. Die Ursachen sind noch
nicht bis ins Detail geklart, weswegen die Erfassung genetischer Grundlagen gegenwirtig
Bestandteil zahlreicher Forschungen ist [Pankuweit 2008, Maron 2006].

Im Folgenden werden die zwei wichtigsten Klassifikationsschemata kurz vorgestellt. Die Klas-
sifikation der ESC, welche in erster Linie auf morphologischen und funktionellen Gesichts-
punkten beruht, ist fiir die klinische Praxis besonders wichtig. Es wird zwischen Hypertropher-
(HCM), Dilatativer- (DCM), Arrhythmogener rechtsventrikuldrer- (ARVC), Restriktiver-
(RCM) und nicht-klassifizierbarer KM unterschieden. Danach erfolgt jeweils die Untertei-
lung in familidr/genetisch und nicht-familifir /nicht-genetisch. Familidr bedeutet, dass es
mehr als ein betroffenes Familienmitglied gibt, dass ein weiteres Familienmitglied die glei-
che Mutation tragt oder eine de novo Mutation mit der Moglichkeit zur Vererbung vorliegt
[Elliot 2007, Elliot 2008]. Durch gemischte Phianotypen, wie RCM mit hypertrophen Antei-
len, oder flieRenden Ubergingen einzelner Subtypen, z.B. ein hypertrophes Herz, das sekun-
dér dilatiert, ist eine klare Zuteilung nicht immer moglich [Elliot 2007, Maron 2008/1]. Die
American Heart Association (AHA) publizierte 2006 eine neue Klassifikation (Abb. 1.1), de-
ren Schwerpunkt auf den molekularbiologischen Erkenntnissen liegt. Unterschieden werden:

Primére KM, die nur oder hauptsichlich das Myokard betreffen und sekundire KM, deren
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1.1 Kardiomyopathien 1 FEINLEITUNG

pathologische Myokardveréinderung Teil einer systemischen Erkrankung ist, z.B. Amyloidose,

Morbus Fabry, Sarkoidose oder Diabetes mellitus [Maron 2006, Pankuweit 2008].

Primdre Kardiomyopathien Sekunddre Kardiomyopathien
(vorwiegend das Herz betreffend) (Auswirkung systemischer Erkrankungen)

|

* HIM « (M « Inflammatorisch o i ;

« ARVC/D «RCM « Peripartum - Hibetes melltus
* LVNC (nicht-hypertrophiert « Tachykardie-indiziert « M.Fabry

* Glykogenspeicherkrankheiten und nicht-dilatiert) « Kinder von Muttern mit . Hﬁ]erfhyreose

. UDEF[EHUHQSSTGFUHQ insulinpflichtigem Diabetes « Rheumatoide Arthritis
« Mitochondriale Myopathien « Drogen, Medikamente

« lonenkanalerkrankung (LQTS,
Bruguda, SQTS, CVPT, Asian SUNDS)
J

J

Abbildung 1.1: AHA-Klassifikation der Kardiomyopathien. Modifiziert nach [Maron 2006].

Die Linksventrikulidre Non-Compaction Kardiomyopathie (LVNC) gilt hier nicht als unklas-
sifiziert, sondern z&hlt zu den genetisch bedingten KM [Pankuweit 2008, Maron 2006]. Myo-
kardiale Verdnderungen, wie Hypertonie, Herzklappenerkrankungen, angeborene Herzfehler
oder Koronarsklerose, die zum Teil als ischdmische KM bezeichnet wurden, gehoren weder
zur AHA- noch zur ESC-Klassifikation [Elliot 2008, Maron 2006, Maron 2008/1]. Kiinftiges
Ziel ist die Schaffung einheitlicher diagnostischer Richtlinien und die Implementierung gene-
tischer Untersuchungen in die Klinik [Pankuweit 2008]. Die vorliegende Arbeit beschéftigt
sich mit den genetischen Ursachen der KM, speziell wurden Patienten mit HCM und Patien-
ten mit LVNC auf Mutationen im Lamin A/C-Gen, einem der héufigsten Gene fiir familiéire

DCM (fDCM), untersucht. Die folgenden Abschnitte geben einen Einblick in die Literatur.

1.1.2 Hypertrophe Kardiomyopathie

Definition und Klassifikation Die HCM ist mit einer Privalenz von 1:500 die haufigste
genetisch bedingte kardiovaskuldre Erkrankung [Maron 2008/2]. In Deutschland entspricht
dies einer theoretischen Anzahl von 164.620 Betroffenen. Sie ist gekennzeichnet durch ei-
ne meist asymmetrische Verdickung des ventrikuldren Myokards. Haufig sind das Ventri-
kelseptum und der linke Ventrikel betroffen. Die Hypertrophie entsteht ohne den Einfluss
einer Druckbelastung, wie bei einer Aortenstenose, Hypertonie, Sport oder Hyperthyreose
|[Everett 2005, Maron 2008/2, Semsarian 2007|. Zudem gibt es typische histologische Verén-
derungen, bestehend aus der Hypertrophie einzelner Myozyten, einer Unordnung der Myo-
fibrozyten (disarray) und einer interstitiellen Fibrose [Semsarian 2007]. Abbildung 1.2 stellt

ein gesundes und ein hypertrophes Herz gegeniiber. Die internationale Klassifikation der
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Krankheiten unterscheidet zwischen Hypertrophischer obstruktiver KM (Kapitel IX; Grup-
pe 142.1) und Hypertrophischer nichtobstruktiver KM (Kapitel IX; Gruppe 142.2) [ICD-10].

Abbildung 1.2: Makro- (A) mikroskopische (B) Gegeniiberstellung eines gesunden und eines hypertropen
Herzens (B, D). Deutlich ist die Hypertrophie des interventrikuléren Septums (x) und der linken Ventrikel-
wand (*). (D) Disarray der Kardiomyozyten mit interzelluldrer Fibrose (Aufhellungen) [Ahmad 2005].

Genetische Atiologie und mogliche Pathomechanismen HCM ist die erste kar-
diovaskulidre Erkrankung in der eine primér genetische Ursache festgestellt werden konnte
|Geisterfer-Lowrance 1900]. Seither konnten iiber 450 Mutationen [Keren 2008] in 27 ver-
schiedenen Genen identifiziert werden, die fiir Sarkomerproteine, Sarkomer assoziierte Gene
und Proteine des kardialen Calciumstoffwechsels kodieren [Bos 2009]. Aus diesem Grund
wird HCM auch als Sarkomererkrankung bezeichnet. Typisch fiir die HCM ist, dass die
meisten Familien ihre eigene “private” Mutation tragen [McKenna 2012].

Die Erkrankung folgt einem autosomal-dominanten Erbgang [Elliot 2012, McKenna 2012].
Ungefahr 70 % der Mutationen befinden sich in den Genen der $#-Myosin schweren Ket-
te (MYHT7) und des Myosin-bindenden Proteins C (MYBPC3), den zwei bedeutendsten
HCM Krankheitsgenen [Kelly 2009, McKenna 2012]. Eine ausfiihrliche Ubersicht der HOM-
Krankheitsgene, deren Haufigkeit und vorrangig assoziiertem Phénotyp gibt Tabelle 29 im
Anhang. Bei Patienten ohne feststellbare Mutation (50 % [Alcalai 2008]) wird von einem De-
fizit der aktuellen Analysemethoden oder einer Mutation in einem bisher nicht identifizierten
Krankheitsgen ausgegangen [Keren 2008]. In den letzten Jahren gab es eine Reihe anderer
Gene, die falschlicher Weise als HCM-Krankheitsgene deklariert wurden, da ihre Mutation
ebenfalls zur Hypertrophie des Herzmuskels fiihren kann. Diese Phénokopien sind Bestandteil
komplexer Stoffwechselerkrankungen mit Multiorganbeteiligung, z.B. dem Noonan’s Syn-
drom oder Glykogenspeichererkrankungen Typ IT und IIT [Bos 2009, Keren 2008|. Trotz der
typischen inter- und intrafamilidren Heterogenitdt beziiglich des Phanotyps, des Verlauf und

der Penetranz lassen einige Genmutationen Aussagen iiber diese Parameter zu. Beispielswei-
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1.1 Kardiomyopathien 1 FEINLEITUNG

se sind Mutationen im MYH7-Gen insgesamt mit einer méafigen bis schweren Hypertrophie
und einer hohen und frithen Penetranz assoziiert. Patienten mit Mutationen im TNNT2-Gen
haben oft nur eine méfige LV-Hypertrophie (13-20 mm), versterben aber hdufiger an einem
plotzlichen Herztod als Patienten mit MYH7-Mutation. Trotz dieser Korrelationen gibt es
auch bei Patienten mit ein und derselben Mutation extreme klinische Variationen. Die indi-
viduelle Ausprigung wird zusétzlich durch den Lebensstil, Umwelteinfliisse, modifizierende
Gene und verschiedene Polymorphismen beeinflusst [Keren 2008, McKenna 2012].

Auch die Anzahl an Mutationen beeinflusst den Verlauf der Erkrankung. So tragen ca. 5 %
der Patienten zwei Mutationen. Sie zeichnen sich durch eine schwerere LV-Hypertrophie,
einen fritheren Beginn und eine hohere Inzidenz an plotzlichem Herztod aus. Es wird zwischen
Homozygoten - Befall zweier Allele, compound Heterozygoten - zwei verschiedene Mutatio-
nen innerhalb eines Gens und doppelten Heterozygoten - Verdnderungen zwei verschiedener
Gene, unterschieden [Kelly 2009, McKenna 2012]. Die préazisen Pathomechanismen, die letzt-
endlich zur Hypertrophie fiihren, sind nicht geklart. Zu den wichtigsten Theorien gehoren die
Entstehung eines poison peptid mit dominant-negativer Wirkung gegeniiber dem Wildtyppro-
tein und die Entstehung eines haploinsuffizienten Proteins, durch den Funktionsverlust eines
Allels. Die Mehrzahl der Mutationen sind missense-Mutationen [Alcalai 2008, Keren 2008|.
Tierversuche zeigen kontroverse Ergebnisse hinsichtlich Verdnderungen des Aktinfilament-
gleiten durch MYH7-Mutationen und der daraus resultierenden Hypertrophie [Sata 1996,
Tyska 2000]. Die derzeitige Forschung arbeitet intensiv an der Aufdeckung der Pathome-
chanismen, der Identifikation neuer HCM-Gene und modifizierender Faktoren der Genex-
pression. Die Storung der Calciumhomdostase zwischen Sarkomer und sarkoplasmatischem
Retikulum scheint dabei eine grofse Rolle zu spielen [Ahmad 2005|. Ebenfalls diskutiert, wird
die Hoch- bzw. Runterregulation anderer Gene durch die verschiedenen Mutationen, die dann
wiederum die unterschiedlichen KM zur Folge haben. Die genetische Analyse wiirde erhebli-
che prognostische Vorteile bieten, vor allem zur Identifikation von Hochrisikopatienten und

bisher asymptomatischen Familienmitgliedern [Keren 2008, McKenna 2012].

Klinischer Verlauf und Diagnostik der HCM Die klinische Présentation und der
zeitliche Verlauf einer HCM sind sehr variabel. Typische Symptome sind Herzinsuffizienz-
zeichen, synkopale und prasynkopale Episoden, sowie Palpitationen und Angina pectoris
(AP), dhnlich einem akuten Myokardinfarkt [Maron 2008/2, Semsarian 2007]. Neben einer

ausfiihrlichen Anamnese und korperlichen Untersuchung, gehoren zur Diagnostik ein 12-
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1 EINLEITUNG 1.1 Kardiomyopathien

Kanal Elektrokardiogramm (EKG) und ein Echokardiogramm. Definitionsgeméf liegt eine
Hypertrophie ab einer LV-Wanddicke von > 13mm vor [Elliot 2012, Semsarian 2007|. Ziel
zukiinftiger Diagnostik ist die umfangreiche genetische Untersuchung. Leider ist dies derzeit
aufgrund finanzieller und logistischer Probleme nicht moglich [Keren 2008|.

Wihrend einige Betroffene keinerlei Einschrankung der Lebensqualitit und -erwartung er-
fahren, fithrt die Erkrankung bei anderen sogar zum Tod. Haufige Auswirkung sind Herzin-
suffizienz, Arrhythmien und thromboembolische Komplikationen. Die Mortalitdtsrate liegt
bei 1 %, bei Kindern und HOCM-Patienten bei 2 % [Maron 2008/2, Roberts 2005]|. Haupt-
verantwortlich dafiir sind folgende Ursachen: plotzlicher Herztod, ausgelost durch ventri-
kuldre Arrhythmien; Herzinsuffizienz aufgrund stetigen Vorhofflimmerns und Schlaganfall
infolge von paroxysmalem oder permanentem Vorhofflimmern [Hagége 2009]. In 5-10 % fin-
det ein remodeling der LV-Herzmuskulatur, mit daraus resultierender Dilatation, Verschmé-
lerung der Ventrikelwand und systolischer Dysfunktion, das Endstadium der HCM, statt
[Keren 2008, McKenna 2012]. HCM ist zudem die hiufigste Ursache eines plotzlichen Herz-
tods bei jungen Menschen bis zum 35. Lebensjahr. Bei 75 % der Betroffenen ist der plotzliche
Herztod die erste klinische Erscheinungsform [Hagége 2009, Semsarian 2007]. Risikofaktoren
sind eine positive Familienanamnese, eine LV-Hypertrophie (> 30 mm), paroxysmale ven-
trikuldre Tachykardien (> 120 Schlige/min), unbegriindbare Synkopen oder Prasynkopen
und ein inaddquater Blutdruckanstieg bei Bewegung (< 25 mmHg). Betroffenen wird ein
implantierbarer Kardioverter-Defibrillator (ICD) empfohlen [Hagége 2009, Maron 2008/2].
Therapeutisch stehen die medikamentose Therapie der Herzinsuffizienz und der Ausflusstrak-
tobstruktion im Vordergrund. Bei unzureichender medikamentdser Therapie, stehen invasive
Behandlungsmoglichkeiten, z.B. die Implantation eines Herzschrittmachers, die transkorona-
re Alkoholablation des hypertrophen Septums oder die gezielte Myektomie, zur Verfiigung.
Ultima Ratio ist die Herztransplantation. Die Hoffnung liegt jedoch auf einer zukiinftigen

Gentherapie und einer umfassenderen genetischen Diagnostik [Hagége 2009].

1.1.3 Linksventrikulire Non-Compaction Kardiomyopathie

Definition, Charakteristika und Klassifikation Die LVNC wurde erstmals 1984 durch
Engberding und Bender beschrieben |[Engberding 1984]. Charakteristische Merkmale sind
ein “schwammartiges” Myokard und eine prominente Trabekularisierung des linken Ventri-

kels. Die Trabekel sind von tiefen intertrabekuldren Recessus durchzogen, welche mit der

5



1.1 Kardiomyopathien 1 FEINLEITUNG

Ventrikelh6hle, aber nicht mit den Koronararterien, in Verbindung stehen [Connolly 2011,
Wienecke 2005]. Sie verleihen dem Myokard die typische, differentialdiagnostisch wichti-
ge, zweischichtige Optik, bestehend aus einer kompaktierten epikardialen- und einer nicht-
kompaktierten endokardialen Schicht. Die haufigsten Lokalisationen der Hypertrabekula-
risierung sind der Apex und die mittlere laterale Wand des linken Ventrikels. Das Myo-
kard neigt zudem zu hypokinetischen Wandbewegungsstorungen [Jenni 2001, Petersen 2005,
Sarma 2010|. Je nach Definition und Prézision der Diagnostik liegt die Privalenz der LVNC
bei 0.014 % [Connolly 2011, Oechslin 2000] bis 15,8 % [Belanger 2008]. Aufgrund fehlender
diagnostischer Richtlinien und mangelnder Kenntnis gilt die LVNC als unterdiagnostizierte
Erkrankung |Stollberger 2002|. Teilweise wird der Begriff Linksventrikulére Hypertrabeku-
larisierung bevorzugt, weil Non-Compaction suggeriert, dass der genaue Pathomechanismus

bekannt ist [Finsterer 2009, Stollberger 2002]. Abbildung 1.3 zeigt die typischen Merkmale.

Abbildung 1.3: (A) Humanes Sektionspriperat eines Herzens mit LVNC. Kompaktierte epikardiale-(x) und
nicht-kompaktierte endokardiale Schicht(*). (B) Echokardiografischer Vierkammerblick. Diinne epikardiale
Schicht (1) und ausgeprigte Trabekularisierung der endokardialen Schicht mit tiefen intratrabekuldren Reces-
sus(»). LA=linkes Atrium; LV=Ilinker Ventrikel; RA=rechtes Atrium; RV=rechter Ventrikel [Oechslin 2000].

Pathogenetische Erklirungsmodelle und genetische Atiologie Zur Pathogenese der
LVNC gibt es verschiedene Anséitze. Die Non-Compaction-Hypothese, die am haufigsten pu-
blizierte Theorie, beschreibt einen primédren Pathomechanismus. Bei den betroffenen Pati-
enten kommt es zum Ausbleiben der Kompaktierung in dem fetal kréftig trabekularisierten
Myokard [Captur 2010, Finsterer 2009]. Die Kompaktierung verlduft normal von der Ba-
sis zum Apex, vom Epi- zum Endokard und vom Septum zur lateralen Wand, was die
bevorzugte Lokalisation der LVNC erklart [Petersen 2005]. Die Kompensationshypothese,
ebenfalls ein priméirer Pathomechanismus, besagt, dass es durch einen priméren genetischen
Defekt zu funktionellen oder morphologischen Stérungen des Myokards kommt. Die Hy-
pertrabekularisierung stellt einen sekundidren Anpassungsmechanismus auf diese Fehlent-

wicklung dar [Finsterer 2009]. Zu den Theorien der sekundéiren Pathomechanismen gehoren
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1 EINLEITUNG 1.1 Kardiomyopathien

die hdmodynamisch-ischdmische - und die Myokarditis Hypothese, in welchen die Hyper-
trabekularisierung auch als Anpassungsreaktion an das geschidigte Myokard gesehen wird
|[Finsterer 2009].

Uber einen moglichen genetischen Ursprung der Erkrankung lisst sich bisher aufgrund der
geringen Fallzahl und uneinheitlichen diagnostischen Richtlinien keine eindeutige Aussage
treffen. Jedoch wird davon ausgegangen, dass mindestens 50 % genetischen Ursprungs sind
[Captur 2010]. Wie bei anderen KM scheint die Genetik der LVNC sehr heterogen zu sein.
Es wurden bisher sowohl autosomal-dominante, autosomal-rezessive sowie X-chromosomale
Erbgénge beschrieben [Bleyl 1997, Finsterer 2009, Klaassen 2008, Wienecke 2005]. Die sinn-
vollste Einteilung scheint die Differenzierung zwischen isolierter LVNC und LVNC gekoppelt
mit anderen genetischen Erkrankungen. Zu den bisher gefundenen genetischen Ursachen
einer isolierten LVNC gehoren z.B. LMNA-Mutationen. In einer Familie, in der der Va-
ter und ein Sohn an einer DCM litten, zeigte ein weiterer Sohn eine isolierte LVNC. Alle
trugen die LMNA-Mutation R190W |[Hermida-Prieto 2004|. 2008 veréffentlichten Klaassen
et al eine Studie in der 63 Patienten mit isolierter LVNC auf Sarkomermutationen unter-
sucht wurden. Elf Patienten wiesen eine Mutation auf. Darunter waren sieben MYHT7-, eine
ACTC- und eine TNNT2-Mutation [Klaassen 2008|. Insgesamt konnte bisher fiir neun ver-
schiedene Gene eine Assoziation zur isolierten LVNC nachgewiesen werden: LBD3 (LIM bin-
dende Doméne 3), DTNA (o-Dystrobrevin), TAZ (Tafazzin), LMNA (Lamin A/C), MYH7
(B-Myosin schwere Kette), ACTC (o-Kardiales Aktin), TNNT2 (Kardiales Troponin T),
SCN5A (Protein des Natriumkanals), TPM1 (Tropomyosin 1). LVNC tritt hiufig zusam-
men mit anderen genetischen Erkrankungen auf, welche Ausdruck der grofen genetischen
Heterogenitét sind. Zu den hiufigsten zidhlen neuromuskulidre Erkrankungen, wie das Barth-
Syndrom [Bleyl 1997|, mitochrondriale Erkrankungen |Finsterer 2009 und andere KM, wie
der Fall eines 26-jahrigen Mannes der echokardiographische Merkmale einer HCM und ei-
ner LVNC zeigte [Kelley-Hedgepeth 2009]. Pauli et al veroffentlichten den Fall eines 7 1/2-
jéhrigen Madchens mit LVNC in Kombination mit einem Vorhofseptumdefekt und einer
DCM [Pauli 1999]. Zur Aufklirung der Pathogenese ist eine griindliche Diagnostik einschliefs-

lich genetischer Untersuchung aller Patienten und der Verwandten ersten Grades wichtig.

Klinische Prasentation und Diagnostik der LVINC Der Verlauf ist sehr variabel.
Der Zeitpunkt der Diagnose reicht von prénatal bis ins hohe Alter und die Symptomspan-

ne erstreckt sich von Symptomfreiheit bis hin zu Dyspnoe, AP, Palpitationen und Synko-
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1.1 Kardiomyopathien 1 FEINLEITUNG

pe [Captur 2010|. Die Mehrzahl der Patienten leiden an schwerwiegenden Folgen, vor allem
Herzinsuffizienz. In einer Studie mit 34 NC-Patienten zeigten 65 % eine Herzinsuffizienz NY-
HA I/ II und in 35 % sogar NYHA III/ IV |Oechslin 2000|. Durch ventrikuldre Arrhythmien
und Thrombenbildung in den Recessus kann es zu zerebralen und pulmonalen Embolien kom-
men. In diesem Fall wird eine Dauertherapie mit oralen Antikoagulantien notwendig. Des
Weiteren konnen todliche ventrikuldre Arrhythmien auftreten [Captur 2010, Sarma 2010].
Asymptomatischen Patienten wird keine Therapie, jedoch eine regelmibige Kontrolle emp-
fohlen. Ist eine Herzinsuffizienz vorhanden, erfolgt die stadiengerechte Therapie entsprechend
den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie. Eine therapierefraktére Herzin-
suffizienz NYHA III/ IV (EF < 35 %) oder permanente Arrhythmien, erfordern die Implan-
tation eines ICD. Ultima ratio ist die Herztransplantation [Sarma 2010]. Bis heute gibt es
keine einheitlichen diagnostischen Richtlinien. Die ersten Kriterien von Chin et al besagen ei-
ne enddiastolische echokardiographische Messung des Abstandes zwischen Epikard und dem
tiefsten Punkt des intertrabekuliren Recessus (X) und des Abstandes zwischen Epikard und
Trabekelspitze (Y) im apikalen Vierkammerblick. Eine Ratio X/Y < 0.5 gilt als signifikant
fiir eine LVNC [Captur 2010, Chin 1990]. Zur Rekrutierung der NC-Patienten in der vorlie-
genden Arbeit, wurden die Kriterien von Jenni et al verwendet. Wéhrend der Endsystole
werden echokardiographisch die Durchmesser der nicht-kompaktierten endokardialen (NC)
und der kompaktierten epikardialen Schicht (C), an der Stelle der stirksten LV Wandverdi-
ckung, gemessen. Eine LVNC besteht ab einer Ratio NC/C > 2 bei Erwachsenen und > 1,4
bei Kindern [Captur 2010, Jenni 2001]. Abbildung 1.4 stellt beide Kriterien gegeniiber. Des
Weiteren gibt es Definitionen anhand gemessener Werte im kardialen Magnetic Resonance

Imaging [Petersen 2005| oder der Anzahl signifikanter Trabekel [Stollberger 2002].

Y Tiefster Punkt des
X =t intertrabekuléren
Recessus

Intertrabekuldrer

/Recessus

Gl i /Trabeke\spi‘cze

+ ¥ Epikard

C+—

Abbildung 1.4: Diagnostik der LVNC. Chin et al: Verhéltnis zwischen dem Abstand des Epikards zum
tiefsten Punkt des Recusses (X) und dem Abstand des Epikards zur Trabekelspitze (Y). Jenni et al:
Verhéltnis zwischen der Dicke der nicht-kompaktierten (N) und kompaktierten Schicht (C). Modifiziert
nach[Captur 2010]
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1.1.4 Familidre dilatative Kardiomyopathie und deren genetische Ursachen

Die DCM ist mit 60 % die hiufigste Kardiomyopathie weltweit [Malhotra 2009]. Thre Préiva-
lenz betriagt 1:2500 [Jefferies 2010|. Charakteristisch ist die Dilatation und die daraus fol-
gende systolische Dysfunktion des linken Ventrikels, aufgrund dessen die Patienten an Ar-
rhythmien und zunehmender Herzinsuffizienz leiden. Sie besitzen ein hohes Risiko fiir einen
plotzlichen Herztod und thromboembolische Komplikationen. Durch ihren progressiven Ver-
lauf hat die DCM eine sehr hohe Morbiditidt und Mortalitdt. Die Therapie besteht aus
rein symptomatischen Behandlungskonzepten unabhingig von der Atiologie [Jefferies 2010,
Malhotra 2009, Richardson 1996|. Die vielfiltigen Ursachen werden in primére und sekun-
dére, wie Drogen, Medikamente und Schwangerschaft eingeteilt. Primére Ursachen sind ge-
netische, gemischte und erworbene, z.B. Myokarditis. Fortschritte der genetischen Screening-
methoden liefen den Anteil der familidren DCM (fDCM) je nach Studie von 1 % auf 20-50 %
der ideopathischen DCM Fille steigen. Die Vererbung ist iiberwiegend autosomal-dominant
[Hershberger 2009, Jefferies 2010, Taylor 2006]. In Analogie zu den anderen KM ist die fD-
CM trotz des charakteristischen Phianotyps sehr heterogen. Bisher wurden iiber 40 Gene mit
zahlreichen unterschiedlichen Mutationen identifiziert. Die Mehrzahl der Gene lésst sich be-
stimmten Zellkompartimenten zuordnen (Abb. 1.5) [Dellefave 2010]. Ahnlich wie bei HCM
spielen Mutationen in Genen verschiedener Sarkomerproteine eine wichtige Rolle. Sie sind
fiir 25 % der iDCM und 10 % der f{DCM verantwortlich. Charakteristisch ist die starke intra-
und interfamilifire Variabilitat des Verlaufs und der Penetranz |Dellefave 2010]. LMNA ist
mit einer Prévalenz von 5-8 % der fDCM [Dellefave 2010] und bis 30 % der iDCM [Saga 2009|
eines der haufigsten f{DCM-Krankheitsgene. Wahrend die Penetranz bis zum 20. Lebensjahr
7 % betragt, steigt sie bis zum 60. Lebensjahr auf 100 % [Dellefave 2010].

