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1. Einleitung

1.1 Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)

Kennzeichen der hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) ist eine deutliche, regional
begrenzte und oft asymmetrische Zunahme der linksventrikuldren Muskelmasse ohne
offensichtlichen Widerstand im Kreislauf (z.B. ein Klappenvitium). Bei stark
asymmetrischer, septumbetonter Hypertrophie wird eine Obstruktion der linksventrikuldren
Ausflussbahn beobachtet, man unterscheidet also obstruktive (HOCM) und nicht
obstruktive Formen. Histologisch ist ein Verlust der regelmédfBigen Anordnung der
Kardiomyozyten zu sehen (disarray). Damit einher geht der Verlust von Zell-Zell-
Kontakten (gap junctions), die im Normalfall die elektrische Erregung im Herzen
weiterleiten. Durch den Verlust an geordneten Strukturen kommt es zur Stérung der
Erregungsausbreitung im Ventrikelmyokard (Vosberg et al., 1998). Bei der HCM handelt
es sich um ein klinisch variables und genetisch heterogenes Krankheitsbild, bei betroffenen
Personen konnte eine Vielzahl von unterschiedlichen Mutationen gefunden werden (s. Tab.
1). Als viertes Gen, bei dem Mutationen zur Erkrankung fithren, wurde das
Myosinbindungsprotein C3 identifiziert (Carrier et al., 1993).

Die Privalenz der HCM liegt bei ca. 0,2% der Bevolkerung, somit handelt es sich um eine
relativ hédufige Erkrankung. Maligne Arrhythmien mit plotzlichem Herztod stellen
beispielsweise die hdufigste Todesursache bei jungen Athleten dar (Maron et al., 1996;
Maron et al., 1995; Miura et al., 2002). Die jdhrliche Mortalitédt in der Gesamtbevolkerung
betrdgt ca. 1%. Fir symptomatische Patienten liegt sie bei 3-6%, und fiir reanimierte
Patienten (mit sog. iiberlebtem plotzlichen Herztod) bei ca. 17%. Bei Kindern finden sich
doppelt so hohe Mortalititen. Entsprechend der Pathophysiologie treten 50-80% der
Todesfille plotzlich auf. Betroffen sind hiufig gering symptomatische jlingere Patienten

(45+20 Jahre) (Maron et al., 2002).

1.1.1 Klinik und prognosebestimmende Faktoren

Klinisch duBert sich die HCM vor allem durch diastolische Dysfunktion und Verminderung
der Ejektionsfraktion des linken Ventrikels mit Belastungsdyspnoe, Orthopnoe, Angina und

Miidigkeit, aber auch durch Palpitationen, Synkopen und Arrhythmien (Maron et al., 1997).

1



Liegt eine Obstruktion des linksventrikuldren Ausflusstraktes vor, ist das Risiko des
spontanen Herztods und der Zunahme der Herzinsuffizienz (bis zu den Stadien NYHA III
und IV) deutlich erhéht (Maron et al., 2003). Die Ausprigung des Phidnotyps nimmt mit
dem Alter zu, Minner sind hédufiger und stirker betroffen als Frauen. Viele Patienten mit
linksventrikuldrer Hypertrophie zeigen keine oder nur eine geringe Beeintrdchtigung der

kardialen Funktion und haben eine normale Lebenserwartung.

Prognosebestimmend sind: 1) iiberlebter Herzstillstand, 2) Kammerflimmern/anhaltende
ventrikulidre Tachykardien (VT), 3) familidre Haufung plotzlicher Todesfille, 4) extreme
linksventrikulidre Hypertrophie (Septumdicke > 30 mm), 5) Synkopen, 6) multiple nicht
anhaltende  ventrikulire Tachykardien im Langzeit-EKG, 7) unzureichender
Blutdruckanstieg unter Belastung und 8) der Nachweis eines hohen Fibroseanteils in einer

Biopsie (Maron et al., 2002).

1.1.2 Diagnostik

EKG-Veridnderungen lassen sich in ca. 95% der Fille nachweisen, sind jedoch fiir die
Erkrankung unsperzifisch. Eine Rontgenuntersuchung des Thorax ist in frithen Stadien
unauffillig. Den diagnostischen Goldstandard fiir die Diagnose einer HCM stellt die
Echokardiographie dar. In der 2-D-Untersuchung stellt sich ein asymmetrisch
hypertrophierter linker Ventrikel mit normaler bis hyperkontraktiler systolischer
Pumpfunktion dar. Wenn vorhanden, kann ein Systolic anterior movement (SAM)-
Phinomen im 2-D-Bild erkannt werden. Im M-Mode werden die Areale der maximalen
Hypertrophie (>15mm) quantifiziert. Begleitende Klappeninsuffizienzen lassen sich in der
Farbduplexuntersuchung darstellen. Mittels Gewebedoppler oder Continuous-Wave (CW)-
Doppler iiber der Mitralklappe 148t sich eine diastolische Fiillungsstorung aufdecken. Eine
diastolische ~Funktionsstorung findet sich hiufig bereits bei asymptomatischen
Mutationstrigern. Bei der CW-Doppleruntersuchung des linksventrikuldren AusfluBtraktes
laBt sich eine eventuelle Obstruktion beurteilen zum Nachweis einer obstruktiven
Komponente.

Patienten, die iiber belastungsabhingige Beschwerden klagen, aber im Echo keinerlei
Gradienten aufweisen, sollten auf jeden Fall durch ein Stressecho untersucht werden, um
eine latente HOCM mit einem belastungsabhédngigen Gradienten im linksventrikuldren

AusfluBBtrakt nicht zu iibersehen. Eine Ergometrie zur Beurteilung der Blutdruckregulation



unter Belastung und der Leistungsfihigkeit sollte vor allem bei jingeren HCM-Patienten
durchgefiihrt werden. Die Magnetresonanztomographie des Herzens ist die Methode der
Wahl, um das AusmaB} und den Schweregrad der linksventrikuldren Hypertrophie bei
schwer schallbaren Patienten und bei Patienten mit apikaler HCM zu diagnostizieren. Die
invasive Diagnose mittels Herzkatheter bleibt speziellen Fragestellungen vorbehalten
(Ackerman, 2005).

Die spezifischste Untersuchung zur Aufdeckung einer HCM ist die Gewebe-Doppler
Untersuchung (Nagueh et al., 2003), da eine molekulargenetische Untersuchung wegen der
Vielfalt an bekannten krankheitsverursachenden Mutationen (vgl. Tab. 1)
unverhiltnismiBig aufwindig ist und ihre Aussagekraft ist aufgrund der variablen

Penetranz ohnehin stark eingeschrinkt ist.

1.1.3 Therapie

Als medikamentdose Basistherapie symptomatischer Patienten werden sowohl
Kalziumantagonisten als auch B-Blocker eingesetzt. Bei begleitender Herzinsuffizienz wird
auf die typische Herzinsuffizienztherapie zuriickgegriffen (ACE-Hemmer, Diuretika). Bei
hiufigen Arrhythmien konnen auch zuséitzliche Antiarrhythmika zum Einsatz kommen. Fiir
gefihrdete bzw. medikamentds therapierefraktire Patienten stehen die operative
Myektomie, die transkoronare Ablation einer Septumhypertrophie (TASH), AV-
sequentielle Schrittmacherstimulation, AV-Knoten-Ablation bei Vorhofflimmern und bei
anhaltenden ventrikkuldren Tachykardien die Implantation eines Kardioverter-
Defibrillators (ICD) zur Verfiigung (Gietzen et al., 2005). Als ultima ratio kommt eine

Herztransplantation in Frage.



Tab.1: Proteine mit HCM-verursachenden Mutationen ( Marian und Roberts 2001, Richard et al,
2003, Scheffold et al., 2005 und Ackerman, 2005).

Protein Gen-Symbol Lokus Haufigkeit % Klinischer Test
3-Myosin-Schwerkette MHY7 14q11.2 40 Ja
Myosinbindungsprotein C3 MYBP-C 11p11.2 40 Ja
Troponin T TNNT2 1q32 5 Ja
Troponin I TNNI3 19p13.4 1,8 Ja
Troponin C TNNC1 3p21.1 <0.01 Ja
a-Tropomyosin TPM1 15q22.1 1,2 Ja
Regulatorische Myosin-Leichtkette MYL2 12q23-q24.3 2 Ja
Essentielle Myosin-Leichtkette MYL3 3p21.2-p21.3 0,1 Ja
Aktin ACTC 15q14 0,2 Ja
Titin TTN 2q24.3 ? Nein
a-Myosin-Schwerkette MYH6 14q11.2-q12 ? Nein
Caveolin-3 CAV3 3p26.1 ? Nein
Muskel-LIM-Protein MLP 11pl5.1 ? Nein
Telethonin TCAP 17q12q21. 1 ? Nein
AMP-aktivierende Proteinkinase PRKAG2 7q36.1 ? Ja
Myosinleichtketten-Kinase 2 MYLCK 20q13.3 ? Nein
Lysosom-assoziiertes Membranprotein LAMP 2 Xq24 ? Ja
Mitochondriale DNA MTTI ? ? Nein

1.2 Rolle und Struktur des MYBP-C

Mutationen im Myosinbindungsprotein C3 (MYBP-C)-Gen gehdren mit 20% (einige

Schitzungen gehen von bis zu 40% aus) zu den héufigsten genetischen Ursachen der

hypertrophen Kardiomyopathie (Flavigny et al., 1999).

MYBP-C ist ein groes Multi-Doménen-Protein, das erstmals 1971 von Starr und Offer

(Starr et al., 1971) als ein Kontaminant in Muskelpréiparaten beschrieben wurde. Seine Rolle

im Sarkomer ist bis heute noch nicht vollig aufgeklart (Oakley et al., 2004). Nach dem

jetzigen Stand der Wissenschaft hat es vermutlich mehrere Aufgaben: einige Proteinregionen
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regulieren durch Beteiligung an der adrenergen Signalkette die Muskelkontraktion, und
andere Proteinregionen interagieren mit verschiedenen Anteilen von Myosin und Aktin bzw.
Titin. Uber die C-terminalen Doménen, die an Titin und leichtes Meromyosin binden kdnnen,
fordert MYBP-C wahrscheinlich die Polymerisierung der dicken Myosinfilamente (Gilbert et
al., 1996). Auch zwischen den einzelnen Dominen des MYBP-C wurden Interaktionen
gefunden. Der genaue Ort, an dem MYBP-C in das Myosinfilament eingebaut wird, ist noch
unklar. MYBP-C lisst sich jedoch eindeutig in den dicken Myofibrillen der zentralen Region
des A—Bandes, bekannt als C-Zone (Abb. 1) (Craig und Offer, 1976), nachweisen. Von den
11 transversen Streifen der C-Zone enthalten sieben bis neun Streifen MYBP-C (sieche Abb.1)
(Bennett et al., 1986).

MYBP-C ist ein modulares Polypeptid von ungefihr 137 kDa, das der Superfamilie der
intrazelluldren Immunoglobuline angehdrt. Von seiner Grundstruktur her besteht MYBP-C
aus acht Immunglobulin-I (Igl)-Doménen und drei Fibronektin Typ II (FnlIll)-Doméinen,
welche ihrerseits aus aus je 90 bis 100 Aminosduren (Miyamoto et al., 1999) bestehen. Bei
den Igl-Dominen handelt es sich um Immunglobulindoménen, die sowohl Merkmale der
variablen als auch der konstanten Regionen von Immunglobulinen aufweisen (I =
intermediate).

Von N-terminal nach C-terminal sind die Doménen als Motive 0O bis 10 wie folgt

angeordnet(siche Abb.1): Ig-Ig-Ig-1g-Ig-Ig-Fn-Fn-Ig-Fn-Ig.

Es gibt drei Isoformen des MYBP-C: zwei skeletale Isoformen (,,fast”, das kodierende Gen
liegt auf Chromosom 19 q13.33, und ,,slow*, deren kodierendes Gen auf Chromosom 12
q23.3 liegt) sowie eine kardiale Isoform, deren kodierendes Gen auf Chromosom 11p11.2
liegt. Das Gen, das fiir die kardiale Isoform kodiert, ist rund 24.000 Basenpaare (kBp) lang
und enthilt 35 Exone (Gautel et al., 1995). Daraus, dass sich fiir die drei Isoformen drei
unterschiedliche Gene auf unterschiedlichen Chromosomen haben nachweisen lassen, kann
geschlossen werden, dass es sich tatsdchlich evolutiondr um drei verschiedene Proteine
handelt, und nicht um alternative Spleilprodukte eines einzelnen Gens. Die kardiale
Isoform enthélt im Gegensatz zu den Skelettmuskelformen am N-terminalen Ende noch
eine zusitzliche Igl-Domine (CO0). Ferner enthilt der evolutiondr hochkonservierte
LAGGGARRIS-Abschnitt, der als Verbindungsstiick (linker) zwischen den Doménen C1
und C2 dient, in der kardialen Isoform drei Phosphorylierungsstellen anstelle einer in den

Skelettmuskelformen. Der Grad der Phosphorylierung des MYBP-C ist entscheidend fiir



die Entwicklung der systolischen Wandspannung des Herzens und wird durch adrenerge
Stimulation vermittelt (Winegrad et al., 1999). AuBerdem enthilt die Domine C5 des
kardialen MYBP-C einen Prolin-reichen Abschnitt (Hartzell und Glass, 1984), dessen

genaue Funktion jedoch noch nicht aufgeklart werden konnte (Gautel et al., 1995).
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& P4 >«
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Abb.1: Die Position des MYBP-C in den gedehnten Sarcomeren und die Struktur des kardialen
MYBP-C. Die obere schematische Darstellung der Sarcomere gibt den Standort des MYBP- C an.
Das MYBP-C besteht aus transversen Streifen, die mit einem Abstand von 43 nm in der C-Zone
liegen, wo eine Interaktion zwischen den dicken und diinnen Fiden stattfindet. Die untere
Darstellung zeigt, dass sich das kardiale MYBPC aus acht Igl Doménen und drei Fnlll Doménen
zusammensetzt. Das Motiv 0 ist kardial spezifisch. Die Phosphorylationsstellen liegen zwischen den
Motiven 1 und 2. Die Motive 7-10 binden an das Myosin und Titin (Oakley et al. 2004).



1.3 Regionen des kardialen MYBP-C

1.3.1 N-terminale Region (Motive C0-C2)

Innerhalb der Motive CO-C2 des kardialen MYBP—-C konnte es drei Bindungsstellen fiir
Myosin geben. Es wird diskutiert, dal das Motiv CO und der ,,Linker* zwischen CO und C1
an Myosin und/oder Aktin gebunden sein konnte (Witt et al., 2001). Die Funktion des
herzspezifischen Motivs CO ist bislang unklar (Oakley et al., 2004), es konnte jedoch gezeigt
werden, dal CO an Aktin bindet, wenn MYBP-C nicht phosphoryliert ist (Kulikovskaya et
al., 2003). Diese Ergebnisse konnten in einem Homologie-Modell bestétigt werden, bei der
das an Prolin und Alanin reiche Verbindungsstiick zu C1 als ein moglicher Kandidat fiir die
Aktin-Bindungsstelle identifiziert werden konnte (Squire et al., 2003). Die Motive CO und C1
sind wahrscheinlich nicht in der Lage, an Myosinquerbriicken, Myosinschaft und Aktin
gleichzeitig zu binden.

Das Verbindungsstiick zwischen C1 und C2 enthilt die hochkonservierte, herzsspezifische
LAGGGRRIS- Sequenz, und wird daher als das MYBPC-Motiv bezeichnet. Es besteht aus
103 Aminosduren. Dieser Linker hat aufgrund der drei Phosphorylierungsstellen eine
besondere Bedeutung fiir die Herzisoform. Vermutlich wird die Muskelkontraktion durch
Bindung des Linkers zwischen C1 und C2 an das Subfragment-2 (S2)-Region von Myosin
reguliert (Gruen et al., 1999).

1.3.2 Phosphorylierung des MYBP-C

Die kontraktilen Eigenschaften des Herzmuskels sind abhingig vom Grad der
Phosphorylierung des MYBP-C, iiber die die Kalziumsensitivitit des Herzmuskels reguliert
wird (McClellan et al., 2001). In funktionellen Studien konnte gezeigt werden, dass die
Dephosphorylierung von MYBP-C die maximale Kraftentwicklung vermindert (Kunst et
al., 2000). Innerhalb des Verbindungsstiicks zwischen C1 und C2 konnten drei
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Interessanterweise konnten auch in vivo
mono- und di-phosphorylierte Proteine nachgewiesen werden, was als Hinweis auf eine

sehr subtile Regulation der Proteinfunktion dienen kann (Oakley et al., 2004).



1.3.3 Zentrale Region (Motive C3-C6)

Die Funktion der Immunglobulinmotive C3 und C4 konnte noch nicht vollig aufgeklirt
werden, sie scheinen jedoch fiir die Flexibilitit des N-Terminus wichtig zu sein, wie sich in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen an isoliertem kardialen MYBP-C zeigen lie3
(Harzell et al., 1985). Der Linker zwischen C4 und C5 besteht aus 10 Aminosduren und ist
hochflexibel (Moolman-Smook et al., 2002). Idowu et al. (2003) zeigten, dass dieser Linker
eigentlich ein integraler Bestandteil der Falte von C5 ist. C5 selbst besitzt in der CD-
Schleife eine mindestens 28 Aminosduren lange, Prolin-reiche, herzspezifische Insertion,
welche sehr in ihrer Sequenz und Lénge variiert. Nach dem Modell von Moolmann-Smook
et al. bindet C5 an C8 des benachbarten MYBP-C-Molekiils (Moolman-Smook et al.,
2002), definitiv aufgeklirt werden konnte dies allerdings noch nicht (Oakley et al., 2004).

1.3.4 C-terminale Region (Motive C7-C10)

Die Motive C7 bis C10 binden vermutlich die Myosinschaftregion (LMM) (Starr und
Offer, 1978). Die hauptsdchlichen Bindungsstellen fiir Myosin und Titin befinden sich in
den Motiven C8-C10. (Freiburg et al., 1996). Diese drei C-terminalen Doménen werden fiir
die Integration in das A-Band des Sarkomers (Gilbert et al., 1996) bendtigt, das Motiv C7
trigt zur Verbesserung der Bindung des MYBP-C an die C-Zone bei (Gilbert et al., 1999).

1.4 Zielstellung dieser Arbeit

Zu Beginn der vorliegenden Dissertation (1999 -2001), existierten mehrere Studien zur
Genotyp-Phénotyp-Korrelation. Damals stellten diese Genotyp-Phénotypkorrelationen eine
wichtige Fragestellung dar. Es wurden zahlreiche Mutationen und deren Krankheitsverlauf
von Familienstudien berichtet. Man versuchte herauszufinden, ob bestimmte
Genmutationen mit einem malignen Verlauf und oder hohere Wahrscheinlichkeit fiir
plotzlichen Herztod wie bei einigen Mutationen in Troponin-T beschrieben, assoziiert sind.
Weiterfiihrende Genotyp-Phinotyp-Korrelationsstudien und die Analyse klinischer Daten
in HCM-Familien waren wichtig und sollten HCM-Patienten mit hohem Risiko besser
identifizieren. Die Korrelationen zwischen Genotyp und Phénotyp sollten teilweise
prognostische  Aussagen im Hinblick auf die Merkmalsausprigung und die

Lebenserwartung erlauben (Keller et al., 2005).