Sarcomere genes

MYH?, MYH6, MYL3, MYL2, TPM1, TNNT2,
TNNI3, TNNCI, ACTC, MYBPC3

Mitochondrial %

TTR, FRA,
Cox15, HFE

Cytoskeletal-Membrane Linkers
DMD, SGCG, SGCD, SGCB, SGCA, FKRP

Abbildung 1.5: Elektronenmikroskopisches Bild eines Kardiomyozyten mit den verschiedenen Komparti-
menten der fDCM-Krankheitsgene [Dellefave 2010]. LMNA ist als eines der wichtigsten farbig hervorgehoben.
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Merkmal der LMN A-assoziierten fDCM ist das Vorhandensein verschiedener Herzrhythmus-
storungen (HRST). Eine DCM in Verbindung mit einem AV-Block ist am héufigsten durch
LMNA-Mutationen bedingt |Jefferies 2010]. Ob LMNA auch in der Pathogenese der HCM
und der LVNC eine Rolle spielt, ist Gegenstand dieser Arbeit.

1.2 Lamin A/C als Teil der Laminfamilie
1.2.1 Systematisierung und Lokalisation der Lamine

Die Lamine sind wichtige Strukturproteine des Kerns und der Kernhiille, welche aus der
inneren und Auferen Kernmembran (INM und ONM), dem Kernporenkomplex (NPC) und
der Kernlamina besteht. Die Kernlamina, ein dichtes, gut organisiertes, detergenzien- und
salzresistentes Netzwerk unter der nuklearplasmatischen Seite der INM, verleiht dem Kern
seine Form und mechanische Stabilitit [Broers 2006, Stuurman 1998|. Hauptbestandteil sind
die Lamine [Stewart 2007/1|. Abbildung 1.6 zeigt die Kernhiille und deren Bestandteile.

Abbildung 1.6: (A) Immunflureszenz-Aufnahme einer Zelle einer Rattenniere. Der Pfeil kennzeichnet die
Kernhiille[Burke 2002|. (B) Elektronenmikroskopische Abbildung der Kernlamina und des Kernporenkom-
plex (NPC)[Broers 2006]. (C) Schematische Ubersicht der Organisation der Kernhiille [Stewart 2007/1].

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit gelten Lamine als Intermediirfilamente (IF) Typ
V [Aebi 1986]. Es gibt drei verschiedene Lamingene, LMNA, LMNBI1 und LMNB2, die fiir
sieben unterschiedliche Proteine kodieren. Alle entstehen durch alternatives Spleifsen. Die
Proteine lassen sich in zwei Gruppen, A- und B-Typ Lamine, unterteilen [Stuurman 1998].
Der Schwerpunkt der Laminvorstellung liegt auf den untersuchten A-Typ Laminen, Lamin A
und C. Diese werden in allen differenzierten Zellen exprimiert und bilden die Hauptprodukte
des Gens LMNA. Des Weiteren kodiert es fiir das keimzellspezifische Lamin Cy und La-
min AA10. LMNA liegt auf dem langen Arm von Chromosom eins an Position 1q21.1-21.3.
[Broers 2006, UniProt 2011]. A-Typ Lamine sind nicht nur Teil der Kernlamina, sondern

bilden zusétzlich ein diffus verzweigtes Netzwerk vom Nucleolus bis zur Zellkernperipherie.
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Es besteht aus diinneren Filamenten und dichteren Laminfoci, die mit Chromatin assoziiert

sind [Hozéak 1996, Moir 2000, Burke 2002].

1.2.2 Genetischer Aufbau und Proteinstruktur von Lamin A/C

Wie alle IF besitzen Lamine eine typische dreigeteilte Struktur. Das variable non-helikale
NH,-terminale Ende bildet den Kopf, die head-domain, der Proteine und umrandet zusam-
men mit dem non-helikalen Schwanz, der tail-domain, die a-helikale rod-domain. Die stérkste
evolutionire Konservierung befindet sich jeweils am Ubergang der a-helikalen rod-domain zu
den non-helikalen Abschnitten, was die Relevanz dieser IF-Regionen fiir die Bildung héhere
Strukturen verdeutlicht [Parry 1986, Stuurman 1998|.

LMNA besitzt zwolf kodierende Exons. Die Isoform Lamin A umfasst 664 Aminosduren
(AS) (70kDa), wihrend Lamin C (65 kDa) die AS 573 bis 664 fehlen. Die head-domain (AS
1- 33) ist viel kiirzer als die anderer IF und besitzt eine hoch positive Ladung, welche zu-
sammen mit dem positiv geladenen COOH-terminalen Ende der rod-domain, wichtig fiir die
Protein-Protein-Interaktion ist. Die a-helikale rod-domain (AS 34-383) beinhaltet vier coiled-
coil Regionen: 1A (34-70), 1B (81-218), 2A (243-296) und 2B (306-383), die durch spezielle,
evolutionér hoch konservierte Linker-Regionen voneinander getrennt werden: L1 (71-80), L12
(219-242) und L2 (297-305). Die Region 1A-L12 ist in die Interaktionen mit Lamin B und
Lamin A/C involviert. Die COOH-terminale tail-domain (AS 384-664) ist die variabelste
Region der Lamine und enthélt die meisten Bindungsstellen fiir laminbindende Proteine. In-
nerhalb der tail-domain liegt die Immunglobulin-like domain (Ig-like domain), die Einfluss
auf die Interaktion mit anderen Proteinen, wie LAP2a und Emerin, hat. Zwischen der Ig-like
domain und dem COOH-terminalen Ende der rod-domain liegt ein Kernlokalisationssignal
(AS 417-422). Kein anderes IF besitzt diese Sequenz, welche unabdingbar fiir die Lokalisation
innerhalb des Kerns und die Chromatinbindung ist [Broers 2006, Perrot 2009, UniProt 2011].
Ebenfalls einmalig ist die CaaX-Box am Ende der tail-domain, bestehend aus einem Cystein-
rest, zwei aliphatischen AS und einer beliebigen anderen AS [Stuurman 1998]. Die posttrans-
lationale Modifikation der CaaX-Box des entstandenen Prilamin A hat entscheidenden Ein-
fluss auf die spétere Lokalisation, Loslichkeit wihrend der Mitose und Funktion des Proteins
[Broers 2006, Dechat 2008]. Mutationen innerhalb der CaaX-Box kénnen zur Akkumulation
von Prélamin A im Kernplasma fiihren [Holtz 1989, Lutz 1992|. Abbildung 1.7 zeigt den
Aufbau des LMNA-Gens und die Proteinstruktur von Lamin A/C.
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Abbildung 1.7: Gen- und Proteinstruktur von Lamin A/C einschlieflich der einzelnen Proteindoméinen.
Modifiziert nach [Perrot 2009].

Wichtig fiir die spezifische Funktion der Lamine ist die korrekte, bisher nicht genau bekannte
Tertidrstruktur. Abbildung 1.8 zeigt die verschiedenen Stufen der Laminorganisation. An-
fangs lagern sich zwei Laminmolekiile lateral parallel aneinander und bilden ein 50 nm langes
Lamindimer, dhnlich einem Myosinmolekiil. Die rod-domains bilden ein coiled-coil, wahrend
die head- und tail-domains ungewunden bleiben. Anschliefsend entstehen head-to-tail Po-
lymere durch longitudinale Aneinanderlagerung der Lamindimere [Aebi 1986, Isobe 2007,
Stuurman 1998]. Aufgrund ionischer Wechselwirkung lagern sich die head-to-tail Polymere
lateral, halb versetzt und vermutlich antiparallel aneinander. Im Unterschied zu den IF I-
IV bilden Lamine in vitro keine Filamente, sondern parakristalline Strukturen [Parry 1986,
Stuurman 1998|. Versuche mit Xenopus Lamin A und Drosophila Lamin C konnten zeigen,
dass A-Typ Lamine auch in vivo eine parakristalline Form annehmen [Klapper 1997|.

A eeeeeeegd B

N =R HoH = f—=C

Abbildung 1.8: Stufen der Laminorganisation. (A) Lamindimer. (B) head-to-tail Polymere
[Stuurman 1998]. (C) Parakristalline Struktur aus Zellen einer Rattenleber (in vitro) [Aebi 1986].

1.2.3 Lamin A/C - Funktion und -Interaktion mit anderen Proteinen

Die Proteine Lamin A /C haben zahlreiche Funktionen und Interaktionen. Als Teil der Kern-
lamina sind Lamin A /C besonders wichtig fiir die Stabilitdt des Zellkerns und fiir die Veran-
kerung von Transmembranproteinen der Kernhiille [Broers 2006]. Durch Wechselwirkungen
mit Nesprin 1/2, einem Linkerprotein des Zytoskeletts, das mit Aktin interagiert und Ver-

bindungen zu NUP153, einem Protein des NPC, haben Lamin A/C zusétzlich Einfluss auf

12



1 EINLEITUNG 1.2 Lamin A/C als Teil der Laminfamilie

die Gesamtstruktur des Zytoskeletts [Broers 2006, Nikolowa 2004].

Wichtige Funktionen des intranukledren Lamin A/C ist der Einfluss auf die Zellprolifera-
tion und -differenzierung durch die Modulation verschiedener Transkriptionsfaktoren (TF)
z.B. das Retinoblastom-Protein (Rb), einem wichtigen Tumorsuppressor und Zellzyklusre-
gulator. Zellkulturstudien zeigen die Assoziation von intranukledrem Lamin und hypophos-
phoryliertem Rb in speziellen Herden im Kernplasma. Der Verlust von Lamin A/C fiihrt
zum signifikanten Abfall der Rb-Konzentration und zur Umverteilung des restlichen Rbs
[Johnson 2004, Kennedy 2000]. Weiterhin fiihrt die LMNA-Mutation R453W, eine der héu-
figsten Mutationen bei autosomal-dominanter Emery Dreifufs Muskeldystrophie (EDMD),
in C2C12 Myoblasten zur erheblichen Reduktion oder zum Ausbleiben der Differenzierung
[Favreau 2004, Markiewicz 2005]. Ob sich ein Lamin A /C-Defizit auf den Gesamtgehalt oder
ausschlieflich auf den Phosphorylierungszustand von Rb auswirkt und inwiefern die Interak-
tion direkt und/oder indirekt iiber LAP2a ist, gilt es herauszufinden [Johnson 2004]. Durch
die Interaktion mit dem TF sterol response element binding protein 1 (SREBP1) hat La-
min A/C Einfluss auf die Entwicklung des Fettgewebes. Mauseadipozyten mit einer LMNA-
Mutation, die hdufig bei Familidrer partieller Lipodystrophie (FPLD) auftritt, zeigen eine
Minderung der SREBP1-Lamin A /C-Interaktion [Lloyd 2002|. Des Weiteren soll Lamin A /C
mit den TF ¢-Fos und MOK2 in Verbindung stehen [Broers 2006].

Verschiedene Studien zeigen eine Beeinflussung der DNA-Replikation. Beispielsweise findet
die Initiation der DNA-Replikationen in Sdugetierzellen in mehreren kleinen Herden im Kern-
plasma statt, welche sowohl mit Lamin A/C als auch mit Rb assoziiert sind [Kennedy 2000].
Weiterhin ist die Phosphorylierung von Lamine A/C ein essentieller Schritt fiir die Dissozia-
tion der Kernhiille wihrend der Initiation der Mitose [Burke 2002, Isobe 2007, Peter 1990].
Intranukledre A-Typ Laminherde sind ferner an der Transkription durch Organisation von
Spleifsfaktoren und der RNA-Polymerase II beteiligt. Storungen dieses Zusammenspiels fiih-
ren zur Hemmung der Transkription [Kumaran 2002]. Uber eine spezielle Sequenz innerhalb
der tail-domain kénnen Lamin A /C an Histone binden und stehen mit Chromatin in Verbin-
dung. Inwiefern diese indirekte DNA-Bindung Effekte auf die Replikation, Transkription oder
andere Zellvorginge hat, ist bisher nicht eindeutig gekldrt [Mattout 2007, Stuurman 1998].
Die Apoptose scheint durch Lamin A /C ebenfalls mafkgeblich beeinflusst zu werden. Ein wich-
tiger Schritt der Initiation ist die Spaltung von Lamin A/C in der Linkerregion L12 durch
Caspase 6 [Broers 2006]. Abbildung 1.9 gibt eine Ubersicht iiber die komplexe Interaktion
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von Lamin A/C, deren Relevanz durch das grofe Spektrum der Laminopathien unterstri-
chen wird. Es verdeutlicht zudem die Wichtigkeit neben den Laminen auch die Funktion der
laminbindenden Proteine aufzuklaren, um das komplexe Zusammenspiel dieser zu verstehen

und Aufschluss iiber eventuelle Pathomechanismen zu geben [Broers 2006, Van Berlo 2005].

e
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Abbildung 1.9: Ubersicht der komplexen Interaktion von Lamin A/C. Griin - Einfluss auf die Zelldifferen-
zierung durch Interaktion mit verschiedenen TF. Rot - Beeinflussung der Funktion und Stabilitit der Kern-
hiille und des Zytoskeletts. Blau - Einflussnahme auf verschiedene Zellvorgénge. Schwarz - direkte Interaktion.
Weif - indirekte oder unklare Interaktionen. { = Hemmung. [Broers 2006, Johnson 2004, Van Berlo 2005].

1.2.4 Genotyp-Phinotyp-Korrelation und pathogenetische Erklarungsmodelle

Aufgrund der pleiotropen Eigenschaften des LMNA-Gens konnen bisher keine zuverlissigen
Aussagen iiber eine Genotyp-Phénotyp Korrelation getroffen werden. Dies trifft vor allem fiir
die Erkrankungen des quergestreiften Muskels zu, deren Mutationen sich iiber das gesamte
Gen verteilen |Broers 2006|. Besonders interessant ist die Tatsache, dass eine Mutation inner-
halb einer Familie ganz unterschiedliche Phanotypen hervorrufen kann. Beobachtet wurde
eine variable Kombination aus DCM, HRST, EDMD und Limb Girdle Muskeldystrophie
(LGMD) [Brodsky 2000]. Anders verhélt es sich fiir einige Erkrankungen aus Gruppe drei
und vier (Abb. 1.10), wie FPLD, welche meistens durch Mutationen im Kodon 482 hervorge-
rufen wird und das Hutchinson Gilford Progerie Syndrom (HGPS), das iiberwiegend durch
die LMNA-Mutation G608G verursacht wird [Merideth 2008, UMD 2010].

Zur Entstehung der Laminopathien gibt es verschiedene Hypothesen, die hier nicht alle im
Einzelnen besprochen werden sollen. Es scheint jedoch, dass den einzelnen Gruppen ver-
schiedene Pathomechanismen zugrunde liegen. Bei dem Laminopathien des quergestreiften

Muskels wird zum einen vermutet, dass LMNA-Mutation zur Stérung der Rb-Expression
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und/oder des Rb-Phosphorylierungszustandes fithren und dadurch die Differenzierung und
Proliferation gehemmt wird [Favreau 2004, Markiewicz 2005]. Zum anderen sollen struktu-
relle Verdnderungen des Laminnetzwerkes zu Stérungen der funktionellen und strukturellen
Integritit des Zellkerns und der Zelle fithren [Nikolowa 2004, Stewart 2007 /1, Sullivan 1999].
Méusefibroblasten ohne LMNA zeigen weiterhin eine deutliche Schwichung der Kernhiille
und eine Beeintrichtigung des Stress-induzierten NFxB-Signalweges mit Anfilligkeit gegen-
tiber mechanischem Stress [Broers 2006|. Fiir das HGPS wird von einer Prélamin A-Toxizitét
ausgegangen. Durch die Mutation p.G608G entsteht ein gekiirztes farnesyliertes Prilamin
A, Progerin, welches toxische Effekte auf die Zellstruktur und -funktion haben soll. Nicht-

farnesyliertes Prilamin A fiithrte in knock-in Mausen hingegen zur DCM |Davies 2010).

1.2.5 Laminopathien

Laminopathien sind eine sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen, die durch Mutationen
im LMNA-Gen hervorgerufen werden. Die unterschiedlichen Phénotypen sind teilweise auf
die Expression von LMNA in verschiedenen Geweben, wie Muskel-und Fettgewebe, zuriick-
zufiithren, doch ldsst es zudem das Funktionsspektrum von Lamin A /C und der laminassozi-
ierten Proteine erahnen [Stewart 2007/1|. Bis heute sind iiber 408 verschiedene Mutationen
und iiber 266 Proteinvarianten des Lamin A/C-Gens bekannt [UMD 2010|. Die Laminopa-
thien lassen sich in vier Gruppen (Abb. 1.10 ) einteilen, obgleich es auch Uberlappungen
gibt. Gruppe eins bis drei werden aufgrund der Pathologie eines bestimmten Gewebes als
Spezifische Laminopathien, Gruppe vier hingegen als Systemsiche Laminopathien, bezeichnet
[Worman 2007]. Von besonderem Interesse fiir dieses Projekt ist die rot markierte autosomal-
dominante DCM, die bisher die einzige laminassoziierte Erkrankung des Herzmuskels ist.

-Autosomal-dominante EDMD -Autosomal-rezessive Marie-Charcot-Tooth
-Autosomal-rezessive EDMD Neuropathie Typ 2B1
-Autosomal-dominante DCM 1A
-Autosomal-dominante Muskeldystrophie
vom Gliedergiirtel-Typ 1B (LGMD)

N I

\_ 4
-Autosomal-dominante Familidre partielle -Autosomal-dominantes atypisches
Lipodystrophie vom Typ Dunnigan (FPLD) Werner Syndrom
-Autosomal-dominante Lipoatrophie in -Autosomal-dominantes
Kombination mit Diabetes mellitus, Lebersteatose, Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom
HCM und Leukomelanodermie -Autosomal-dominante letale Restriktive
-Autosomal-rezessive Manidulo-akrale Dysplasie (MAD) Dermopathie

4. Erkrankungen des vorzeitigen Alterns

Abbildung 1.10: Klassifikation der Laminopathien [Worman 2007].
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2 Zielsetzung

Der Formenkreis der Kardiomyopathien umfasst eine komplexe Gruppe von Erkrankungen
des Herzmuskels unterschiedlicher Genese. Die HCM und die LVNC gehoren laut Klassi-
fikation der AHA beide zur Gruppe der genetisch bedingten Kardiomyopathien. Mit einer
Pravalenz von 1:500 ist die HCM die héufigste genetisch bedingte kardiovaskulidre Erkran-
kung und die haufigste Ursache fiir einen plotzlichen Herztod unter 35 Jahren. Bisher sind
iber 20 verschiedene Krankheitsgene bekannt, wobei circa 70 % durch Mutationen in den
Sarkomerproteinen #K-MHC und MBP-C ausgelost werden. Die Pathogenese der LVNC ist
weit weniger erforscht doch wird von einer genetischen Ursache in mehr als 50 % ausgegan-
gen.

Die Proteine Lamin A und C sind wichtige Bestandteile der Kernhiille. Sie bilden zusammen
mit anderen Proteinen die Kernlamina, welche sich als dichtes Netzwerk unter der INM aus-
breitet. Durch die Modulation verschiedener TF wie Rb oder SREBP1 nehmen sie Einfluss
auf die Zellproliferation und -differenzierung. LMNA zahlt zu den hiufigsten Krankheitsge-
nen einer fDCM. Da es auch andere Krankheitsgene mit pleiotropen Effekten beziiglich des
CM-Phanotyps gibt, beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Frage: “Gibt es geneti-
sche Varianten im Lamin A /C-Gen bei Patienten mit HCM oder LVNC?”. Zur Beantwortung
dieser Frage sollen alle zwolf codierenden Exon des Lamin A/C-Gens in verschiedenen Pa-
tientenkollektiven amplifiziert werden. Die genetische Analyse erfolgt durch anschliefende
Sequenzierung und Auswertung der DNA-Sequenzen mit Hilfe des Computerprogramms SE-
QUENCHER 4.1. Als DNA-Referenz wird das Transkript LMNA-001 (ENST00000368300)
der genomischen Datenbank ensemble verwendet. Werden Varianten identifiziert, soll wei-
terhin geklart werden, ob es sich bei diesen um eine Mutation oder einen Single Nucleotid
Polymorphism (SNP) handelt und ob die gefundene Variante relevant fiir die Krankheitsent-
stehung ist. Aus diesem Grund muss fiir jede nicht-synonyme Variante eine Kontrollgruppe
von 300 gesunden Probanden auf die Variante hin untersucht werden. Synonyme Varian-
ten hingegen werden mit Hilfe des Computerprogramms RESCUE-ESE auf die Veréinderung
moglicher splice sites untersucht. Die Analyse der Kontrollgruppe wird anhand eines Re-
striktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) geschehen. Kann eine Mutation bestétigt
werden, sollen wenn moglich Familienangehorige analysiert werden, um eine Aussage iiber
die Vererbungsmodi und etwaige Ursachen-Wirkungsbeziehung zwischen Mutation und KM

machen zu koénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien
Tabelle 1: Ubersicht aller verwendeten Chemikalien.

Chemikalie ‘ Zusatzinformation ‘ Hersteller
ABI PRISM®) - flureszenzmarkierte Applied Biosystems
Big Dye®) Terminator v1.1 ddNTPs

- Puffer

- dNTPs

- Ampli Taqg DNA-

Polymerase

ABI PRISM®) Big Dye®)
Terminator v1.1, v3.1
5xSequenzing Buffer

Applied Biosystems

Agarose Biozym
5 M Betaine 6,76 g Betaine Serva
Borsdure (H3BO3) M 61,83 g/mol Roth
Bromphenolblau 0,25 % Pierce
BsiHKA 1 10,000 U/ml New England BioLabs inc.
BSA New England BioLabs inc.
dNTPs Epicentre Biotechnologies
Ethidiumbromid Roche
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Roth
Exonuklease 20,0u/ml (aus E. coli) | BioLabs
Glycerol 30 % Roth
Hae III 10,000 U/ml New England BioLabs inc.
Hi-Di’™ Formamide Applied Biosystems
HPLC-Wasser Roth
Master Amp?™ Ampli Therm™ | 250u; 5 U/ql Epicentre Biotechnologies
DNA-Polymerase
10x Master Amp”™ PCR mit Betain Epicentre Biotechnologies
Enhancer
10x Master Amp’™ Ampli Epicentre Biotechnologies
Therm™ PCR Puffer
50 mM MgCl, 0,5 ml Invitek
25 mM MgClsSolution Epicentre Biotechnologies
Molekulargewichtsmarker Typ VIII MBI Fermentas
NEBuffer 2 50 mM NaCl New England BioLabs inc.
10 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
1 mM DTT
NEBuffer 3 100 mM NaCl New England
50 mM Tris-HC1 BioLabs inc.
1 mM DTT
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3.2 Gerate 3 MATERIAL UND METHODEN
Primer (F4+R) BioTeZ
10x NH4-Reaction Buffer 1,5 mn Invitek
Sephadex!™ G-50 Superfine GE Healthcare
Shrimp Alkaline Phosphatase | 1,0 u/pl Promega
Taq DNA Polymerase 1000 units, 5 U/pl Invitek
TRIS (C4H;;NO3) M 121,14 g/mol Roth
Xylene Cyanol 0,25 % Pierce

Anmerkung zum verwendeten Wasser: Fiir die PCR, die Sequenzierungen und die RFLP-
Analyse wurde HPLC-Wasser der Firma Roth verwendet. Die Herstellung der Pufferlosun-
gen, sowie Agarosegele, erfolgte mit Wasser der Membrapur-Wasseraufbereitungsanlage. Das
Wasser wurde durch Ionenaustauschharze von Ionen befreit (Deionat) und verlief nach einer

Membranfilterung die Anlage schwebstofffrei (0,2 pm Ausschlussgrenze).

3.2 Gerate

Tabelle 2: Gerételiste.

Gerat ‘ Hersteller

ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzer

Applied Biosystem

Autopure 25'M

Gentra Systems

Digital Graphic Printer Sony
DRI-Heizblock DB-2A Techne

3700 (48-capillary) Genetic Analyzer Applied Biosystem
E-Centrifuge Lab4you
Eismaschine AF-100 Scotsman

Elektrophorese-Netzgerdat PS 9009 TC

Gibco BRL Life Technologies

Elektronische 8-Kanalpipette; 0,2 - 10,0 pl

Biohit

Flachbettgelkammer ABgene
Gelkammer Horizon(@®) 58 Gibco BRL
8-Kanalpipetten: 0.5-10.0 ul Abimed, Biozym
2.0 - 20.0 pl Rainin
20.0 - 300.0 pl Rainin

LaserJet 4000 N

Hewlett Packard

Magnetriihrer RCT basic

IKA Labortechnik

Membrapur-Wasseranlage Membrapur
Mikromat AEG
Netzteil Biometra Power Pack P25 Biometra

Peltier Thermal Cycler; PTC-100 MJ'™ Research

MJ-Research, Biozym

Peltier Thermal Cycler; PTC-200 MJ™™ Research

MJ-Research, Biozym

Peltier Thermal Cycler; PTC-200 MJTM
Research Gradient

MJ-Research, Biozym

Pipetten: 0.1-10.0 ul

Abimed, Biohit, Eppendorf

0.2 - 20.0 jl
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3.3 Sonstige Materialien

10.0 - 100.0 pl
20.0 - 200.0 pl
100.0 - 1000.0 pl

Picufuge

Stratagene

Rotana 460R-Zentrifuge

Hettich

Standard Power Pack P25

Biometra

Thermocycler UNO

Biometra

The Butterfly’ ™ Rotor

3.3 Sonstige Materialien

Roth

Tabelle 3: Sonstige verwendete Materialien.

Material

|

Hersteller

AB gene®) PCR Plates

Thermo Scientific

DNA-Exitus Plus’™

AppliChem

Einfiihrhilfe fiir Sephadex

GE Healthcare

Erlenmeyerkolben

Carl Zeiss Jena

Handschuhe Latex Examination Gloves; S, M, L | Charité
Handschuhe Nitra Tex®); S, M, L Ansell
Handschuhe rotiprotectNitril; S, M, L Roth
Kryoblock Eppendorf

Messzylinder (50ml, 250ml)

Carl Zeiss Jena

MicroAmp’ ¥ Applied Biosystem
MultiScreen®) Assay System Millipore

Parafilm Pechiney Plastic Packaging
PCR 8er Deckelkette, gewdlbt Sarstedt

PCR Multiply®:-uStrip; 0,2 mL Kette Sarstedt

Pipettenspitzen Cotech

Reaktionsgefiifse (2000 pL, 1500 p L, 600 pL) Biozym

3.4 Verwendete Computerprogramme

3.4.1 OLIGO 4.0

OLIGO 4.0 ist ein Computerprogramm zur manuellen Konstruktion von Primern. Zuerst

wird eine Referenzsequenz des zu amplifizierenden Fragments in das Programm geladen.

Anschliefend werden iiber verschiedene Meniipunkte die Eigenschaften der Primer festgelegt.

3.4.2 SEQUENCHER 4.1

Mithilfe des Programms ist es moglich Elektropherogramme nach Abschluss der Sequen-

zierung auszuwerten. Dies geschieht stets im Vergleich zu einer Referenzsequenz. Weiterhin
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kénnen Varianten auf die Anderung méglicher Restriktionsschnittstellen untersucht werden.

3.4.3 RESCUE-ESE

RESCUE-ESE ist ein online-Arbeitsprogramm zur Uberpriifung gefundener Varianten auf
Verdnderungen bestehender splice sites. Die zu untersuchende Sequenz wird als Wildtyp in
das Programm geladen. Danach werden alle Kodons, die fiir das splicing von Bedeutung
sind, gelb gekennzeichnet. Sollte die gefundene Variante innerhalb eines markierten Kodons
liegen, kann durch Wiederholung des Vorgangs mit dem verdnderten Nukleotid eine mdgliche

Anderung der splice site identifiziert werden. (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/)

3.5 Patientenkollektive

In der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Patientenkollektive untersucht, zwei
HCM-Kollektive und ein NC-Kollektiv. Die Diagnostik der HCM-Patienten beinhaltete eine
korperliche Untersuchung, ein EKG, eine transthorakale Echokardiographie und eine Herz-
katheterisierung. Zusétzlich wurden mit diesen Methoden myokardiale Veranderung, wie Hy-
pertonie, Herzklappenerkrankungen, angeborene Herzfehler sowie Koronarsklerose als Ursa-
che der Hypertrophie ausgeschlossen. Definitionsgeméfs besteht eine Hypertrophie ab einer
LV-Wanddicke von > 13mm. Das erste HCM-Kollektiv (K1) besteht aus 72 Patienten. Vor
der Analyse des LMNA-Gens wurden alle Patienten auf Mutationen in den bisher bekann-
ten HCM-Genen (siehe Tabelle 29 im Anhang) untersucht. Diese erwiesen sich als negativ.
Das zweite HCM-Kollektiv (K2) bestand hingegen aus 85 Patienten ohne jegliche geneti-
sche Voruntersuchung. Die Diagnostik der NC-Patienten verlief in analoger Weise zu den
HCM-Patienten. Einschlusskriterium fiir die NC-Patienten waren die echokardiographischen
Richtlinien von Jenni et al, demzufolge eine LVNC ab einer NC/C-Ratio grofer zwei besteht.
Insgesamt umfasste das Kollektiv 41 LVNC-Patienten.

Die Rekrutierung und Untersuchung der Patienten gehorte nicht zu meinen Aufgaben, son-
dern erfolgte durch Fachérzte fiir Kardiologie. Fiir alle durchgefiihrten Untersuchungen liegt

ein positives Votum der Ethikkommission der Charité-Universitdtsmedizin Berlin vor.

3.6 DNA-Extraktion

Die DNA wurde unter Verwendung der 1991 von Lahiri et al publizierten Aussalzmetho-

de mithilfe von NaCl aus Vollblut extrahiert. Fiir die automatische Extraktion wurde der
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Autopure 25 LSTM der Firma Gentra Systems verwendet. Die einzelnen Schritte wur-
den geméf dem Protokoll OM-01969/04 RevB der Firma Gentra Systems durchgefiihrt.
Im Anschluss an die DNA-Extraktion erfolgte die Konzentrationsbestimmung durch Elelek-
trophorese in einem 1.5 %-igen Agarosegel (Abschnitt 3.8) unter Zuhilfenahme eines DNA-
Standards von 25 ng/pL. Dadurch war es moglich die DNA-Konzentration, falls n6tig, richtig
einzustellen. Die fertige DNA wurde anschliefend bei -20°C aufbewahrt. Zu Beginn der Ar-
beit stand die gesamte DNA bereits als fertige Arbeitslosung mit einer Konzentration von

25 ng/ul zur Verfiigung.

3.7 Polymerasekettenreaktion
3.7.1 Konstruktion der Primer und Festlegung der Annealingtemperatur

Die Verwendung eines spezifisch bindenden Primerpaares, forward (Primer F) und reverse
Primer (Primer R), ist eine Grundvoraussetzung fiir die Durchfithrung einer erfolgreichen
Polymerasekettenreaktion (PCR). Fehlende, falsche oder verschiedene Produkte kénnen die
Folge unspezifisch bindender Primer sein. Im vorliegenden Projekt wurden fehlende Pri-
mer mit dem Programm OLIGO 4.0 konstruiert. Als erstes musste die zu amplifizierende
DNA-Sequenz in das Programm geladen werden. Ein optimales Primerpaare sollte folgende

Charakteristika besitzen [Bangsow 2007]:

1. Die Primerpaare diirfen nicht komplementér zueinander sein, weil es sonst zur Pri-

merhybridisierung kommen kann.

2. Die Schmelztemperatur (Ty,) der zwei Primer sollte dieselbe sein, um optimale Hybri-
disierungsbedingungen mit der DNA zu gewéhrleisten. T, ist die Temperatur bei der

50 % der DNA als Einzelstrang vorliegt.

3. Die Primerldnge wird zwischen 18-30 Nukleotide festgelegt. Zu geringe Primerldngen
konnen zu unspezifischen Bindungen und so zur Amplifikation falscher oder verschie-
dener Produkte fiihren. Ein zu langer Primer fiihrt zur Abnahme der Effektivitdt und

somit zur Abnahme der DNA-Sequenzkopien [Brown 2007].

4. Die Gesamtkonzentration an Guanin und Cytosin (GC-Gehalt) sollte zwischen 40-60 %
liegen. Mit wachsendem GC-Gehalt steigt die Anzahl an Wasserstoftbriickenbindungen

zwischen Primer und Matrize und somit die Spezifitit der PCR.
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5. Zur Vermeidung von Haarnadelstrukturen darf das 5’-Ende des Primers nicht komple-

mentir zum 3’ -Ende sein.

6. Fiir die anschliefende Sequenzierung ist es wichtig, dass die Primer mindestens 20-40 bp
vor dem zu sequenzierenden Bereich liegen, da die Basen am Anfang der Sequenzierung

oft sehr unsauber werden.

Die richtige Annealingtemperatur (T4) hat entscheidenden Einfluss auf den Erfolg einer
PCR. Eine zu niedrige T 4 kann unspezifische Bindungen des Primers zur Folge haben, wih-
rend eine zu hohe T4 zur Abnahme der Bindung des Primers an die Template-DNA fiihrt.
Infolgedessen sinkt die Effektivitit der PCR [Bangsow 2007|. In der vorliegenden Arbeit wur-
de zur Bestimmung der T4 ein Primergradient genutzt. Die Primer der Firma BioTeZ wur-
den als erstes auf eine 50 pmolare Losung, durch Zugabe einer vom Hersteller vorgegebenen
Menge an Wasser, verdiinnt. Fiir die PCR wurde eine 1:10 Verdiinnung dieser Stammlésung
verwendet. Anschliefend wurde ein PCR-Mastermix fiir zwolf tubes und eine Negativkon-
trolle, das heifst ein tube ohne Zusatz von DNA, wie im Abschnitt 3.7.2 erldutert, erstellt.
Jeder tube wurde mit derselben Test-DNA bestiickt. Im Anschluss durchliefen alle tubes ein
spezielles Gradientenprogramm (Tabelle 4) im Thermocycler PTC-200 MJT™ Research Gra-
dient der Firma Biozym in dem jeder tube einer anderen T, ausgesetzt ist. Mithilfe einer
Gelelektrophorese (Abschnitt 3.8) erfolgte die Visualisierung der PCR-Produkte. Die T 4 mit
ausschlieflich einem Produkt der richtigen Fragmentgrofe, ermittelt durch OLIGO 4.0, ist

die geeignetste T 4. Eine Ubersicht der verwendeten Primer gibt Tabelle 31 im Anhang.

Tabelle 4: Gradientenprogramm fiir den Thermocycler PTC-200 MJ™M |

Schritt  Temperatur Zeit Reaktion

1. 94°C 5 min Initiale Denaturierung

2. 94°C 30 s Denaturierung

3. 50-70°C 30 s  Hybridisierung 35-38 Zyklen (Schritt 2-5)
4. 72°C 90 s Elongation

5. 75°C 5 min Finale Elongation

6. 4°C 00 Kiihlung

3.7.2 Standard-PCR

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation von DNA-Sequenzen. Voraussetzungen sind
Kenntnis iiber die Basenabfolge der gewiinschten DNA-Sequenz, ein spezifisch bindendes Pri-

merpaar und eine hitzestabile DNA-Polymerase um die vollstindige Denaturierung des En-
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zyms wahrend des ersten Reaktionsschrittes zu verhindern. Als hitzestabile DNA-Polymerase
diente die Tag-Polymerase des thermophilen Eubakteriums Thermus aquaticus [Bangsow 2007].
Nachteil der Taqg-Polymerase ist die fehlende 3°-5"-Exonukleaseaktivitit, wodurch es et-
wa alle 9000 Nukleotide zum Einbau falscher Desoxynukleotidtriphosphate (ANTP) kommt
[Bangsow 2007, Brown 2007|. Die Fehlerrate steigt mit jedem Zyklus, da falsch eingebaute
Basen als Matrize zur Verfiigung stehen. Beim initialen Schritt, der Denaturierung, wird der
DNA-Doppelstrang durch Zerstorung der Wasserstoftbriickenbindungen bei 94°C in seine
Einzelstringe aufgespalten. Fine moglichst kurze Denaturierungszeit verhindert Beschadi-
gungen der restlichen PCR-Bestandteile [Stewart 2007/2]. Entscheidend fiir die Hybridisie-
rung, Anlagerung der Primer an die DNA-Matrize, ist die im Vorfeld festgelegte T 4. Wahrend
der Elongation, der Kettenverlingerung, wird ein neuer komplementarer Strang durch Ein-
bau einzelner dNTPs synthetisiert. Das 3 -Ende des Primers dient hierbei als Ansatzpunkt
fiir die Tag-Polymerase. Die Elongationszeit sollte an die Lidnge der DNA-Matrize angepasst
sein. Unter optimalen Bedingungen steigt die DNA-Menge exponentiell. Ab ca. dem 20.
Zyklus sinkt die Wachstumsrate durch Hybridisierung entstandener Produkte [Minol 1996].

Fiir eine moglichst hohe Ausbeute sollten 25-35 Zyklen durchlaufen werden [Bangsow 2007].

3.7.3 Durchfiihrung der PCR

Fiir den PCR-Mastermix wurde ein Kit der Firma Invitek verwendet. Zu Beginn wurden Puf-
fer, MgCly, dANTPs und Primerarbeitslosung (1:10 Verdiinnung) im Heizblock bei 37°C auf-
getaut. Der Zusatz eines Reaktionspuffers dient der Einstellung eines optimalen pH-Wertes
fiir die Tag-Polymerase. Durch die Zugabe von MgCl, wird die Anlagerung der Primer, die
Denaturierung und die Fehlerrate positiv beeinflusst. Zudem sind freie Magnesiumionen fiir
die Aktivitit der Tag-Polymerase nétig [Miilhardt 2009/1]. Tabelle 5 auf der néchsten Seite
zeigt die Zusammensetzung des Standard-PCR-Ansatzes. Die Mengen einzelner Chemika-
lien wurden durch Multiplikation des PCR-Mastermixes mit der Anzahl der DNA-Proben
berechnet. Entsprechend des berechneten Ansatzes wurden Wasser, Puffer, MgCly, Primer
F+R und dNTPs, nachdem sie gevortext und zentrifugiert wurden, in ein Reaktionsgefaf
pipettiert. Dann erfolgte die Zugabe der Taqg-Polymerase, um einen Aktivitatsverlust zu
verhindern. In jeden tube wurden nun 24 pl Mastermix aliquotiert. Als Letztes erfolgte die
Zugabe der DNA. Jede PCR enthielt eine Negativkontrolle zur Kontrolle etwaiger Verunrei-
nigungen. Der fertige PCR-Ansatz durchlief im Thermocycler das Programm aus Tabelle 6.
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Tabelle 5: Standart-PCR-Ansatz.

17,4 pI.  HPLC-Wasser

+ 2,5nL 10x NH4 Reaction Buffer
+ 1,5nL 50mM MgCly
+ 1,0 pL. Primer F
+ 1,0 p. Primer R
+ 0,3pL dNTPs
+ 0,3pnL Taq DNA-Polymerase
— 24,0 pnI.  PCR-Mastermix
+ 1,0pL DNA
= 25,0 npL. PCR-Ansatz
Tabelle 6: Thermocyclerprogramm fiir die Standard-PCR.
Schritt Temperatur Zeit  Reaktion
1. 94°C 4min Initiale Denaturierung
2. 94°C 30s  Denaturierung
3. Individuelle T4 30s  Hybridisierung 35-38 Zyklen (Schritt 2-5)
4. 72°C 45s Elongation
6. 72°C 4min Finale Elongation
7. 4°C 00 Kiihlung

3.7.4 Optimierung der PCR

Zur Optimierung des PCR-Produkts stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfiigung, bei-
spielsweise die Zugabe von PCR-Additiva wie Betain oder Dimethylsulfoxid (DMSO). Diese
erhohen die Sperzifitdt und erleichtern die Vervielfiltigung besonders GC-reicher Sequenzen
[Miilhardt 2009/1]. Sehr schwache PCR-Produkte kénnen durch die Erhohung der DNA-
Templatemenge oder der Zyklenzahl gesteigert werden. Jedoch kénnen zu hohe Mengen an
DNA oder zu hohe Zyklenzahlen zur Bildung von unspezifischen Nebenprodukten oder Pri-
merdimeren fithren [Minol 1996, Miilhardt 2009/1]. Je nach Zusatz und Menge wurde der

Standardansatz der PCR durch Ausgleich der entsprechenden Wassermenge neu berechnet.

3.7.5 Touchdown-PCR

Die Touchdown-PCR ist eine spezielle PCR-Methode zur Steigerung der Sensitivitét, Spezifi-
tdt und Ausbeute der PCR bei der Amplifikation schwer amplifizierbarer templates, wie sehr
GC-reiche Regionen. Das Hauptmerkmal der Touchdown-PCR ist der zyklusweise Abfall
der T 4 zwischen 0,5°C und 1,0°C. Eine hohe Anfangs-T 4 sorgt fiir eine sehr spezifische Bin-

dung des Primers an das template und vermeidet die Bildung unspezifischer Nebenprodukte
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oder Primerdimere. Nach der Touchdown-Phase folgt die Amplifikationsphase, welche im
Ablauf der Standard-PCR entspricht [Don 1991, Korbie 2008|. Der Ansatz fir die Touch-
down-PCR konnte in derselben Weise wie der der Standard-PCR. erstellt werden. Hierzu
wurde ein Kit der Firma Epicentre Biotechnologies verwendet. Die Zusammensetzung zeigt
Tabelle 7. Fiir das Touchdown-Programm |[Taylor 2004| aus Tabelle 8 kam der Thermocycler
PTC-200 MJT™™ Research der Firma Biozym zum Einsatz.

Tabelle 7: Ansatz fiir die Touchdown PCR.

13,4 nL. HPLC-Wasser

+ 2,5 pL PCR-Puffer
+ 1,5 uL MgCly
+ 4,0 pL.  Enhancer
+ 1,0 nL  Primer F
+ 1,0 pnL  Primer R
+ 0,3nL dNTPs
+ 0,3pL  Ampli Therm DNA-Polymerase
= 24,0 pL. PCR-~-Mastermix
+ 1,0 p. DNA
= 25,0 uy. PCR-Ansatz
Tabelle 8: Thermocyclerprogramm fiir die Touchdown-PCR. [Taylor 2004].
Schritt Temperatur Zeit Reaktion
1. 95°C 10min Initiale Denaturierung
2. 95°C 20s Denaturierung
3. 64°C (-0,5°C/Zyklus) 1lmin  Hybridisierung
4. 72°C Imin  Elongation
D. go to 2; 14 Zyklen
6. 94°C 20s Denaturierung
7. 57°C Imin  Hybridisierung
8. 72°C Imin  Elongation
9. go to 6; 20 Zyklen
10. 72°C 10min Finale Elongation
11. 4°C 00 Kiihlung

3.8 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR wurden die PCR-Produkte auf ein 3 %-iges Agarosegel aufgetra-
gen. Die verwendete Agarose der Firma Biozym ist ein Polysaccharid, gewonnen aus ro-
ten Meeresalgen [Dechert 2007]. Zuerst wurden Agarose und 1x TRIS-Borat-EDTA-Puffer
(TBE-Puffer), hergestellt aus 5x TBE-Puffer, in der Mikrowelle erhitzt und danach mit
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Ethidiumbromid zur Farbung der DNA versetzt. Das fliissige Gel wurde in die Gelkammern

gegeben. Die Zusammensetzungen der Gele und des 5x TBE-Puffers zeigen Tabelle 9 und 10.

Tabelle 9: Ansitze fiir 3%ige Agarosegele.
‘ Kleines Gel ‘ Grofes Gel

1x TBE-Puffer 20,0 ml 100,0 ml
Agarose 06 g 3,0g
Ethidiumbromid | 1,5 nl 7,5 ul

Tabelle 10: Zusammensetzung des 5x TBE-Puffers.

Chemikalien ‘ Menge ‘ Konzentration
TRIS S g

Borsdure 275 g

EDTA-Lo6sung | 20,0 ml 0,5 mol/1
dH,O 1000,0 ml

TRIS-Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Nach dem Auspolymerisieren der Gele wurde die Gelkammer mit 1x TBE-Puffer als Leiter
versetzt. In die Geltaschen mussten je 2 pul PCR-Produkt mit 2 pl Auftragspuffer pipet-
tiert werden. Der Auftragspuffer erhoht die Dichte der DNA und sorgt fiir ein Absinken
der Proben in die Geltaschen. Er enthélt Bromphenolblau und Xylencyanol, zwei Farbstoffe,
um das Laufverhalten der DNA-Fragmente zu beobachten [Miilhardt 2009/1]. Zur Ermitt-
lung der Fragmentgrofe des PCR-Produkts wurde in jeder Reihe ein Molekulargewichtsmar-
ker Typ VIII (MVIII) der Firma MBI Fermentas mitgefithrt. Dieser enthélt standardisierte
DNA-Fragmente verschiedener Grofse. Die Gelkammern wurden bei 80 V an das Elektropho-
resenetzgerit angeschlossen. Aufgrund negativ geladener DNA-Phosphatreste wanderten die
PCR-Produkte zur Anode. Je kiirzer das Fragment, desto linger die Laufstrecke. Fiir eine
optimale Auswertung betrug die Laufzeit 30 min fiir kleine Gele und 50 min fiir grofte Gele.

Die Visualisierung und Auswertung der Fragmente erfolgte am UV-Tisch (Abb. 3.1).

MvilT A B C D E F KN

Primerbanden

Abbildung 3.1: Ergebnis der Gelelektrophorese am Beispiel von Exon 9 mit Test-DNA (A, B, C, D, E, F).
Die Grofse des PCR-Produkts ist rot markiert. MVIII - Molekulargewichtsmarker, KN - negative Kontrolle.
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3.9 Sequenzierung
3.9.1 Zyklussequenzierung/ thermal cycle sequenzing

Das thermal cycle sequenzing ist eine Methode zur Analyse unbekannter DNA-Sequenzen.
Sie vereint die PCR und die Kettenabbruchmethode nach Sanger, Didesoxynukleotidverfah-
ren |[Bangsow 1996]. Die Kettenabbruchmethode ist ein Analyseverfahren zur Bestimmung
der Basensequenz von DNA-Abschnitten. Dabei werden mithilfe einer DN A-Polymerase und
der zu sequenzierenden DNA, die als Matrize dient, neue DNA-Fragmente synthetisiert
[Meckelein 2007].

Als Erstes werden vier gleiche Ansitze bestehend aus Matrizen-DNA, Primer, dNTPs und
DNA-Polymerase hergestellt. Danach erfolgt die Zugabe von fluoreszenzmarkierten Dides-
oxyribonukleotidtriphosphaten (ddNTP). Jeder Ansatz wird mit einem anderen ddNTP ver-
setzt. Es laufen parallel dieselben Reaktionen ab. Nach der Denaturierung findet die Hybri-
disierung zwischen DNA-Matrize und Sequenzprimer statt. Der Einbau der Nukleotide folgt
dem Zufallsprinzip, da die DNA-Polymerase mit dNTPs und ddNTPs arbeiten kann. Wird
ein dANTP eingebaut, kommt es aufgrund der fehlenden 3’-Hydroxygruppe zum Kettenab-
bruch |Brown 2007, Meckelein 2007]. Am Ende enthélt jedes Mikroreaktionsgefif zahlreiche,
unterschiedlich lange DNA-Fragmente die am 5 -Ende den Primer und am 3’-Ende ein spe-
zifisches dAN'TP tragen. Die vier Ansitze werden auf einem Polyacrylamidgel nebeneinander
aufgetragen. Der zur Matrizen-DNA komplementire Strang wird anhand des Gelmusters
bestimmt [Meckelein 2007]|. Beim thermal cycle sequenzing wird die manuelle Auswertung
durch automatische Sequenzanalyse im DNA-Sequenziergerét ersetzt. Es ist nur ein Ansatz
no6tig, da jedes dANTP mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert ist (siehe Tabelle

11). Der Fluoreszenzdetektor erkennt die Basen anhand spezifischer Absorptionsmaxima.

Tabelle 11: Verwendete ddNTPs und ihre Flureszensfarbstoffe.

Absorbtionsmaximum ‘ Flureszenzfarbstoff ‘ Base

531 nm Blau C
560 nm Griin A
580 nm Gelb G
610 nm Rot T

Die Elektrophorese der Proben erfolgt durch Kapillaren. Die Nutzung von Kapillarbiindeln
(capillary arrays) erlaubt die gleichzeitige Messung verschiedener Proben. Nach Anregung

der fluoreszenzmarkierten ddNTPs durch einen Argonlaser wandern die negativ geladenen
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DNA-Molekiile zur positiv geladenen Kapillare. Durch lineare DNA-Amplifikation werden
nur geringe Mengen DNA benétigt. Die Tag-Polymerase hilft aufgrund hoherer Reaktion-

stemperaturen die Bildung komplexer Sekundérstrukturen zu vermeiden |[Meckelein 2007].

3.9.2 Durchfiihrung der Sequenzierung

Herstellung der Sephadexplatte Sephadex ist ein vernetztes Dextran, welches zusam-
men mit Wasser ein Gel zur Filtration des Sequenzierprodukts bildet [CHEMIE.DE|. Das
Sephadexpulver wurde mittels Einfiihrhilfe auf ein 96-Well Plate des MultiScreen®) Assay

Systems tiberfiihrt und mit je 300 nl Wasser versetzt. Es musste 24 h bei 4°C quellen.

Enzymatische Aufreinigung Die Sauberkeit der DNA ist entscheidend fiir den Erfolg
der Sequenzierung. Um die PCR-Produkte direkt zu sequenzieren, wurde ein Exonuklease-
Phosphatase Verdau durchgefiihrt. Die Exonuklease verdaut einzelstringige DNA, z.B. Pri-
mer. Die Shrimp Alkaline Phosphatase hydrolysiert noch enthaltene dANTPs [Miilhardt 2009/2].
Verbliebene Nukleotide verdandern das ANTP/ddNTP Verhéltnis und Primerreste beeinflus-
sen die Bindung des Sequenzierprimers an die DNA [Meckelein 2007, Milhardt 2009/2]. Zu-
erst wurde der Mastermix erstellt (Tabelle 14), in die einzelnen tubes pipettiert und mit dem
PCR-Produkt versetzt. Alle Chemikalien standen im Kryoblock und wurden nicht gevortext.
Die Proben durchliefen das Programm aus Tabelle 13 im Thermocycler UNO-Thermoblock.