Damals wurden mehr als 120 Mutationen in ca. 11 Genen gefunden, die alle sarkomerische
Proteine kodieren und zu der familidren hypertrophen Kardiomyopathie fithren. Damals
war aber nicht bekannt, dass Haupverursacher dieser Krankheit die Mutationen in MYH7
und MYBP-C- Gen sind (Vosberg, 2003). Die Vorherrschaft der HCM-verursachenden
Mutationen in MYBP-C-Gen wurde unterschitzt (Jdidskeldinen et al., 2002). Die
Mutationen in MYBP-C waren als altersabhiingige Penetranz mit spdtem Beginn der
Krankheit und benignem Krankheitsverlauf bekannt. Die Mutationen in MYBP-C wurden
als Ursache fiir ca. 15% von HCM-Fillen eingeschitzt (Maron et al, 2001, Niimura et al,
1998).

Die bisherigen Studien veroffentlichten Angaben iiber Frequenz der Mutationen, die
hauptsédchlich auf Familienstudien basiert waren. Deshalb war damals die Héufigkeit der
unterschiedlichen Genmutationen in einem Krankengut oder in den unterschiedlichen
Populationen wenig bekannt.  In unserer Studie wurde zum ersten Mal bei einer groflen
Zahl von nicht verwandten HCM-Patienten mit deutscher Abstammung ein systematisches
Mutationsscreening durchgefiihrt. Deshalb haben wir die Krankheitspenetranz nicht
beobachtet. Wir haben uns beschrinkt, die charakteristischen Merkmale der Indexpatienten

und verfiigbare Familienmitglieder zu beschreiben.

In unserer Studie wurde die grofite Zahl von Mutationen in MYBP-C (18.5%) gefunden
mit einem bereiten Spektrum von Mutationstypen. Das Alter zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung lag bei Patienten mit Mutationen, die Proteinabbruch verursachen 34+11.
Diese Gruppe zeigten die hochste Rate an Myoektomie, TASH, und ICD (p<0.05)
(Erdmann et al, 2001,2003). Bei mehr als 60% der Patienten mit Mutationen ohne

Proteinabbruch wurden invasive Procedere durchgefiihrt.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde ein Mutations-Screening mittels PCR-
SSCP-Analyse durchgefiihrt. Insgesamt wurden 106 Patienten mit HCM oder HOCM in
Hinblick auf Mutationen im MYBP-C-Gen (Exon 6 bis 21) von 1999 bis 2001 untersucht.
Diese Patienten wurden zum groBen Teil im Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB)
behandelt. Die Patienten wurden zum Ausschluss anderer Hypertrophieursachen nach
international anerkannten Kriterien (Maron, McKenna et al. 2003), 24h-EKG,
Echokardiographie und Angiographie diagnostiziert. Patienten, bei denen bereits eine
Myektomie durchgefiihrt worden war, wurden unabhingig von echokardiographischen

Kriterien in die Studie eingeschlossen.



Mit Hilfe der Single-Strand-Conformation-Polymorphism-Analyse ( SSCP-Analyse) wurde
in diesem groBen Patientenkollektiv ein systematisches Mutationsscreening in MYBP-C
angestrebt. Die gefundenen Varianten wurden durch DNA-Sequenzierung sowie

Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismen-Analyse charakterisiert.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es in einem nicht verwandten, konsekutiven gro3en
Patientenkollektiv mit hypertropher Kardiomyopathie die Hiufigkeit und Art von
Mutationen im MYBP-C-Gen zu bestimmen und die damit assoziierten klinischen
Phinotypen zu beschreiben. Zusitzlich sollten die Familienmitglieder des gefundenen
Mutationstriger nach dieser Mutation untersucht werden. Die gefundenen Varianten sollten

mit den bereits in der Literatur beschriebenen Variaten verglichen werden.



2 Methoden
2.1 Methodischer Uberblick

In die systematische Variantensuche mittels PCR, SSCP-, RFLP-Analyse und
Sequenzierung wurden insgesamt 106 nichtverwandte Patienten, bei denen in den Jahren

1995-1999 die klinische Diagnose einer HCM oder HOCM gestellt wurde, einbezogen.

Das Patientenkollektiv bestand aus 106 nichtverwandten Patienten (68 minnlichen und 38
weiblichen Personen) mit HCM/HOCM im Alter von 12-82 Jahren. Bis auf wenigen
Ausnahmen wurden diese Patienten im Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB) behandelt.
Das Durchschnittsalter betrug 53,2 Jahre. Das Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
lag bei 45,5 £14 Jahren. Neun von 106 Patienten sind tiirkischer, alle anderen Patienten

deutscher Abstammung.

Die Patienten wurden zum Ausschlufl anderer Hypertrophieursachen nach international
anerkannten Kriterien (Maron, McKenna et al. 2003), 24h-EKG, Echokardiographie und
Angiographie diagnostiziert. Patienten, bei denen bereits eine Myektomie durchgefiihrt
worden war, wurden unabhidngig von echokardiographischen Kriterien in die Studie
eingeschlossen. Die Patienten wurden in regelméBigen Abstinden klinisch untersucht.
Familienmitglieder der betroffenen Patienten wurden zur klinischen Untersuchung und zur

Blutentnahme fiir genetische Analysen eingeladen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die kodierenden Genregionen des MYBP-C-Gens
(Exon 6 bis Exon 21) in unserem Patientengut (n =106) auf genetische Varianten hin
untersucht. Zuerst wurden einzelne Fragmente (durchschnittliche Fragmentgroe: 160-299
Bp) mittels Exon-flankierender Primer amplifiziert. Im Anschlul daran erfolgte eine
systematische SSCP-Analyse der erhaltenen Fragmente bei jeweils zwei unterschiedlichen
Umgebungstemperaturen (Raumtemperatur (RT) und 4°C). Nach der Gelelektrophorese
wurden die Gele mit SYBR®-Gold geférbt und anschlieend auf Laufmusterabweichungen
hin untersucht. Abweichend von gesunden Kontrollen laufende PCR-Produkte wurden
direkt sequenziert (ABI PRISM™ BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaktion Kit, ABI Genetic Analyzer 310; ABI Perkin Elmer, Weiterstadt) und die
Ergebnisse mittels einer ergidnzenden zweiten Methode (RFLP oder wiederholte
Sequenzierung unabhédngig voneinander gewonnener PCR-Produkte) abgesichert. Zur
Analyse der aberranten Transkripte wurde RNA aus Lymphozyten der betroffenen Person

isoliert (mittels Trizol®-Reagenz, Invitrogen, Karlsruhe). Die RNA wurde revers-
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transkribiert und die Produkte mittels RT-PCR amplifiziert. Die entstandenen RT-PCR-

Produkte wurden anschlieBend sequenziert (ABI Genetic Analyser 310).

Die in der vorliegenden Dissertation untersuchten Patienten sind vor der Blutentnahme iiber
die geplanten molekulargenetischen Untersuchungen informiert worden und haben ihr
schriftliches Einverstandnis zur Verwendung ihrer DNA fiir diese Studie gegeben. Die
Studie wurde von der Ethikkommission der Charité, Campus Virchow-Klinikum,

Humboldt Universitit Berlin genehmigt.

2.2 Isolierung und Aufarbeitung menschlicher DNA

Die genomische DNA wurde aus den kernhaltigen Leukozyten von frischem und
eingefrorenem Blut nach einem modifizierten Protokoll von Miller et al. (1988) isoliert. Die

Aufarbeitung der DNA wurde nach folgendem Standardprotokoll durchgefiihrt:

1. 10 ml Frischblut wurden mit 30 ml Frischlysispuffer (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs,
0,1 mM EDTA) gemischt, 15 min auf Eis lysiert und anschlieBend fiir 15 min bei 4°C bei
1300 rpm zentrifugiert.

2. Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und das entstandene Leukozytenpellet mit

2 ml Frischlysispuffer gespiilt.

3. Das Pellet wurde in 8 ml Losung B (400 mM Tris-HCI, 60 mM EDTA, 150 mM NaCl,
1% SDS) vollstiandig gelost.

4. 2,7 ml Losung C (3.6 M Na-Perchlorat) wurden zu dem gel6sten Pellet gegeben.

5. Nach der Zugabe von 8 ml Chloroform wurde der Uberstand ohne Interphase vorsichtig

abpipettiert.
6. Zur Prizipitation der DNA wurde 1 Volumen eiskaltes Isopropanol zugegeben.

7. Im Anschluss wurde der DNA-Faden vorsichtig mit einem Glashaken aufgenommen, in

70%igen Ethanol gewaschen und anschlieend in 400 p 1 TE-Puffer gelost.

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der isolierten DNA erfolgte anschlieBend

durch spektrometrische Messung bei 260 nm und 280 nm.



Aus Frischblut wurden Leukozyten wiederum nach einem modifizierten Protokoll von
Miller et al. (1988) isoliert. Das Leukozyten-Pellet wurde in PBS gewaschen und
resuspendiert. Zur Verminderung der Nuklease-Aktivitidt wurden alle weiteren Schritte auf
Eis ausgefiithrt. Um einen Abbau der RNA durch ubiquitir vorkommende RNAsen zu
vermeiden, wurden mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) vorbehandelte Reaktionsgefie

verwendet. DEPC ist ein unspezifischer Ribonukleasen-Inhibitor.

Das resuspendierte Leukozyten-Pellet wurde mit Trizol® versetzt, geschiittelt und nach

Zugabe von Chloroform inkubiert.

1. Nach 20 Minuten Zentrifugation bei 1300 rpm wurde die obere, wissrige Phase in ein

neues DEPC-behandeltes Reaktionsgefal} tiberfiihrt und mit 70%-igem Ethanol gewaschen.

2. Nach erneutem Zentrifugieren (20 min bei 1300 rpm) wurde das entstandene RNA-
Pellet an der Luft getrocknet und in DEPC-behandeltem Wasser gelost.

Menge und Reinheit der so gewonnenen RNA wurden photometrisch gegen DEPC-H,O als

Referenzwert bestimmt.

2.3 Polymerasenkettenreaktion (PCR — Polymerase Chain Reaction)

Mittels der PCR nach Mullis et al. (1987) kann in kurzer Zeit jede beliebige DNA-Sequenz
- selbst hochkomplexer Genome - amplifiziert werden. Bei diesem zyklischen Verfahren,
bei dem sich bei jedem Durchlauf die Anzahl der DNA-Kopien verdoppelt, bendtigt man
zwei Oligonukleotide (Primer), die die zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitte jeweils vom
5’- und 3’-Ende her einrahmen. Der Vorwirts-(forward)-Primer wird dabei komplementiir
zur Sequenz am 3’- Ende des Antisense-Stranges und der Riickwirts-(reverse)-Primer
komplementir zur Sequenz am 5’-Ende des Sense-Stranges ausgewihlt (Saiki et al., 1988;
Orita et al., 1989). Mittels des Computerprogramms Primer3 (V5.0, aktuelle Versionen

erhiltlich unter http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3 code.html) wurden aus der

verOffentlichten Sequenz des MYBP-C-Gens (Carrier et al., 1997) Primerpaare ausgewihlt,
die PCR-Fragmente von 160-300 Bp Lénge amplifizieren. Die Primerpaare wurden so
ausgewihlt, dass die Spleiss-Stellen mit untersucht wurden. Die Parameter zur Auswahl der

Primer lauteten:



Schmelztemperatur: 57-63°C

Linge des Primers: 18-24 Nukleotide
GC-Gehalt : 40-60%

Fragmentlidnge: 180-280 Nukleotide

moglichst geringe Sekundirstrukturbildung und 3”-Selbstkomplementaritit
Fiir die optimalen PCR-Ergebnisse jedes PCR-Fragmentes mussten erst die spezifischen
Bedingungen (Annealing-Temperatur, Primer und DNA-Menge) experimentell ermittelt

werden.

Ein PCR-Standardansatz mit einem Gesamtvolumen von 250 | enthielt folgende

Reagenzien:
2,5ul PCR-Puffer [5S0 mM KCL; 10 mM Tris-HCL (pH = 8,5)
1, 5 mM MgCl,.0,01% Gelatine ]
4,0 ul dNTPs (jeweils 200 uM dATP, dCTP, dGTP; dTTP)
0,2 pl Tag—Polymerase (5U/ul)
3ul Forward-Primer (10 pmol/ul)
3ul Reverse-Primer (10 pmol/ul)
3ul DNA (20 ng/ml)
Ad 25 pl Aqua bidest.

Die PCR-Reaktion wurde in einem Thermozykler (Perkin Elmer Amp 9600™) nach
folgendem Standardprotokoll durchgefiihrt :



Dauer Temperatur Funktion Anzahl der Zyklen

I 5min 94°C initiale Denaturierung 1
II  20sec 94°C Denaturierung
20 sec (Tabelle) Primer-Annealing 35
20 sec 72°C Elongation
IIT 5 min 72°C finaler Elongationsschritt 1

2.3.1 Reverse Transkription (RT-PCR)

Da die uracilhaltige RNA nicht direkt als Matrix fiir die Tag-Polymerase dienen kann, muss
diese durch reverse Transkription in cDNA (complementary-DNA) umgeschrieben werden,
bevor sie in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden kann. Die Kombination aus reverser
Transkription (rT) und PCR wird als RT-PCR bezeichnet. Die Verwendung von cDNA zur
Untersuchung bestimmter Gene hat den Vorteil, dass eine ineffektive Amplifikation langer
DNA-Fragmente mit groBen Intron-Sequenzen umgangen werden kann. Als

Zusatzinformation erhilt man unter Umstdnden Hinweise auf alternative Transkripte.

Ermoglicht wird die reverse Transkription durch den FEinsatz einer hitzestabilen DNA-
Polymerase des Bakteriums Thermus thermophilus (Superscript™, Gibco BRL), das
effektiv RNA ablesen kann und eine hohe reverse Transkriptase-Aktivitit besitzt. Initiiert
wird die reverse Transkription durch hexamere Zufallsprimer. Dadurch wird die gesamte
RNA in cDNA umgeschrieben und kann danach in einer Standard-PCR verwendet werden.
Um eine Transkription von DNA-Kontaminanten zu verhindern, wird der RNA eine

RNAse-freie DNAse (RNasin®, Promega, Mannheim) zugesetzt.



2.3.2 Durchfiihrung der RT-PCR:

1. 500 ng der isolierten RNA wurden in 10 ul DEPC-Wasser gelost, mit 500 ng Random-

Primer versetzt und bei 70°C fir 10 min inkubiert.

2. Die Proben wurden anschlieBend bis Schritt 5 auf Eis gelagert und mit je 9 pul Mastermix

versetzt.

3. Der Mastermix enthielt:

4 ul 5x rT-Puffer

2ul  0,l MDTT

I ul RNasin (2 U/ul)

lul  dNTPs (0,5 mM)

4. Zum Schluss wurde noch je 1 ul Superscript™ (10 U/ul) pro Probe hinzugegeben und

kurz anzentrifugiert.

5. Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) folgte eine Inkubation fiir 50

Minuten bei 42°C. In dieser Zeit findet die reverse Transkription statt.

6. Nach Abschluss der reversen Transkription wurden alle Enzyme bei 95°C (5 min)

denaturiert .

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Zur Abschitzung der Linge und Quantitit der PCR-Produkte wurden diese elektrophoretisch

auf einem 1,2 %igen Agarosegel aufgetrennt.



0,4¢ Agarose
30 ml 1x TBE (0,1 M Tris Base; 0,1 Borsédure; 0,002M Tritriplex III)

2,5 ul Ethidiumbromid (0.7 pg/ul)

jeweils 4 pul PCR-Produkt wurden mit 4 ul Agarose-Probenpuftfer bestehend aus:

20 ml 10x TBE

40 ml 20% Ficoll 400

10 ml Bromphenolblau (0.1% Losung)
Ad 100 ml aqua dest.

versetzt, auf das Agarosegel aufgetragen und bei 120 Volt fiir 20 min in einer Gibco BRL
Horizon 58™ Elektrophoresekammer aufgetrennt. Als Léngenstandard diente eine 100-Bp
DNA-Leiter (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Die durch das Ethidiumbromid angefirbte
DNA wurde auf einem Transluminator durch UV-Licht sichtbar gemacht und das Ergebnis

mittels einer Videodokumentationsanlage der Firma Biometra, Gottingen aufgezeichnet.

Um die unspezifische Amplifikation von Kontaminationen festzustellen wurde immer eine
sog. Negativkontrolle (enthdlt H,O anstatt DNA) mit den DNA-Proben zusammen

amplifiziert und auf dem Agarosegel aufgetrennt (Abb.2).



Abb. 2: PCR Exon 20.

Primerpaar 20 F/R, Fragmentldnge 161 Bp.
M=100 Bp Lingenstandard, 1, 2 = PCR-
Produkte, 3 = Negativkontrolle

2.4 Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP)-Analyse

Zur Suche nach Mutationen wurde eine SSCP-Analyse (single-strand-conformational-
polymorphism) durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden die PCR-Fragmente durch Hitze
denaturiert und anschlieBend werden die einzelstringigen DNA-Fragmente unter nicht-

denaturierenden Bedingungen in einem Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt

(Abb. 3).
V K K K K

Abb.3: SSCP-Analyse der DNA von 5 Patienten mit Vorkommen einer Variante. V = Variante,

K = Kontrolle
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Es werden schon Unterschiede in der DNA-Sequenz von einer einzelnen Base erkannt. Das
Prinzip der SSCP beruht darauf, daf sich bei einer Mutation die Laufgeschwindigkeit des
Amplifikates im Gel (Orita et al., 1989) verédndert.

Polyacrylamid entsteht durch Kopolymerisation von Acrylamid (AA) und Bis-Acrylamid
(BA) in Pufferlosung. Die Polymerisation wird durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat
(APS) gestartet und durch Tetramethylendiamin (TEMED) katalysiert. Die hier verwendete
10 %ige Polyacrylamidgel-Stocklosung wurde nach folgendem Rezept hergestellt:

122,5 ml 40 % Acrylamid

50 ml 2 % Bisacrylamid
25 ml 10x TBE
500 pl 0,1 % TEMED

ad 500 ml H,O

24.1 Durchfithrung der SSCP-Analyse

1. Pro Gel wurden 20 ml Gelstocklosung mit 300 pl 10 %iger APS-Losung versetzt,
gemischt und anschlieBend in das vorbereitete Glasplattensystem der Firma Biometra
gegossen (Multigel-Long™). Die Polymerisation der Gele war nach ca. 30 Minuten

abgeschlossen.
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2. 8 ul des PCR-Amplifikates wurden mit 12 pl eines formamidhaltigen Gelladepuffers (6
Teile Formamid, 1 Teil Agaroseladepuffer) gemischt. 5 min bei 95°C denaturiert und

anschlieBend auf Eis gelagert.

Wlckbypr-COMd A DA mit Vananie
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— -
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— — Migration der
— Einzelstrange Im

G

Abb. 4: Schematische Darstellung des Prinzips der SSCP-Analyse (mod. nach Grompe et al.,
1993).

3. Jeweils 8 ul Probe werden auf die vorbereiteten Gele aufgetragen und parallel bei RT

und 4°C tiber Nacht elektrophoretisch aufgetrennt.

2.4.2 SYBR®-Gold-Firbung

Die PAA-Gele, die fiir die SSCP- oder die RFLP-Analyse verwendet wurden, wurden zur

Sichtbarmachung der DNA-Fragmente mit SYBR®-Gold (C,HsOS, M,=78.13) gefirbt.

Die Firbung mit SYBR®-Gold ist eine neue Methode zur Visualisierung und
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Dokumentation der PAA-Gele. Der verwendete Farbstoff hat fluoreszierende Eigenschaften
und interkaliert gemeinsam mit dem DMSO in die DNA-Fragmente. Im Fluor-Imager™ SI
System (Amersham, GE Healthcare Miinchen) wird das Gel mit einem Laser im
ultravioletten Spektralbereich bestrahlt. Der Laser regt das fluoreszenzgefirbte Gel zur
langwelligen Sekundirstrahlung an. Das Fluor-Imager™ SI System erfal3t die freigesetzte
Fluoreszenz quantitativ und erstellt nach Subtraktion des anregenden Lichts mittels eines
530 nm-Filters ein Punkt-fiir-Punkt-Bild, welches anschlieBend in eine TIFF-Datei

konvertiert wird, die allen tiblichen EDV-Anwendungen zur Verfiigung steht.

Die Methode ist einfacher, schneller und sensitiver (Nachweisgrenze: ca.40 pg je Bande)
als die konventionelle Silberfirbung (0.1-1.0 ng). Die SYBR®/DMSO-Stocklésung ist
10,000x konzentriert, das Konzentrat (500ul) ist ausreichend fiir die Farbung von ca. 100
PAA-Gelen.

2.4.3 Durchfiihrung der Firbung

1. Nach der Beendigung der Elektrophorese wurde die vordere Glasplatte entfernt.

2. Das Gel wurde in der horizontalen Lage mit 3-5 ml SYBR®-Gold-Losung (5 pl
SYBR®Gold, 50 ml 1x TBE, pH=8) gleichmélig benetzt.

3. Nach 10-20 min wurde das Gel mit Hilfe eines geeigneten Geltriagers in den Fluor-

Imager™ SI-Scanner eingefiihrt und eingescannt.

2.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung dient in unserem Fall der Bestimmung der Nukleotidabfolge von PCR-
Produkten, welche z.B. in der SSCP-Analyse ein abweichendes Bandmuster aufwiesen. Die
Sequenzierung selbst hat als Screening-Methode fiir Mutationen zwar eine hohe
Detektionsrate, ist aber zeitaufwindig und kostenintensiv und somit zum schnellen
Durchmustern von ganzen Genen, die oft mehrere tausend Basenpaare lang sind, an einem

groflen Kollektiv nicht geeignet.
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Die heute am hiufigsten verwendete Methode der Sequenzbestimmung ist die Dideoxy-
Kettenterminationsmethode (engl.: ,,chain termination method*) nach Sanger. Bei dieser
Methode wird von einem Primer aus mit Hilfe von DNA-Polymerase an einer Einzelstrang-
DNA ein komplementidrer Strang synthetisiert. Diese Synthese erfolgt in Gegenwart von
Nukleotidtriphosphaten, denen in niedriger Konzentration fluoreszenzmarkierte
Dideoxynukleotide (ddNTPs) beigefiigt sind. Diesen Nukleotiden fehlt am 3"-Ende der
Desoxyribose eine Hydroxylgruppe, so dass hier keine weiteren Nukleotide angefiigt
werden konnen. Zur Fluoreszenz-Sequenzierung wird eine AmpliTaq® Polymerase FS
verwendet, bei der es sich um eine Doppelmutante handelt. Durch die erste Mutation
(G46D) verliert das Enzym seine 5°-3"-Nuklease-Aktivitit. Die zweite Mutation im aktiven
Zentrum des Enzyms (F667)) fiihrt zu einer Veridnderung der Akzeptanz gegeniiber
Dideoxynukleotiden, so dass diese leichter eingebaut werden. Die Dideoxynukleotide, die
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind (Dye-Terminatoren), werden nach dem
Zufallsprinzip in den neusynthetisierten Strang eingebaut und filhren zum Abbruch der
DNA-Synthese. So entsteht eine Mischung neusynthetisierter ~DNA-Stringe
unterschiedlicher Lange mit einem Groenbereich zwischen einem und mehreren hundert
Nukleotiden, die an den Primer angehéngt sind. Diese werden in einem Sequenzierungsgel
nach ihrer Linge fraktioniert. Da jedes Dideoxynukleotid (ddA, ddG, ddC oder ddT) mit
einem andern Farbstoff markiert ist, ist die Fluoreszenz an der Stelle des Kettenabbruches

charakteristisch fiir das jeweilige Nukleotid an dieser Stelle der DNA.

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung des erhaltenen PCR-Produktes wird an Hand
des Fluoreszenzmusters nun die Basensequenz der eingesetzten DNA durch das ABI

PRISM™ Sequencing System automatisch analysiert.
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2.5.1 Aufreinigung des PCR-Produktes

Das zu sequenzierende PCR Produkt wurde zuvor mit dem Invisorb® Spin PCRapid Kit
von InViTek (Berlin) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Mit diesem Kit werden PCR-
Amplifikate von Puffer, Salzen, Nukleotiden, Primern und Polymerasen gereinigt. Die
gereinigte DNA wurde in 10ul 10 mM Tris HCI eluiert und war sofort fiir die nachfolgende

Sequenzierung einsetzbar.

2.5.2 Durchfithrung der Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungsreakion wurde mit dem Prism DNA Sequencing Kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction™ nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.

Fiir die Sequenzierungs-PCR wurden:

500 ng aufgereinigte Template-DNA

4 ul Terminationsmix (ddNTPs, dNTPs, Ampli-Taq-DNA-Polymerase)
1,6 ul Primer (3,2 pmol)

ad 10 ul H,O

verwendet.
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Die PCR wurde anschlieBend im Perkin Elmer Gene Amp 9600™ nach folgendem
Thermoprofil durchgefiihrt:

Dauer Temperatur Funktion Anzahl der Zyklen
60 sec 96°C initiale Denaturierung 1

10 sec 96°C Denaturierung

10 sec 50°C Primer- Annealing 25

240 sec 60°C Elongation

oo 4°C Abkiihlung

Das Produkt aus der Sequenzierungs-PCR wurde hiernach in einer Sephadex® G 50-Siule
(iiber Sigma Aldrich, Miinchen) aufgereinigt und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet,

um iiberschiissige Primer abzutrennen.

2.5.3 Elektrophorese der Sequenzierungsproben

1. Das Sequenzierungsgel bestand aus 4,5 % Polyacrylamid mit 6M Harnstoff und wurde
zwischen Sequenzierplatten der Firma ABI Perkin Elmer (Grofie: 25 x 42 cm)

auspolymerisiert.

2. Das gereinigte PCR-Produkt wurde zusammen mit 2ml Stoplosung (deionisiertes
Formamid / EDTA 25 mM (5:1)) fiir 2 Minuten bei 90°C denaturiert und danach auf Eis
gelagert.

3. Die Sequenzierplatten wurden mit dem Gel in den Sequenzierer eingelegt und die

Pufferkammern mit 1 x TBE-Puffer aufgefiillt.
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4. Pro Slot wurden 1,5 ul der jeweiligen Probe aufgetragen und bei 2700 V/ 50 W iiber

vier Stunden elektrophoretisch aufgetrennt.

5. Das Fluoreszenzmuster wurde mit Hilfe der Sequenzierersoftware automatisch auf die

Basensequenz hin ausgewertet.

6. Die Sequenzierungsergebnisse wurden mittels Restriktionsenzymassay (siche 2.6)

tiberpriift und bestétigt.
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Abb. §: Schematische Darstellung der zyklischen DNA-Sequenzierung nach Sanger et al. (1977).
Der Sequenzierprimer wird bei der Sequenzierung-PCR nach Anlagerung an den komplementéiren
DNA-Strang verlidngert, bis es durch den Einbau eines ddNTPs zum Kettenabbruch kommt.
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2.6 Restriktionsfragmentlingen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse

Restriktionsendonukleasen schneiden Doppelstrang-DNA an einer bestimmten Stelle
innerhalb oder in einem bestimmten Abstand zu einer spezifischen Erkennungssequenz. Liegt
die polymorphe DNA-Region einer Variante im Bereich der Erkennungssequenz einer
Restriktionsendonuklease, so  édndert sich dadurch das  Schnittmuster  der
Restriktionsendonuklease, was zu Restriktionsfragmenten unterschiedlicher Lénge fiihrt

(Polymorphismen).

Durch die Restriktionsfragment-Lingen-Polymorphismus-Analyse (RFLP) konnen in der
SSCP-Analyse gefundene und durch DNA-Sequenzierung charakterisierte Varianten
unabhingig bestitigt werden (Cooper et. al.1984). Es ist eine schnelle und robuste Methode
zur Genotypisierung bekannter Varianten in ausgesuchten Kollektiven. Ebenso kann man
durch die Sequenzierung erhaltene DNA-Sequenzen bestitigen, indem man mit Hilfe des
Computerprogramms Mapsort™ eine geeignete Schnittstelle in der erhaltenen Sequenz
bestimmt und das Amplifikat mit der bestimmten Restriktionsendonuklease verdaut. Bei mit
der Vorhersage iibereinstimmender DNA-Sequenz erhdlt man nun die erwarteten

Schnittfragmente.

2.6.1 Durchfithrung der RFLP-Analyse

Zur Auswahl moglicher Restriktionsenzyme wurde die Sequenz eines ca. 30 Bp langen
Genabschnittes beider betreffender Allele in eine Datenbank mit einer grolen Anzahl
bekannter Restriktionsendonukleasen eingegeben. Mit Mapsort™ konnte ein Verdau mit
zahlreichen Endonukleasen im Computer simuliert werden. Aus den Enzymen, die selektiv
nur eines der beiden Allele schnitten, wurde nach den Kriterien der kommerziellen

Verfiigbarkeit und der Kostengiinstigkeit ein entsprechendes Enzym ausgewihlt.
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Mastermix fiir den Restriktionsverdau:

1,5 ul spezifischer Puffer (abhingig vom jew. Enzym)
1.0 ul Enzym (10 U/ul)

5,0 ul PCR-Produkt

ad 10 ul H,O

Der Reaktionsansatz wurde gemischt und bei der nach Angaben des Herstellers optimalen

Temperatur fiir mindestens 2 Stunden inkubiert.

Die verschiedenen Restriktionsfragmente wurden auf einem Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Durch SYBR®-Gold-Fiarbung wurden die Banden sichtbar

gemacht.

Nun konnte anhand des spezifischen Bandenmusters jede Probe einem bestimmten Genotyp

zugeordnet werden.

2.7 Haplotypanalyse

Fiir die Haplotypanalyse zum Nachweis eines Foundereffektes wurden insgesamt drei
Mikrosatelliten die das MYBP-C-Gen iiberspannen typisiert. Zwei Marker (D11S1385 und
D11S1313 flankieren das Gen, der dritte Marker ist im MYBP-C-Gen lokalisiert und
besitzt zur Zeit noch keine D-Nummer. Die Typisierung erfolgte in Zusammenarbeit mit

dem Institut fiir Humangenetik.

2.8 Statistik

Bei den beobachteten Polymorphismen wurde die Héufigkeit der auftretenden Allele im
Patientenkollektiv und in der Kontrollgruppe einzeln berechnet. Mit Hilfe des Hardy-
Weinberg-Gesetzes wurde {iiberpriift, ob sich die verschiedenen Genotypen im

Gleichgewicht befinden.
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2.8.1 Allelhiaufigkeit

Die Haiufigkeit, mit der ein Allel an einem gegebenen Genlocus in einer Population
vertreten 1st, bezeichnet man als Allelhdufigkeit (auch Genfrequenz genannt). Die
Haufigkeit der einzelnen Allele kann in einer Population sehr verschieden sein. Die
Allelfrequenz hat immer einen Wert zwischen O und 1. Ist die Allelfrequenz = 1, so sind
alle untersuchten Personen homozygot fiir dieses Allel. Bei einer Frequenz = 0 ist keine
Person Triger dieses Allels. Fiir zwei Allelhdufigkeiten p und q gilt unabhéngig von der
Linge der Allele: p+q=1 (100%).

Die Allelfrequenz wird nach folgender Formel berechnet:

2n AA +n AB

p(A) = u. qB)=1-p
2n

p = Hiufigkeit des Allels A

n = Anzahl der untersuchten Personen

AA = Personen, die homozygot sind fiir Allel A
AB = Personen, die heterozygot sind

q = Héaufigkeit des Allels B

2.8.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht sind die Allelhdufikeiten und ihre
Genotypenhdufigkeiten unter bestimmten gleichen dufleren Bedingungen von Generation
zu Generation gleich. Dabei werden Ausschluss von Selektion, Pamixie (zufillige,
uneingeschriinkte Paarung), gleiche Uberlebenschancen und gleiche Fruchtbarkeit in der

Generationenfolge vorausgesetzt.
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Aus der ermittelten Allelfrequenz wurde mittels des Hardy-Weinberg-Gesetzes die
erwartete Haufigkeit der Genotypen berechnet und der tatsdchlich beobachteten

gegeniibergestellt:
p2 +2pq + q2 =1

p2 = erwartete Haufigkeiten des Genotyps AA (homozygot fiir das Allel A)
2pq = erwartete Hiufigkeiten des Genotyps AB (heterozygot)
q2 = erwartete Haufigkeiten des Genotyps BB (homozygot fiir das Allel B)

2.8.3 Chi’- Test

Mittels des )(2 -Tests wird abgeschitzt, ob eine Abweichung zwischen der beobachteten und
der erwarteten Allelfrequenz mit zwei Freiheitsgraden (2df) zufillig ist oder ob die
Hypothese, die der erwarteten Allelfrequenz zugrundeliegt, verworfen werden muB.

)(2 wird nach folgender Gleichung berechnet:

B-E)’

2
X=X
E
B = beobachtete Haufigkeit

E = erwartete Héufigkeit

Die Xz—Verteilung bei verschiedenen Freiheitsgraden ist tabellarisch verfiigbar. Aus diesen
Tabellen 14Bt sich fiir einen bei gegebenem Freiheitsgrad errechneten )(2-Wert die
Wabhrscheinlichkeit p (engl. “probability”) ablesen, dafl die Abweichung von erwarteter und
beobachteter Allelfrequenz zufillig aufgetreten ist. Je hoher die Wahrscheinlichkeit, je
grofer also der Wert von p, desto verlésslicher entsprechen die experimentellen Daten der
aufgestellten Nullhypothese. Ein Wert von p = 0.05 wird als statistisch signifikant
angesehen (d.h. Werte, die in einem solchen p-Wertbereich fallen, sprechen mit grof3er

Wahrscheinlichkeit fiir die Richtigkeit der Nullhypothese (Hennig, 1998).
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Beispiele:
2i=0:
z%>3.84:

2%26.63:

vollige Ubereinstimmung der beobachteten und erwarteten Hiufigkeit
signifikante Abweichung der beobachteten Hiufigkeiten von den
GesetzméaBigkeiten des Hardy-Weinberg-Gesetzes (es besteht jedoch
bei p = 0.05 eine 5%ige Irrtumswahrscheinlichkeit )

vollige Ubereinstimmung der beobachteten und erwarteten Hiufigkeit
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2.9 Materialien

2.9.1 Geriite

Autoklav Varioklav, Typ500, H+PLabortechnik,
Miinchen
Brutschrank Heraeus Instruments UT 20, Berlin

Elektrophoresekammern

GNA 200, Pharmacia LKB, Freiburg

Horizon 58, Gibco BRL, Eggenstein

Multigel-Long Typ G 47, Biometra, Géttingen

Flourimager™ SI System

Molecular ~ Dynamics, Amersham, GE

Healthcare, Miinchen

Geldokumentationsanlage

TI 3 BioDoc II ™ | Bio Doc CCD-Camera
Biometra, Gottingen

Laborwaage Typ 1712004, Sartorius, Gottingen

Magnetriihrer MR 3001 K, Heidolph, Miinchen

Mikrowelle Micromat, AEG

PCR-Gerit Gene Amp PCR System 9600, Perkin Elmer,
Weiterstadt

pH-Meter Delta 320,Mettler

Photometer Lumat LB 9501, Berthold, Bad Wildbad

Schiittelinkubator Model 3033, GFL, Burgwedel

Schiittler SM 25, Biihler, Tiibingen

Sequenzierer ABI Prism™ 377 DNA- Sequencer, Perkin
Elmer, Weiterstadt

Spannungsgerite Elektrophoresis Power Supply EPS 200,

Pharmacia Biotech, Freiburg

Vortex Mixer

Reax 2000, Heidolph, Miinchen

Wasserbad

Typ WB 7, Memmert, Schwabach

Zentrifuge

Centrifuge 5417 C, Eppendorf, Hamburg
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2.9.2 Chemikalien

Es wurden nach Moglichkeit Chemikalien mit der Qualitidtsbezeichnung ,,pro analysi‘

verwendet.

Amresco, Ohio
Biozym, Hameln
Boehringer, Mannheim
Braun, Melsungen
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miimchen

2.9.3 Sonstiges

Filterpapier

Gelfilter
Kits

Acryl-40 Solution, Bis-2 Solution
universal-Agarose

dNTPs (Desoxy-Nukleotidtriphosphat)

Aqua ad iniectabilia

LB-Agar (Lennox L Agar)

Borséure, Tritriplex III (Ethylendinitrilotetra-
Essigsdure, Dinatriumsalz-Dihydrat),

Tris-Base [(Trishydroxylmethyl-)-aminomethan]
Bromphenolblau, 5-Bromo-4-Chloro-
3-Indolyl-B-D-Galactopyranoside,

TEMED (N,N,N’,N’- Tetramethylethylenediamin)

Whatman 3 MM GF/C Filter Whatman Nr.
1822915, Maidstone, England

Quiagen-tip 20®, Quiagen, Hilden

PRISM™ DNA Sequencing Kit Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction™ | ABI Perkin Elmer, Weiterstadt
Invisorb® Spin PCRapid Kit, InViTek, Berlin
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2.9.4 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Alle verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Computerprogrammes Primer (Version 5.0)

ausgewihlt. Als Grundlage dienten die von Gautel et al. (1995) , Niimura et al. (1998) und

Carrier et al. (1997) veroffentlichen Sequenzen des humanen Myosinbindungsprotein-C3-

Gens. Die Synthese erfolgte durch die Firma Applied Biosystems (Weiterstadt).

Tab. 2:

Synthetische Oligonukleotide (Primer) zur Amplifikation des MYBP-C-Gens.