Durch die Hitzelabilitdt der Enzyme haben diese keinen Einfluss auf die Sequenzierung.
Tabelle 12: Ansatz fiir die enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte.

0,09 nL.  Exonuklease
0,32 uL.  Shrimp Alkaline Phosphatase
2,59 u. HPLC-Wasser

3 pLb  Mastermix
7 nLL.  PCR-Produkt

= 10 p.  Ansatz

+ o+ +

Tabelle 13: Thermocyclerprogramm fiir die Enzymatische Aufreinigung.

Schritte Temperatur Zeit

1. 37°C 30 min
2. 72°C 15 min

Sequenzierung Nach erfolgreicher Aufreinigung folgt die Sequenzierung. Verwendet wur-

de das Sequenzierkit der Firma Applied Biosystems. Zu Beginn wurde der Mastermix (Tabelle
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14) erstellt und in die auf einem Kryoblock befindlichen tubes aliquotiert. Danach konnte
das aufgereinigte PCR-Produkt hinzugefiigt werden. Alle verwendeten Chemikalien wurden

zuvor gevortext und zentrifugiert. Den Ablauf des Thermocyclerprogramms zeigt Tabelle 15.

Tabelle 14: Ansatz fiir die Sequenzierung.

0,5 pL.  Big Dye®) Terminator v1.1
1,75nL 5x Sequenzierpuffer

1,0 pL  Primer F oder R
4,75 nL. HPLC-Wasser

8,0 pL  Mastermix

2,0 pL.  aufgereinigtes PCR-Produkt

= 10,0 nL Sequenzieransatz

+ o+ 4+

Tabelle 15: Thermocyclerprogramm fiir das cycle sequenzing.

Schritt  Temperatur Zeit Reaktion

1. 96°C 1 min Initiale Denaturierung

2. 96°C 10 s Denaturierung

3. 50°C 30 s  Primerhybridisierung } 25 Zyklen
4. 60°C 4 min Elongation

5. 4°C 00 Kiihlung

Uberfithrung der Proben auf die Mikrotiterplatte fiir den Sequenzierautomat
Die vorbereitete Sephadexplatte wurde zunéchst fiinf Minuten bei 1000 g zentrifugiert und
vom Wasseriiberstand befreit. Das Wasser wurde in einem waste plate aufgefangen und
verworfen. Nach einem weiteren Waschschritt mit 150 pL. HPLC-Wasser wurde die Sequen-
zierplatte vorbereitet. In jedes well wurden 13 pL Hi-Di”™™ Formamide pipettiert. Danach
erfolgte die Uberfiihrung der Sequenzierprodukte in die 96 well Sephadexplatte. Durch an-
schlieffende Zentrifugation wurden die Sequenzierprodukte durch die Sephadexplatte gefiltert
und gelangten so in die vorbereitete Sequenzierplatte. Bis zur Verarbeitung im Sequenzier-
automaten ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzer konnte die Platte tiefgefroren werden.

Die Auswertung der Elektropherogramme erfolgte mit dem Programm SEQUENCHER 4.1.

3.10 Restriktionsfragmentlingenpolymorphismus
3.10.1 Definition

Der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) ist eine weitere Methode der DNA-

Analyse. Er wurde es genutzt um gefundene Mutationen zu bestétigen und diese in einem
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Kontrollkollektiv von 300 herzgesunden Probanden mit normaler Herzgréfe und -funktion
auszuschliefien. Die Methode beruht auf der Spaltung gewiinschter DN A-Abschnitte in ein-
zelne Fragmente spezifischer Lange durch Restriktionsendonukleasen. Diese erkennen spezi-
fische DNA-Sequenzen von meist 4-6 bp Lange und schneiden sie. Durch Mutationen kénnen
bestehende Restriktionsschnittstellen verloren gehen oder Neue entstehen. Zur Visualisierung

und zum Vergleich der Fragentléingen dient eine Gelelektrophorese [Miilhardt 2009/2].

3.10.2 Durchfiihrung

Mithilfe des Computerprogrammes SEQUENCHER 4.1 wurden Exon 7 und Exon 10 auf Re-
striktionsschnittstellen untersucht. Anschlieftend wurde durch Austausch der mutierten Base
geschaut, ob eine Anderung der Restriktionsschnittstellen im betroffenen Kodon stattfindet.
Dies war bei Exon 7 und 10 der Fall. Nach erfolgreicher Amplifikation von Exon 7 und 10
bei allen 300 Kontrollpersonen wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym ein spezi-
fischer RFLP-Ansatz erstellt und mit dem gewiinschten PCR-Produkt versetzt. Die Ansétze
fiir den Restriktionsverdau der einzelnen Exons wurden entsprechend der Herstellerangaben
des jeweiligen Enzyms berechnet (siehe Tabelle 16). Fiir den Restriktionsverdau mit BsiH-
KA T musste BSA, Bovine Serum Albumin, in einer 1:10 Verdiinnung als zusatzlicher Puffer
verwendet werden. Es verhindert die Adhésion von Restriktionsenzymen an Reaktionsgefife

oder Pipettenspitzen und hilft bei der Stabilisierung von Proteinen wiahrend der Inkubation.

Tabelle 16: Ansitze fiir den Restriktionsverdau.

(a) Exon 7. (b) Exon 10.
0.3 nL  BsiHKA I

0.3 nL. Hae III + 1.0 pL.  NEBuffer 3
+ 1.0 pL. NEBuffer 2 + 1.0 uL.  BSA (1:10)
+ 5.7 pl. HPLC-Wasser + 4.7 pl.  HPLC-Wasser
= 7.0 p. RFLP-Mastermix = 7.0 p. RFLP-Mastermix
+ 3.0 p. PCR-Produkt + 3.0 uy. PCR-Produkt
= 10.0 p. RFLP-Ansatz = 10.0 pL. RFLP-Ansatz

Jede Probe wurde im Thermocycler bei 37°C drei Stunden verdaut. Zur Gegeniiberstellung
der Bandenmuster wurden die zu untersuchende Probe, der MVIII, ein unverdautes PCR-
Produkt und eine positive Kontrolle, eine Probe mit Mutationsnachweis, im 3 %-igen Agaro-
segel nebeneinander aufgetragen. Aufgrund des geringen DNA-Gehalts musste das gesamte

Produkt von 10 uL in die Geltaschen pipettiert werden.
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4 FErgebnisse

4.1 Ubersicht der einzelnen Arbeitsschritte

Patientenrekrutierung und Blutentnahme
DNA-Extraktion

Primerdesign und Optimierung der PCR-Bedingungen

Amplifikation der 12 kodierenden Exons in den Patientenkollektiven I-11

DNA-Sequenzierung und Auswertung der Sequenzen

Synonyme Varianten Neue Mutationen

bekannt unbekannt Ausschluss in 300 gesunden
Kontrollpatienten durch RFLP

Ausschluss von splice site-
Veradnderungen mittels RESCUE-ESE

Abbildung 4.1: Arbeitsablauf

4.2 Ergebnisse der PCR

4.2.1 Grundsitze der Optimierung

Zur Ermittlung der T 4, wurde fiir jedes Exon ein Primergradient entsprechend der Anleitung
in Abschnitt 3.7.4 und eine Optimierung durchgefiihrt. Das Programm durchlief Temperatu-
ren von 50-70 °C. Die PCR-~Produkte wurden dann wie in Abschnitt 3.8 auf ein Agarosegel
aufgetragen und die Banden mit der im Vorfeld iiber OLIGO 4.0 ermittelten Produktgrofe
verglichen. Im Falle einer Uneindeutigkeit wurde das Programm auf eine kleinere Tempera-
turspanne eingestellt und der Ablauf wiederholt. Stimmte die Lange des DNA-Fragmentes,
wurde die passende T 4 notiert und eine Probe-PCR mit Test-DNA durchgefiihrt. Die Opti-

mierung der PCR wird im Folgenden an vier verschiedenen Beispielen erldutert.
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4.2.2 Festlegung der T, und Kontrolle des PCR-Produkts anhand von Exon 9

Nach Ermittlung der Grofse des PCR-Produkts mithilfe des Programms OLIGO 4.0 wurde
ein Standard-PCR~Ansatz fiir 12 tubes und eine zusitzliche Negativkontrolle geméf Ab-
schnitt 3.7.3 hergestellt. Jeder tube wurde mit 24 pL und 1 pL Test-DNA versehen und
durchlief das Gradientenprogramm im Thermocycler PTC-200 MJT™ Research Gradient.
Das Ergebnis der Gelelektrophorese fiir Exon 9 zeigt Abbildung 4.2.

°C 50,0 50,5 51,7 532 555 584 61,8 646 668 684 69,6 700 KN

MVIIT

242 bp
192 bp, 190

Primerbanden

Abbildung 4.2: Temperaturgradient fiir Exon 9. Die richtige Gréke des PCR-Produkts ist rot gekennzeich-
net. MVIII - Molekulargwichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle.

Die Abbildung zeigt fiir die Temperaturen zwischen 61,8 °C und 70,0 °C das spezifische
PCR-Produkt fiir Exon 9 von 192 bp. Die T, wurde auf 67 °C festgelegt. Im néchsten
Schritt wurde eine PCR mit Test-DNA angefertigt. Dieser Ansatz durchlief das Standard-
PCR-Programm (Abschnitt 3.7.3) mit 35 Zyklen. Da die PCR kriiftige spezifische Banden
der gewiinschten Grofe zeigt, konnte der Versuch mit Patienten-DNA wiederholt werden.
Abbildungen 4.3 zeigt die Ergebnisse der Probe-PCRs mit Test- und Patienten-DNA. Weitere
Optimierungen fiir Exon 9 waren nicht nétig. In analoger Weise erfolgte die Bestimmung der

PCR-Bedingungen fiir Exon 2, 4, 5, 6, 7, 10 und 11 aus Tabelle 17 auf der nichsten Seite.

Mvih K L M N 0] P KN MvIr 1001 1007 1010 1012 KN

192 bp

242b
192 bp s

Primerbanden

Abbildung 4.3: Links - PCR-Ergebnis mit Test-DNA (K, L, M, N, O, P). Rechts - PCR-Ergebnis mit
Patienten-DNA (1001, 1007, 1010, 1012). MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative
Kontrolle.
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Tabelle 17: PCR-Bedingungen fiir Exon 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10 und 11.

Exon | Lange des PCR-Produkts | Ty | Zyklenzahl | PCR-Ansatz

2 267 bp 56 °C 35 Standard
4 334 bp 64 °C 35 Standard
5 432 bp 57 °C 35 Standard
6 466 bp 58 °C 35 Standard
7 292 bp 58 °C 35 Standard
9 192 bp 67 °C 35 Standard
10 459 bp 60 °C 35 Standard
11 395 bp 63 °C 35 Standard

4.2.3 Optimierung schwacher Banden am Beispiel von Exon 8

Die Durchfiihrung des Temperaturgradienten fiir Exon 8 ergab bei 67 °C spezifische Banden
der richtigen DNA-Fragmentlinge. Diese wurde analog zu den restlichen Exons ermittelt und
betrdgt 286 bp. Die Banden waren sehr schwach und mussten iiber mehrere Zwischenschritte
optimiert werden. Abbildung 4.4 zeigt, dass die PCR mit Patienten-DNA noch schwéchere
Banden als mit Test-DNA liefert.

Mvim Q R S T U V KN

MVIII 1001 1007 1010 1012 1016 1019 1022 MVIII 1024 KN

286bp  331bp
242 bp

Abbildung 4.4: PCR-Ergenisse fiir Exon 8 ohne jegliche Zusitze, mit Test- (Q, R, S, T, U, V) und
Patienten-DNA (1001, 1007, 1010, 1012, 1016, 1019, 1022). Das im Vorfeld ermittelte PCR-Produkt ist rot
dargestellt (286 bp).MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle.

Um die Ausbeute des PCR-Produkts zu erhéhen wurden Versuche mit DMSO und Betain
durchgefithrt (Abb. 4.5). Wihrend die Zugabe von DMSO nicht zum gewiinschten Ergebnis
fiihrte, brachte die Zugabe von Betain bereits eine deutliche Besserung. Um die trotz allem

noch schwachen Banden zu verbessern, wurde die DNA-Templatemenge von einem auf zwei

Mikroliter erh6ht und die PCR auf 38 Zyklen umgestellt (Abb. 4.6).
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MVIII 1001 1007 1010 1012 1016 1019 KN

MVIII 1001 1007 1010 1012 1016 1019 KN

Abbildung 4.5: Zwischenschritte der PCR-Optimierung von Exon 8 mit Patienten- DNA (1001, 1007,
1010, 1012, 1016, 1019). Obere Abb. - Zusatz von DMSO. Untere Abb. - Zusatz von Betain. MVIII -
Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle.

MVIII 1001 1007 1010 1012 1016 1019 KN

Abbildung 4.6: Ergebnisse der optimierten PCR fiir Exon 8 mit 2.5 pL. Betain, 2 pL. Patienten-DNA
(1001, 1007, 1010, 1012, 1016, 1019) und 38 Zyklen. MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN

- negative Kontrolle.

Die Optimierung des PCR-Produkts von Exon 3 erfolgte in Analogie zu Exon 8. Auf die
Erhohung der Zyklenzahl konnte jedoch verzichtet werden. Tabelle 18 zeigt die optimierten
PCR-Bedingungen beider Exons.

Tabelle 18: PCR-Bedingungen fiir Exon 3 und Exon 8.

Exon | Linge des PCR-Produkts | Ta | Zyklenzahl

3 250 61.4 °C 35
8 286 67 °C 38

4.2.4 Optimierung unspezifischer Nebenprodukte anhand von Exon 12

Die Ergebnisse des PCR-Gradienten fiir Exon 12 ergaben, dass die Primer bei 58°C zur
Amplifikation des gewiinschten PCR-Produkts von 686 bp Lénge fiihren, jedoch entstand
eine zusitzliche Bande als Zeichen eines unspezifischen Nebenprodukts mit einer ungefdhren
Grofe von 370 bp (Abb.) 4.7. Solche Banden kénnen das Ergebnis der Sequenzierung deut-

lich negativ beeinflussen, weshalb weitere Optimierungen durchgefiihrt werden mussten. Zur
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Minderung der unspezifischen Nebenprodukte wurde zum einen die eingesetzte Primermenge
auf 0.8 pL pro tube reduziert und zum anderen wurde Betain hinzugefiigt um die Spezifitit
der Primer zuséatzlich zu steigern. Das Endprodukt der optimierten PCR-Bedingungen ohne

Nebenprodukt demonstriert Abbildung 4.8. Die PCR-Bedingungen zeigt Tabelle 19.

MVIII K L M KN

unspezifisches
Nebenprodukt

Abbildung 4.7: PCR-Ergebnis von Exon 12 mit, Test-DNA (K, L, M) ohne Optimierung. Das PCR-Produkt
ist rot markiert (686 bp). MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle.

MVIII K L M KN MVIII 1001 1007 1010 1012 1016 1019 KN

686 bp 686 bp

Abbildung 4.8: PCR-Ergebnis von Exon 12 nach Abschluss der Optimierung. Die exakte Gréfe des PCR-
Produkts ist rot hervorgehoben. MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle.

Tabelle 19: PCR-Bedingungen fiir Exon 12.

Exon | Liinge des PCR-Produkts | T4 | Zyklenzahl
12| 436 |58 [ 35

4.2.5 Erhohung der Spezifitit durch Verwendung einer Touchdown-PCR am

Beispiel von Exon 1

Trotz optimaler Primereigenschaften fiihrten drei verschiedene Primer weder mit noch ohne
Betain zur spezifischen Amplifikation von Exon 1. Abbildung 4.9 zeigt dies anhand des
Temperaturgradienten fiir den Primer 1.3 mit einem theoretischen PCR-Produkt von 570 bp.
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°C 50,0 50,5 51,7 53,2 55,5 58,4 61,8 °C 500 50.5 517 532 55.5 58.4 61.8

MVII MVIIge
srove_ G331 st §35 MO
570bp_ §33 s70bp__ §33 88

Abbildung 4.9: Temperaturgradienten fiir das Primerpaar 1.3. Links- ohne Betain. Rechts- mit Betain. Das
PCR-Produkt ist rot markiert. MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle.

Um die Bindung der Primer an die DNA zu steigern und ein spezifisches PCR-Produkt zu ge-
nerieren, entschied ich mich fiir den Gebrauch einer Touchdown-PCR. Verwendet wurden das
Touchdown-Programm und die Primer von Tayler et al [Taylor 2004|. Vor der Nutzung wurde
das Primerpaar 1.4 zusétzlich mittels OLIGO 4.0 auf seine Eigenschaften tiberpriift. Der erste
Versuch mit dem PCR-Kit der Firma Invitek fiihrte nicht zum gewiinschten Ergebnis, weswe-
gen es durch das PCR-Kit der Firma Epicentre Biotechnologies, das eine AmpliTherm-DNA-
Polymerase enthélt, ersetzt wurde. Die Kombination aus AmpliTherm und Touchdown-PCR
fithrte anschliefend zur erfolgreichen Amplifikation von Exon 1 (Abb. 4.10). Die optimierten
PCR-Bedingungen veranschaulicht Tabelle 20.

Abbildung 4.10: Ergebnis der Touchdown-PCR mit AmpliTherm-DNA-Polymerase.

Tabelle 20: PCR-Bedingungen fiir Exon 1.

Exon | Liange des PCR-Produkts | Start-T 4
1| 532 | 64°C
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4.3 Ergebnisse der Sequenzierung
4.3.1 Ubersicht der Ergebnisse

In allen drei verschiedenen Patientenkollektiven konnten, bei jedem Patienten, alle zwolf ko-
dierenden Exons des LMNA-Gens erfolgreich amplifiziert und sequenziert werden. Um ein
bestmogliches Ergebnis zu erzielen wurde zunéchst der Primer verwendet, welcher den gro-
fseren Abstand zum gewiinschten DNA-Fragment besaf. Es spielte keine Rolle ob es sich
um den foward oder reverse Primer handelte. Alle Sequenzen wurden mithilfe des Pro-
gramms SEQUENCHER 4.1 ausgewertet. Als Referenz diente das Transkript LMNA-001
(ENST00000368300) der genomischen Datenbank ensemble [ensemble.org].

Insgesamt wurden zwei neue missense-Mutationen, vier neue synonyme Varianten und eine
bisher unbekannte intronische Variante gefunden. Zudem konnten acht bereits bekannte SN-
Ps nachgewiesen werden. Diese wurden mit der genomischen Datenbank Ensemble bzw. der
Database for Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP) abgeglichen. Zur Validierung der ge-
fundenen Varianten und zur Kontrolle der Probandennummer im entsprechenden Kollektiv
wurde jede Probe mit einer Variante durch Wiederholung der Versuche bestétigt. Zunéchst
erfolgte die Sequenzierung des vorhandenen PCR-Produkts in Gegenrichtung. Anschlieffend
wurden mindestens zwei neue PCRs durchgefithrt. Deren Produkte wurden forward und
reverse sequenziert. Alle bekannten synonymen SNPs und neuen synonymen Varianten wur-
den mithilfe des Programms RESCUE-ESE auf Verdnderungen eventueller splice sites unter-
sucht. Diese stellten sich in jedem Fall als negativ heraus. Als Beispiel dient die Darstellung
der splice sites in der Umgebung der neu entdeckten intronischen Variante ¢.936+12C>T

im Intron 5-6.

4.3.2 Probleme der Sequenzierung

Wihrend der Auswertung der Elektropherogramme zeigte sich bei einigen Sequenzen, dass
diese aus verschiedenen Griinden nicht auswertbar waren, wie beispielweise bei Exon 9. Das
Problem bestand in dem zu geringen Abstand der beiden Primer zum gewiinschten DNA-
Abschnitt. Dieser sollte 20 bis 40 bp betragen, weil die ersten Basen der Sequenzierung
zumeist sehr unsauber werden. Fiir Exon 9 betrug der Abstand des foward-Primer jedoch nur
zehn Basen und fiir den reverse-Primer elf Basen. Da die Amplifikation des Exons mithilfe der

PCR tadellos funktionierte, entschied ich mich die Primer beizubehalten. Jede Probe wurde
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deswegen in beide Richtungen sequenziert und die Elektropherogramme gegen die Referenz
und untereinander verglichen. Abbildung 4.11 zeigt beispielhaft das Ende von Exon 9 einmal
mit dem forward und einmal mit dem reverse Primer sequenziert.

F-NC-11.4E1 Fraoment baze #1335 Base 133 of 172

cCAACTCCAC T 6 6 6 A A 6T

COZ_NC11_9R.ab1 Fragment base ¥2€6 . Base 266 of 273
C A AR C T CCAC T 6 66 6 A A G T

Abbildung 4.11: Sequenzausschnitte des Endes von Exon 9 zum Vergleich der Sequenzierergebnisse mit
dem forward (obere Leiste) und dem reverse (untere Leiste) Primer. Es wird deutlich, dass in diesem Bereich

nur die forward-Sequenz auswertbar ist. Der Exonbereich ist gelb hinterlegt.

Ein weiteres Problem war die Sequenzierung von schwachen PCR-Banden, wie es bei Exon 3
und 8 der Fall war. Durch die geringe Menge an PCR-Produkt war folglich auch das Signal
der einzelnen Basen fiir den Flureszensdetektor nicht so stark. Durch die niedrige Amplitude
der Elektopherogrammkurven war es schwer und zum Teil nicht mdglich schwer lesbare
Stellen von Varianten zu unterscheiden. Die Optimierung der PCR Bedingungen fiihrte zur
gewiinschten Verbesserung des Sequenzierergebnisses, wie Abbildung 4.12 fiir Exon 3 belegt.

1007_3F.AB1 Fragment base #*34. Base 54 of 254
M ¥ T T CAHRG G AT R A R AT 6 C T

I | [
PN VTN AB ATV T

1007-3R.AB1 Fragment base *105. Base 105 of 231

A CTT CA G 6GAT 6A G AT 6

Daahanfamndandll

Abbildung 4.12: Gegeniiberstellung der DNA-Sequenzen von Exon drei vor (obere Leiste) und nach (untere
Leiste) der Optimierung des PCR-Produkts. Pfeile markieren schwer lesbare Stellen.

4.3.3 Bekannte SNPs

Wie anfangs erwahnt, konnten acht unterschiedliche bereits bekannte synonyme SNPs nach-
gewiesen werden, darunter ein intronischer und sieben in kodierenden Abschnitten, jeweils an
der dritten Kodonposition. Tabelle 21 am Ende des Abschnitts gibt eine Ubersicht iiber die
gefundenen synonymen bekannten SNPs und deren Verteilung in den einzelnen Kollektiven

und im Vergleich zu verschiedenen Referenzpopulationen.
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Nach erfolgreicher Amplifikation von Exon 1 mittels Touchdown-PCR wurde in vier HCM-
und einem NC-Patienten der SNP rs11549668 nachgewiesen. Der Basenaustausch von Cy-
tosin (C) zu Thymin (T) an Position 51 der ¢cDNA (¢.51C>T), fithrt zur Kodondnderung
von AGC zu AGT. Die neutrale AS Serin bleibt erhalten (p.Ser17Ser). Die unterschiedlichen
Genotypen kénnen in Abbildung 4.13 verglichen werden.

FOS_2577_1.ab1 Fragment base #111. Base 111 of 512
A6 6 C CA G C T CTCAC T C

A

® DOG_2573_1_2_abl Fragment base ®*108. Base 108 of 509 =
CA 6 T T C CAC

\/\AM/W\/\N\/\M/\A

Abbildung 4.13: Elektropherogramme von Exon 1. Gegeniiberstellung des Wildtyps (obere Leiste; Probe
2577) und des SNP rs11549668 (untere Leiste; Probe 2573) an Position 51 (Pfeil).

Alle PCR-Produkte von Exon 2 konnten problemlos mit dem reverse-Primer sequenziert
und ausgewertet werden. Patient 2530 aus K2 trug einen bereits bekannten SNP, der die
Referenznummer rs41313880 tragt. C wird durch T an Position 357 der cDNA substituiert
(c.357C>T). Obwohl Cytosin die erste Base von Exon 2 ist, nimmt sie nach dem Spleifsvor-
gang die dritte Position im Kodon 119 ein. GCG, wie auch GCT, kodieren fiir die basische
AS Arginin (p.Argl19Arg). Die unterschiedlichen DNA-Sequenzen zeigen die Elektrophero-
gramme in Abbildung 4.14.

NC15-2F.4B1 Fragment base #*20. Base 20 of 247

T TCTTTAG CRARA TAHC CA

WA A,

BOZ_2530_2F.ab1 Fragment base #¥42. Base 42 of 244

eanphdons

Abbildung 4.14: Sequenzausschnitt des Chromatogramms von Exon 2. Darstellung des SNPs 1541313880
an Position 357 der cDNA (untere Leiste; Patient 2530) im Vergleich zum Wildtyp (obere Leiste; Patient
NC15). Beide sind durch eine Pfeil gekennzeichnet.

Sowohl in HCM- als auch in NC-Patienten konnte in Exon 3 der heterozygote SNP rs12117552
identifiziert werden. Durch den Austausch der Base Guanin (G) zu Adenin (A) (¢.612G>A),
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dndert sich das Wildtyptriplett CTG von Kodon 204 zu CTA (p.Leu204Leu). Die neutrale

AS Leucin bleibt unverdndert. In Abbildung 4.15 sind beide Genotypen gegeniibergestellt.

MNCZ7-3R.AB1 Fraament baze #157. Base 157 of 227
A G b C T6 6 AC T T

I

# NC23-ZR_AB1 Fragment base F157. Base 157 of 227 &
A6 G C TGIAG AC T T

/X/\W\/\A/\Mz\/\/\m

Abbildung 4.15: Vergleichende Darstellung der Elektropherogramme von Exon 3, einmal der Wildtyp
(obere Leiste; Patient NC-37) und einmal der SNPs rs12117552 (untere Leiste; NC-23) an Position 612 der
cDNA (Pfeil).