Exon | Sequenz Position Grofle Anealing-
Temperatur
ATT ACA GGC CTG AGC CACC 4067 — 4085 291 72°C

GAG GTA GGA GAC CAG GACCC 4357 — 4338

CAT GAA TGG GCA AGT CTG TG 4706 — 4725 210 66°C
GAA GGG CCT CAGACTCCAG 4915 - 4897
GAG TCT GAG GCC CTT CAG G 49 00 — 4918 259 64°C

GGG AGA AAG GGA CACTAG CC 5158 = 5139

O| O oo oo Il I o O
ol = T wm| m om|

CCT GCT CCT AAT CCCTTT CC 5177 — 5196 223 64°C
R TCA GAG AGG TGC AGT GTT GTG 5399 — 5379
10IF | GGACCTCCTATCAGCCTTCC 827 — 846 485 58°C
10IR | AGCACTGGCTGATGGTCAG 1311 — 1293
I0F AGG GTC TAC CAG GTC GGC 5589 — 5606 234 64°C
I0R | GACTCA CCC CTG TCC GTG 5822 — 5805
11F AGG TGG CCA TAC CTCTCA TG 6013 — 6032 265 56°C
I11R | CAG GAC CAA GGA GCT GTA GC 6277 — 6258
12 F ACA GCCTAGACT GCGGGAC 6323 —» 6341 268 68°C
12R | GGC TAA CCT ATG CCC TCT CC 6590 — 6571
I3F CCA GCC ACA GCCACAGTAG 8119 —» 8137 275 66°C
I3R | AGG AGG CAA GGC TAT GGG 8393 — 8376
14 F CTC TCT GGG CCT AAT TTC CC 8443 — 8462 263 60°C
14R | CTT GGC ACC GAT GGA CTC 8705 — 8688
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Exon | Sequenz Position Grofle Anealing-
Temperatur

ISF GGG GCA CAGGGATTATCAC 8594 —» 8612 282 66°C

I5R | GGT GAG CAT GAG GGT TGG 8875 — 8858

16 F AAC CTG GGG AGG AGA TGG 8829 — 8846 296 58°C

16 R | GTATTT GAA GGT CTC CTC CCG 9124 —» 9104

17F AGA GGC CAC AGC ACT TGC 9042 — 9059 290 60°C

17R | TTG CCT GCT CCC CTA CAG 9331 —» 9314

I8 F CCT CCA CAG GGA TTC ACG 9600 —» 9617 299 58°C

I8R | CCCTGT GTC TCT CTC TGT CTCC 9898 — 9877

19F TCA GAA TAC CAA CAA GCC AGG | 10462 — 10482 247 63°C

I9R | ACC CTA CCC TGG AGC AGG 10708 — 10691

20F AGC CTG CTC CAG GGT AGG 10689 — 10706 161 58°C

20R | AAC CAA GACTCA GGG GCC 10849 — 10832

21F CCC CAG TGA CCT GTG CTC 11969 — 11986 263 58°C

21R | CTTGGCTGGTTCCACACAC 12231 — 12213
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3. Ergebnisse

Mittels einer systematischen Mutationssuche im MYBP-C-Gen (Exon 6-21) bei 106
konsekutiven, unverwandten Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie konnten wir
insgesamt elf krankheitsrelevante Mutationen identifizieren, die bei gesunden Probanden
nicht vorkamen. Es handelt sich um fiinf Missense-Mutationen mit Aminosiuresubstitution
(E258K, R282W, G507R, G523W, C566R ), zwei Spleissmutationen (IVS7+1G>A und
IVS20-2A>G) und zwei 1-Bp Deletionen (DelC343 und DelC390) und Varianten mit
unbekannter Pathogenitit (IVS17+11C>G, IVS9-36G>A) (siehe Tab. 3).

Bislang wurde nur die Missense-Mutation E258K von mehreren Autoren unabhingig als
HCM-verursachende Variante in der Literatur beschrieben. (Niimura et al. 1998, Van
Driest et al. 2004; Richard et al. 2003; Nanni et al. 2003; Alders et al. 2003; Andersen et al.
2004; Erdmann et al. 2003). Die Mutation E258K scheint am héufigsten fiir hypertrophe

Kardiomyopathie verantwortlich zu sein.

Die Missense-Mutation G507R ist von Van Driest et al. (2004) als ein seltener

Polymorphismus (d.h. mit einer Frequenz < 1%) vorbeschrieben worden.

Die Variante S236G wurde bereits kontrovers diskutiert — einerseits als eine fiir HCM
verantwortliche Mutation (Morner et al. 2003; Maron et al. 2001; Richard et al. 2003),
andererseits als ein neutraler Polymorphismus (Jaaskelainen et al. 2002; Erdmann et al.

2003, Van Driest et al. 2004).

Die iibrigen Polymorphismen wurden erstmalig von Erdmann et al. (2003) beschrieben. In
der Veroffentlichung fanden auch Ergebnisse aus der vorliegenden Dissertation

Beriicksichtigung.

Bis auf die Mutation IVS7+1G>A konnte jede Mutation bei nur jeweils einem
Indexpatienten identifiziert werden. Zudem gelang uns der Nachweis, dass es sich bei

IVS7+1G>A um eine Founder-Mutation handelt (Erdmann et al., 2001).

Neben den oben beschriebenen seltenen Mutationen identifizierten wir insgesamt sieben,
teilweise hidufige, Polymorphismen (S236G, T262T, R326Q, IVS12-24C/T, IVS13+29G/A,
IVS19+47G/A, IVS21+38A/T, siehe Tab.14).
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Tab. 3: Uberblick iiber die krankheitsrelevanten Mutationen, die in der vorliegenden Arbeit in den
Exonen 6-21 des humanen MYBP-C Gens identifiziert wurden (Exonnummerierung nach Carrier et

al., 1997).
DNA-Nr. Mutation Nukleotid- Nach- Position der Mutation/ Anzahl d.
position weis- funktionelle Effekte fehlenden AS
methode
1541 E258K 4295 G/A S Phosporylierungsstelle /
Exon 6 Verlust der Titin- und Myosin-
bindungsstelle, Ladungswechsel
45 R282W 5058 C/T RFLP mit LAGGGRRIS-Loop /
Exon 8 Acil Verlust der Phosphorylierungsstelle
70 G507R 9140 G/A S Beeintrichtigung der
Exon 17 Phosphorylierungsstelle /
Ladungswechsel
1147 G523W 9188 G/T RFLP mit Beeintrichtigung der
Exon 17 Bsr Phosporylierungsstelle /
1423 C566R 9738 T/C RFLP mit Beeintrichtigung der
Exon 18 Tail Phosporylierungsstelle /
Ladungswechsel
343 IVS9-36G/A 5651 G/A RFLP mit wahrscheinlich Verlust der Titin- und
IVS 9 Hpall Myosinbindungsstellen
1594 IVS17+11C/G 9256 C/G RFLP mit unbekannt
VS 17 Sdu 1
1331/ IVS7+1G/A 4861 G/A RFLP mit A Exon 7, und A Exon 7 und 8/ 989 AS/
169 VS 7 Tail Verlust der Titin- und 1001 AS
Myosinbindungsstelle
14 IVS20-2A/G 12030 A/GIVS | RFLP mit Leserasterverschiebung / Verlust der 612 AS
20 P Titin- und Myosinbindungsstelle
1670 DelC343 6747 RFLP mit Leserasterverschiebung / Verlust der 825 AS
Exon 12 Nialll Titin- und Myosinbindungsstelle
164 DelC390 8276 S Leserasterverschiebung / Verlust der 869 AS
Exon 13 Titin- und Myosinbindungsstelle

S = es wurde nur die Sequenzanalyse durchgefiihr (keine RFLP-Analyse).
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Die Allelfrequenzen dieser hdufigen Polymorphismen unterschieden sich nicht zwischen

der Patientengruppe und einer Kontrollgruppe bestehend aus 46 gesunden Blutspendern.

3.1 Aminosauresubstitutionen

Insgesamt haben wir in der vorliegenden Arbeit fiinf Aminosduresubstitutionen (Missense-
Mutationen) bei fiinf Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie identifiziert. Die
Missense-Mutationen (E258K, R282W, G507R, G523W, C566R) sind alle in evolutionir
konservierten und funktionell bedeutsamen Proteinregionen lokalisiert. Um auszuschliefen,
dass es sich bei diesen Aminosduresubstitutionen um Polymorphismen handelt und nicht
um krankheitsrelevante Mutationen, genotypisierten wir jeweils 46 gesunde Kontrollen auf
Vorhandensein der genetischen Varianten; keine der Missense-Mutationen wurde in

unserem Kontrollkollektiv gefunden, in dem knapp 100 Chromosomen untersucht wurden.

3.1.1 Glu258Lys (E258K)

Bei der SSCP-Analyse von Exon 6 konnte sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C
eine Laufmusterabweichung bei dem Indexpatienten 1541 festgestellt werden (Abb. 6).
Beim aberranten PCR-Fragment konnte mittels DNA-Sequenzierung eine G>A Transition
in der Nihe einer Spleiss-Stelle an Position +4295 (Codon 258) identifiziert werden. Durch
diese GAG>AAG Substitution kommt es zum Austausch der negativ geladenen sauren

Glutaminsidure (GAG) gegen das positiv geladene basische Lysin (AAG).
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11141111 22 12 d

CAGGGC CCCCrACNGIGGACAG TGA(

Abb.6: a) SSCP-Analyse von Exon 6 bei RT (+25°C), Pfeil = Variante. 1 = Wildtyp-Allel, 2 =
Mutation. 11, 22 = homozygot

b) DNA-Sequenzierung (Reverse). Es gibt sowohl einen Peak fiir C als auch fiir T im Reverse-
Strang, d.h. im Forward-Strang ist an dieser Stelle G bzw. A.

Da diese G>A Transition die Erkennungssequenz der vorhandenen Restriktionsenzyme
nicht dndert, konnte eine RFLP-Analyse nicht durchgefiihrt werden. Das aberrante PCR-

Fragment wurde daher zur Kontrolle mehrfach in unabhiingigen Proben sequenziert.

Bei dem Indexpatienten, der diese Mutation tridgt, handelt es sich um einen 54-jdhrigen
minnlichen Patienten (siehe Tab. 4). Eine nichtobstruktive hypertrophe Kardiomyopathie
(NHCM) war schon seit seinem 52. Lebensjahr bekannt. Wegen anhaltender ventrikulédrer
Tachykardien wurde dem Patienten in seinem 54. Lebensjahr ein implantierbarer
Cardioverter-Defibrillator (ICD) eingesetzt.

Da die genetische Variante in der Nihe der Spleiss-Stelle ist, konnte sie zu einer
Spleissmutation fithren. Eine mRNA-Analyse des Patienten zur weiteren Kldrung und eine

genetische Untersuchung von Familienmitgliedern war leider nicht moglich.
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Tab. 4: Klinische Merkmale des Indexpatienten 1541 (E258K). Die Untersuchung von

Angehorigen war nicht moglich.

DNA-Nr. 1541

Geschlecht M

Alter bei Studieneinschluf3 54

Alter bei Erkrankungsbeginn | 52

Symptome Belastungsdyspnoe

ICD-Implantation

1998, 54. Lebensjahr

TASH, Myektomie Nein

IVS (mm) 23

LVEDD (mm) 39 (nicht vergroBert)
LVEF % 45

SAM Nein

Gradient (mmHg) Nein

LAEDD (mm) 52 (vergroBert )

3.1.2 Arg282Trp (R282W)

Bei der SSCP-Analyse von Exon 8 fanden wir bei Raumtemperatur eine
Laufmusterabweichung bei dem Indexpatienten 45 (Abb.7a). Mittels DNA-Sequenzierung
des aberranten PCR-Fragmentes wurde eine C>T Nukleotidsubstitution an Position +5058
(Codon 282) nachgewiesen (Abb.7b). Aufgrund dieser Transition kommt es im betroffenen
Codon zum Austausch der positiv geladenen basischen Aminosdure Arginin (CGG) gegen
die unpolare neutrale Aminosdure Tryptophan (TGG).

Die in Position +5058 die

Restriktionsendonuklease Acil. Nach Amplifikation mittels der Primer MYBPC-8F/R und

C>T Transition zerstort eine Schnittstelle  fiir
anschlieBender enzymatischer Spaltung durch Acil entstehen beim Wildtyp zwei Fragmente
mit einer Linge von 100 Bp und 61 Bp (Abb. 7c), bei Vorliegen der Mutation zeigt sich

zusitzlich eine unverdaute Bande von 140 Bp Lénge.
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282
Gly Arg Arg Ile
Trp

= B R e R T I LR T
145 =

T
C>T

Abb. 7 a) SSCP-Analyse bei Raumtemperatur und b) DNA-Sequenzierung

Abb.7 c) Gelelektrophoretische
Auftrennung (10% PAA-Gel) der PCR-
Produkte (Exon 8) nach enzymatischer
Spaltung mit Acil. Die Probanden 1/2
und II/3 sind homozygot fiir das
Wildtyp-Allel (R282), die Probanden
I/1, 1I/1, 1/2 und 1I/4 sind heterozygot
und damit Tréger der R282W Mutation,
uv: unverdautes PCR-Produkt, M: 100-
Bp DNA-Marker

72 11 13 14 12 11/3 uv M

259 1 A
. 200
100 0 S S s i e | e 100

wrNnws

T e R e S
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SD (68J)
Abb.7 d) Stammbaum der Familie des 1 5 3
.
Indexpatienten 45 (II/1). Kreis: weiblich; Z
SD
Quadrat: ménnlich; ausgefiilltes Symbol: 739)

vollausgebildetes Krankheitsbild); +:

HCM-Phénotyp;  viertel-gefiilltes  Symbol: 1 > 3 4
einzelne Symptome einer HCM (kein L ﬁ
P I 04 ull
/ +

Mutationstriager; -: genotypisiert, aber kein
Mutationstréiger; Pfeil: Indexpatient.

II.:1 (DNA 45, Indexpatient), 2 (DNA 1999,
Schwester des Indexpatienten), 4 (DNA 1989, +
Cosin des Indexpatienten).

I.:1 ( DNA 2002, Sohn des Indexpatienten ).

Der in dieser Studie etablierte Restriktionsverdau ist geeignet, um weitere
Familienmitglieder spezifisch auf das Vorhandensein der Mutation zu testen (Abb. 7c); so
konnten wir aus der Familie des Indexpatienten (II/1) fiinf weitere Familienmitglieder
untersuchen und hiervon drei als Mutationstrager identifizieren (DNA-Nr. 1999, 1989 und

2002) (Abb. 7d).

Die Variante R282W kommt in einer konservierten Stelle vor (siehe Abbildung 8).
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menschliches kardiales MYBP-C

285

Maus kardiales MYBP-C

283

Huhn kardiales MYBP-C

281

SAFRRTSLAGGGRR——————

SAFRRTSLAGAGRR-——————

AAFRRTSLAGGGRRMTSAFLSTE

Abb. 8: Homologievergleich zwischen der Proteinsequenz von Mensch, Maus und Huhn. Der
Aminosédurerest R282 ist in allen drei Spezies konserviert.

Der Beginn der Krankheit in dieser Familie lag im vierten bis fiinften Lebensjahrzehnt, und
die Symptome waren mild ausgeprigt. Die ventrikuldre Hypertrophie war méfig und bei
den Patienten traten keine schweren Arrhythmien auf. Dennoch gab es bei zwei dlteren
Familienmitgliedern plotzliche Todesfille (Erdmann et al., 2001).

Tab. S: Klinische Merkmale des Indexpatienten 45 (R282W) und seiner Angehorigen.

DNA-Nr. 45 2002 1989 1999

(Indexpatient) (Sohn des (Cosin des (Schwester des
Indexpatienten) | Indexpatienten) | Indexpatienten)

Geschlecht M M M F

Alter bei 64 37 60 65

Studieneinschluf3

Alter bei Kein klinischer

Erkrankungsbeginn 43 Phinotyp 57 59

Symptome AP/ Dyspnoe Keine AF/Dyspnoe Dyspnoe

ICD,TASH, Myektomie nein nein nein nein

IVS (mm) 16 nda T Ht,}

IVS/PW 1.3 nda T Ht,

LVEDD (mm) 47 nda ¥ Ht, ¥

FS % 46 nda T Ht,

SAM Ja nda T Ht,T

Gradient (mmHg) 25 nda T Ht,}

LVEF(%) 65 nda T Ht,

LVEDVI (mL*) 100 nda T Ht,

LVEDP (mm Hg ) 12 nda T Ht,T
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3.1.3 Gly507Arg (GS07R)

Bei der SSCP-Analyse von Exon 17 konnte bei Raumtemperatur eine
Laufmusterabweichung bei dem Indexpatienten 70 identifiziert werden (Abbildung 9).
Mittels DNA-Sequenzierung des aberranten PCR-Fragmentes wurde eine G>A Transition
an Position +9140 (Codon 507) nachgewiesen. Aufgrund dieser Substitution kommt es im
betroffenen Codon zum Austausch der neutralen unpolaren Aminosdure Glycin (GGG)

gegen die basische ungeladene Aminosdure Arginin (AGG).

Abb. 9: SSCP-Analyse bei Raumtemperatur

Der G>A Austausch in Position 49140 verdndert keine Erkennungssequenz fiir ein
Restriktionsenzym; zur Bestidtigung der Mutation wurde deshalb das PCR-Fragment

mehrmals in unabhingigen Proben sequenziert.

Die von uns erhobene Familienanamnese des Indexpatienten (70) ergab keine
Informationen iiber weitere Familienmitglieder, die an einer hypertrophen

Kardiomyopathie erkrankt waren oder sind.
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Der Aminosaurerest G507 ist sowohl bei Mensch, Maus, Huhn und Oxolotl, als auch beim

menschlichen fast und slow-type MYBPC konserviert (Siehe Abb. 10).

menschliches kardiales MYBP-C EETFK-YRFKKDG-QRHHLIINE 516
Maus kardiales MYBP-C EETFK-YRFKKDG-RKHHLIINE 512
Huhn kardiales MYBP-C EETFK-YRFKKDG-KKQYLIINE 515
Oxolotl kardiales MYBP-C EETFN-YRFKKDGWQETYLLINE 334
menschliches MYBPC fast-type DSFKARYRFKKDG-KRHILIFSD 410
menschliches MYBPC slow-type GP-KSRYRIRVEG-KKHILIIEG 404

Abb. 10: Homologievergleich zwischen der Proteinsequenz von Mensch, Maus, Huhn und Oxolotl.
Der Aminosdurerest G507 ist in allen vier Spezies und im humanen fast- und slow-type MYBPC-
Protein konserviert.

Tab. 6: Klinische Merkmale des Indexpatienten 70 (G507R).

DNA-Nr. 70

Geschlecht M

Alter bei Studieneinschluf3 52

Alter bei Erkrankungsbeginn | 30

Symptome Palpitationen/ Dyspnoe
TASH, Myektomie nein

ICD Ja, im 47. Lebensjahr
IVS (mm) 30

IVS /PW 2.0

LVEDD (mm) 44

FS % 33

SAM Nein

Gradient (mmHg) 43

LVEF (%) 53

LVEDVI (mL?) 95

LVEDP (mmHg) 17

45



3.1.4 Gly523Trp (G523W)

Ebenfalls in Exon 17 wurde bei der SSCP-Analyse bei dem Indexpatienten 1147 ein
auffilliges Laufverhalten beobachtet (Abb. 11a). AnschlieBend sequenzierten wir das
entsprechende DNA-Fragment. Bei der gefundenen Variante handelt es sich um eine G>T
Transversion an Position +9188 (Codon 523). Durch diesen G>T-Austausch im betroffenen
Codon wird das neutrale unpolare Glycin gegen das neutrale polare Tryptophan (Abb. 11b)
ausgetauscht. Wir schlossen einen Restriktionsverdau mit Bsrl an. Nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung der erhaltenen Fragmente wurde bei Trigern des
Wildtyp-Allels nur eine Bande von 290 Bp identifiziert. Bei dem Triger des mutierten

Allels wurde zusitzlich eine Bande von 148 Bp beobachtet.

a b
Abb. 11: a) SSCP Analyse bei 4 °C und b) DNA- Sequenzierung von Exon 17, Lab.-Nr.1147
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Bei dem Indexpatienten 1147 zeigte sich bereits im dritten Lebensjahrzehnt eine erhebliche
Septumhypertrophie, die zur Obstruktion des linksventrikuliren Ausflulltraktes fiihrte
(Vollbild der HOCM). Die Familienanamnese ergab, dafl der Vater des Indexpatienten
1147 im Alter von 43 Jahren an einem Herzfehler verstorben sei. Genaue Befunde hierzu
lagen uns leider nicht vor, so daB ein Plotzlicher Herztod des Vaters auf dem Boden einer

HOCM moglich erscheint.

Tab. 7: Klinische Merkmale des Indexpatienten 1147 mit der Variante GS23W.

DNA-Nr. 1147
Geschlecht M
Alter bei Studieneinschluf3 31
Alter bei Erkrankungsbeginn | < 30
Symptome Palpitationen
TASH, Myektomie Nein
ICD Ja
IVS (mm) 21
IVS /PW 1.3
LVEDD (mm) nda
FS % 42.71
SAM Ja
Gradient (mmHg) 37
LVEF(%) nda
LVEDVI (mL?) nda
LVEDP (mm Hg) nda

3.1.5 Cys566Arg (C566R)

Bei der SSCP-Analyse von Exon 18 konnte bei 4°C eine Laufmusterabweichung bei dem
Indexpatienten 1423 identifiziert werden (Abb. 12). Mittels DNA-Sequenzierung des
aberranten PCR-Produktes wurde eine T>C Transition an Position +9738 (Codon 566)
nachgewiesen. Aufgrund dieser Substitution kommt es im Protein zum Austausch der
neutralen polaren Aminosidure Cystein (TGT) gegen die basische ungeladene Aminosiure
Arginin (CGT).
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Abb.12: SSCP-Analyse bei 4°C.

?

Der T>C Austausch in Codon 566 fillt durch die Ausbildung einer Heteroduplexbande auf
(Abb.13a). Aufgrund des Basenaustausches entsteht im mutierten Allel eine
Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym 7ail. Nach PCR-Amplifikation (Primer
MYBPC-Ex18F/R) und Restriktionsverdau mit 7ail lassen sich zwei Fragmente von 161
und 138 Basenpaaren voneinander trennen.

Zur weiteren Genotypisierung standen der ebenfalls betroffene eineiige Zwillingsbruder
(I/3) und die gesunde Halbschwester (I/1) des Indexpatienten zur Verfiigung; die Mutation
konnte nur bei dem Zwillingsbruder identifiziert werden (Abb. 13b).

/2 1/3 1/1 uv.
299 Bp ’ ' O e
Heteroduplex-
bande . , \
= — 1
l.
161 Bp . A
138Bp —+ 7
a b

Abb. 13: a) Restriktionsverdau mit Tail zum Nachweis der C566R-Mutation. Die Probanden 1/2
und I/3 sind Mutationstriger, die Probandin I/1 ist homozygot fiir das Wildtyp-Allel C566. Deutlich
sichtbar ist die Heteroduplexbande, die sich durch die T>C Substitution ausbildet. uv: unverdautes
PCR-Produkt

b) Stammbaum der Familie des Indexpatienten 1423 (II/1). Kreis: weiblich; Quadrat: ménnlich;
ausgefiilltes Symbol: HCM-Phénotyp; viertel-gefiilltes Symbol: einzelne Symptome einer HCM
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(kein vollausgebildetes Krankheitsbild); +: Mutationstrager, -: genotypisiert, aber kein
Mutationstriager; Pfeil: Indexpatient.

Der Aminosaurerest C566 ist sowohl bei Mensch, Maus, Huhn und Oxolotl als auch beim

menschlichen fast- und slow-type MYBPC-Protein konserviert (siche Abb. 14).

humanes kardiales MYBP-C DLMVGAKDQAVFKCEVSDENVRG 575
kardiales Maus MYBP-C DLAVGAKDQAVFKCEVSDENVRG 571
kardiales Huhn MYBP-C DLTVKARDQAVFKCEVSDENVKG 574
kardiales Oxolotl MYBP-C DLTVMARDQAVFKCEVSDENVKG 394
humanes fast-type MYBPC DLTVKASEQAVFKCEVSDEKVTG 469
humanes slow-type MYBPC DQTVNLGKEICLKCEIS-ENIPG 462

Abb. 14: Homologievergleich zwischen der Proteinsequenz von Mensch, Maus, Huhn und Oxolotl.
Der Aminoséurerest C566 ist in allen vier Spezies und im humanen fast- und slow-type MYBPC-
Protein konserviert.

Tab. 8: Klinische Merkmale des Indexpatienten 1423 mit der Variante C566R und seines
Zwillingsbruders.

DNA-Nr. 1423 1893
Geschlecht M M
Alter bei Studieneinschluf3 56 56
Alter bei Erkrankungsbeginn | 53 44
Symptome AP AP
ICD, TASH, Myektomie Nein Nein
IVS (mm) 22 22
IVS /PW 1.8 2.2
LVEDD (mm) 44 48
FS % 34 33
SAM Nein Nein
Gradient (mmHg) Nein Nein
LVEF (%) nda 62
LVEDVI (mL") nda 88
LVEDP (mm Hg ) nda 13
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3.2 SpleiBmutationen

Neben den drei Aminosiduresubstitutionen, die wir im MYBP-C Gen identifiziert haben,
wurden auch zwei Spleissmutationen (IVS7+1G>A und IVS20-2A>G) gefunden. Beide
Spleissmutationen fithren zu Leserasterverschiebungen und zu einem verfrithten

Proteinabbruch.

3.2.1 IVS7 +1G/A

Bei der SSCP-Analyse bei Raumtemperatur wurden in Exon 7 bei zwei Patienten (1331
und 169) identisch aussehende Laufmusterunterschiede entdeckt (Abb. 15a, gezeigt ist nur
Patient 1331 in Spur 3). Die DNA-Sequenzierung ergab eine G>A Transition an Position
4861 (Abb. 15b).

1 2 3 4 G>A

¥ CAnCACsCHT GAG T GGE
A - 110 140

Abb. 15: a) SSCP-Analyse bei RT und b) DNA-Sequenzierung

Da die G>A Transition eine Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym 7ail zerstort,

konnte ein Restriktionsverdau zur Bestitigung und zum schnellen Nachweis der Mutation
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eingesetzt werden. Nach Amplifikation mit den Primern MYBPC-Ex7F/R und
anschlieBendem Verdau mit 7ail entstand bei dem Wildtyp-Allel (G-Allel) ein 155 Bp
langes Fragment, bei hetrozygoten Mutationstrigern zeigt sich eine unverdaute, 210 Bp
lange Bande (Abb. 16a). Die Ergebnisse der Familienuntersuchung sind in Abb. 16b

zusammengefalt.

e I, | 2‘ 3[] 4‘ Sﬁ GI/B

Abb. 16: a) RFLP zum Nachweis der IVS7+1G>A Mutation mittels Restriktionsverdau mit 7ail.
Die Probanden 111/2, 11/2, 11/4 und II/6 sind Mutationstriger, die Probanden 1I/3, I/1, I/2, II/5, 11/7
und I/3 sind homozygot fiir das Wildtyp-Allel. M: 100-Bp DNA-Marker.

b) Stammbaum der Familie des Indexpatienten 1331 (II/1). Kreis: weiblich; Quadrat: méannlich;
ausgefiilltes Symbol: HCM-Phénotyp; viertel-gefiilltes Symbol: einzelne Symptome einer HCM
(kein vollausgebildetes Krankheitsbild); +: Mutationstriger; -: genotypisiert, aber kein
Mutationstréger; IIL: ( 2: Mutter des Indexpatienten, DNA-Nr 1975), IL: (2: Indexpatient DNA-
Nr.1331( Pfeil), 4 und 6: Briider des Indexpatienten, DNA-Nr. 1978,1992).
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Die Mutation IVS7+1G>A konnte bei Patient 169 mittels Restriktionsverdau bestitigt
werden (Abb. 17a); die ebenfalls untersuchte gesunde Tochter des Patienten 169 ist keine

Mutationstrigerin (Abb. 17b).

SD

M uv 1 2 3 (547)

N |

+

it

a b

Abb. 17: a) RFLP-Analyse zum Nachweis der IVS7+1G>A Mutation bei Patient 169 mittels der
Restriktionsverdau mit 7ail und b) Stammbaum des Patienten.

Funktionell betrachtet wird durch die IVS7+1G>A Mutation die Spleiss-Donorstelle im
Intron 7 zerstort. In der durchgefiihrten RT-PCR-Analyse gelang der Nachweis zweier
aberranter Transkripte. Die anschlieBende DNA-Sequenzierung der subklonierten RT-PCR-
Fragmente zeigte, dass im Transkript 2 das Exon 7 fehlt (Aex7) und im Transkript 3 Exon 7
und 8 fehlen (Aex7/8).
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1 2 3 4 5 6 7 8 M

1 Lxon & 1 Exor 7 ]
TTTGACTGCTCCAACT TCAAT CT CACT GT CCACGAGGCCATGGGCACC G
i Ea el 108 118 1

300 bp

200 bp

\ A2/

100 bp

Abb. 18 a) RT-PCR-Analyse und b) DNA-Sequenzierung der aberranten Transkripte.
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Aufgrund der fehlenden Exone 7 (Aex7), bzw. 7 und 8 (Aex7/8), kommt es zu einer

Leserasterverschiebung und einem vorzeitigen Stopcodon in Exon 9 (Abb. 19).

Aex7

Exon 6

Val

His

GTC CAC

Arg Thr
AGG ACA

Aex7/8

Exon 6

Val
GTC

Cys
TGC

Abb.

His
CAC

Ter
TGA

\/

Gly Gly Trp Leu Glu Val Val
GGA GCC TGG CTG GAG GTG GTC

Exon 8

Leu Gly Phe Trp Thr Ser Ala
CTG GGA TTC TGG ACT TCA GCT

\/

Val Ile Ala Met Arg Thr Leu
GTG ATA GCC ATG AGG ACA CTG

\/

Gly Gly Ser Val Ile Ala Met
GGC GGA TCA GTG ATA GCC ATG

Exon 9

His Cys Ter
CAC TGC TGA

Exon 9

Gly Phe Trp Thr Ser Ala His
GGA TTC TGG ACT TCA GCT CAC

19: Sequenzvergleich zwischen den beiden aberranten Transkripten Aex7 und Aex7/8.

Tab. 9: Klinische Merkmale der Indexpatienten 1331, 1975, 1978, 1992, 169 mit
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Variante IVS7 +1G/A.

DNA 1331 1975 1978 1992 169
Indexpat. Mutter d. | Bruder d. Bruder d. Indexpat.
Indexpat. | Indexpat. Indexpat.
1331 1331 1331
Geschlecht M F M M M
Alter bei 40 62 36 31 *
Studieneinschluf3
Alter bei 38 59 27 26 24
Erkrankungsbeginn
Symptome AP, AP, AP, AP, AP,
Dyspnoe Dyspnoe | Dyspnoe, Dyspnoe Dyspnoe
Prasynkope
TASH 1998 Nein Nein 1999 Nein
Myektomie Nein Nein 1994 Nein Nein
ICD Ja Nein Ja Nein Nein
IVS (mm) 23 18 19 24 20
IVS /PW 1.9 1.6 1.5 1.7 1.7
LVEDD (mm) 50 40 42 43 49
FS % 46 43 45 30 40
SAM Ja Nein Ja Ja Nein
Gradient (mmHg) 47 Nein 85 60 10
LVEF (%) 70 nda 81 76 43
LVEDVI (mL") nda nda 91 92 97
LVEDP (mmHg) nda nda 17 41 16

nda = keine Daten verfiigbar ;* Sustained VT>30
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3.2.2 1IVS7+1G>A ist eine Founder-Mutation

Die Mutation IVS7+1G>A wurde bei zwei nicht miteinander verwandten Patienten
deutscher Abstammung identifiziert. Um abzukldren ob es sich bei dieser Mutation um
zwel unabhidngige Mutationsereignisse gehandelt hat oder ob die mutations-tragenden
Chromosomen einen gemeinsamen Ursprung haben, fiihrten wir in den betreffenden

Familien eine Haplotyp-Analyse durch ( siehe Methodik 2.7) .

D11S1385 4 |4
IVS7 +1G/A A |G
MyBPC-repeat |5 |4
D11S1313 4 |5
4|3
u ® .
514
a2 169
L Lo
D G G ¢ G
413 413 4 3 |4 |3 4 5 e
AlG A|G G G |A |G 5 8 42
51| 4 5|15 4 4 |5 |4
4| 4 418 5 4 |4 |4
O .
2 3 2 3 G 6
G G G G 4 4
4 4 4 4 300
4 4 4 4

Abb. 20: Stammbiume der Familien
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Die durchgefiihrte Haplotyp-Analyse zeigt, dass die Mutation bei beiden Patienten sehr
wahrscheinlich einen gemeinsamen Ursprung hat, denn beide Patienten besitzen identische

Haplotypen.

3.2.3 1IVS20-2A/G
Durch ein auffilliges SSCP-Muster, sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C, wurde
bei Indexpatient 14 eine zweite Spleiss-Mutation identifiziert (Abb. 21a, b). Die DNA-

Sequenzierung ergab eine A>G Transition an Position —2 von Intron 20 (Abb. 21 c).

Abb. 21: SSCP-Analyse bei a) RT und b) 4°C und ¢) DNA-Sequenzanalyse.

Durch den A>G-Austausch wird eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym PstI zerstort.
Nach Amplifikation (Primer MYBPC-Exon21F/R) und Verdau mit PsfI entsteht beim
Wildtyp-Allel nur eine Bande von 200 Bp Linge. Bei Vorliegen des mutierten Allels zeigt
sich zusitzlich eine unverdaute Bande von 270 Bp Linge (Abb. 22a).
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uv. 11112 1/3 1IN

e
—
—_—
——m

| W — ... <4 270Bp
— e e e <4 200Bp 1 2
N A
——
+
1 2 3
l.
=40 e + _ _
a b

Abb. 22: a) RFLP-Analyse zum Nachweis der IVS20-2A/G Mutation mittels Restriktionsverdau
mit PstI und b) Stammbaum der Familie des Indexpatienten 14, mit Pfeil markiert. ( II. 1:
Indexpatient 14), (L. 1, 2, 3 : Kinder des Indexpatienten 14, 1= DNA 1913)

DNA aller drei Kinder des Indexpatienten 14 wurde mit dem etablierten Restriktionsverdau
untersucht (Abb. 22a). Es konnte gezeigt werden, dall der dlteste Sohn Mutationstriger ist.

Klinisch weist er leichte Symptome einer HCM auf.

Durch den Austausch von A>G (Pfeil) an Position -2 von Intron 20 (Spleiss-
Akzeptorstelle) wird diese Spleiss-Stelle zerstort und es wird stattdessen eine kryptische
Spleiss-Akzeptorstelle in Exon 21 (**) benutzt. Diese Variante verursacht durch Verlust
von 11 Bp eine Verschiebung des Leserasters, und es entsteht ein Stopcodon mit
vorzeitigem Protein-Abbruch in Codon 661 (Erdmann et al.2001). Dadurch kommt es in

dem Protein zum Verlust von 612 Aminoséduren, und Titin— Myosinbindungsstellen gehen

verloren (Abb. 23).
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1 2 M
Heteroduplex- = =
p > —
banden > ]
| ——
202 Bp R
e
Abb. 23: RT-PCR-Analyse
Wildtyp
Intron 20
Gln G l Lu Pro Pro Lys Ile His Leu
GG CAG Ggt........ ca..lkb......... tgcag AA CCT CCC AAG ATC CAC CTIG
* %
Mutante
Gln A l sp Pro Pro Gly Leu
GG CAG G gt........ ca..lkb...... tgcggAACCTCCCAAG AT CCA CCT GGA CIG
1 * 661

Pro Arg Pro His Thr Arg His His Cys Gly Cys Ser Trp Lys Ter
CCC AGG CCG CAT ACC AGA CAC CAT TGT GGT TGT AGC TGG AAA TAA

Abb. 24: Sequenzvergleich zwischen Wildtyp und Mutante. Durch den Austausch von A>G (Pfeil)
an Position -2 von Intron 20 (Spleiss-Akzeptorstelle) wird diese Spleiss-Stelle zerstort und eine
kryptische Spleiss-Akzeptorstelle in Exon 21 (**) wird benutzt. Dadurch kommt es auf mRNA-
Ebene zum Verlust von 11 Bp mit Verschiebung des Leserasters mit vorzeitigem Protein-Abbruch

in Codon 661.
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Tab. 10: Klinische Merkmale der Indexpatienten 14 und 1913 (Sohn des Indexpatient 14)
mit der Variante IVS20-2A>G.

DNA-Nr. 14 1913
Geschlecht M M
Alter bei Studieneinschluf3 47 27
Alter bei Erkrankungsbeginn | 43 18
Symptome Palpitation, Dyspnoe | Schwindel
TASH Nein Nein
Myektomie Nein Nein
ICD ICD Nein
IVS (mm) 18 13
IVS/PW 1.3 1.1
LVEDD (mm) 45 46
FS % 32 41
SAM Nein Nein
Gradient (mmHg) Nein Nein
LVEF (%) 76 nda
LVEDVI (mL?) 64 nda
LVEDP (mmHg) 16 nda

3.3 Deletionen

Neben den oben beschriebenen Aminoséduresubstitutionen und Spleiss-Mutationen
identifizierten wir auch zwei Deletionen von jeweils einem Cytidin-Nukleotid in Exon 12

und 13 (delC343 und delC390).

3.3.1 DelC343

In der SSCP-Analyse von Exon 12 bei Raumtemperatur konnte ein aberrantes Laufmuster
bei der Patientin 1670 identifiziert werden (Abb. 25). Die DNA-Sequenzierung des

betroffenen PCR-Fragments ergab eine Deletion eines C-Nukleotids in Position +6447
(Codon 343).
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Abb. 25: SSCP-Analyse von DNA 1670 bei RT

Durch die Deletion entsteht eine zusétzliche Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Nlalll.

Mittels Restriktionsverdau mit Nlalll und anschlieBender gelelektrophoretischer

Auftrennung konnte die Mutation sowohl bei Patientin 1670, als auch bei der Schwester der

Patientin nachgewiesen werden (Abb. 26).

M K KII Il2 K

AdA

Abb. 26: Nlalll-Verdau zum Nachweis der DelC343 Mutation
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Abb. 27: Stammbaum der Patientin 1670 ( mit Pfeil markiert), IIl. 1: Vater von der Indexpatientin

1670, II. 2: Schwester der Indexpatientin)

Aufgrund der 1-Bp-Deletion kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters in Exon 12
und zum Einbau von sechs aberranten Aminosiduren, bis aus Codon 349 ein verfriihtes

Stopcodon entsteht (Abb. 28).