Auch in Exon 5 konnte ein bereits bekannter synonymer SNP (rs538089), in homo- und
heterozygoter Form, nachgewiesen werden. Die Basenverdnderung von T zu C an Position
861 der cDNA (c.861T>C) zieht keine Anderung der AS nach sich, da sowohl GCT als auch
GCC fiir Alanin kodieren (p.Ala287Ala). Insgesamt hat der SNP eine Haufigkeit von 12.01 %
in den HCM-Kollektiven und 17.07 % im NC-Kollektiv. Die hetero- sowie die homozygote
Form des SNP rs538089 sind in Abbildung 4.16 dargestellt.

FOS_NC43_5.ab1 Fragment baze #137. Base 137 of 411
6 T 6 6 6 6 6 C T 6C C CAHTE

WA AN

E12_NC15_5F.ab1 Fragment base #110. Base 110 of 412
6 T 6 6 6 6 6G C TCGC CCAHTE

l

® N1Z_NCZE_SF ab1 Fragment base *110. Base 110 of 412

6 6 6 6 C C CAC

Abbildung 4.16: Elektropherogramme von Exon 5. Vergleich des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2536)
und des SNP rs538089 in hetero- (mittlere Leiste; Patient 2543) und homozygoter (untere Leiste; Patient
NC-28) Form. Die Verénderung der Base an Position 861 der cDNA ist durch einen Pfeil markiert.

Der Vergleich der Elektropherogramme von Exon 6 erbrachte zwei weitere SNPs. Der SNP
rs17847242 fiihrt zum Austausch der Base G gegen A (c¢.1017G>A). Das Wildtyptriplett
GCG aus Kodon 339 und das verdnderte Triplett GCA kodieren beide fiir die AS Alanin
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(p-Ala339Ala). Der SNP konnte nur bei einem Patienten, 2.44 %, aus dem NC-Kollektiv

eruiert werden, welcher in Abbildung 4.17 zu sehen ist.

GOZ_2707_6&.ab1 Fragment base #2237, Base 237 of 825

T 6C T 6 6 C A A A A G

J\AAAA/\MMN/\I\A

® 6-NC-16_AB1 Fragment base *241_ Base 241 of 460 @
T 6C T 6 6 C GAG A A A A G

/\ A/\/\ /\/\/\/\N\/\/\/\/\M

Abbildung 4.17: Gegeniiberstellung der Elektropherogramme des SNP rs17847242 (unter Leiste; Patient
NC-16) und des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2707). Die Pfeile kennzeichen Position 1017 der cDNA.

Der SNP rs534807 ist eine intronische Variante, die 16 Basen nach Exon 6 lokalisiert ist. Es
erfolgt ebenfalls ein Basenaustausch von G zu A (¢.1157+16G>A), welcher sowohl hetero-,
als auch homozygot sein kann. Die Verdnderung einer splice site hat dies nicht zur Folge.

Alle drei verschiedenen Genotypen zeigt Abbildung 4.18.

ACBAT C

AC AT C

AQA&A
Abbildung 4.18: Intronischer SNP 15534807 (Heterozygote G /A mittlere Leiste; Homozygote A /A untere
Leiste) im Vergleich zum Wildtyp (G/G obere Leiste ). Die Pfeile markieren Position 16 nach Exon 6.

In Exon 7 wurde der SNP rs505058 identifiziert. Der Basenaustausch an Position 1338 der
c¢DNA hat keinen Einfluss auf das Protein (¢.1338T>C), da die Tripletts GAT und GAC
beide fiir die saure AS Aspartat kodieren (p.Asp446Asp). Es sind ebenfalls nicht-synonyme
Varianten an derselben Stelle bekannt, in der T durch A oder G ersetzt wird und eine AS-
Anderung zu Glutamat stattfindet. In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch ausschlieklich
synonyme SNPs nachgewiesen werden. Unter diesen befand sich auch eine Homozygote (Pa-
tient 2696 aus K2), die bisher in der Datenbank dbSNP nicht aufgefiihrt wird. Abbildung
4.19 zeigt die verschiedenen DNA-Sequenzen anhand der Elektropherogramme.
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F12_2708_7F .ab1 Fraoment baze #179. Baze 179 of 267

G A6 6T GG AT G G 6 A G

CO7_2704_7F.ab1 Fragrment baze #4032, Baze 408 of 468
6G A 6 6T 66 ACIT 6 A 6 G A G

® H1D_2696_TR .ab1 Fragment base Z33'.". Base 387 of 442

6 TG G AC 6 A 6 6 A 6

A A

Abbildung 4.19: Ausschnitte der Elektropherogramme von Exon 7. Gegeniiberstellung der heterozygoten
(mittlere Leiste; Patient 2704) und homozygoten (untere Leiste; Patient 2696) Variante des SNP “s rs505058

und des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2708) an Position 1338 der cDNA (Pfeil)

Die Auswertung der DNA-Sequenzen von Exon 10, erbrachte den Nachweis des SNP rs4641

in hetero- und homozygoter Form. Durch die Substitution von C durch T an Position 1698

der cDNA im Kodon 566 dndert sich das Basentriplett von CAC zu CAT (¢.1698C>T). Beide

Tripletts kodieren fiir die positiv geladene AS Histidin (p.His566His). Der SNP rs4641 war

in allen Kollektiven der SNP mit der hochsten Frequenz. Hetero- sowie auch homozygote

Varianten wurden insgesamt bei 47.13 % der HCM- und bei 56.10 % der NC-Patienten

nachgewiesen. Dem gegeniiber betriagt die SNP-Haufigkeit der Vergleichspopulation 46.02 %.

Eine Gegeniiberstellung der verschiedenen Genotypen ist in Abbildung 4.20 gegeben.

= B10_2322_10R.ab1 Fragment base *214. Base 214 of 436 »

Cc AC CACCOAECLCGEGT GGA 6T

!

= AD9_2695_10R.ab1 Fragment base *213. Base 21D of 437 @

C A C CA CCACTET 6 A8 6 T

l

® C10_2555_10R.ab1 Fragment base *213. Base 215 of 436 @

C AT 6TGA 6T

A A\ Ay

Abbildung 4.20: Sequenzausschnitt der Elektropherogramme einer hetero- (mittlere Leiste; Patient 2695)
und einer homozygoten (untere Leiste; Patient 2555) Variante des SNP rs4641 und des Wildtyps (obere
Leiste; Patient 2522). Die betroffene Base in Exon 10 ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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Tabelle 21: Vergleich der Genotypenverteilung in den einzelnen Kollektiven mit geeigneten Refe-

renzwerten.
‘ SNP H Veréanderung H Kollektiv H Verteilung (%) H Auswertung
rs11549668 || p.Ser17Ser c/C | C/T Der Vgl. mit der
K1 (72) 100 |0 ESP-Kohorte zeigt
K2 (85) 96.47 | 3.58 sehr dhnliche Vertei-
T (157) 98.09 | 1.91 lungen in K2, K3
K3 (41) 95.12 | 4.88 und T. In K1 trat der
ESP (2456) || 97.60 | 2.40 SNP nicht auf.
rs41313880 || p.Argll19Arg T/T | G/T Wiéhrend der SNP in
K1 (72) 100 |0 K1 und K3 nicht
K2 (85) 98.82 | 1.18 vorkam, entsprach
T (157) 99.36 | 0.64 die Verteilung in T
K3 (41) 100 |0 jener der ESP-
ESP (4520) || 99.49 | 0.51 Kohorte.
rs12117552 || p.Leu204Leu G/G | G/A Seltener SNP mit
1(72) 100 |0 dhnlicher Verteilung
2 (85) 98.82 | 1.18 in K2, T und EVP.
T (157) 99.36 | 0.64 Im NC-Kollektiv
K3 (41) 92.68 | 7.32 deutlich hohere
EVP (226) | 99.10 | 0.90 Frequenz (3/41).
rs538089 p.Ala287Ala T/T | T/C | T/C || Ahnliche Verteilung
K1 (72) 91.67 | 833 |0 in allen untersuchten
K2 (85) 84.71 | 14.12 | 1.18 Kollektiven. Fre-
T (157) 87.90 | 11.47 | 0.64 | quenz in K1 am
K3 (41) 82.93 | 14.63 | 2.44 || niedrigsten.
rs17847242 || p.Ala339Ala G/G | G/A Seltener SNP ohne
K1 (72) 100 0 geeignete Referenz-
K2 (85) 100 |0 werte. Trat in den
T (157) 100 |0 untersuchten Kollek-
K3 (41) 97.56 | 2.44 tiven nur einmal auf.
rs534807 c.1157+16G>A G/G | G/A | A/A || Ahnliche Verteilung
K1 (72) 91.67 | 833 |0 in allen untersuchten
K2 (85) 83.53 | 15.29 | 1.18 || Kollektiven. Fre-
T (157) 87.26 | 12.10 | 0.64 | quenz in K1 am
K3 (41) 82.93 | 14.63 | 2.44 niedrigsten.
rs505058 p.Asp446Asp T/T | T/C | C/C | SNP mit dhnlicher
K1 (72) 91.67 | 833 |0 Verteilung in allen
K2 (85) 84.71 | 14.12 | 1.18 Kollektiven, bis auf
T (157) 87.90 | 11.47 | 0.64 || eine neu entdeckte
K3 (41) 82.93 | 17.07 | 0 homozygote Form.
rs4641 p.His566His C/C | C/T | T/T || SNP mit der hiufigs-
K1 (72) 56.94 | 36.11 | 6.94 || ten Frequenz in allen
K2 (85) 4941 | 42.35 | 8.42 || Kollektiven. Vertei-
T (157) 52.87 | 39.49 | 7.64 || lung stets dhnlich der
K3 (41) 43.90 | 41.46 | 14.63 || EVP.
EVP (226) | 53.98 | 40.71 | 5.31

K1 - Kollektiv 1; K2 - Kollektiv 2; K3 - Kollektiv 3; T - HCM-Total; ESP - Amerikanische Population
aus dem Ezome Sequencing Project; EVP - Gesunde Européische Vergleichspopulation
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Die Vergleichswerte des Exome Sequencing Project (ESP) und der européischen Vergleich-
spopulation (EVP) entstammen der Datenbank dbSNP. Es wird deutlich, dass die Verteilung
der Genotypen in den Kollektiven untereinander und im Vergleich mit den Referenzpopu-
lationen iiberwiegend dhnlich sind. Jedoch ist die Haufigkeit der SNPs rs538089, rs534807
und rs505058 in K1 mit 8.33 % geringer als in K2 und K3 in denen die Gesamthaufigkeit
(homo- und heterozygot) zwischen 15.29 und 17.07 % liegt. Der SNP rs41313880 zeigt in K3
(7.32 %) ebenfalls eine hohere Frequenz im Vergleich zur EVP (0.9 %).

4.3.4 Neue silent-Varianten

Exon 1 Neben dem im oberen Abschnitt beschriebenen bekannten SNP, wurden in Exon 1
noch zwei weitere unbekannte Varianten gefunden und wie im Abschnitt 4.3.1 beschrieben,
bestatigt. Beide sind in den genomischen Datenbanken ensemble und dbSNP bisher nicht
gelistet. Die erste Variante wurde im Kodon 26 verifiziert. Es erfolgt ein Austausch des
dritten Nukleotids von C zu T (¢.78C>T) in einem Allel. Da sowohl das Wildtyptriplett
ATC, als auch das neu entstandene Triplett ATT, fiir die neutrale AS Isoleucin kodieren,
handelt es sich um eine synonyme, nicht-proteinverandernde Variante (p.Ile26Ile). Sie ist
in der Linker-Region 1 der a-helikale rod-domain lokalisiert. Der Nukleotidaustausch wurde
nur bei Patient 1254 (K1) mit einer HCM bestétigt und hat somit eine Haufigkeit von
1.38 % in diesem Kollektiv. Bezogen auf die Gesamtzahl an HCM-Patienten (157) liegt die
Haufigkeit bei 0.64 %. Um die Variante ¢.78C>T mit dem Wildtyp zu vergleichen, prisentiert

Abbildung 4.21 Sequenzausschnitte der Elektropherogramme beider Genotypen.

NCZ4-1_ AB1 Fragment base #14Z2. Base 142 of 490

AC C E A C
= CO4_ 1254 1.ab1 Fragment base ¥139 Base 139 of 511
A TCOCTAR C

/\A/\/W/\/W\N\/\/V\

Abbildung 4.21: Vergleichende Darstellung der Elektropherogramme des Wildtyps (obere Leiste; Patient
NC-34) und der neu identifizierten Variante c.78C>T (untere Leiste; Patient 1254). Das betroffene Nukleotid
an Position 78 der cDNA ist jeweils durch einen Pfeil markiert.

Eine weitere heterozygote Variante konnte an Position drei des Kodons 35 identifiziert werden

und befindet sich somit im coil 1B der a-helikalen rod-domain. In diesem Kodon wurde be-
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reits eine Missense-Mutation an Position eins beschrieben. Die neue Variante entsteht durch
Substitution von G durch C (c.105G>C), wodurch es zu einer Triplettinderung von CTG
zu CTC kommt. Die hydrophobe AS Leucin wird dadurch nicht beeinflusst (p.Leu35Leu).
Auch diese Variante konnte nur bei einem Patienten (NC-34) mit LVNC eruiert werden. Die
Haufigkeit in K3 betrigt daher 2.44 %. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Abbildung
4.22 dargestellt.

CO4_1254_1 .ab1 Fragment base #1668, Base 166 of 511

HOT7_MC34_F .ab1 Fragment baze #164. Base 164 of 511
A6 G C T GICC A G G

M onndnand

Abbildung 4.22: Ergebnisse der Sequenzierung des Wildtyps (obere Leiste; Patient 1254) im Vergleich
zur Variante ¢.105G>C (untere Leiste; Patient NC-34). Die genaue Lokalisation der Verdnderung ist durch

einen Pfeil gekennzeichnet.

Exon 11 Nach Festlegung der T4 konnte Exon 11 in allen Proben ohne weitere PCR-
Optimierungen erfolgreich amplifiziert werden. Die anschlielsende Sequenzierung verlief for-
ward sowie reverse ebenso problemlos. In Probe 1245 konnte eine bisher unbekannte he-
terozygote Variante nachgewiesen werden. Diese fiihrt zum Nukleotidaustausch von G zu A
im Kodon 587 an Position drei (¢.1761G>A). Das Kodon kodiert fiir die tail-domain von
Lamin A, liegt jedoch aufserhalb von Lamin C. Es handelt sich um eine synonyme Variante
des Wildtyptripletts CTG, sodass die AS Leucin nicht beeinflusst wird (p.Leu587Leu). Die
Haufigkeit betrdgt 1.39 % in K1, jedoch unter Beriicksichtigung aller HCM-Patienten nur
0.64 %. Abbildung 4.23 zeigt Ausschnitte der Sequenzen des Wildtyps und der Variante
c.1761G>A.
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HOZ 2659 _11R.ab1 Fragrment base *353, Baze 339 of 612
C €C 6 T GCTG6T G G 6

Af\/\AAN\/\N\/\/\AN\

E12_1245_11F .ab1 Fragment base #32. Base 92 of 370

6 T 6 C T GAT 6 C 6 6 G

|

Abbildung 4.23: Gegeniiberstellung der Sequenzausschnitte des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2689) und
der Mutation ¢.1751G>A (unter Leiste; Patient 1245) im Exon 11. Das betroffene Nukleotid ist durch einen

Pfeil gekennzeichnet.

In Exon 11 konnte eine weitere bisher unbekannte heterozygote, synonyme Variante bei
einem HCM-Patienten (2689) verifiziert werden. Im letzten Nukleotid von Kodon 601 wurde
C durch T substituiert (¢.1803C>T). Die daraus entstandene Triplettinderung von AGC
zu AGC hat keinen Einfluss auf das Protein, weil beide Kodons fiir die neutrale AS Serin
kodieren (p.Ser601Ser). Die Variante ¢.1803C>T hat in K2 eine Haufigkeit von 1.18 % (1/85),
die jedoch unter Betrachtung aller HCM-Patienten ebenfalls auf 0.64 % (1/157) fallt. In
Abbildung 4.24 konnen Ausschnitte der Elektropherogramme des Wildtyps und der Variante
¢.1803C>T verglichen werden.

E12_1245_11F.ab1 Fragrent base #1326, Base 136 of 376
C A [i 6 G C

NI

ADZ_2629_11 ab1 Fraament base #135. Base 135 of 451

CA 6CT 6 6 C T CA

A

Abbildung 4.24: Sequenzausschnitte des Wildtyps (obere Leiste; Patient 1245) und der Variante
c.1803C>T (untere Leiste; Patient 2689). Position 1803 der cDNA ist durch einen Pfeil markiert.

Exon 5 Die saubere Sequenzierung von Exon 5 war in allen Proben moglich. Die Auswer-
tung der Elektropherogramme von Patient 1251 aus K1 zeigte einen bis dahin unbekannten
intronischen Nukleotidaustausch an Position 12 nach dem Exon 5. Die Substitution von C
durch T (c.9364+12C>T) betraf nur ein Allel, womit es sich um eine heterozygote Variante
handelt. In den untersuchten Kollektiven hat die Variante ¢.936-+12C>T dieselbe Haufigkeit

wie Variante c.1761G>A aus Exon 11. Sowohl der Wildtyp als auch die neue intronische
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Variante sind in Abbildung 4.25 dargestellt.

C ACT C T

l

L

Abbildung 4.25: Ausschnitt der Elektropherogramme des Wildtyps (obere Leiste) gegeniiber der introni-
schen Variante ¢.936+12C>T (untere Leiste).

Da auch intronische und silent Mutationen in seltenen Fallen zu Verdnderungen von splice
sites fithren kénnen, wurden alle gefundenen synonymen Varianten mithilfe des Programms
RESCUE-ESE auf ihre Auswirkung auf eventuelle splice sites untersucht. Bei keiner der
verifizierten Varianten konnte eine Anderung festgestellt werden. Abbildung 4.26 zeigt am
Beispiel der eruierten Variante ¢.936-+12C>T, dass diese nicht innerhalb einer splice site liegt

und demnach mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit keinen Einfluss auf die Proteinfunktion hat.

Abbildung 4.26: Darstellung der splice-sites (gelb) in der Umgebung der neuen Variante mithilfe des
Programms RESCUE-ESE. Alle Basen die zu Exon 5 gehoren sind rot unterstrichen. Die betroffene Base
aus Variante ¢.936+12C>T ist rot hinterlegt. Sie filhrt zu keine Verdnderung einer splice-site

4.3.5 Neue Missense-Mutationen

Exon 7 Neben dem bereits beschriebenen SNP rs505058 konnte in Exon 7, nach erfolg-
reicher Sequenzierung mit dem reverse Primer, eine neue bisher unbekannte heterozygote
Missense-Mutation identifiziert werden. Sie konnte nur bei einem Patienten (1213) aus Kol-
lektiv eins nachgewiesen werden und hat demnach eine Haufigkeit von 1.39 % (1/72). Zur
Bestiatigung wurde das erste PCR-Produkt in Gegenrichtung sequenziert und zwei neue
PCR-Produkte unabhéngig voneinander jeweils in forward und reverse Richtung sequen-

ziert. Die Mutation fithrt zum Nukleotidaustausch von C zu T an Position 1322 der ¢cDNA
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(c.1322C>T), welche an Position zwei im Kodon 441 lokalisiert ist. Die Variante hat dem-
nach Auswirkungen auf Lamin A als auch auf Lamin C. Wihrend GCC fiir Alanin codiert,
codiert CTC fiir die AS Valin (p.Ala441Val). Zur Differenzierung zwischen einem SNP und
einer Mutation wurde die Variante in einer Kontrollgruppe mit 300 herzgesunden Proban-
den ohne KM mittels RFLP ausgeschlossen (Einzelheiten siehe Abschnitt 4.4). Die Mutation
befindet sich in der Ig-like domain, einem Teil der tail-domain. Diese ist besonders wichtig
fiir die Emerin- und LAP2¢-Bindung von Lamin A /C. Ausschnitte der Elektropherogramme
und eine vergleichende Darstellung der Nukleotid- und AS-Sequenz des Wildtyps und der
Mutante zeigen Abbildung 4.27 und Tabelle 22.

T-MC-30.AE1 Fragrnent base ®191. Base 191 of 273

C G TG G TG 6 A G

ot

® 1213-7F.AB1 Fraament base *¥167._ Base 167 of 269 @
G T 6 6GCAMC GT 6 G

i A

Abbildung 4.27: Sequenzausschnitte der Elektropherogramme des Wildtyps (obere Leiste; Patient NC-
30) und der Mutation p.Ala441Val (unter Leiste; Patient 1213). Position zwei des Kodons 441 ist stets grau
hinterlegt und durch einen Pfeil markiert.

Tabelle 22: Gegeniiberstellung der Nukleotid- und AS-Sequenz des Wildtyps und der Mutante
p-Alad41Val. Im Wildtyp ist die betroffene Region griin dargestellt. Im Gegensatz dazu, ist die
Verdanderung innerhalb der Mutante rot gekennzeichnet.

Wildtyp Mutante
Codon 439 440 441 442 443 439 440 441 442 443
Nukleotidsequenz || CGC | GTG | GCC | GTG | GAG CGC | GTG | GTC | GTG | GAG
AS-Sequenz Arg | Val Val Glu Arg | Val Val Val Glu

Alanin und Valin gehéren beide zu den neutralen proteinogenen AS. Einen Vergleich der
verschiedenen Strukturformeln und chemischen Eigenschaften geben Abbildung 4.28 und

Tabelle 23.
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0]
CH, O
H,C OH y
H.C 0
NH, NH,
Alanin Valin

Abbildung 4.28: Vergleich der Strukturformel von Alanin und Valin. Die Verinderung ist rot markiert.

Tabelle 23: Ubersicht der wichtigsten chemischen Eigenschaften von Alanin und Valin. Unterschiede
sind rot hervorgehoben.

’ Alanin \ Valin ‘
aliphatisch | aliphatisch
hydrophob | hydrophob
neutral neutral
winzig klein

Patient 1213 ist ein symptomatischer ménnlicher Patient mit einer schweren LV-Hypertrophie
und reduzierter systolischer Funktion. Die echokardiographischen Daten aus Tabelle 24 wur-
den im Alter von 72 Jahren eruiert. Zuséitzlich leidet er unter verschiedenen HRST, wie
ventrikuldrer Tachykardie, kompletter Rechtsschenkelblock und negative T-Wellen im EKG.

Uber den ebenfalls erkrankten Sohn liegen bisher keine Daten vor.

Tabelle 24: Messdaten der Echokardiographie von Patient 1213.

IVS | PWT |[LVEDD | LVESD | EF
23 mm ‘ 15mm‘46mm ‘ 19 mm ‘59%

IVS=Dicke des interventrikuldren Septums; PWT=Hinterwanddicke; LVEDD=linksventrikuldrer enddiasto-

lischer Durchmesser; LVESD=linksventrikulérer endsystolischer Durchmesser; EF=Ejektionsfraktion

Exon 10 In Probe 1274, ebenfalls aus K1, konnte in Exon 10 eine weitere neue Variante
nachgewiesen werden. Es handelt sich auch um eine heterozygote Mutation. Diese wurde
in gleicher Weise wie Exon 7 bestatigt. An Position 1634 der ¢cDNA wurde G durch A
substituiert (¢.1634G>A), wodurch es zur Triplettinderung von CGC zu CAC, an Position
zwei des Codons 545, kommt. Infolgedessen dndert sich die Wildtyp-AS Arginin und wird
durch Histidin ersetzt (p.Argb45His). In Analogie zur neuen Mutation in Exon 7 wurde
auch diese neue Variante in einer Kontrollgruppe mit 300 herzgesunden Probanden ohne
KM mittels RFLP ausgeschlossen. Es handelt sich demnach um eine Missense-Mutation mit

einer Haufigkeit von 1.39 % im analysierten K1 (1/72). Die Mutation befindet sich ebenfalls
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in der Ig-like domain und hat demnach sowohl mogliche Auswirkungen auf Lamin A als auch
auf Lamin C. Abbildung 4.29 veranschaulicht die Ergebnisse der Sequenzierung der Wildtyps
und der Mutation. Die jeweilige Nukleotid- und AS-Sequenz sind erginzend in Tabelle 25
wiedergegeben.

D04 _2564 _10F .ab1 Fragment base #¥124, Base 124 of 440
T C A G

N A

® 1274-10R_AB1 Fragment base 151 . Base 151 of 443 =

C T 6 6 T 6 CG/MA C G T G

A

Abbildung 4.29: Ergebnisse der Sequenzierung des Wildtyps (obere Leiste; Probe 2564) gegeniiber denen

der Mutation ¢.1634G>A (untere Leiste; Probe 1274). Die genaue Lokalisation an Position zwei des Kodons
545 ist grau hinterlegt und durch einen Pfeil kenntlich gemacht.

Tabelle 25: Ubersicht der verschiedenen Nukleotid- und AS-Sequenzen des Wildtyps und der Mu-
tation ¢.1634G>A. Position zwei im Kodon 545 (blau) und die kodierte AS sind im Wildtyp griin
dargestellt, wohingegen die Verdnderung in der Mutante rot hervorgehoben wird.

Wildtyp Mutante
Codon 543 544 545 546 547 543 544 545 546 547
Nukleotidsequenz || CTG | GTG | CGC | TCA | GTG CTG | GTG | CAC | TCA | GTG
AS-Sequenz Leu Val Ser Val Leu Val His Ser Val

Wihrend die Wildtyp-AS Arginin einen stark basischen Charakter besitzt, ist Histidin nur
sehr schwach basisch. Unterschiede beziiglich der Strukturformel der zwei AS werden in

Abbildung 4.30 dargestellt. Weitere chemische Eigenschaften sind in Tabelle 26 gegeniiber-

gestellt.
NH o] P
)k /M /N
OH
HN N OH € J
NH, HN NH,
Arginin Histidin

Abbildung 4.30: Strukturvergleich zwischen Arginin und Histidin. Die rote Farbe kennzeichnet den Un-
terschied zur Wildtyp-AS.
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Tabelle 26: Vergleich der chemischen Eigenschaften von Arginin und Histidin. Unterschiede sind
rot hevorgehoben.