Eine hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie wurde bei der Patientin bereits im 30.
Lebensjahr diagnostiziert. Dieselbe genetische Variante wie bei der Indexpatientin konnte
bei dem klinisch betroffenen Vater und der Schwester der Patientin nachgewiesen werden.
Die Schwester leidet ebenfalls seit ihrem 30. Lebensjahr an einer hypertrophen
Kardiomypathie, allerdings ohne bedeutsame Obstruktion im linksventrikuldren
AusfluBtrakt. Die ein- und fiinfjdhrigen Sohne der Patientin waren nicht Triger dieser
Variante, der dltere Sohn zeigte bei einer kardiologischen Untersuchung keine
Auffilligkeiten. Befunde von kardiologischen Untersuchungen der genotypisierten

Mutationstriager standen uns leider nicht zur Verfiigung.
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Wildtyp

343
Val Thr Asp Leu Arg Gly Met Leu
GTC ACT GAC CTG CGC GGC ATG CTA...

Mutante

490
Val Met Thr Cys Ala Ala  Cys
GIC ATG ACC TGC GCG GCA TGC TAA

Abb. 28: Sequenzvergleich zwischen dem Wildtyp-Allel und dem mutierten Allel. Aufgrund der
Deletion des C-Nukleotids in Codon 343 kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters, zum
Einbau von 6 aberranten Aminosduren und einem vorzeitigen Proteinabbruch in Codon 349.

Tab. 11: Klinische Merkmale von Indexpatientin 1670 (DelC343) und ihrer Schwester (1679)

DNA-Nr. 1670 1679

Geschlecht W W

Alter bei Studieneinschluf3 30 30

Alter bei Erkrankungsbeginn 29 30

Symptome Dyspnoe, verminderte | Dyspnoe, verminderte
Belastbarkeit Belastbarkeit,

Synkope

TASH, Myektomie Nein Nein

ICD Nein Nein

IVS (mm) nda 15

IVS / PW nda nda

LVEDD (mm) nda 41

63



3.3.2 DelC390

In der SSCP-Analyse von Exon 13 bei Raumtemperatur wurde bei Patient 164 ein
auffdlliges Bandenlaufmuster gefunden (Abb. 29). Die DNA-Sequenzierung zeigte eine
1-Bp Deletion in Position +8276 (Codon 390).

Die Deletion in Exon 13 fiihrt zu einer Leserasterverschiebung, durch die es zum Einbau
von 15 aberranten Aminosduren kommt, bevor dann aus Codon 405 ein frithzeitiges
Stopcodon entsteht. Dadurch kommt es zum Verlust von 896 Aminoséduren sowie der Titin-
und Myosinbindungsstellen (Abb. 30).

Eine hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie wurde bei dem Patienten im Alter von 39
festgestellt. Im Alter von 41 Jahren wurde bei ihm eine Myektomie durchgefiihrt. Vor der
Myektomie betrug die Dicke des interventrikuldren Septums 26 mm. Postoperativ war im
linksventrikuldren AusflufStrakt keine Obstruktion mehr nachweisbar, aber es kam zum
erneuten Auftreten der Septumhypertrophie (ohne nachweisbaren Druckgradienten). Eine
Untersuchung von Angehorigen war uns leider nicht moglich, die Familienanamnese ergab

jedoch, dass die Mutter des Indexpatienten im jungen Alter gestorben sei.

WT WT WT 164

Abb. 29: SSCP-Analyse von
Exon 13 bei RT.
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Wildtyp
390

Glu Leu
TG GAA CTG

Mutante

Glu Leu Ala
TG GAA CTG GCT

Gly Ser Arg Met
GGC TCA AGA ATG

Ala
GCT

Asp
GAC

Ala
GCC

Asp
GAC

His
CAT

?

del C

Met
ATG

Arg
AGG

Thr
ACG

Arg
AGA

Asp
GAC

Leu
CTG

Ser

TCC

Ala
GCT

Arg
AGG

Arg
AGA

Glu

Ser Asn
TCA AAT

405
Ter

TGA

Abb. 30: Sequenzvergleich zwischen dem Wildtyp-Allel und dem mutierten Allel. Aufgrund der
Deletion des C-Nukleotids in Codon 390 kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters und
dadurch zum Einbau von 15 aberranten Aminosiduren und einem vorzeitigen Proteinabbruch in

Codon 405.

Eine Familienuntersuchung des Indexpatienten 164 konnte nicht durchgefiihrt werden.
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Tab. 12: Klinische Merkmale des Indexpatienten 164 (DelC390).

DNA-NTr. 164
Geschlecht M
Alter bei Studieneinschluf3 51

Alter bei Erkrankungsbeginn 39

Symptome rez. Synkopen, Belastungsangina und

-dyspnoe, Palpitationen

TASH Nein

ICD Nein
Myektomie 41. Lebensjahr
IVS (mm) 19

IVS/PW 1.0

LVEDD (mm) 47

LVESD (mm) 31

FS % 35

SAM Nein

Gradient (mmHg) Nein

3.4 Zwei Varianten mit unbekannter Krankheitsrelevanz

Die Varianten IVS9-36G>A und IVS17+11C>G befinden sich in Introns und beeinflussen
vermutlich keine Spleiss-Stellen. Bei Variante IVS9-36G>A konnte es sich um eine

krankheitsrelevante Mutation handeln (siehe Kapitel 3.4.1).

3.4.1 IVS9-36G>A
Die SSCP-Analyse von Exon 10 ergab bei dem Patienten Nr. 343 ein aberrantes

Laufmuster (Abb. 31a). Die DNA-Sequenzierung ergab, dass an Position +5651 ein G>A
Austausch vorliegt (Abb. 31b).
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G>A

Abb. 31: a) SSCP-Analyse von Exon 10 des Pat. 343. Das aberrante Laufmuster des Pat.

unterscheidet sich deutlich von den Kontrollen. b) DNA-Sequenzierung

Durch die G>A Substitution wird eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Hpall
zerstort. Nach Amplifikation (MYBPC-Exonl10F/R Primer) und enzymatischer Spaltung
mit Hpall entstehen bel homozygotem Vorliegen des Wildtyp-Allels zwei Banden von 173
Bp und 61 Bp Linge. Bei heterozygoten Mutationstrdgern findet sich noch zusitzlich eine

unverdaute Bande von 234 Bp Linge (Abb. 32).

Die Mutation IVS9-36G>A liegt nicht direkt in einer fiir das Spleissen notwendigen
Konsensussequenz. Die Sequenzanalyse in der Umgebung der Mutation zeigt aber, dass die
Mutation trotzdem krankheitsrelevant sein konnte, denn aufgrund der Mutation entsteht
eine neue Spleiss-Akzeptorstelle (siehe Abb. 33), die zu einem aberranten Transkript

fithren konnte.
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M KK K K II/l

300 -

200 ‘4_ 234 Bp

‘hh-- -4— 173 Bb
100

wwmw 61B
m'-<— p

Abb. 32: Restriktionsverdau mittels der Restriktionsendonuklease Hpa 11

Der ,,splice site score* (http://www2.imcb.osaka-u.ac.jp/splice/score.html), ein Wert, der

den Homologiegrad zwischen der Konsensussequenz fiir die Spleiss-Stellen und einer
Vergleichssequenz ausdriickt, ergab fiir die neu entstandene Spleiss-Akzeptorstelle einen
deutlich hoheren Wert (10,7) als fiir die im Normalfall verwendete Spleissakzeptorstelle

von Exon 10 (2,3).

G>A
d E10
TVS9 * ok *%  TVS10

tctctcceceengeccectceccattatggetgcectgetgetgtggeccagAGAgtaag

Lol T | N
Konsensus ttttccctccagG ttttccectecagG

Abb. 33: Sequenzvergleich zwischen der Konsensussequenz fiir Spleissakzeptorstellen und der neu
entstandenen Spleissakzeptorstelle an Position —36 in IVS9 und der im ,,Normalfall* verwendeten
Spleissakzeptorstelle von Exon 10. Die Position der Mutation ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
Die potentielle neue und die funktionelle Spleissakzeptorstelle sind mit * gekennzeichnet. IVS9:
Intron 9; E10: Exon 10; IVS10: Intron 10

3.4.1.1 Nachweis der funktionellen Relevanz von IVS9-36G>A
Zum Nachweis der auf Grund der Mutation verdnderten Spleiss-Stelle wurde eine RT-PCR-

Analyse (Primerpaar 10 IF/R) durchgefiihrt.Im Falle des normalen Spleissens entsteht auf
mRNA-Ebene ein Produkt von 485 Bp Linge. Auf Grund der Verwendung der neu
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entstandenen Spleissstelle entsteht ein Fragment von 519 Bp. Beim Mutationstriger (Nr.

343) sind zwei Banden von 485Bp bzw. 519 Bp Linge nachweisbar.

Tab. 13: Klinische Merkmale des Indexpatienten 343 (IVS9-36G>A).

DNA 343

Geschlecht M

Alter bei Erkrankungsbeginn | 61 Jahre

Symptome Dyspnoe, verminderte
Belastbarkeit,
Arrhythmie

TASH, Myektomie, ICD Nein

IVS (mm) 23

IVS/PW 1.2

LVEDD (mm) 42

FS % nda

SAM Ja

Gradient (mmHg) 33

LVEF(%) nda

LVEDVI (mL?) nda

LVEDP (mm Hg) nda

Bei dem Indexpatienten 343 wurde die HOCM im 61. Lebensjahr diagnostiziert. Im 71.
Lebensjahr wurde wegen absoluter Arrhythmie bei Vorhofflimmern eine Cardioversion
durchgefiihrt. Zudem hatte der Patient eine schwere linksventrikuldre Hypertrophie.
Moglicherweise ist diese Variante fiir das Auftreten der HOCM mit spidtem Beginn aber
vollstdndiger Penetranz der Erkrankung verantwortlich. Eine Familienuntersuchung war

leider nicht moglich.

3.4.2 IVS17+11C>G

Bei der SSCP-Analyse des Exon 18 konnte eine Laufmusterabweichung bei 4°C bei dem
Indexpatienten Nr. 1594 festgestellt werden (Abb. 34a). Die DNA-Sequenzierung des
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aberranten PCR-Fragmentes ergab eine C>G Transversion an Position +9256 (Intron 17,
siehe Abb. 34b).

Das mutierte Fragment enthélt eine Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease Sdul,
sodass eine RFLP-Analyse zum Nachweis dieser Variante moglich war (Abb. 35). Nach
dem Auftrennen der Verdau-Produkte auf dem PAA-Gel zeigten sich beim Wildtyp zwei
Banden von jeweils 157 Bp und 99 Bp Linge. Beim heterozygoten Mutationstrager konnte
zusitzlich eine Bande von 139 Bp Linge festgestellt werden. Da diese Mutation im Intron
vorkommt, keinen Einflu auf eine Spleiss-Stelle hat und theoretisch nicht zum
kodierenden Bereich des Genes gehort, ist der krankheitsverursachende Mechanismus

dieser Mutation nicht bekannt. Sie wurde bei der Kontrollgruppe nicht gefunden.

Abb. 34: a) SSCP-Analyse Exon 18 (DNA 1594), bei 4°C, Pfeil=Variante,

b) DNA - Sequenzierung.
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uv M WT WT MT

idiiai

300 W

200 <157 Bp
<“—139Bp

100 e <4—99 Bp

Abb. 35: RFLP-Analyse mittels Sdu I zum Nachweis der
Mutation IVS 17 +11 C>G ; UV= unverdautes PCR-Produkt,
Fragmentlidnge= 299 Bp; C-Allel = Wildtyp (WT) =2 Banden
(157 Bp,99 Bp); heterozygote Mutationstriger, C/G-Allel (MT)
= (157 Bp,139 Bp,99 Bp), G-Allel (139 Bp, 99 Bp)

3.5 Polymorphismen

Neben den oben beschriebenen Mutationen haben wir im Rahmen der vorliegenden
Dissertation insgesamt sieben, teilweise hdufige Polymorphismen identifiziert (sieche Tab.
14). Die Genotypen von allen HCM-Patienten wurde fiir sdmtliche Polymorphismen

bestimmt (Tab. 22).
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Tab. 14: Polymorphismen in MYBP-C (von Exon 6-21).

Hiufigkeit | Exon/ Polymorphismus | Nukleotid Nachweismethode
IVS Position
hiufig Exon 6 S236G 4229 A/G Sequenz-Analyse
hiufig Exon 7 T262T 4825 C/T RFLP mit Hpa 11
selten Exon 12 | R326Q 6396 G/A RFLP mit Bfin 1
hiufig VS 12 IVS12-24 C/T 8175 C/T RFLP mit Eae 1
hiufig IVS 13 IVS13+29 G/A 8360 G/A RFLP mit Ava I
selten IVS 19 IVS19+47 G/A 10732 G/A Sequenz-Analyse
selten IVS 21 IVS21+38 A/T 12209 A/T Sequenz-Analyse
351 S236G

Es konnte durch SSCP-Analyse des Exons 6 diese Variante durch Laufmusterabweichung

bei Raumtemperatur und 4°C identifiziert werden (Abb. 36).

11 11 22 12

Abb. 36: SSCP-Analyse des Polymorphismus

S236G in Exon 6 bei RT i e
11= Homozygot fiir WT L
12= Heterozygot fiir die Variante S236G -
22= Homozygot fiir dieVariante S236G :

Durch anschlieBende Sequenzierung konnte die Variante als eine A—G Transition in
Nukleotidposition +4229 identifiziert werden. Im Protein wird dadurch das neutrale, mit
polarer Seitenkette Serin durch das ebenfalls neutrale Glycin ausgetauscht, das eine polare
Seitenkette hat (Abb. 37 a,b,c). Da diese Variante durch keine kommerziell erhiltliche
Restriktionsendonuklease nachweisbar ist, konnte zur Genotypisierung keine RFLP-
Analyse etabliert werden. Deshalb wurde dieses Fragement nach PCR-Amplifikation

(Primer F/R Exon 6 MYBP-C) sequenziert.
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A>G

A 4

C2G CGGTAGC N5C (AG TGAAGGC.
Abb. 37: a) DNA-Sequenzierung 100 - 110 12
(reverse). Pat. Nr. 1433 '
ist fiir die Variante S236G
heterozygot

B 4
CAGCGGTAGC TGC CAGTGAAGGC(CI

Abb. 37: b) Sequenz-Analyse (reverse) 00 110 120
eines fiir das WT-Allel homozygoten
Pat. (Nr. 11)
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Abb. 37: ¢) Sequenz-Analyse (reverse).
Dieser Pat. ist fiir die Variante S236G CACAGC GG
homozygot (Nr. 22)

Genotypen Allelfrequenz

HCM AA AG GG A-Allel G-Allel

(n = 106)
beobachtet 74 30 2 178 (0.84) 34 (0.16)
erwartet 74.80 | 28.50 | 2.71

Kontrollen

(n=284)
beobachtet 66 17 1 149 (0.89) 19 (0.11)
erwartet 66.07 | 16.45 1.02

Tab. 15: Darstellung der beobachteten und erwarteten Genotypverteilungen und der
Allelfrequenzen fiir die Variante S236G. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

<
Die Genotypverteilungen befinden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es besteht kein

signifikanter Unterschied zwischen den Allelfrequenzen innerhalb des Patienten- und

Kontrollkollektivs (HOCM, y 2= 0.274; Kontrollkollektiv y 2 =0.023)
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3.5.2 T262T

Die Variante 4825C/T wurde durch SSCP-Analyse des Exons 7 anhand eines
abweichenden Bandenmusters bei Raumtemperatur und bei 4°C identifiziert (Abb. 38a).
Die DNA-Sequenzierung ergab eine C—T-Transition in Nukleotidposition +4825. Es
handelt sich um einen stummen Polymorphismus (ACC und ACT kodieren fiir Threonin)
(Abb. 39). Mittels PCR-Amplifikation (Primerpaar MYBP-C, Exon 7 F/R, vgl. Tab. 2)
wurden PCR-Produkte von 210 Bp Lénge erhalten.

12 11 22 11 11 22 12 Uuv M

[ H = = 4_ 210 Bp
< 119 Bp
—

<+ 91 Bp
Abb 38a:  SSCP-Analyse von Abb. 38b: Restriktionsverdau mit Hpa I zum
Polymorphismen in Exon 7 bei RT Nachweis der T262T Polymorphismus.
11= homozygot fiir Wildtyp M = Marker,UV = unverdautes Produkt
12= hetrozygot fiir die Variante 11=homozygot fur Wildtyp
22= homozygot fiir die Variante 12= heterozygot fiir C>T Variante

22 = homozygot fiir C>T Variante

Da die Variante innerhalb der Erkennungs-Sequenz der Restriktionsendonuklease Hpall (=
Mspl) liegt, war eine RFLP-Analyse zur Genotypisierung moglich (Abb. 38b).

Innerhalb dieses Fragments befinden sich eine Restriktionsschnittstelle fiir das Enzym
Hpall, wobei beim Vorhandensein der Variante in Position 4825 die Schnittstelle zerstort
wird. Bei fiir das Wildtyp-Allel homozygoten Personen zeigen sich Banden von 119 Bp
und 91 Bp Linge; bei Personen, die fiir Variante C>T heterozygot sind, erscheinen drei
Banden von jeweils 210 Bp, 119 Bp und 91 Bp Linge. Bei Personen, die fiir die Variante

C>T homozygot sind, findet sich entsprechend nur eine Bande von 210 Bp Lénge.
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Die Allelfrequenzen sind in Tabelle 16 aufgelistet, die Genotypverteilungen befinden sich
im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen
den Allelfrequenzen im Patienten- und i1m Kontrollkollektiv (HOCM: )(2=1.35,
Kontrollkollektiv y 2=1.215).

Abb. 39: Sequenzanalyse eines fiir die Variante
T262T heterozygoten Patienten.
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Genotypen Allelfrequenz

HCM CC CT TT C-Allel T- Allel

(n=137)
beobachtet 103 33 1 239 (0.87) |35 (0.13)
erwartet 103.7 |31 2.32

Kontrollen

(n =140)
beobachtet 112 25 3 249 (0.89) |31 (0.11)
erwartet 1109 (274 |1.7

Tab. 16: Darstellung der beobachteten und erwarteten Genotypverteilungen und der
Allelfrequenzen fiir die Variante T262T. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

3.5.3 R326Q

Bei der SSCP-Analyse des Exons 12 wurde bei sechs Patienten bei Raumtemperatur eine
Laufmusterabweichung (n=106, DNA-Nr. 39, 45, 315, 928, 1325, 1636) beobachtet (Abb.
40). Fiir die Amplifikation wurde das Primerpaar Exon 12 F/R MYBP-C (Tab. 2) benutzt;
es entstand ein 268 Bp langes PCR-Fragment. Mittels DNA-Sequenzierung konnte eine
G—A Transition in Position +6396 identifiziert werden (Abb. 43). Hierdurch entstehen
zwei Schnittstellen fiir die Restriktionsendonuklease Bfml, so dass eine RFLP-Analyse
etabliert werden konnte. Nach Verdau mit Bfml zeigte sich in der Gelelektrophorese beim
Wildtypen ein Bande von 267 Bp; bei heterozygoten Personen zeigten sich zwei zusitzliche
Banden von je 196 Bp und 71 Bp Linge (Abb. 41). Im Protein wird ein basisches Arginin

wird durch ein neutrales, polares Glutamin ersetzt, was zu einem Ladungswechsel fiihrt.

11 11 11 11 12

Abb. 40: SSCP-Analyse von Exon 12
11 = homozygot fiir WT, 12 = heterozygot fiir die Variante
R326Q
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Abb. 41: RFLP-Analyse =
zum Nachweis der R326Q- b4 <«— 276Bp

Variante mittels - < 196 B
Restriktionsverdau mit Bfml. P

Die Aminosidure R 326 ist bei Mensch, Maus und Huhn konserviert (Abb. 42).

Mensch 307 DVWEILRQAPPSEYERIAFQ 329
Maus 305 DVWEILRQAPPSEYERIAFQ 325
Huhn 309 DVWEILRKAPPSEYEKIAFQ 328

Abb. 42: Homologievergleich zwischen der Proteinsequenz von Mensch, Maus und Huhn. Der
Aminoséurerest R 326 ist in allen Spezies konserviert.

v

TCCTANGCAGGCACCCCCAT CTG
Abb. 43: Sequenzanalyse der o
Variante (R326Q). Alle Personen 70
waren  heterozygot  fiir  diese
Variante. Der Pfeil markiert die G>A
Transition
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Genotypen Allelfrequenz

HCM GG GA AA G- Allel A-Allel

(n =106)
beobachtet 100 6 0 206 (0.97) 6 (0.028)
erwartet 99.74 |[5.76 0.083

Kontrollen

(n=44)
beobachtet 42 2 0 86 (0.98) 2 (0.023)
erwartet 42.26 |1.984 |0.023

Tab. 17: Darstellung der beobachteten und erwarteten Genotypverteilungen und der
Allelfrequenzen fiir die Variante R326Q. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

Die Genotypverteilungen befinden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Allelfrequenzen innerhalb des Patienten- und

Kontrollkollektivs.

3.5.4  1VS12-24C/T

Abbildung 44 zeigt die SSCP-Analyse von Exon 13 bei Raumtemperatur. Das
Bandenmuster 14Bt erkennen, dass es sich in dem untersuchten Fragment um zwei
unabhéngige Polymorphismen handelt. Bei der Sequenzierung wurde in Position +8175 ein
C>T  Basenaustausch  gefunden, durch den eine Erkennungssequenz  der
Restriktionsendonuklease Eael zerstort wird. Nach der RFLP-Analyse der entsprechenden
PCR-Produkte erhielten wir beim Wildtypen drei Banden von jeweils 133 Bp, 89 Bp und
54 Bp Linge. Bei heterozygoten Vorliegen des C- bzw. T-Allels fanden sich vier
Fragmente von jeweils 187 Bp, 133 Bp, 89 Bp und 54 Bp Linge; im homozygoten Fall
fanden sich zwei Fragmente von 187 Bp bzw. 89 Bp Linge (Abb. 45). In der Tabelle 18

sind die ermittelten Allelfrequenzen dargestellt.
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OCFCOOFFOOOOC OB O00CS G0 GG O

Abb. 44: SSCP-Muster von Exon 13 bei Raumtemperatur.

80



T/C T/C C/C T/C C/C u. M T/T

187 Bp
133 Bp s

B
89 Bp s

54 Bp
—>

Abb. 45: Restriktionsverdau mittels Eael.

Genotypen Allelfrequenz
HCM CC |CT |TT |(C-Allel |T-Allel
(n=114)
beobachtet 63 43 8 169 (0 59 (0.26)
74)
erwartet 62.4 (438 |7.71
3 7
Kontrolle
n(n=91)
beobachtet 37 44 10 118 (0.65) |64 (0.35)
erwartet 384 (414 |[11.1
5 1 5

Tab. 18: Darstellung der beobachteten und erwarteten Genotypverteilungen und der
Allelfrequenzen fiir die Variante C8175T. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

Die Genotypverteilungen befinden sich nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht; es
besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Allelfrequenzen innerhalb des

Patienten- und des Kontrollkollektivs (HOCM: )(2 = 0.033; Kontrollkollektiv: )(2 =0.34).
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3.5.5 IVS13+29G/A

Bei dem zweiten Polymorphismus, der in Exon 13 gefunden wurde, handelt es sich um eine

G>A Transition in Position +8360 (Abb. 46).

< O < © ©
O O O O O

A-Allel ——p
G-Allel —»

Abb. 46: SSCP-Analyse des Exon 13 bei Raumtemperatur

Die RFLP-Analyse wurde mit der Restriktionsendonuklease Aval durchgefiihrt (Abb. 47).
Beim Wildtyp zeigte sich bei der gelelektrophoretischen Abtrennung der Produkte eine
Bande von 239 Bp Linge. Bei Personen, die fiir die Variante heterozygot sind, wurden
zwei Banden von jeweils 276 Bp und 239 Bp Linge beobachtet. Bei homozygoten
Personen fand sich eine Bande von 276 Bp Linge. Da es keine
Konformationspolymorphismen gab, war eine Genotypisierung anhand der SSCP-Analyse

nicht moglich. Patienten- und Kontrollkollektiv wurden (Tab. 22) mittels RFLP-Analyse

untersucht.

G/A G/G G/G G/G G/A G/A G/IG AA M
Abb.47:

o —
Restiktionsverdau P

: pe—_

der Variante —
IVS13+29G/A ! ,p
s

. 276 Bp ) pra— i
ttels Aval — P - : o
muttels va 2398p ’ EETLE N R

[
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Genotypen Allelfrequenz
HCM GG GA AA G-Allel A-Allel
(n = 106)
beobachtet 74 30 2 178 (0.84 |34
) (0.16)
erwartet 74.79 28.49 2.7
Kontrollen
(n=57)
beobachtet 41 15 1 97 (0.85) |17
(0.15)
erwartet 41.18 14.54 1.28

Tab. 19: Darstellung der beobachteten und erwarteten Genotypverteilungen und der
Allelfrequenzen fiir die Variante G8359A. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

Die Genotypverteilungen befinden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Allelfrequenzen innerhalb des Patienten- und

Kontrollkollektivs (HOCM: »* = 0.094; Kontrollkollektiv: y* = 0.025)

3.5.6 IVS19+47G/A

Bei der SSCP-Analyse von Exon 20 bei Raumtemperatur und bei 4°C wurde eine
Laufmusterabweichung bei 5 Patienten (n = 106, DNA-Nr: 70, 115, 496, 1093, 1427)
beobachtet (Abb. 48a). Da diese Variante durch keine kommerziell erhiltliche
Restriktionsendonuklease nachgewiesen werden kann, wurden PCR-Produkte dieses
Fragments (Primerpaar: Exon 20 F/R MYBP-C, Tab. 2) sequenziert (Abb. 48b). Hierdurch
wurde eine G>A Transition an Position 19 in Intron 19 (Nukleotidposition +10732)

identifiziert.
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Abb. 48: a): SSCP-Analyse von Exon 20 bei RT.

11 = homozygot fiir Wildtyp

12 = heterozygot fiir die Variante IVS19+47 G>A (Pfeil)
b) Sequenzanalyse zur Darstellung dieser Variante

Genotypen Allelfrequenz

HCM GG |[GA AA G-Allel A-Allel

(n = 106)
Beobachtet 101 5 0 207 (0.98) |5 (0.024)
Erwartet 101.8 [4.99 |0.06

Kontrollen

(n =44)
Beobachtet 42 2 0 86 (0.98) 2 (0.023)
Erwartet 4226 [1.984 [0.023

Tab. 20: Darstellung der beobachteten und erwarteten Genotypverteilungen und der
Allelfrequenzen fiir die Variante G10732A. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

Die Genotypverteilungen befinden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Allelfrequenzen innerhalb des Patienten- und

Kontrollkollektivs (HOCM: )(2=0.O66; Kontrollkollektiv: )(2=O.025).
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3.5.7 IVS21+38A/T

Bei sechs Patienten (n = 106, DNA-Nr: 39, 45, 315, 928, 1325, 1636) konnte in der SSCP-
Analyse von Exon 21 aufgrund eines verdnderten Laufverhaltens bei Raumtemperatur und
bei 4°C eine weitere Variante gefunden werden (Abb. 49a). Da es fiir den Nachweis dieser
Variante keine Restriktionsendonuklease gibt, wurde diese Variante durch mehrmalige
DNA-Sequenzierung bestitigt. Es fand sich an Position +12209 ein Austausch von A zu T
(Abb. 49b). Alle Personen mit der Variante IVS214+38A/T zeigten zuséztlich die Variante
R326Q (siehe Kapitel 3.5.3.).

AA AT A/A A/A

(: ;-ﬁ-‘. ."fx. .;".\. G n G G G G G (
20 230
T-Allel —p
A-Allel —» .
A
11
AT
LA
Abb. 49: a): SSCP-Analyse von Exon 21 b): Sequenzanalyse dieser Variante
bei RT.
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Genotypen Allelfrequenz

HCM AA AT TT A-Allel T- Allel

(n=106)
beobachtet 100 6 0 206 (0.97) | 6(0.028)
erwartet 99.74 [5.76 |0.083

Kontrollen

(n=44)
beobachtet 42 2 0 86 (0.98) 2 (0.023)
erwartet 42.26 |1.98 0.023

Tab. 21: Darstellung der beobachteten und erwarteten Genotypverteilungen und der

Allelfrequenzen fiir die Variante A12209T. Die Allelfrequenzen sind in Klammern angegeben.

Die Genotypverteilungen befinden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es besteht kein

signifikanter Unterschied zwischen den Allelfrequenzen und innerhalb des Patienten- und

Kontrollkollektivs (HOCM: )(2=0.094; Kontrollkollektiv: X2=O.025).

3.5.8

Die Variante R326Q wurde nur bei Personen entdeckt, die die Variante IVS 21 + 38A/T

aufwiesen. Die beiden Varianten kamen als heterozygot vor.

Die Variante IVS 21 + 38A/T wurde nur von unserer Studie berichtet (Erdmann et al.,
2003). Die Variante R326Q wurde schon von verschiedenen Studien als eine Mutation oder

Polymorphismus beschrieben (siehe Kapital 4.5.2) aber ein Zusammenhang mit der

Variante IVS 21 + 38A/T wurde noch nicht berichtet.
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4. Diskussion

4.1 Der Krankheitsmechanismus von Mutationen im MYPB-C

Hypertrophe Kardiomyopathie wurde in unserem Patientenkollektiv iiberwiegend durch
Mutationen im Myosinbindungsprotein C3 (MYBP-C) verursacht, gefolgt von Mutationen
in der B-Myosin Schwerkette (MHY7) (Erdmann et al., 2003). Mehrere Studien kommen
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die Mutationen in MYBP-C am héufigsten hypertrophe
Kardiomyopathie verursachen (Van Driest et al., 2004, Richard et al., 2003 Jaaskelainen et
al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurden 106 Patienten mit HCM (HOCM) auf
Mutationen im MYBP-C-Gen (Exone 6 bis 21) untersucht. Neun Patienten kamen aus der

Tiirkei, der Rest war deutscher Abstammung.

Als erster Schritt in der Aufdeckung der Mutationen wurden PCR-SSCP-Analysen
durchgefiihrt. Diese Methode wird seit 1989 erfolgreich bei Mutationsanalysen von
zahlreichen Genen eingesetzt. Die Sensitivitdt variiert abhdngig von den verwendeten
Gelelektrophoresebedingungen bei den einzelnen Arbeitsgruppen zwischen 70 und 95%
(Marian, 2001). Der entscheidende Vorteil der SSCP-Analyse gegeniiber anderen
Mutationsdetektionsverfahren liegt in der schnellen, einfachen und kostengiinstigen
Durchfiihrung. Eine Einschriankung stellt allerdings die Linge der Fragmente, die analysiert
werden konnen (maximal 300 Bp) dar, denn bei ldngeren Fragmenten nimmt die
Wahrscheinlichkeit, eine Mutation nachweisen zu konnen, stark ab (Hayashi und Yandell,
1993). Insgesamt wurden 11 Mutationen bei 12 Patienten festgestellt (sieche Abb. 57): Fiinf
Missense-Mutationen  (E258K, R282W, GS507R, G523W, C(C566R), zwei
SpleiBmutationen (IVS7+1G/A, IVS20-2A/G); zwei Deletionen (DelC343, DelC390),
und zwei Sequenzvarianten mit unbekannter Krankheitsrelevanz (IVS9-36G/A,
IVS17+11C/G). Die SpleiBmutation IVS7+1G/A wurde bei zwei Patienten gefunden.
Mittels Haplotyp-Analyse konnten wir nachweisen, dass es sich hierbei eine Founder-
Mutation handelt. Founder-Mutationen fiir die HCM wurden zuvor nur in einer

stidafrikanischen Population berichtet (Moolman-Smook et al., 1999).
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Abb. 50: Darstellung des MYBP-C Molekiils mit den beschriebenen Mutationen.
Die acht Igl-Doméinen sind weil} und die drei FnllI-Doménen grau dargestellt. CO ist
herzspezifisch, und zwischen C1 und C2 befinden sich die Phosphorylierungsstellen.
Abbildung modifiziert nach Flashman et al., 2004.

Die oben genannten Deletionen und Spleimutationen verursachen aller Wahrscheinlichkeit
nach verkiirzte MYBP-C-Molekiile. Als Krankheitsmechanismen werden im Folgenden die
Haploinsuffizienz, ein dominant-negativer Effekt, Co-Translation und Funktionseinbu3en

aufgrund verkiirzter Proteine (ohne “Gift”-Wirkung) diskutiert.

Bei den Mutationen R282W, C566R, IVS7+1G>A und IVS20-2A>G konnte die
Kosegregation mit dem HCM-Phinotyp demonstriert werden. Drei Familien waren grof3
genug, um einen zwei-Punkt LOD-Score zu berechnen. Es handelte sich (1) um die Familie
des Indexpatienten 45 (R282W). Hier wurde ein LOD-Score von 0.51 berechnet. (2) In der
Familie des Indexpatienten 1331 (IVS7+1G>A) wurde ein LOD-Score von 1.12 berechnet,
und (3) in der Familie des Indexpatienten 14 (IVS20-2A>G) ein LOD-Score von 0.54
(Erdmann et al., 2003).

Bei Triagern der Varianten E258K, DelC343, DelC390, GS507R und G523W war eine
Untersuchung von Familienmitgliedern nicht moglich. Die hier nachgewiesenen
Mutationen und Polymorphismen wurden von Erdmann et al. (2001, 2003) veroffentlicht.
Die Missense-Mutationen in Exon 6, 8, 17, 18 befinden sich an hoch konservierten
Positionen. Die Patienten mit Missense-Mutationen waren klinisch besonders inhomogen.

Die Indexpatienten 45, 1893, 1423, 1999 und 1989 zeigten eine spite (516 Jahre)
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Krankheitsmanifestation, wihrend der Indexpatient 70 im Alter von 30 Jahren bereits eine

erhebliche Hypertrophie zeigte (Erdmann et al., 2001).

Bei Patienten mit Mutationen, die eine Verkiirzung des MYBP-C verursachen, fanden sich
frithere Krankheitsmanifestation und schwerere Verlaufe. Sie zeigten die hochste Rate von

Myektomie, TASH und ICD. (Erdmann et al. 2001und 2003).

4.1.1 Haploinsuffizienz

Eine zu Haploinsuffizienz fiihrende Mutation resultiert in einem Proteinverlust, sei es, dass
das Produkt des Gens gar nicht oder nur als inaktives Fragment entsteht oder, dass das
fehlerhafte Produkt rasch eliminiert wird. In beiden Fillen wire das mutierte Gen
funktionell ein Nullallel. Die gestorte Gesamtaktivitit des Proteins wire Folge eines
Mangels an normalen Genprodukten (Vosberg, 1998). Bis heute konnte der
Krankheitsmechanismus von Mutationen im MYBP-C-Gen nicht eindeutig aufgeklirt
werden. Eingehendere Untersuchungen wurden erstmalig 1997 in der Arbeitsgruppe von
Rottbauer durchgefiihrt. Es wurden endomyokardiale Biopsien eines betroffenen Patienten
mit einer Splice-Donor-Mutation untersucht. Aufgrund der Art der Mutation wurde zuerst
ein verkiirztes MYBP-C vermutet. Die gefundene Menge an mutierter mRNA war im
Vergleich zur Menge an Wildtyp-mRNA nur leicht (10% zu 15%) vermindert. Bei der
Western Blot-Analyse konnte jedoch kein mutiertes Protein nachgewiesen werden. Das
Wild-Typ-Protein schien auf normalem Niveau exprimiert zu sein. Die Ergebnisse legen
nahe, dass die verkiirzten Proteine wahrscheinlich exprimiert wurden (fast normale mRNA-
Menge), aber rasch degradiert wurden und daher nicht in das Sarkomer integriert wurden.
Dieser Mechanismus entspricht einer Haploinsuffizienz, da die betroffenen Patienten noch

tiber ein gesundes Allel verfiigen.

4.1.2 Dominant-negative Wirkung (‘“poison polypeptide’’)

Diese stellt sich dann ein, wenn der Multiproteinkomplex, also zum Beispiel Aktin- und
Myosinfilamente, neben den normalen auch mutierte, dysfunktionale Proteine enthalten. In
diesem Fall kann die Anwesenheit der mutierten Proteine Fehlfunktionen des gesamten

Komplexes zur Folge haben (Vosberg, 1998). Gilbert et al. (1999) haben ebenfalls das

&9



Vorhandensein von stabilen verkiirzten Proteinen in einem transgenen Mausmodell
demonstriert. Die verkiirzten Proteine wurden nicht korrekt in das Sarkomer aufgenommen
und waren nur schwach an die Sarkomerproteine gebunden. Moglicherweise behindern
bereits geringe Mengen an mutiertem Protein eine korrekte Funktion des gesunden Proteins
durch eine Fehlintegration oder Nichtintegration in den dicken Filamenten stark. Zu dem
gleichen Ergebnis kommt die Arbeitsgruppe von Moolman, die im Jahr 2000 eine Mutation
in Exon 25 veroffentlicht hat, die voraussichtlich zu verkiirzten Proteinen fiihrt. Die
Arbeitsgruppe von Yang et al. (1998) untersuchte ebenfalls Méuse, die eine Mutation im
MYBP-C-Gen hatten. Diese Mutation kodierte voraussichtlich Proteine, denen Myosin-
und Titin-Bindungsstellen fehlten. Das mutierte Protein wurde in nachweisebarer Menge
exprimiert und hatte einen ungiinstigen Effekt auf Organisation und kontraktile Funktion

der kardialen Sarkomere.

4.1.3 Kotranslation

Mutierte mRNAs von kardialem MYBPC storen die Translation der anderen sarkomeren
Komponenten, so dass ein korrektes Zusammenfinden (assembly) der sarkomeren

Strukturen beeintrachtigt wird.

4.1.4 FunktionseinbuBlen des MYBP-C ohne “Gift”’-Wirkung

Vermutlich kommt es bei verkiirztem MYBP-C durch fehlerhafte Kragenformation zur
falschen Platzierung des MYBP-C um das Myosin. Die Entfernung des Kragens wiirde die
Kopfflexibilitit steigern und den Myosinkopf in unmittelbare Nihe von Aktins bringen und
dadurch die Wahrscheinlichkeit Bildung von Querbriicken erhohen (Korte et al., 2003). Die
genauen Mechanismen, die zur Ausbildung der HCM fiihren, sind jedoch letzlich noch

unbekannt (Flashman et al., 2004).