’ Arginin ‘ Histidin ‘

aliphatisch aromatisch
hydrophil (stark) | polar (schwach)
basisch (stark) basisch (schwach)

Der Patient 1274 besitzt ebenfalls einen typischen HCM-Phanotyp im Echokardiogramm mit
einer zusitzlichen Obstruktion des LV-Ausflusstrakts (HOCM). Aufgrund massiver Hyper-
trophie und korperlicher Einschriankung erhielt der Patient 1996 bereits eine Myektomie, so-
dass alle echokardiographischen Daten aus Tabelle 27 postoperativ sind. Zum Zeitpunkt der
Untersuchung war der Patient 67 Jahre alt. Des Weiteren zeigten sich im EKG verschiedene
Storungen des kardialen Reizleitungssystems, wie z.B. ein inkompletter Rechtsschenkelblock

oder T-Negativierungen.

Tabelle 27: Echokardiographische Daten von Patient 1274.

IVS | PWT | LVEDD | LVESD | EF
M4mm[12mm |44 mm |29 mm |34%

IVS=Dicke des interventrikuldren Septums; PWT=Hinterwanddicke; LVEDD=linksventrikulérer enddiasto-
lischer Durchmesser; LVESD=linksventrikuldrer endsystolischer Durchmesser; EF=Ejektionsfraktion

4.4 Ergebnisse der RFLP

Exon 7 Um zwischen einem SNP und einer Mutation zu differenzieren, wurde fiir jede
nicht-synonyme Variante eine Kontrollgruppe, bestehend aus 300 gesunden Probanden ohne
HCM und mit normaler Herzgréfte und -funktion, durch einen RFLP auf das Vorhandensein
der Variante untersucht. Mithilfe des Computerprogramms SEQUENCHER 4.1 wurde fiir
die Mutation p.Ala441Val und den Wildtyp eine Ubersicht iiber die verschieden Restrikti-
onsschnittstellen, eine cutmap, erstellt. Wie in Abbildung 4.31 sichtbar wird, geht durch die
Mutation p.Ala441Val jeweils eine Schnittstelle der Restriktionsenzyme Dsa I, Hae III und

Pae I verloren.
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LaminExon7
[Strand]

Mwol (64) Mwol (151)
BspWI (64) BspWI (151)
Cfrl (65) Acil (178)

Cfrl (187)

Haelll (189 Bsll (262)

Byl (95) Acil (146% Pall (189) BsiYI (262)

Dsal (62) JsiYI (95) [AluI (154Y[Dsal (190) Alul (281)

Mapping two cutters. *

LaminExon7
[Strand]
Bsal (9) [Bsh12361 (184)
Alw261 (10) Mael (175) Hpall (224)
BsmAI (10) Dralll (99) Rmal (175)  (HapIl (224)
EcoRII (21) Hgal (103) Bfal (175) Mspl (224)
Mval (23) Hphl (109) FnuDII (184) [Fdill (231)
ScrFI (23) MaelIl (110) Accll (184) [NaIV (254)
Apyl (23) Bsrl (128) Thal (184) | fAosl (231) MspA1l (281)
BstNI (23) |fHaelll (67I [Hinﬂ (132) Ttal (184) Fspl (|231) NspBII (281)
BstOI (23) \Dsal (62) (lrmI (96) | Plel (135) BstUI (184)| [MstI (231) Pvull (281)

Mapping unique cutters. *

Abbildung 4.31: Gegeniiberstellung der two cut Restriktionsenzyme des Wildtyps (obere Abbildung)
und der unique cutters der Mutation p.Alad41Val (untere Abbildung). Der rote Kreis kennzeichnet die
drei Restriktionsenzyme, die im Wildtyp zwei Schnittstellen besitzen, in der Mutante jedoch nur eine. Das
verwendete Enzym fiir den RFLP ist rot hevorgehoben. Der Pfeil markiert die Position der Mutation (Position
190 im Exon 7).

Mutation p.Alad441Val ist an Position 190 des 292 bp grofen PCR-Produkts von Exon 7
lokalisiert. Fiir den Verdau wurde das Restriktionsenzym Hae III verwendet, da es im Labor
vorritig war. Das Enzym wurde aus einem FE.coli-Stamm, der ein geklontes Hae III Gen des
Bakteriums Haemophilus aegypticus tragt, isoliert. Im Wildtyp hat Hae III zwei Schnitt-
stellen: an Position 67 und 189 des PCR-Produkts. Durch die Mutation p.Ala441Val geht
die zweite Schnittstelle verloren (Position 189), sodass es nur noch einmal schneidet. Die

Erkennungsequenz von Hae III ist:

5...GGYVCC...3"
37...CCAGG...H7

Wahrend im Wildtyp drei Fragmente mit einer Grofe von 67, 122 und 103 bp entstehen,
gibt es in der Mutation p.Ala441Val aufgrund des Verlustes einer Restriktionsschnittstelle
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4 ERGEBNISSE 4.4 Ergebnisse der RFLP

nur zwei Fragmente der Grofe 67 und 225 bp. Da es sich bei der gefunden Mutation jedoch um
eine Heterozygote handelt, findet sich im zugehérigen verdauten PCR-Produkt ein gesundes

und ein mutiertes Allel. Die Resultate zeigt Abbildung 4.32.

mvil PCR M K1 K2 K3 K4 K5

202bp S
225bp_ T o annsanne

122 by :

103 EB: — ey e e
P . G S .

Abbildung 4.32: 3 %iges Agarosegel mit den Ergebnissen des Restriktionsverdaus. Wihrend der Wildtyp
zwei Restriktionsschnittstellen hat, liegt bei der Mutation eine Wildtypallel (zwei Schnittstelllen) und ein
mutiertes Allel (eine Schnittstelle) vor. MVIII-Molekulargewichtsmarker, PCR-unverdautes PCR-Produkt,
M-Mutation, WT-Wildtyp.

Die Variante ¢.1322C>T konnte in keiner der 300 Kontrollproben nachgewiesen werden.

Demnach handelt es sich um eine Missense-Mutation.

Exon 10 Analog zu Exon 7 wurde die Mutation p.Argb45His aus Exon 10 auch mithilfe
eines RFLP in einer Kontrollgruppe herzgesunder Probanden ausgeschlossen. Hierzu wurde
erneut mit dem Computerprogramm SEQUENCHER 4.1 eine cutmap der Restriktionsen-
zyme fiir das 459 bp groke PCR-Produkt erstellt. Durch die Variante ¢.1634G>A entsteht
im Kodon 545 eine neue Schnittstelle fiir die Restriktionsenzyme Alw21 I, BsiHKA T und
HgiA I. Abbildung 4.33 zeigt die cutmap aller unique cutters der Mutation p.Argb45His,

einschlieilich der drei neu entstandenen Restriktionsschnittstellen.
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LaminExonl0Referenz
Avall (98) [Strand]
Ecod471 (98)
PfIMI (125)
AccB7I (125)
Eael (127)
Cfrl (127)
Mscl (129)
Ball (129)
HinPI (134)
Fdill (135)
Mstl (135)
[Alwddl (144)
FlspI (135) Maell (211)
AlosI (135) BsaAl (212)
Accl (6|0) qfol (136) Pmil (212)
NspHII (67) ||| fHhal (136) PmaCI (212)
Nspl I(67) ApaLl (144) [Eco72I (212)
Nsp75l24I (67) [Sng 43 slI (214)
BerII (69) BsiHKAT (148)\NspBII (229) Banl (399)
Csp6I (70) HgiAI (148) [AatI (265) SfaNI (433)
Mspl (13.) Sinl (93 MspA1l (229) [Tru9I (313) Dsal (442)
HapII (13|) Rsal (71) IHI[A PIhI (200) [Stul (265) [MboII (3]50) Ncol (442)
Hpall (13) AT |("9|) [AleI (156) IBglI (232) Msel (|313) [EcoNI (377) ISspI (450)
ﬂ Mapping unique cutters.

Abbildung 4.33: Cutmap der wunique cutters von Exon 10 nach Verinderung durch die Mutation
c.1634G>A. Neu entstandene Restriktionssschnittstellen im betroffenen Codon sind rot eingekreist. Das ver-

wendete Enzym ist rot hinterlegt. Der rote Pfeil markiert die Position (148) der Mutation im PCR-Produkt
von Exon 10.

BsiHKA I stand im Labor bereits zur Verfiigung und wurde deshalb fiir den Restriktionver-
dau verwendet. Das Enzym wird aus dem Bacillus stearothermophilus isoliert. Es spaltet an

Position 148 des PCR-Produkts an folgenden Erkennungssequenzen:

A A
5.G  GC V(C..37
T T

T T
37..CA CG G..&5
A A

Wihrend der Wildtyp keine Schnittstelle fiir das Enzym BsiHKA I besitzt, also nur ein
Fragment besitzt, wird die Variante durch die Schnittstelle an Position 148 in zwei Fragmente
mit einer Grofe von 148 und 311 bp gespalten. Unter allen 300 Kontrollproben befand sich
keine weitere Mutation p.Argb45His. Aus diesem Grund liegt die Annahme nahe, dass es sich

auch hier um eine Missense-Mutation handelt. Die Ergebnisse der Gelelektrophorese zeigt

Abbildung 4.34.
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Mvilmi M PCR KI K2 K3 K4 K5

459 bp
311 bp

iy e AT etk -

148 bp

Abbildung 4.34: Ergebnisse des RFLP zwischen dem Wildtyp und der Mutation p.Arg545His. Die Grofen
der einzelnen Banden sind rot beschriftet. Deutlich erkennbar ist, dass durch die Mutation in einen Allel eine
neue Restriktionsschnittstelle entsteht. MVIII-Molekulargewichtsmarker, PCR-unverdautes PCR-Produkt,
M-Mutation, WT-Wildtyp.

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse zeigt Abbildung 4.35 die Lokalisation aller gefun-
denen Varianten im LMNA Gen und fiir die nicht-synonymen Varianten zusétzlich deren
Lokalisation innerhalb der Proteine Lamin A/C. Als Ubersicht iiber alle gefundenen Vari-
anten, einschlieflich ihrer Klassifikation, internationalen Referenznummer, Lokalisation und

genomischer Verdnderung, dient Tabelle 28.

pSer17Ser  pArg!9Arg  pleuZ04leu pAlo287Ala pAlo33%Ala  pAsphkbAsp pHis566His

I T N T S R

[ =
' nﬁLEUBSLeu ' 7 pSer601Ser,
pllezélle; €936+120T i pAlO&4Val  pArg545Arg pleuS87Leu '
; ' ' pAlashiVal  pArgS45Arg
! Head Central rod Tail
F" b Y N
N2 A 1B L12 2A 2B L
3
AS 1 34 70 81 218 243 206 306 383 417 422 436 552 646 ~ 664
+ > — -
Lamin B and Lamin A/C interaction Chromatin-binding Cleavage
+ > —
LAP2cc and Emerin-binding Chromatin-binding

Abbildung 4.35: Darstellung der gefunden Varianten im LMNA Gen. Bekannte synonyme SNPs sind
blau, neue synonyme Varianten griin und neu identifizierte Missens-Mutationen sind rot dargestellt. Nicht-

synonyme Varianten sind zusétzlich innerhalb Proteinstruktur markiert.
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Tabelle 28: Tabellarische Ubersicht iiber gefundene SNPs und Mutationen.

Variante Referenz- | n Exon | cDNA- Triplett- AS-Austauch
nummer Anderung dnderung
Missense- neu 1/72 (K1) |7 c.1322C>T GCC/GTC | p.Ala441Val
Mutation
Missense- neu 1/72 (K1) | 10 c.1634G>A CGC/CAC | p.Argb45His
Mutation
Syn. neu 1/72 (K1) |1 c.78C>T ATC/ATT | p.Ile261le
Variante
Syn. neu 1/41 (K3) |1 c.105G>C CTG/CTC | p.Leu35Leu
Variante
Syn. neu 1/72 (K1) | 11 c.1761G>A CTG/CTA | p.Leu587Leu
Variante
Syn. neu 1/85 (K2) | 11 c.1803C>T AGC/AGT | p.Ser601Ser
Variante
Syn. neu 1/72 (K1) | 5-6 c.936+12C>T C/T
Variante
Syn. SNP rs11549668| 3/85 (K2) |1 c.51C>T AGC/AGT | p.Serl7Ser
2/41 (K3)
Syn. SNP rs41313880| 1/85 (K2) | 2 ¢.357C>T CGC/CGT | p.Argl19Arg
Syn. SNP 1s12117552| 1/85 (K2) | 3 c.612G-A CTG/CTA | p.Leu204Leu
3/41 (K3)
Syn. SNP rsb38089 | 6/72 (K1) |5 c.861T>C GCT/GCC | p.Ala287Ala
13/85 (K2)
7/41 (K3)
Syn. SNP rs17847242| 1/41 (K3) 6 c.1017G>A GCG/GCA | p.Ala339Ala
Syn. SNP rsb05058 | 6/72 (K1) |7 c.1338T>C GAT/GAC | p.Asp446Asp
13/85 (K2)
7/41 (K3)
Syn. SNP rs4641 31/72 (K1) | 10 c.1698C>T CAC/CAT | p.His566His
43/85 (K2)
23/41 (K3)
Intron. SNP | 1534807 | 6/72 (K1) | 67 | c.1157116G-A | G/A
14/85 (K2)
7/41 (K3)
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5 Diskussion

5.1 Uberblick

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die genetische Analyse des Gens LMNA, einem
der wichtigsten Krankheitsgene der fDCM, bei Patienten mit HCM und bei Patienten mit
LVNC. Alle zwolf kodierenden Exons konnten in allen Patienten amplifiziert, sequenziert
und auf genetische Varianten untersucht werden. Sowohl bei den HCM- als auch bei den
NC-Patienten konnten sieben bereits bekannte SNPs nachgewiesen werden. In den HCM-
Kollektiven konnten zudem vier und im NC-Kollektiv eine neue synonyme Variante bestitigt
werden. Weiterhin konnten bei zwei nichtverwandten an HCM erkrankten Patienten zwei bis
dato unbekannte Missense-Mutationen identifiziert werden.

Im Folgenden soll auf die méglichen genetischen Auswirkungen der gefunden Varianten und

deren Bedeutung hinsichtlich der Pathogenese der KM eingegangen werden.

5.2 Methoden

Die verwendeten Methoden, PCR, Agarosegelelektrophorese, Sequenzierung mithilfe der
Dye-Terminator-Methode und Restriktionsenzym-Verdau, gehoren zu den Standardmetho-
den der genetischen Forschung. Alle waren bereits im Labor etabliert. Zu Beginn meiner Ar-
beit stand die Uberpriifung und Optimierung bereits vorhandener Primerpaare und die Eta-
blierung neuer Primerpaare. Exon 3 und Exon 8 waren schwer zu vervielfiltigen, wodurch die
Agarosegelelektrophorese stets schwache Banden zeigte. Deswegen wurde der PCR-Ansatz
in beiden Fillen mit dem Aditivum Betain versehen. Exon 1 war aufgrund seiner Grofke
(356 bp) und des hohen GC-Gehalts (66.85 %) ebenfalls schwer zu vervielfaltigen. Aus diesem
Grund kam eine Touchdown-PCR zum Einsatz. Wahrend die Standard-PCR-Bedingungen
bei keiner Temperatur ein spezifisches Produkt der gewiinschten Grofe (532 bp) zeigten,
fithrte die Touchdown-PCR bei allen Proben zum gewiinschten Ergebnis (Abb. 4.10). Nach
Abschluss der Optimierungen konnten in allen Proben alle zwolf kodierenden Exons von
LMNA vervielfiltigt werden. Die fehlende 3°-5"-Exonukleaseaktivitéit der Taq-Polymerase
ist ein Schwachpunkt der PCR und fiihrt im Durchschnitt alle 9000 Basen zu einem falsch
eingebaute Nukleotid das nicht korrigiert wird [Brown 2007]. Die Fehlerrate steigt exponen-
tiell durch die als Matrize dienenden synthetisierten Strédnge, weswegen eine Bestitigung

gefundener Varianten ndtig war.
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Fiir die Sequenzierung nach der Dye-Terminator-Methode wurde der ABI Prism 3100-Avant
Genetic Analyzer der Firma Applied Biosystems genutzt. Dieser zeigte in Studien eine Ge-
nauigkeit von 99.91 % |Eshleman 2005]. Mit ihm war es moglich die zw6lf Exon, bis auf
Exon 9, in allen Proben ohne grofere Probleme zu sequenzieren. Aufgrund des geringen
Abstandes sowohl des forward als auch des reverse Primers und der daraus resultierenden
Unsauberkeit der jeweils ersten Basen, mussten fiir Exon 9 alle Proben in beide Richtungen
sequenzeirt und gegeneinander verglichen werden. Durch die zweimalige Wiederholung al-
ler Versuche zur Bestitigung gefundener Varianten sind Fehler nahezu ausgeschlossen. Der
Restriktionsenzym-Verdau konnte mit Erfolg fiir die gefundenen nicht-synonymen Mutatio-
nen etabliert werden. Proben die nicht eindeutig interpretiert werden konnten, wurden erneut

mittels Sequenzierung iiberpriift.

5.3 Polymorphismen und ihr Einfluss auf den Phanotyp

Ein SNP ist die haufigste Variation der genomischen DNA, welche zu Verdnderungen einzel-
ner Nukleotide fiihrt. Variation heift, es gibt keine Standardsequenz, sondern verschiedene
Varianten. Im Unterschied zur Mutation liegt die H&aufigkeit der Genvariante bei > 1 %
[Twyman 2003]. SNPs sind von grofer Bedeutung fiir die Evolution und bieten teilweise
einen entscheidenden Selektionsvorteil. Sie sind nur selten alleinige Ursache einer Erkran-
kung, doch kénnen sie helfen neue Krankheitsgene zu identifizieren, z.B. wenn ein SNP po-
sitiv mit dem Auftreten einer bestimmten Erkrankung korreliert [Twyman 2003|. Auch fiir
individuelle Auspridgungen der untersuchten KM spielen Polymorphismen eine grofse Rolle
[Keren 2008]. Wie andere Herzerkrankungen, ist auch der kardiale Phénotyp der KM das
Ergebnis eines komplexen genetischen Zusammenspiels und verschiedener Umwelteinfliisse.
Wie aus Abschnitt 4.3.3 entnommen werden kann, wurden in den untersuchten Kollektiven
ausschlieflich bekannte synonyme SNPs gefunden, die keinen Einfluss auf die Proteinfunktion
haben. Alle SNPs wurden zusétzlich mit dem Programm RESCUE-ESE auf die Verédnde-
rung eventueller splice-sites untersucht, welche sich ebenfalls als negativ herausstellten. Ein
Zusammenhang zwischen diesen acht SNPs und der Pathogenese der HCM oder LVNC ist
demnach sehr unwahrscheinlich. Fiir die SNPs pSer17Ser (Exon 1), p.Argl19Arg (Exon 2),
p.Leu204Leu (Exon 3) und p.His566His (Exon 10) standen in der Datenbank dbSNP ge-
eignete Kollektive zum Vergleich der Frequenzen der einzelnen Genotypen zur Verfiigung.

Aus der Zusammenfassung in Tabelle 21 ist ersichtlich, dass die Verteilung bis auf den SNP
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rs12117552 (Exon 3), sehr dhnlich der Verteilung in der ESP-Kohorte und der EVP ist. In
K3 ist der SNP mit 7.32 % jedoch wesentlich hdufiger als in der EVP (0.09 %). Diese und
andere Unterschiede in der Haufigkeit der einzelnen Genotypen ist auf den Bias der geringen
Patientenzahl in den einzelnen Kollektiven zuriickzufiihren. Der Nachweis bereits bekannter
genetischer Varianten spricht hingegen fiir die Sensitivitdt der verwendeten Methoden und

fiir die Qualitdt und Sauberkeit ihrer Durchfiihrung.

5.4 Neue synonyme Varianten

In den HCM-Kollektiven konnten insgesamt vier neue heterozygote synonyme Varianten
identifiziert werden. Die Variante p.Ile26Ile aus Exon 1 ist in der head domain von LMNA
lokalisiert, wihrend sich die Varianten p.Leu587Leu und p.Ser601Ser aus Exon 11 in der tail
domain befinden. Im nicht-kodierenden intronischen Bereich zwischen Exon 5 und 6 wurde
Variante ¢.936+12C>T nachgewiesen. Unter den NC-Patienten konnte Variante p.Leu35Leu
im Exon 1 im Bereich der zentralen rod domain eruiert werden. Jede Variante wurde nur
einmal gefunden. Aufgrund der Zufallsverteilung einer Variante kann keine Aussage iiber die
Haufigkeit getroffen werden. Da die Varianten keinen Einfluss auf die kodierten AS haben,
sollen deren Eigenschaften ebenso wie die Funktion der betroffenen Doméne nicht niher
erlautert werden. Zudem wurde eine Verdnderung bestehender splice-sites ausgeschlossen.
Demnach sind Einfliisse auf die Proteinfunktion und damit ein Zusammenhang zwischen
diesen Varianten und der Pathogene der HCM oder LVNC nahezu ausgeschlossen. Aus diesem
Grund wurde von weiteren Untersuchungen abgesehen. Es ist anzunehmen, dass es sich um

seltene SNPs handelt.

5.5 Fehlende Mutationsnachweise bei Patienten mit LVNC

Im untersuchten NC-Kollektiv konnten neben den bereits beschriebenen bekannten und un-
bekannten SNPs keine krankheitsverursachenden Mutationen nachgewiesen werden. Dies ist
sowohl durch die geringe Anzahl an Probanden als auch durch die extreme genetische He-
terogenitdt der LVNC bedingt. Um so wichtiger ist die weitere genetische Erforschung der
Erkrankung und die Untersuchung grofserer Kohorten, um Riickschliisse auf die Pathogenese
zu ziehen. Grundvoraussetzung dafiir ist die Schaffung einheitlicher diagnostischer Richtli-

nien.
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5.6 Auswirkungen der Missense-Mutationen auf genetischer Ebene

Fiir den Einfluss der identifizierten Missense-Mutationen auf die Funktion von Lamin A/C
und den Phénotyp sind die chemischen Eigenschaften der verschiedenen AS von essentieller
Bedeutung. Mutation p.Ala441Val in Exon 7 fiithrt zur AS-Verdnderung von Alanin zu Valin.
Beide AS gehéren zur Gruppe der ungeladenen AS und haben dhnliche chemische Eigenschaf-
ten (siche Tabelle 23). Obwohl es sich bei diesen AS um hydrophobe AS handelt, liegt der
Hydrophobizitétsindex von Valin (4.2) wesentlich hoher als der von Alanin (1.8) [Kyte 1982.
Diese Beeinflussung der hydrophoben Wechselwirkungen und der Gréfsenunterschied der zwei
AS haben unmittelbaren Einfluss auf die Proteinkonfiguration. Wihrend Alanin in einem
Protein die Ausbildung von a-helikalen Strukturen férdert, fiihrt Valin eher zur Ausbildung
von [-Faltblattstrukturen [FIZ CHEMIE 2011|. Die Proteinkonfiguration wiederum ist in
hohem Mafte wichtig fiir die spezifische Proteinfunktion.

Die Mutation p.Argh45His in Exon 10 hat den Austausch der AS Arginin gegen Histidin zur
Folge. Trotz der basischen Figenschaften beider AS, gibt es wichtige Unterschiede. Arginin
ist durch seine Restgruppe (pK = 12.48 [F1Z CHEMIE 2011]) die am stérksten positiv gela-
dene AS. Tm Gegensatz dazu ist Histidin durch seinen Imidazolring (pK, = 5,95) als einzige
AS bei physiologischem pH in der Lage sowohl Protonen aufzunehmen als auch abzugeben.
Sie besitzt somit wichtige Puffereigenschaften und iibernimmt katalytische Funktionen bei
Enzymreaktionen. Die spezifische Ladung der AS hat unmittelbare Auswirkungen auf die
Funktion des Proteins. Die AS-Anderung von Arginin zu Histidin kann moglicherweise die
Bindungseigenschaften von Lamin A/C an andere Proteine beeinflussen. Diese Bindungen
haben wiederum grofen Einfluss auf die spezifischen Funktionen von Lamin A/C, wie z.B.
die Stabilisierung des Zellkerns und Zytoskeletts und die Verankerung von Transmembran-
proteinen.

Die Verdnderung der chemischen Eigenschaften und deren mogliche Folgen sprechen dafiir,
dass es sich bei den gefundenen Varianten p.Ala441Val und p.Argb45His um krankheitsver-
ursachende Mutationen handelt.

Eine weitere Moglichkeit, Riickschliisse dariiber zu ziehen, ob es sich bei den gefundenen
nicht-synonymen Varianten um SNPs oder Mutationen handelt, ist der Vergleich der AS-
Abfolge der betroffenen Region mit anderen Spezies, wie er in Abbildung 5.1 dargestellt ist.
Zudem ermoglicht es Schlussfolgerungen iiber den Erhalt der AS wihrend der Evolution und

deren Bedeutung.
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Wiéhrend die durch Kodon 441 kodierte AS Alanin in allen Sdugetieren hochkonserviert ist,
zeigen der Zebrafisch und die Stechmiicke evolutionsbedingte Verdnderungen. Diese entspre-
chen jedoch nicht den mutationsbedingten Anderungen. Arginin, welches durch Kodon 545
kodiert wird, ist nicht nur in Sdugetieren, sondern auch in anderen Spezies hochkonserviert.
Doch nicht nur die betroffenen AS sind hochkonserviert, sondern auch die jeweiligen umge-

benden Regionen. Es handelt sich demnach um orthologe Sequenzen.

Kodon 441 545

Mutation RV V¥ VE LVH SV
H. sapiens RVAVE LVIR SV
P. troglodytes (Schimpanse) RVAVE LVIR SV
C. lupus ( Wolf) RVAVE LVR SV
B. taurus (Rind) RVAVE LVR SV
M. musculus (Maus) RVAVE LVIR S L
R. norvegicus (Wanderratie) RVAVE LVIR S L
D. rerio (Zebrafisch) RV TVD VTS L
A. gambiae (Stechmiicke) DIEVD RHR MM

Abbildung 5.1: Homologievergleich. Vergleich der AS-Sequenzen verschiedener Spezies fiir die Muta-
tionen p.Ala441Val und p.Arg545His und deren Umgebung [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Homolo Ge-
ne/HGDownload.cgi?hid=41321].

Die Homologie der betroffenen Kodons und ihrer Umgebung lassen auf eine funktionelle
Relevanz der AS und eine bedeutsame Rolle im Laufe der Evolution schliefsen. Weiterhin
unterstiitzt es die Annahme, dass es sich bei den gefundenen nicht-synonymen Varianten
p.-Alad441Val und p.Argh45His um krankheitsverursachende Mutationen handelt.

Die betroffenen Kodons 441 und 545 befinden sich beide in der hochkonservierten Ig-like
domain, einem Abschnitt der COOH-terminalen tail-domain. Die Ig-like domain ist an der
Bindung von Lamin A /C an andere Proteine, wie LAP2o und Emerin, und die DNA beteiligt
[Broers 2006, Krimm 2002, Perrot 2009|. Da Lamin A /C in erster Linie ein Protein der Kern-
hiille ist, kénnen Anderungen der Proteinkonfiguration zur Schwichung der Kernlamina und
damit zu Storungen der Integritdt und Stabilitit des Zellkerns fiihren. Dies erh6ht wiederum
die Anfilligkeit der Zelle fiir mechanischen Stress, z.B. Muskelkontraktionen. Wie aus Ab-
bildung 1.9 entnommen werden kann, bestehen zahlreiche Interaktionen dieser Proteine mit
anderen Proteinen, die regulatorische und stiitzende Funktionen haben. Eine Verdnderung

der Bindungsverhéltnisse der Ig-like domain kénnte demnach iiber die Beeinflussung des
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Rb, des Barrier autointegrations factors (BAF) und anderer TF eine Verinderung verschie-
dener Differenzierungsvorgénge nach sich ziehen. Durch die Interaktion mit Proteinen des
Zytoskeletts, beispielsweise Aktin, kann eine Verdnderung der Emerinbindung méglicherwei-
se Einschrankungen der Zellstabilitat zur Folge haben. Inwiefern Verdnderungen der Bindung
zu LAP2a zur Beeinflussung des Chromatins und dadurch zu Verdnderung im Replikations-

oder Transkriptionszyklus fiihren, ist unklar.

Die Ig-like domain umfasst insgesamt 116 AS. Diese formen neun einzelne B-Strénge, die sich
zu zwei 3-Faltblattstrukturen organisieren. Innerhalb des Molekiils gibt es einen hydrophoben
Kern, der wichtig fiir die Stabilisierung der 3-Faltblattstruktur ist. Der hydrophobe Kern wird
durch 24 AS gebildet zu denen auch die AS Val440 und Val442 gehéren, wie Abbildung 5.2
verdeutlicht [Krimm 2002].
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Abbildung 5.2: C-terminal domain von Lamin A/C im Vergleich mit der C-terminal domain von an-
deren IF. Deutlich erkennbar, liegt die identifizierte Mutation p.A441V zwischen zwei hochkonservierten
hydrophoben AS. Durch die Mutation wird das Kodon 441 selbst hydrophob und beeinflusst somit den
hochkonservierten hydrophoben Bereich. Mutation p.R545H liegt aufserhalb des hochkonservierten Bereichs.
CONS - Zusammenfassung der AS die in den untersuchten IF eine Konservierung > 60 % haben. Schwar-
ze Sterne - hochkonservierte hydrophobe AS, rote Sterne - hochkonservierte polare AS. Modifiziert nach
[Krimm 2002].

Das betroffene Kodon 441 liegt genau zwischen diesen AS (Val440 und Val442), ist in der
Wildtypform jedoch nicht selbst an der Bildung des hydrophoben Kerns beteiligt. Die durch
die Mutation p.Ala441Val entstandene AS Valin konnte jedoch durch ihren stark hydropho-
ben Charakter zur Destabilisierung der Konfiguration der Proteindoméne und dadurch zu
Funktionsdnderungen fiihren. Das betroffene Kodon 545 ist weder an der Bildung des hy-
drophoben Kerns der Doméne beteiligt noch gehort es zu den konservierten polaren AS an
der Oberfliche der Doméne, welche wichtig fiir die Stabilisierung der Sekundéarstruktur der

Ig-like domain ist [Dhe-Paganon 2002, Krimm 2002|.
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5.7 Mogliche Auswirkungen auf die Pathogenese der HCM

Bei den in der vorliegenden Arbeit identifizierten Missense-Mutationen p.Ala441Val und
p.Argh45His handelt es sich um die ersten LMNA-Mutationen bei Patienten mit isolierter
HCM. Ublicherweise wird HCM durch Mutationen in verschiedenen Genen verursacht, die
fiir Sarkomerproteine kodieren. LMNA stellt demnach das erste HCM-assoziierte Gen dar,
das fiir ein Intermedidrfilamentprotein kodiert. Da bisher mehr als 20 verschiedene HCM-
assoziierte Gene identifiziert wurden, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Zahl in Zukunft
noch steigen wird. Im untersuchten Kollektiv 1 liegt die Pravalenz der LMNA-Mutationen bei
2,78 %. Die Privalenz unterliegt jedoch dem Selektionsbias des Patientengutes, da bei allen
Patienten aus Kollektiv 1 im Vorfeld Mutationen in den iiblichen HCM-Genen (siche Tabelle
29) ausgeschlossen wurden. Im Hinblick auf die Gesamtzahl der untersuchten HCM-Patienten
betrdgt die Privalenz 1,27 %. Da Mutationen sehr selten sind und einer Zufallsverteilung
unterliegen, lasst sich jedoch keine Aussage iiber die Haufigkeit der Mutationen p.Ala441Val
und p.Argh45His bei Patienten mit HCM treffen.

Die LMNA-positiven Patienten zeigen beide den typischen Phanotyp der HCM mit einer
schweren linksventrikuldren Hypertrophie und eingeschriankter systolischer Funktion (De-
tails siehe Tabelle 24 und 27). Patient 1213 mit der Mutation p.Ala441Val hat zudem einen
an HCM erkrankten Sohn. Obwohl dieser bisher leider nicht fiir weiterfiihrende genetische
Untersuchungen zur Verfiigung stand, weist es auf einen autosomal-dominanten Erbgang
hin, welcher sowohl fiir die LMNA-assoziierte KM als auch fiir HCM im Allgemeinen typisch
ist. Die Erkrankung zeichnet sich bei Patient 1274 mit der Mutation p.Argb45His durch
einen schweren Verlauf mit zusétzlicher Obstruktion des linksventrikuldren Ausflusstraktes
aus (HOCM), welche im Jahr 1996 die Indikation zur Myektomie stellte. Aggressive Krank-
heitsverldufe sind ein weiteres typisches Merkmal der LMNA-assoziierten KM [Lu 2011]. Von
besonderem Interesse ist die Tatsache, dass sowohl Patient 1274 als auch Patient 1213 unter
verschiedenen Formen von Arrhythmien leiden. HRST, wie Vorhofflimmern, AV-Blocke und
ventrikuldre Arrhythmien sind ein wichtiges spezifisches und klinisches Merkmal der LMNA-
assoziierten DCM. Belegt wird dieser Zusammenhang unter anderen durch die Ergebnisse
von Perrot et al. In einem iDCM-Kollektiv trugen 7 % eine LMNA-Mutation, wobei jeder
Mutationstriager unter mindestens einer HRST litt [Perrot 2009]. In einem fDCM-Kollektiv,
in dem jeder Patient einen AV-Block II oder III Grades hatte, konnte bei 80 % eine LMNA-
Mutation nachgewiesen werden [Saga 2009]. Auch haploinsuffiziente LMNA -+ /- Méuse zei-
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gen eine DCM in Kombination mit kardialen Arrhythmien, durch Apoptose von Kardiomyo-
zyten des AV-Knotens [Wolf 2008]. Diese und andere Ergebnisse sprechen fiir einen kausalen
Zusammenhang zwischen LMNA-bedingter f{DCM und HRST. Muchir et al zeigten im Jahr
2000 das auch die LMNA-bedingte LGMD, eine weitere Erkrankung des quergestreiften Mus-
kels, mit HRST assoziiert ist [Muchir 2000]. Ob HRST ebenfalls ein spezifisches Merkmal
der LMNA-assoziierten HCM sind, ist durch die Untersuchung grofere Kohorten zu klaren.
Diese Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass es sich bei den identifizierten Varianten

p-Alad441Val und p.Argh45His um echte krankheitsverursachende Mutationen handelt.

Dass die neu identifizierten Mutationen jeweils nur einmal gefunden wurden, ist typisch
fiir familifre HCM, da an HCM erkrankte Familien zu einem Grofsteil “private” Mutatio-
nen tragen [McKenna 2012|. Das zeigen unter anderem die Untersuchungen von Richard et
al, in denen 197 nichtverwandte Patienten mit HCM auf Mutationen getestet wurden. Bei
124 Patienten (=~ 63 %) wurden 97 verschiedene Mutationen identifiziert, davon 60 bis da-
to unbekannte |Richard 2003|. Dieser Aspekt der HCM ist eine Ursache fiir eine fehlende
eindeutige Geno-Phénotyp-Korrelation. Eine andere Ursache ist die Modifikation des HCM-
Phéanotyps durch verschiedene Polymorphismen in anderen Genen, beispielsweise durch die
verschiedenen Genotypen des Angiotensin converting Enzyme [McKenna 2012|. Welchen ex-
akten Pathomechanismus die Mutationen p.Ala441Val und p.Argb45His nach sich ziehen
und was der auslosende Stimulus fiir das kardiale Wachstum ist, bleibt unklar. Ob es ein
Verlust an Stabilitdt des Zellkerns ist, welcher eine vermehrte Vulnerabilitdt der Myozyten
zur Folge hat, und ob dieser eine sekundare Hypertrophie bedingt, miissen weiterfithrende
Untersuchungen zeigen. Da Lamin A/C auch indirekt mit Aktin interagiert, wire auch eine

Storung des kontraktilen Apparates denkbar.

Des Weiteren zeigen diese Ergebnisse einen neuen Aspekt der Vielfiltigkeit der Laminopa-
thien. Die HCM ist neben der DCM die zweite Herzmuskelerkrankung in der Gruppe der
LMNA-bedingten Erkrankungen. In keinem anderen Gen fiithren Mutationen zu so vielen

verschiedenen Phénotypen [Stewart 2007/1].

Interessanterweise liegen die gefundenen Mutationen in direkter Nachbarschaft zu LMNA-
Mutationen, die einen vollkommen anderen Phénotyp zur Folge haben. Beispielsweise wurde
in dem Nachbarkodon von Mutation p.Ala441Val die Mutation p.Val442Ala identifiziert,
welche ebenso zu pathologischen Verdnderungen der quergestreiften Muskulatur, im spe-

ziellen zum klinischen Bild der autosomal-dominanten EDMD, fiihrt [Krimm 2002]. Diese
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ist im Vollbild gekennzeichnet durch die klassische Trias aus friithzeitigen Muskelkontraktu-
ren, humero-peroneal betonter Muskelschwiche und DCM in Kombination mit Stérungen
des Reizleitungsystems, wobei nicht alle Symptome vorliegen miissen. [Worman 2007|. Wie
es sein kann, dass Mutation p.Alad441Val ausschlieflich zu Verdnderungen des Herzmuskels
fiihrt und Mutation p.Val442Ala auch den Skelettmuskel mit einbezieht, obwohl beide Mu-
tationen in direkt benachbarten Kodons liegen, bleibt unklar. Die Mutation Val440Met,
ebenfalls in direkter Nachbarschaft, hat hingegen eine Storung des Fettgewebes zur Folge,
welche zum Phéanotyp der FPLD fiihrt. Die autosomal-dominante Erkrankung wird deutlich
mit dem Beginn der Pubertit. Sie hat den langsamen Verlust des subkutanen Fettgewebes
an den Extremitdten und die Akkumulation von Fettgewebe im Gesichts- und Halsbereich
zur Folge. Zudem kommt es zur Entwicklung einer Insulinresistenz [Worman 2007]. Im Ge-
gensatz zur EDMD und HCM bleiben Herz- und Skelettmuskelgewebe jedoch vollkommen

unbeeinflusst.

Fiir die Mutation p.Argb45His konnten wir dhnliche Phinomene beobachten. Im nahegelege-
nen Kodon 541 sind bisher zwei Mutationen, p.Argb41His und p.Argb541Cys, bekannt. Wah-
rend Mutation p.Argb41His zur EDMD fiihrt, zeigten Patienten mit Mutation p.Argb41Cys
eine DCM mit HRST [Krimm 2002|. Genau wie die HCM gehéren beide Erkrankungen zu
den pathologischen Verdnderungen des quergestreiften Muskels. Demgegeniiber steht die
Mutation p.Lysb42Asn, welche den Phianotyp des HGPS [Lanktree 2007|, eine systemische
Erkrankung mit vorzeitiger Alterung [Worman 2007, zur Folge hat. Eine primére patholo-

gische Verdnderung des quergestreiften Muskelgewebes resultiert jedoch nicht.

Diese extreme Pleiotropie ist typisch fiir Mutationen im LMNA-Gen. Besonders interessant
ist die Tatsache, dass auch ein und dieselbe Mutation unterschiedliche Phidnotypen nach
sich ziehen kann. Beispielsweise wurde Mutation p.Arg644Cys bereits bei Patienten mit ei-
ner DCM, einer EDMD), einer LGMD und dem atypischen HGPS nachgewiesen [Perrot 2009].
Hermida-Prieto et al zeigten, dass die LMNA-Mutation R190W auch innerhalb einer Familie
zu unterschiedlichen Phénotypen, DCM und isolierte LVNC, fiihren kann [Hermida-Prieto 2004].
Wie diese unterschiedlichen Phénotypen und individuellen Krankheitsauspragungen zustan-
de kommen, ist derzeit noch nicht gekldrt. Eine Mdoglichkeit ist jedoch der Einfluss modifi-
zierende Gene auf die Progression, die Penetranz und den Phénotyp verschiedener LMNA-
Mutationen. Ein weiterer bisher nicht verstandener Sachverhalt ist die Tatsache, dass La-

min A/C als ubiquitidr exprimierte Proteine in der Mehrzahl der Félle (siehe Abb. 1.10)
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zu Verdnderungen in spezifischen Geweben, wie Muskel- und Fettgewebe, fithren. Zur Erfor-
schung der zugrundeliegenden Pathomechanismen wurden in den letzten Jahren verschiedene
Mausmodelle etabliert. Beispielsweise zeigen homozygote Mause mit der LMNA-Mutation
N195K den typischen Phanotyp einer DCM inklusive Storungen des Reizleitungssystems. Als
Ursache wird eine Storung der Zellorganisation des Kardiomyozyten und/oder die Beeinflus-
sung der Expression verschiedener TF gesehen. Warum jedoch ausschliefslich Verdnderungen
des Muskelgewebes zu beobachten sind, konnte nicht geklart werden [Mounkes 2005]. LMNA
knockout Mause (LMNA -/-) entwickeln eine progressive DCM und eine Muskeldystrophie
ohne jegliche Verdnderungen des Fettgewebes und sterben in der achten postnatalen Wo-
che. Die Pathogenese ist ebenfalls nicht vollstindig geklart, doch konnten Stoérungen der
Myozytendifferenzierung und eine Verlagerung von Emerin vom Zellkern zum Endoplas-
matischen Retikulum nachgewiesen werden. Haploinsuffiziente Méause (LMNA-+/-) haben
einen milderen Verlauf mit Manifestation der Symptome nach einem Jahr. Zuséitzlich entwi-
ckeln sie interessanterweise die fiir Patienten mit LMNA-Mutationen typischen Arrhythmi-
en |Nikolowa 2004, Stewart 2007/2]. Entgegen unserer Ergebnisse, beobachteten Cupesi et
al bei haploinsuffiezienten LMNA-Ma&usen eine verminderte Hypertrophieantwort des Myo-
kards auf eine dauerhafte Druckbelastung im Vergleich zum Wildtyp. Durch ein banding im
Bereich des Aortenbogens wurde in den M&ausen iatrogen eine Druckbelastung fiir das Herz
erschaffen. In der zwolften postoperativen Woche zeigten die LMNA-+ /- - Méuse eine signi-
fikant geringere LV-Hypertrophie, signifikant geringeres Herzgewicht und einen signifikant
groferen Querschnitt der einzelnen Kardiomyozyten. Die durchschnittliche Uberlebenszeit
war jedoch gleich. Pathophysiologisch soll dies moglicherweise auf eine reduzierte Aktivie-
rung mechanosensitiver Gene, z.B. Egr-1, zuriickzufiihren sein. Der exakte Mechanismus ist
jedoch nicht bekannt [Cupesi 2010]. Ob sich dies auf Patienten mit heterogenen Mutationen

iibertragen ladsst, ist unklar.

In vielen reviews und Studien wird die HCM sehr oft als Sarkomererkrankung bezeichnet.
Doch ist es zu einfach zu sagen, dass Mutationen in Genen die fiir Sarkomerproteine ko-
dieren ausschlielich den Phinotyp der HCM zur Folge haben, genauso wie Mutationen in
Genen die fiir Proteine des Zytoskeletts kodieren nicht allein zur DCM fiihren kénnen. Bei-
spielsweise wurde in einer genetischen Analyse von Patienten mit HCM im Endstadium, die
eine Herztransplantation bendtigten, Mutationen im Gen LAMP2 nachgewiesen. Es kodiert

fiir ein Protein, welches in die Glucoseaufnahme und Glykolyse involviert ist. Da Patienten
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mit Morbus Fabry, dem Noonan-Syndrom oder metabolischen Erkrankungen ausgeschlossen
wurden, handelt es sich nicht um eine Phénokopie der HCM [Garcia-Pavia 2011|. Dass KM
zu den heterogenetischen Erkrankungen gehdren, steht heute aufer Frage. Ein Vergleich al-
ler KM-assoziierten Gene zeigt jedoch eine nicht unwesentliche Anzahl an Uberlappungen
dieser Gene als Ursache fiir verschiedene KM. Perrot et al diskutierten dies bereits 2007.
Zu dem Zeitpunkt belief sich die Zahl der Gene, die mit mindesten zwei verschiedenen KM
assoziiert sind, noch auf elf Stiick [Perrot 2007|. Seither sind einige hinzugekommen. Die
stetig wachsende Zahl ldsst vermuten, dass in den néachsten Jahren aufgrund einfacherer und

kostengiinstigerer genetischer Analysen noch mehr Gene hinzukommen werden.

Ein Beispiel ist das Gen Vinculin, das fiir die Zytoskelett Proteine Vinculin und Metavin-
culin kodiert, welche wichtig fiir die Verankerung von Aktin innerhalb der Glanzstreifen
sind. Mutationen innerhalb des Gens kdnnen sowohl zur DCM als auch zur HCM fiihren.
Von besonderem Interesse ist die Mutation R975W, da sie bei Patienten mit einer HCM
und bei Patienten mit einer DCM identifiziert werden konnte. Sie liegt im Genabschnitt
der speziell fiir Metavinculin kodiert, einer muskelspezifischen Isoform von Vinculin. Wel-
che Pathomechanismen und zusétzlichen Einflussfaktoren genau fiir die unterschiedlichen
Phénotypen verantwortlich sind, ist bisher ebenfalls unklar [Vasile 2006]. In Abbildung 5.3
sind die einzelnen Proteindoménen von Vinculin/Metavinculin mit den zugehorigen Muta-
tionen dargestellt. Wie deutlich erkennbar, konnen die verschiedenen Erkrankungen keiner

bestimmten Doméne zugeordnet werden.

Vinculin
NH, VhN VhiN Vh2N  Linker Vh2C VhiC VhC V2 Vi2 Vi COOH

1133

IL277M IIRQTSW
L954del

Abbildung 5.3: Genstruktur von Vinculin mit den verschiedenen Proteindoménen und den Kardiomyopa-
thie assoziierten Mutationen. Der Metavinculin spezifische Genabschnitt ist orange markiert. Head-domain
von Vinculin - VhN/C, VhIN/C und Vh2N/C. Tail-domain von Vinculin - Vt und Vt2. Rot - HCM-
assoziierte Mutation, blau - DCM assoziierte Mutation, lila - HCM und DCM assoziierte Mutation. Modifi-
ziert nach [Vasile 2006].
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Genau wie Vinculin [Vasile 2006] wird LMNA ubiquitér exprimiert und gehort demnach zu
den wenigen Genen, die obwohl sie nicht organ- oder gewebsspezifische Proteine kodieren,
zu gewebsspezifische Verdnderungen, in unserem Fall zu isolierter HCM, fiihren kdnnen.
Abbildung 5.4 gibt eine Ubersicht der KM-assoziierten Gene und deren Uberlappungen fiir
die drei bedeutendsten KM. Unsere Ergebnisse erweitern den Uberlappungsbereich um ein

zusatzliches Gen.

Genetik der Kardiomyopathien

Restriktive Kardiomyopathie

Dilatative

Hypertrophe
Kardiomyopathie

Kardiomyopathie

G4.5 LMNA

MYPN

SCN5SA

Abbildung 5.4: Vergleich der krankheitsassoziierten Gene verschiedener KM mit den dazugehdrigen Uber-
lappungen. Von 29 Genen verursachen 17 mindestens zwei unterschiedliche Formen isolierter KM. Die KM-
assoziierten Gene sind: Myosin-bindendes ProteinC (MYBPC3), -Myosin schwere Kette (MYH?T), o-Myosin
schwere Kette (MYH6), kardiales Troponin T (TNNT2), kardiales Troponin I (TNNI3), kardiales Tropo-
nin C (TNNC1), kardiales Aktin (ACTC), a-Aktinin 2 (ACTN2), Titin (TTN), Titin-cap/ Telethonin
(TEL), a-Tropomyosin (TPM1), regulatorische leichte Kette (MYL2), essensielle leichte Kette (MYL3),
Muskel LIM Protein (CSRP3), Myozenin 2 (MYOZ2), Myopalladin (MYPN), ATP-sensitiver Kaliumkanal
(SUR2A/ABCC9), 8-Sarcoglycan (SGCD), Tafazzin (G4.5), Junctophilin 2 (JPH2), Calreticulin (CALR3),
LIM bindende Doméne 3 (LDB3), Lamin A/C (LMNA), Metavinculin (VCL), Phospholamban (PLN), Dys-
trophin (DMD), Desmin (DES), Laminin o-4 (LAMAA4), kardialer Natriumkanal (SCN5A). Modifiziert nach
[Hershberger 2009, Perrot 2007]

Die neu entdeckten Mutationen unterstreichen die Annahme, dass es sich bei KM um echte
allelische Erkrankungen handelt. Das bedeutet, dass alle KM denselben genetischen Ur-
sprung haben [McKenna 2012, Perry 2007|. Dafiir spricht ebenfalls, dass es immer wieder
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iiberlappende Phénotypen gibt [Connolly 2011], wie z.B. der Fall eines 26-jihrigen Patien-
ten der Merkmale einer HCM und einer LVNC zeigte [Kelley-Hedgepeth 2009]. Letztendlich
ist der individuelle Phanotyp das Ergebnis des Zusammenspiels zwischen der krankheitsver-
ursachenden Mutation, deren Einfluss auf die RNA und Proteinexpression und wiederum
der Folgen dieser Verdnderungen, priadisponierenden und modifizierenden genetischen Poly-

morphismen und verschiedenen Umweltfaktoren.

5.8 Fazit und ein Ausblick in die Zukunft

In der vorliegenden Arbeit wurden die ersten HCM-assoziierten LMNA-Mutationen beschrie-
ben. Fiir krankheitsverursachende Mutationen spricht, dass es sich bei den gefundenen Vari-
anten um sehr seltene Varianten handelt, welche zudem je in einem Kollektiv von 300 nicht-
verwandten gesunden Kontrollpersonen ausgeschlossen wurden. Die betroffenen Patienten
wiesen den typischen Phénotyp einer HCM auf. Weiterhin befindet sich sowohl Mutation
p.Ala441Val als auch Mutation p.Argb45His in einem evolutionédr hochkonservierten Prote-
inbereich. Beide Patienten stammen aus Kollektiv 1, welches zuvor auf genetische Varianten
in den bereits bekannten HCM-Genen untersucht wurde und diese sich als negativ erwiesen.
Eine weitere HCM-assoziierte Mutation innerhalb der Patienten ist damit sehr unwahrschein-
lich, doch kann es nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, da wie bereits erwahnt mit
der Identifikation weiterer HCM-Gene zu rechnen ist. Leider war es bisher nicht mdéglich
Familienangehorige einer genetischen Untersuchung zu unterziehen um eine sichere Aussage
iiber den Vererbungsmodus zu treffen. Jedoch ist ein autosomal-dominanter Erbgang, wie
bei der familidren HCM und der laminassoziierten DCM, wahrscheinlich. Die anamnestische
Angabe eines an HCM erkrankten Sohnes bei Patient 1213 mit der Mutation p.Ala441Val
weist ebenfalls darauf hin.

In einem weiteren Schritt wére es wichtig, nach ausfiihrlicher Stammbaumanalyse der Pati-
enten, die Auswirkung der identifizierten Mutationen auf Proteinebene zu untersuchen, z.B.
durch eine Zellkulturstudie. Eine andere Moglichkeit ist die Mutationen an einem geeigneten
Tiermodell zu untersuchen. Vorstellbar wire die Erschaffung genetisch modifizierter Mause,
die auch in vielen anderen Studien sehr hilfreich sind, um die Folgen bestimmter genetischer
Varianten auf die Entstehung einzelner KM zu untersuchen.

Fiir die Zukunft ist die Erarbeitung einheitlicher diagnostischer Richtlinien fiir alle KM ein-

schlieklich ihrer genetischen Untersuchung wichtig. Im Moment wire eine flichendeckende
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genetische Untersuchung aller KM-Patienten jedoch zu teuer und nicht Sensitiv genug, auf-
grund fehlenden Wissens liber Geno-Phinotyp-Korrelationen und das genetische Spektrum
[Malhotra 2009]. Doch wann ist es sinnvoll Patienten auf genetische Variationen zu Unter-
suchen? Speziell fiir die HCM ist diese Frage nicht leicht zu beantworten, aufgrund der oft
“privaten” Mutationen, welche eine komplette Sequenzierung der HCM-assoziierten Gene er-
fordert. Zudem tragen ungefihr 5 % mehr als eine Mutation. Es kann davon ausgegangen
werden, dass weder alle KM-assoziierten Gene noch alle Mutationen in den bisher iden-
tifizierten Genen nachgewiesen wurden. Doch hilft meist nur eine genetische Analyse um
zwischen high- und low risk Patienten zu unterscheiden [McKenna 2012]. Auch wenn das
Wissen um die einzelne Mutation nicht immer Auswirkungen oder Vorteile fiir den einzelnen
Patienten mit sich bringt, ist es jedoch enorm wichtig. Zum einen um die Pathogenese der
KM besser zu verstehen und daraus mogliche therapeutische Riickschliisse zu ziehen und
zum anderen um Korrelationen zwischen bestimmten genetischen Variationen und phénoty-
pischen Merkmalen zu ermitteln. Beispiel einer solchen Korrelation, ist das Auftreten von
HRST bei Patienten mit LMNA-bedingter DCM, bei denen eine genetische Untersuchung
empfehlenswert ist [Perrot 2009]. Unsere Ergebnisse geben nun den Hinweis auf eine mog-
liche Korrelation zwischen LMNA-bedingter KM im Allgemeinen und HRST. Um dies zu

bestatigen sind allerdings weitere Untersuchungen notwendig.
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6 Zusammenfassung

Kardiomyopathien sind eine sehr heterogene Gruppe von Herzmuskelerkrankungen mit pa-
thologischen funktionellen und strukturellen Verdnderungen des Herzmuskels, die ohne den
Einfluss einer Koronaren Herzkrankheit, Hypertonie, Herzklappenerkrankungen oder kon-
genitalen Herzfehlern entstehen. Die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist mit einer
Pravalenz von 1:500 die h&ufigste genetisch bedingte kardiovaskuldre Erkrankung und die
haufigste Ursache fiir einen plotzlichen Herztod unter 35 Jahren. Sie ist charakterisiert durch
eine meist asymmetrische Hypertrophie des Myokards, vor allem im Bereich des Septums
und des linken Ventrikels. Bisher konnten in iiber 20 Genen zahlreiche Mutationen identi-
fiziert werden, wobei ungefihr 70 % in den Genen MYH7 und MYBPC3 liegen, welche fiir
die Sarkomerproteine $#-Myosin schwere Kette und Myosin-bindendes Protein C kodieren.
Die Linksventrikuldre Non-Compaction Kardiomyopathie (LVNC) ist eine weitaus seltenere
Kardiomyopathie. Sie zeichnet sich durch die typische zweischichte Optik, bestehend aus ei-
ner kompaktierten epikardialen- und einer nicht-kompaktierten endokardialen Schicht, aus.
Die Pathogenese der LVNC ist weit weniger erforscht, jedoch wird in mindestens 50 % der
Fille von einem genetischen Ursprung ausgegangen. Das LMNA-Gen, eines der hiufigsten
Krankheitsgene fiir familidire Dilatative Kardiomyopathie (fDCM), stand im Mittelpunkt
unserer Untersuchungen. Es umfasst zwolf kodierende Exons, welche fiir die Proteine Lamin
A /C kodieren. Diese gehoren zu den Intermediérfilamenten Typ V und bilden zusammen mit
anderen Proteinen die Kernlamina, ein dichtes Netzwerk unter der inneren Kernmembran.
Lamin A /C sind wichtig fiir die Stabilitat des Zellkerns, haben Einfluss Zellproliferation und-
differenzierung und iibernehmen wichtige Funktionen innerhalb verschiedener Zellvorgénge.
Da es auch andere Krankheitsgene mit pleiotropen Effekten beziiglich des myokardialen
Phénotyps gibt, beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Frage: “Gibt es genetische
Varianten im Lamin A/C-Gen bei Patienten mit HCM oder LVNC?”. Zur Beantwortung
dieser Frage untersuchten wir alle zwolf kodierenden Exons von LMNA in drei verschiede-
nen Patientenkollektiven, einem HCM-Kollektiv mit Ausschluss von Mutation in den bis-
her bekannten HCM-Genen (K1), einem nicht-selektierten HCM-Kollektiv (K2) und einem
LVNC-Kollektiv (K3). Die Patientenrekrutierung und -diagnostik erfolgte mittels Echokar-
diographie, EKG und Herzkatheterisierung. Die Amplifikation und Sequenzierung der DNA
erfolgte durch genetische Standardmethoden.

In allen Kollektiven konnten zahlreiche bekannte und unbekannte synonyme Single Nucleo-
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tide Polymorphism nachgewiesen werden. Interessanterweise konnten in K1 (72 Patienten)
zwel bis dato unbekannte nicht-synonyme heterozygote Missense-Mutationen in zwei nicht-
verwandten Patienten identifiziert werden. Die Variante ¢.1322C>T in Exon 7 fiihrt zur
Substitution von Alanin gegen Valin im Kodon 441 (p.Ala441Val) und die Variante c.
1634G>A in Exon 10 hat den Austausch der Aminosdure Arginin gegen Histidin im Ko-
don 545 (p.Argb45His) zur Folge. Die betroffenen Aminosduren sind hochkonserviert in
verschiedenen Spezies. Beide liegen in der Ig-like domain, die wichtige Funktionen in der
LAP2a- und Emerinbindung iibernimmt. Der Ausschluss dieser Mutationen in 300 Kontroll-
patienten erfolgte mithilfe eines Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus. Die betroffenen
HCM-Patienten zeigen die typische linksventrikuldre Hypertrophie. Zusétzlich leiden beide
an verschiedenen Formen kardialer Arrhythmien. Diese Tatsache ist besonders interessant,
da Stérungen des Reizleitungssystems typisch fiir die LMNA-assoziierte fDCM sind.

In der vorliegenden Arbeit werden die ersten LMNA-Mutationen bei Patienten mit HCM
beschrieben. Diese Unterstreichen die Annahme, dass es sich bei Kardiomyopathien um ech-
te allelische Erkrankungen handelt. Ob das Vorhandensein von Herzrhythmusstérungen ein
spezifisches Merkmal der LMNA-assoziierten HCM ist, gilt es durch Untersuchungen gro-
fserer Kohorten herauszufinden. Weiterhin zeigen unsere Ergebnisse einen neuen Aspekt der
Vielfiltigkeit der Laminopathien. HCM ist demnach die zweite Herzmuskelerkrankung in

dieser Gruppe von Erkrankungen.
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3.1

4.1
4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10
4.11

Ergebnis der Gelelektrophorese am Beispiel von Exon 9 mit Test-DNA (A, B, C, D, E, F).
Die Grofe des PCR-Produkts ist rot markiert. MVIII - Molekulargewichtsmarker, KN -
negative Kontrolle. . . . . . . . . . .. Lo o L

Arbeitsablauf . . . ... L

Temperaturgradient fiir Exon 9. Die richtige Grofe des PCR-Produkts ist rot gekennzeich-
net. MVIII - Molekulargwichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle. . . . . .
Links - PCR-Ergebnis mit Test-DNA (K, L, M, N, O, P). Rechts - PCR-Ergebnis mit
Patienten-DNA (1001, 1007, 1010, 1012). MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basen-
paar, KN - negative Kontrolle. . . . . . . . . . . . . . . ..o
PCR-Ergenisse fiir Exon 8 ohne jegliche Zusitze, mit Test- (Q, R, S, T, U, V) und Patienten-
DNA (1001, 1007, 1010, 1012, 1016, 1019, 1022). Das im Vorfeld ermittelte PCR-Produkt ist
rot dargestellt (286 bp).MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative
Kontrolle. . . . . . . . . . . e e
Zwischenschritte der PCR-Optimierung von Exon 8 mit Patienten- DNA (1001, 1007, 1010,
1012, 1016, 1019). Obere Abb. - Zusatz von DMSO. Untere Abb. - Zusatz von Betain. MVIII
- Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative Kontrolle. . . . . . . . . .
Ergebnisse der optimierten PCR fiir Exon 8 mit 2.5 nL Betain, 2 uL. Patienten-DNA (1001,
1007, 1010, 1012, 1016, 1019) und 38 Zyklen. MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Ba-
senpaar, KN - negative Kontrolle. . . . . . . . . . . . . .. 0L,
PCR-Ergebnis von Exon 12 mit Test-DNA (K, L, M) ohne Optimierung. Das PCR-Produkt
ist rot markiert (686 bp). MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN - negative
Kontrolle. . . . . . . . o . o e e e e e
PCR-Ergebnis von Exon 12 nach Abschluss der Optimierung. Die exakte Grofe des PCR-
Produkts ist rot hervorgehoben. MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN -
negative Kontrolle. . . . . . . . . .o 0oL e
Temperaturgradienten fiir das Primerpaar 1.3. Links- ohne Betain. Rechts- mit Betain. Das
PCR-Produkt ist rot markiert. MVIII - Molekulargewichtsmarker, bp - Basenpaar, KN -
negative Kontrolle. . . . . . . . . . L0 oL e
Ergebnis der Touchdown-PCR mit AmpliTherm-DNA-Polymerase. . . . . . . . . . ..
Sequenzausschnitte des Endes von Exon 9 zum Vergleich der Sequenzierergebnisse mit dem

forward (obere Leiste) und dem reverse (untere Leiste) Primer. Es wird deutlich, dass in

diesem Bereich nur die forward-Sequenz auswertbar ist. Der Exonbereich ist gelb hinterlegt.
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4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

4.17

4.18

4.19

4.20

4.21

Gegeniiberstellung der DNA-Sequenzen von Exon drei vor (obere Leiste) und nach (untere

Leiste) der Optimierung des PCR-Produkts. Pfeile markieren schwer lesbare Stellen. . . .

Elektropherogramme von Exon 1. Gegeniiberstellung des Wildtyps (obere Leiste; Probe

2577) und des SNP rs11549668 (untere Leiste; Probe 2573) an Position 51 (Pfeil).

Sequenzausschnitt des Chromatogramms von Exon 2. Darstellung des SNPs rs41313880
an Position 357 der cDNA (untere Leiste; Patient 2530) im Vergleich zum Wildtyp (obere

Leiste; Patient NC15). Beide sind durch eine Pfeil gekennzeichnet. . . . . . . . . . . .

Vergleichende Darstellung der Elektropherogramme von Exon 3, einmal der Wildtyp (obere
Leiste; Patient NC-37) und einmal der SNPs rs12117552 (untere Leiste; NC-23) an Position

612 der cDNA (Pfeil). . . . . . . . . . Lo

Elektropherogramme von Exon 5. Vergleich des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2536) und
des SNP rs538089 in hetero- (mittlere Leiste; Patient 2543) und homozygoter (untere Leiste;
Patient NC-28) Form. Die Verdnderung der Base an Position 861 der cDNA ist durch einen

Pfeil markiert. . . . . . . . . . e e e e e e

Gegeniiberstellung der Elektropherogramme des SNP rs17847242 (unter Leiste; Patient NC-
16) und des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2707). Die Pfeile kennzeichen Position 1017

der cDNA. . . . . e s

Intronischer SNP rs534807 (Heterozygote G/A mittlere Leiste; Homozygote A/A untere
Leiste) im Vergleich zum Wildtyp (G/G obere Leiste ). Die Pfeile markieren Position 16

nach Exon 6. . . . . . . . . L e e e e e e e e

Ausschnitte der Elektropherogramme von Exon 7. Gegeniiberstellung der heterozygoten
(mittlere Leiste; Patient 2704) und homozygoten (untere Leiste; Patient 2696) Variante des
SNP “s rs505058 und des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2708) an Position 1338 der cDNA

(Pfeil) . . . o o e e e e e e

Sequenzausschnitt der Elektropherogramme einer hetero- (mittlere Leiste; Patient 2695)
und einer homozygoten (untere Leiste; Patient 2555) Variante des SNP rs4641 und des
Wildtyps (obere Leiste; Patient 2522). Die betroffene Base in Exon 10 ist durch einen Pfeil

gekennzeichnet. . . . . . . oL 0000 Lo e e e

Vergleichende Darstellung der Elektropherogramme des Wildtyps (obere Leiste; Patient
NC-34) und der neu identifizierten Variante c.78C>T (untere Leiste; Patient 1254). Das

betroffene Nukleotid an Position 78 der cDNA ist jeweils durch einen Pfeil markiert.
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4.22

4.23

4.24

4.25

4.26

4.27

4.28
4.29

4.30

4.31

4.32

Ergebnisse der Sequenzierung des Wildtyps (obere Leiste; Patient 1254) im Vergleich zur
Variante ¢.105G>C (untere Leiste; Patient NC-34). Die genaue Lokalisation der Verdnde-
rung ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. . . . . . . . . . . . .o 00000
Gegeniiberstellung der Sequenzausschnitte des Wildtyps (obere Leiste; Patient 2689) und
der Mutation ¢.1751G>A (unter Leiste; Patient 1245) im Exon 11. Das betroffene Nukleotid
ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. . . . . . . . . . . . .. o000 L.
Sequenzausschnitte des Wildtyps (obere Leiste; Patient 1245) und der Variante c.1803C>T
(untere Leiste; Patient 2689). Position 1803 der cDNA ist durch einen Pfeil markiert.
Ausschnitt der Elektropherogramme des Wildtyps (obere Leiste) gegeniiber der intronischen
Variante ¢.9364+12C>T (untere Leiste). . . . . . . . . . . . . . . .. ...
Darstellung der splice-sites (gelb) in der Umgebung der neuen Variante mithilfe des Pro-
gramms RESCUE-ESE. Alle Basen die zu Exon 5 gehdren sind rot unterstrichen. Die be-
troffene Base aus Variante ¢.936+12C>T ist rot hinterlegt. Sie fiihrt zu keine Veréinderung
einer splice-site . . . . . . . . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sequenzausschnitte der Elektropherogramme des Wildtyps (obere Leiste; Patient NC-30)
und der Mutation p.Alad41Val (unter Leiste; Patient 1213). Position zwei des Kodons 441
ist stets grau hinterlegt und durch einen Pfeil markiert. . . . . . . . . . . . .. ...
Vergleich der Strukturformel von Alanin und Valin. Die Verédnderung ist rot markiert.
Ergebnisse der Sequenzierung des Wildtyps (obere Leiste; Probe 2564) gegeniiber denen
der Mutation ¢.1634G>A (untere Leiste; Probe 1274). Die genaue Lokalisation an Position
zwei des Kodons 545 ist grau hinterlegt und durch einen Pfeil kenntlich gemacht.
Strukturvergleich zwischen Arginin und Histidin. Die rote Farbe kennzeichnet den Unter-
schied zur Wildtyp-AS. . . . . . . . Lo L
Gegeniiberstellung der two cut Restriktionsenzyme des Wildtyps (obere Abbildung) und der
unique cutters der Mutation p.Ala441Val (untere Abbildung). Der rote Kreis kennzeichnet
die drei Restriktionsenzyme, die im Wildtyp zwei Schnittstellen besitzen, in der Mutante
jedoch nur eine. Das verwendete Enzym fiir den RFLP ist rot hevorgehoben. Der Pfeil
markiert die Position der Mutation (Position 190 im Exon 7). . . . . . . . . . . . ..
3 %iges Agarosegel mit den Ergebnissen des Restriktionsverdaus. Wihrend der Wildtyp
zwei Restriktionsschnittstellen hat, liegt bei der Mutation eine Wildtypallel (zwei Schnitt-
stelllen) und ein mutiertes Allel (eine Schnittstelle) vor. MVIII-Molekulargewichtsmarker,

PCR~unverdautes PCR-Produkt, M-Mutation, WT-Wildtyp. . . . . . . . . . . . . ..
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4.33

4.34

4.35

5.1

5.2

5.3

Cutmap der unique cutters von Exon 10 nach Verénderung durch die Mutation ¢.1634G>A.
Neu entstandene Restriktionssschnittstellen im betroffenen Codon sind rot eingekreist. Das
verwendete Enzym ist rot hinterlegt. Der rote Pfeil markiert die Position (148) der Mutation

im PCR-Produkt von Exon 10. . . . . . . . . . . . . . oo e

Ergebnisse des RFLP zwischen dem Wildtyp und der Mutation p.Argh45His. Die Grofen
der einzelnen Banden sind rot beschriftet. Deutlich erkennbar ist, dass durch die Mutation
in einen Allel eine neue Restriktionsschnittstelle entsteht. MVIII-Molekulargewichtsmarker,

PCR-unverdautes PCR-Produkt, M-Mutation, WT-Wildtyp. . . . . . . . . . . . . ..

Darstellung der gefunden Varianten im LMNA Gen. Bekannte synonyme SNPs sind blau,
neue synonyme Varianten griin und neu identifizierte Missens-Mutationen sind rot darge-

stellt. Nicht-synonyme Varianten sind zusétzlich innerhalb Proteinstruktur markiert.

Homologievergleich. Vergleich der AS-Sequenzen verschiedener Spezies fiir die Mutationen
p.Ala441Val und p.Arg545His und deren Umgebung [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Homolo

Gene/HGDownload.cgi?hid=41321]. . . . . . . . . . . . . oo

C-terminal domain von Lamin A/C im Vergleich mit der C-terminal domain von anderen
IF. Deutlich erkennbar, liegt die identifizierte Mutation p.A441V zwischen zwei hochkon-
servierten hydrophoben AS. Durch die Mutation wird das Kodon 441 selbst hydrophob
und beeinflusst somit den hochkonservierten hydrophoben Bereich. Mutation p.R545H liegt
aufserhalb des hochkonservierten Bereichs. CONS - Zusammenfassung der AS die in den
untersuchten IF eine Konservierung > 60 % haben. Schwarze Sterne - hochkonservierte

hydrophobe AS, rote Sterne - hochkonservierte polare AS. Modifiziert nach [Krimm 2002].

Genstruktur von Vinculin mit den verschiedenen Proteindoménen und den Kardiomyopa-
thie assoziierten Mutationen. Der Metavinculin spezifische Genabschnitt ist orange mar-
kiert. Head-domain von Vinculin - VhN/C, VhIN/C und Vh2N/C. Tail-domain von Vin-
culin - Vt und Vt2. Rot - HCM-assoziierte Mutation, blau - DCM assoziierte Mutation, lila

- HCM und DCM assoziierte Mutation. Modifiziert nach [Vasile 2006]. . . . . . . . . .
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5.4 Vergleich der krankheitsassoziierten Gene verschiedener KM mit den dazugehorigen Uber-

lappungen. Von 29 Genen verursachen 17 mindestens zwei unterschiedliche Formen isolier-
ter KM. Die KM-assoziierten Gene sind: Myosin-bindendes ProteinC (MYBPC3), 3-Myosin
schwere Kette (MYH7Y), o-Myosin schwere Kette (MYHG), kardiales Troponin T (TNNT2),
kardiales Troponin I (TNNI3), kardiales Troponin C (TNNC1), kardiales Aktin (ACTC),
o-Aktinin 2 (ACTN2), Titin (TTN), Titin-cap,/ Telethonin (TEL), o-Tropomyosin (TPM1),
regulatorische leichte Kette (MYL2), essensielle leichte Kette (MYL3), Muskel LIM Pro-
tein (CSRP3), Myozenin 2 (MYOZ2), Myopalladin (MYPN), ATP-sensitiver Kaliumkanal
(SUR2A/ABCC9), 8-Sarcoglycan (SGCD), Tafazzin (G4.5), Junctophilin 2 (JPH2), Cal-
reticulin (CALR3), LIM bindende Doméne 3 (LDB3), Lamin A/C (LMNA), Metavinculin
(VCL), Phospholamban (PLN), Dystrophin (DMD), Desmin (DES), Laminin o-4 (LAMAA4),

kardialer Natriumkanal (SCN5A). Modifiziert nach [Hershberger 2009, Perrot 2007] . . . 68
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A ANHANG

A Anhang

A.1 Anhang HCM

Tabelle 29: Ubersicht iiber die HCM Krankheitsgene, deren Protein, Hiufigkeit und vorrangiger
Phénotyp [Bos 2009, Hershberger 2009, Kelly 2009, Keren 2008|

Gene Kodiertes Chromoso- Myokard- Phénotyp Hiaufigkeit
Protein maler Lokus | struktur
MYH7 f5-Myosin 14q11.2-q12 | Myofilament Milde-schwere 25-35 %
schwere Kette HCM
MYBPC3 | Myosin- 11pl11.2 Myofilament Siehe K-MHC, 20-30 %
bindendes spater Beginn
Protein C
TNNT2 Kardiales 1932 Myofilament Milde HCM, 3-15 %
Troponin T plotzlicher
Herztod
TPM1 a-Tropomyosin | 15q22.1 Myofilament Variable < 515 %
Prognose,
plotzlicher
Herztod
TNNI3 Kardiales 19p13.4 Myofilament Intrafamiliér <5%
Troponin I sehr heterogen
CSRP3 Kardiales 11p15.1 Z-Scheibe Spéater Beginn, <5%
Muskel LIM variable
Protein Penetranz
LBD3 LIM bindende | 10q22.2- Z-Scheibe Hauptséchlich 1-5 %
Doméne 3 q23.3 sigmoidale
HCM
TCAP Telethonin 17q12-gq21.1 | Z-Scheibe Typische HCM, | <2 %
variable
Penetranz
MYT.2 Regulatorische | 12q23-q24.3 | Myofilament Skelettmyopathie| < 2 %
leichte Kette
MYL3 Essentielle 3p21.2- Myofilament Skelettmyopathie| < 1 %
leichte Kette p21.3
ACTC1 a-Kardiales 15q14 Myofilament Apikale < 1%
Aktin Hypertrophie
TTN Titin 2q24.3 Myofilament Typische HCM | <1 %
o-MHC a-Myosin 14q11.2-q12 | Myofilament Spéater Beginn < 1%
schwere Kette
TNNC1 Kardiales 3p21.3- Myofilament Typische HCM | <1 %
Troponin C pl4.3
MYLK2 Myosin leichte | 20q11.21 Myofilament Frither Beginn <1%
Kettenkinase
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A.2  Anhang Material Methoden A ANHANG
VCL Vinculin/ 10g22.1.923.3 Z-Scheibe Obstruktive <1%
Metavinculin Hypertrophie
ACTN2 o-Aktinin 2 1g42-q43 Z-Scheibe Hauptsachlich | <1 %
sigmoidale
HCM
PLN Phospholamban 6q22.1 Ca-Stoffwechsel | Typische HCM, | <1 %
variable
Penetranz
MYOZ2 Myozenin 2 4q21-q27 Z-Scheibe Typische HCM | <1 %
JPH2 Junctophilin 20q12 Ca-Stoffwechsel | Typische HCM | <1 %
CALR3 | Calreticulin 3 19p13.12 Endoplasmatischeg / selten
Retikulum
CAV3 Caveolin 3 3p25 Membranbestandteil / selten

A.2 Anhang Material Methoden

Tabelle 31: Ubersicht der verwendeten Primer fiir Exon 1 bis 12.

Exon ‘ Primer ‘ Sequenz
1 F 57..CCG AGC AGT CTC TGT CCT TC...3’
R 57...CCC TCT CAC TCC CTT CCT G...3°
2 F 5°...CAG ACT CCT TCT CTT AAA TCT AC...3"
R 57...CCT AGG TAG AAG AGT GAG TGT AC...3~7
3 F 5°..CCT TCC AGT TCT TGT GTT CTG TGA C...3°
R 57...CCT AGC CCA GCC CAA GTC TGT C...3°
4 F 57..GGC CTC CCA GGA ACT AAT TCT G...3°
R 57...CTC CCT GCC ACC ATC TGC...3"
5 F 57..GCT GTA GCA GTG ATG CCC AAC...3°
R 57...CCA AAG CCC TGA GAA GTG AAG...3”
6 F 57..GCC AGG ACT ATG TTT AGA GCT TG...3"
R 57...GGT CTA GTC AAG GCC AGT TG...3"
7 F 57...CCC CAC TTG GTC TCC CTC TCC...3"
R 57...CCC TGA TGC AGC TGT ATC CCC...3"
8 F 57...GAG GCC TCA ATT GCA GGC AGG C...3°
R 57...GAA AAG GAC ACT TAC CCC AGC...3’
9 F 57...GGA GCG CTG GGG TAA GTG TC...3”
R 57...CTC GTC CAG CAA GCA GCC AG...3"
10 F 57...GTA AGC AGC AGG CCG GAC AAA G..3°
R 57...CAC AGG AAT CCA TGG CAT C...3°
11 F 57...CCT GAG TGG TCA GTC CCA GA...3°
R 57...ACC TCG TCC TAC CCC TCG AT...3"
12 F 57...GGG GTG GCA GCT TCG GGG ACA ATC...37
R 57...AGG GAA AAG GAA GGG AGG AGA AAT..3°

F-forward, R-reverse
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