4.1.5 Storung der Phosphorylierung

Alle gefundenen Missense-Mutationen sind in der Nidhe von Phosphorylierungsstellen
lokalisiert. Eine Hypothese zur Entstehung der Hypertrophen Kardiomyopathie ist eine

Storung der korrekten Phosphorylierung (Niimura et al., 1998, Erdmann et al., 2001).
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MYBP-C wird wihrend der adrenergen Stimulation des Myokards phosphoryliert, was eine
Zunahme der systolischen Wandspannung mit sich bringt (Gautel et al., 1995). Kommt es
zu keiner korrekten Phosphorylierung, féllt auch der Aufbau der systolischen

Wandspannung geringer aus.

4.1.6 Polymorphismen

In MYBP-C wurden auch Polymorphismen entdeckt (Erdmann et al., 2003; Van Driest et
al., 2004). Neben fiir die HCM verantwortlichen Mutationen wurden sieben
Polymorphismen gefunden: S236G, T262T, R326Q, IVS12-24C/T, IVS13+29G/A,
IVS19+47G/A, IVS21+38A/T.

Ein Polymorphismus wurde urspriinglich definiert als ein genetischer Lokus, fiir den es
mehrere Allele gibt, wenn die Allelfrequenz des selteneren Allels in der Bevolkerung
mindestens ein Prozent betrdgt. Diese Grenze sollte neutrale Varianten von Mutationen mit
ungiinstigen Auswirkungen abgrenzen, ist aber unscharf. In der medizinischen Genetik
wird mit Polymorphismus auch héufig eine variable Stelle im Genom bezeichnet, die ohne
phénotypische Auswirkungen bleibt (Den Dunnen et al., 2001). Das Genom des Menschen
ist weitgehend sequenziert, es konnten etwa 22000 bis 30000 Gene identifiziert werden.
Obwohl das menschliche Genom zu 99,9% iibereinstimmt, weifl man mittlerweile, dass die
menschliche DNA-Sequenz durch eine erhebliche inter-individuelle Variabilitéit
gekennzeichnet ist. Man kann sagen, dass jeder Mensch ein einzigartiges Genom trigt. Die
verbleibenden 0,1% (s.o0.) des Genoms stehen fiir etwa 3.000.000 Sequenzunterschiede, von
denen der groBte Teil jedoch sehr wahrscheinlich ohne phénotypische Konsequenz bleibt

(Cichon et al., 2002).

4.2 Die Missense-Mutationen

Insgesamt wurden fiinf Missense-Mutationen (E258K, R282W, G507R, G523W, C566R)
entdeckt. Alle diese Mutationen kommen an evolutionidr konservierten Aminosiuren vor.
Solchen tuber die Evolution an bestimmten Stellen konservierten Aminosduren kommt

hiufig eine wichtige Bedeutung zu, sei es die Erhaltung der Proteinstruktur oder eine

funktionelle Rolle (Vikstrom KL und Leinwand LA, 1996). Es ist daher wahrscheinlich,
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dal Missense-Mutationen von konservierten Aminosduren besonders folgenschwer fiir die

Funktion des Proteins sind.

Die Mutationen E258K und R282W kommen in den Dominen C1 und C2 vor, die als
,Bremse* auf eine spezifische Stelle der Myosinkopfe wirken. Jedoch geniigt dies, um
sowohl die allgemeinen Querbriickenzyklusraten zu reduzieren als auch die Relaxation der
Sarkomere zu fordern (Flashman et al., 2004). Wahrscheinlich verursachen diese zwei
Mutationen, moglicherweise auch alle fiinf Missense-Mutationen, die in den Doménen C1-
C4 lokalisiert sind, eine Authebung oder Beeintrichtigung der Funktion dieser ,,Bremse*

(s.4.1.4).

4.2.1 E258K

Diese Variante wurde bei Indexpatient 1541 in der Nihe der Spleilistelle in Exon 6
identifiziert (sieche Kapitel 3.1.1.). Diese Variante wurde in verschiedenen Studien als
HCM-verursachend beschrieben (Niimura et al., 1998; Erdmann et al., 2003; Richard et al.,
2003; Nanni et al., 2003; Alders et al., 2003; Andersen et al., 2004; Van Driest et al., 2004).
In den oben genannten Studien ist diese Variante als eine Missense-Mutation oder als eine
SpleiBvariante eingestuft worden. Dies erscheint auch uns plausibel, da sich die Variante in
der Nihe des Spleif3signals befindet, was das RNA-Spleiflen verdndern konnte und somit
zur Synthese eines verdnderten Proteins fithren konnte. Es wird vermutet, dass diese
Variante zu einem dominant negativen Effekt fiihrt, da das gekiirzte Polypeptid

wahrscheinlich nicht korrekt in das Sarkomer integrieren kann.

Zudem betrifft diese Variante eine hochkonservierte Aminosédure und liegt in der Nidhe der
drei herzspezifischen Phosphorylierungsstellen (Niimura et al., 1998). Nanni et al.
vermuten, dass die Variante E258K pathophysiologisch relevant ist, da die
Phosphorylierungsstellen beeintrichtigt werden konnten. Durch einen dominant negativen
Mechanismus wird die kontraktile Energieentwicklung wihrend adrenerger Stimulation
durch inkorrekt phosphoryliertes MYBP-C verschlechtert. Nanni et al. beschreiben einen
bei Studieneinschluf3 38 Jahre alten minnlichen Patienten, bei dem die Variante E258K
nachgewiesen werden konnte. Es fand sich eine ausgepréagte Hypertrophie und Obstruktion
des linksventrikuldren Ausflusstrakts; das IVS malBl 24mm, der LVEDD betrug 39mm, die
LVEF 66%, LVOTO 60. Klinisch fanden sich Angina und Belastungsdyspnoe NYHA II.
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Die Arbeitsgruppe von Andersen et al. (2004) dagegen diskutiert eine Haploinsuffizienz als
Krankheitsmechanismus bei der Variante E258K. Sie identifizierten zwei Arten von mRNA
(Wildtyp und Exon-6-Skipping). Ihrer Ansicht nach verursacht diese Spleilmutation eine
Leserasterverschiebung (frameshift). Das dann entstehende vorzeitige Stop-Kodon fiihrt zur
Bildung von verkiirzten Proteinen, die rasch degradiert werden (Andersen et al., 2004).
Eine effektive Integration in das Sarkomer scheitert dieser Theorie zufolge eher an einem
quantitativen Defizit an funktionsfahigem MYBP-C. Einschrinkend muf3 gesagt werden,
daBl ein Nachweis von aberranten mRNA-Spleiprodukten kardialem Gewebe in dieser

Studie nicht erbracht wurde.

4.2.2 R282W

Diese Variante wurde bei dem Indexpatienten 45 in Exon 8 identifiziert. Aufgrund der
Mutation kommt es in Codon 282 zum Austausch der positiv geladenen Aminosédure
Arginin (CGG) gegen die neutrale Aminosidure Tryptophan (TGG) (siehe Kapitel 3.1.2.).
Die Variante wurde erstmalig von Erdmann et al. (2001) beschrieben. Sie kommt innerhalb
des kardial spezifischen, evolutionédr hochkonservierten LAGGGRRIS—Motivs zwischen
den Dominen Cl1 und C2 vor. Bei der Variante R282W kommt es zu einer
Ladungsidnderung und zum Verlust der Phosphorylierungsstellen (Erdmann et al., 2001).
Die Verbindung mit dem HCM-Phinotypen konnte 2003 demonstriert werden (Erdmann et
al., 2003).

Richard et al. (2003) fanden in der Nihe der Aminosidure 282 zwei weitere Missense-
Mutationen, G278E (betroffen ist das Nukleotid an Position +6011, wo es einen G>A-
Austausch gibt) und G279A (betroffen ist das Nukleotid an Position +6014, wo es einen
G>C-Austausch gibt). Auch diese beiden Mutationen wurden als ursdchlich fir HCM
eingestuft, was die Bedeutung des LAGGGRRIS-Motivs fiir die Funktion des MYBP-C

unterstreicht.

4.2.3 GS07R

Diese Variante wurde bei dem Indexpatienten 70 in Exon 17 identifiziert. Aufgrund dieser
Substitution kommt es im Codon 507 zum Austausch der neutralen Aminosédure Glycin

(GGG) gegen die positiv geladene Aminosdure Arginin (AGG) (siehe Kapitel 3.1.3.). Die
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Variante ist bislang nicht beschrieben worden. Sie befindet sich in der Nihe von vier
Mutationen, die von Niimura et al. 1998 als HCM verursachend beschrieben wurden:
R502Q, R451Q, R495Q und E258K. Diese vier Mutationen scharen sich um ein 244
Aminoséuren langes Segment, das die Phosphorylierungsdomain des MYBP-C umspannt.

Richard et al. haben 2003 in der Nidhe der Variante G507R in Exon 17 die Missense-
Mutation R502W beschrieben. Da die Variante G507R an einer konservierten Stelle
vorkommt (sieche Abbildung 10), wund zusitzlich durch einen Ladungswechsel die
Phosphorylationsstellen beeintrichtigt, konnte durch sie die Proteinfunktion erheblich

gestort sein und es so zur Ausbildung einer HCM kommen.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen bezeichnen Van Driest et al. (2004) die Variante

G507R nicht eindeutig als krankheits-relevante Mutation sondern als Polymorphismus.

4.2.4 G523W

Bei dem Indexpatienten 1147 wurde eine G>T Transversion an Position +9188 entdeckt.
Durch die GGG>TGG Substitution in Codon 523 kommt es zum Austausch des neutralen
und unpolaren Glycin gegen das neutrale, polare Tryptophan (sieche Kapitel 3.1.4.).
Aufgrund des Ladungswechsels innerhalb des Proteins konnte es zu einer Veridnderung der
Tertidrstruktur kommen, was die Funktion des Proteins beeintrdchtigen konnte. Zudem
befindet sich die Aminosdure G523 in einem konservierten Rest und befindet sich in der
Nihe von Phosphorylationsstellen. Durch die Mutation konnte es zu einer HCM-

verursachenden Phosphorylationsstérung kommen.

4.2.5 C566R

Diese Variante wurde bei dem Indexpatienten 1423 in Exon 18 identifiziert (siche Kapitel
3.1.5.). Die Variante C566R liegt innerhalb eines evolutionédr hochkonservierten Segments,
das den Phosphorylierungsstellen des Molekiils benachbart ist. In der Nihe dieser Variante
wurden weitere Missense-Mutationen beschrieben, die fiir die Entstehung der hypertrophen
Kardiomyopathie ursédchlich zu sein scheinen (Erdmann et al., 2001; Niimura et al., 1998).
Van Driest et al. haben 2004 die Missense-Mutation E542Q bestitigt, die 1997 von Carrier
et al. als Missense- oder SpleiBmutation beschrieben wurde. Van Driest et al. (2004) fanden

auBerdem eine Deletion in Codon 566 (C566fs/19), die zu einer Leserasterverschiebung
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fiihrt (alle nachfolgend angehingten Aminosduren sind im falschen Leseraster, was zur
Bildung eines Nonsense-Proteins fiihrt). Ferner wurde von der gleichen Arbeitsgruppe ein
Aminosdureaustausch von Leucin zu Methionin an Position 545 gefunden (L545M;
CTG>ATG). Diese Variante wurde als ein seltener Polymorphismus eingestuft.

Aufgrund der rdumlichen Nihe der Variante C566R zu diesen anderen,
krankheitsverursachenden Mutationen gehen wir davon aus, dass diese Variante durch eine
Storung der Phosphorylierung des Proteins und einen Ladungswechsel innerhalb des

Proteins zur Krankheitsentstehung fiihrt.

4.3 SpleiBmutationen und Deletionen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei SpleiBmutationen, IVS7+1G>A und IVS20-2A>G
(siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.2.) und zwei Deletionen, DelC343 und DelC390 in Exon 12
und 13 identifiziert (siehe Kapitel 3.3.1 und 3.3.2.) Diese Varianten wurden bei der

Kontrollgruppe nicht gefunden.

Van Driest et al. haben 2004 eine Deletion C (D389fs/15) in der Nihe der DelC390 in
Exon 13 als eine aufgrund einer Leserasterverschiebung vermutlich HCM-verursachende
Mutation beschrieben. Die vier hier beschriebenen Varianten wurden erstmalig von
Erdmann et al. (2001 und 2003) berichtet. Auch sie fithren zu einer Verschiebung des
Leserasters mit vorzeitigem Stop-Codon und Verlust des C-terminalen Endes, das die
Myosin- und Titinbindenden Anteile des Proteins enthilt. Pathophysiologisch konnte in

diesem Fall eine Haploinsuffizienz zugrunde liegen.

4.4 Varianten mit unbekannter Pathogenitit

Bei den Varianten IVS17+11C>G und IVS9-36G>A ist der Krankheitsmechanismus
unklar. IVS17+11C>G liegt in einem Intron vor und beeinflusst keine Spleil3stellen. Bei
Variante IVS9-36G>A konnte es sich um eine SpleiBmutation handeln (siehe Kapitel 3.4.1,
3.4.2). Diese Varianten sind neu und wurden zum ersten Mal von Erdmann et al. (2003) als
seltene Varianten mit unbekannter Pathogenitét veroffentlicht. Sowohl IVS17+11C>G als

auch IVS9-36G>A wurde bei der Kontrollgruppe nicht gefunden.
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4.5 Polymorphismen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt sieben Polymorphismen identifiziert: S236G,
T262T, R326Q , IVS12-24C/T, IVS13+29G>A, 1VS 19+47G/A und IVS 21+38A/T (siehe
Kapitel 3.5.).

Nur die Varianten S236G und R326Q sind vorbeschreiben, die tibrigen Polymorphismen
wurden bis heute nur von Erdmann et al. (2003) veroffentlicht. In dieser Veroffentlichung

wurden die Teile dieser Dissertation verdffentlicht.

4.5.1 S236G

Mittels Sequenzierung konnte die Variante S236G als eine A— G Transition in
Nukleotidposition +4229 in Exon 6 identifiziert werden. Durch den Polymorphismus wird
Serin, eine neutrale Aminosdure gegen Glycin ausgetauscht, das ebenfalls neutral ist und
eine polare Seitenkette hat (siehe Kapitel 3.5.1).

Jaaskelainen et al. (2002) haben diese Variante in 22 von 111 Kontrollen identifiziert, und
sie fanden keine Cosegregation mit dem HCM-Phénotyp. Daher wird vermutet, dass es sich
bei dieser Variante um einen neutralen Polymorphimus handelt. Dieser Ansicht schlieen
sich auch Morner et al. (2003) an, die die Variante S236G als Polymorphismus einstufen,
der in 16 von 46 Personen gefunden wurde. Auch Van Driest et al. (2004) betrachten die
Variante S236G als nicht ursédchlich fiir HCM.

4.5.2 R326Q

Diese Variante wurde in Exon 12 identifiziert. Insgesamt 6 Patienten waren betroffen (siehe
Kapitel 3.5.3.). Die Variante wurde zuvor von unabhingigen Arbeitsgruppen gefunden
(Maron et al., 2001; Niimura et al. 2002; Morner et al., 2003; Richard et al., 2003;
Jaaskelaininen et al., 2002; Erdmann et al., 2003; Van Driest et al., 2004). Die Assoziation
mit HCM ist jedoch umstritten.

Da diese Variante eine hochkonservierte Aminosaure (s. Abb. 49) betrifft, die im MYBP-C
Motiv in der Nihe der Phosphorylierungsstellen vorkommt, vermuten einige Autoren einen
Zusammenhang mit HCM (Morner et al., 2003; Maron et al., 2001; Richard et al., 2003).
Zudem wurde in der Studie von Morner et al. (2003) diese Variante nicht bei Gesunden
gefunden.
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Diese Variante wurde von Jaaskelaininen et al. (2002) nicht eindeutig zugeordnet. In ihrer
Studie konnten sie diese Variante bei gesunden Probanden nachweisen, und gehen daher
von einem neutralen Polymorphismus aus. Unter Beriicksichtigung der Beobachtung, dafl
in der finnischen Bevolkerung viele Varianten (neutrale Polymorphismen oder
krankheitsverursachende Mutationen) einen Founder-Effekt reflektieren konnen, vermuten
die Autoren, dafl es sich bei der Variante R326Q tatsidchlich um eine Mutation mit
gemeinsamen Vorfahren handeln konnte, die einen leichten HCM-Phénotyp verursacht.

Niimura et al. (2002) haben diese Variante bei einem Patienten mit frithem Beginn der
hypertrophischen Kardiomypathie festgestellt. Allerdings wurde in dieser Studie diese
Variante auch bei einer gesunden Kotrollperson nachgewiesen. In dieser Publikation wurde
am Ende nicht deutlich, ob diese Variante als eine krankheitsverursachende Mutation oder

als ein seltener Polymorphismus eingestuft wird.

Oakley et al. (2004) vermuten, dass die sarkomeren Dysfunktionen, die mit dieser Mutation
assoziiert sind, wahrscheinlich minimal sind. Auch Van Driest et al. (2004) konnten die
Variante R326Q bei HCM-Patienten nachweisen, haben sie jedoch aufgrund der iibrigen
Datenlage auch als einen seltenen Polymorphismus eingestuft. Richard et al. (2003) haben
diese Variante eindeutig als eine Missense-Mutation eingestuft die HCM-verursacht.

Unserer Ansicht nach (Erdmann et al., 2003), handelt es sich bei der Variante R326Q um
einen seltenen Polymorphismus, da in unserer Studie diese Variante bei gesunden

Probanden nachgewiesen werden konnte.

4.5.3 Haufige Varianten

Die Varianten S236G, T262T, IVS12-24C/T, IVS13+29G>A fanden sich hiufig sowohl bei
Patienten als auch bei Kontrollen, daher gehen wir davon aus, dafl es sich bei diesen
Varianten um héufig vorkommende Polymorphismen handelt.

4.5.4 Seltene Varianten

Die Variante IVS19+47G/A wurde bei 5 Patienten und 2 von 46 gesunden Kontrollen

festgestellt. Die Variante IVS21+38A/T wurde bei den Index-Patienten 39, 45, 315, 928,
1325 und 1636 identifiziert. Die gleichen Patienten hatten die Variante R326Q in Exon 12.
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Da diese seltenen Varianten auch in gesunden Kontrollen vorkamen, sind wir der Ansicht,

daB es sich um seltene Varianten handelt, die nicht zu HCM fiihren.

4.5.5 Mutationen in demselben Gen verursachen HCM und DCM

55% der HCM-Fille treten familidar und 45% sporadisch auf. Mehr als 150 HCM-
verursachende Mutationen wurden in unterschiedlichen Genen gefunden (Tab. 1) (Bennett
et al., 1986). Mindestens elf von diesen Genen kodieren Proteinkomponenten des
Sarkomers. Bei molekulargenetischen Untersuchungen an HCM-Patienten wurden
ausschlielich Mutationen in Proteinen des Sarkomers entdeckt, welche als ursdchlich fiir
die HCM angesehen werden. Bei der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) wurden
Mutationen in zytoskeletalen Proteinen festgestellt (Chien et al., 2000 und Hoshijima et al.,
2002). Daher entstand das Konzept, dass Mutationen in Proteinen des Zytoskeletts immer
zu einer DCM und Mutationen in Sarkomerproteinen immer zu einer HCM fiihren. Es
wurden jedoch in den letzen Jahren sowohl klinische als auch experimentelle Daten
verOffentlicht, die dieses initiale Konzept infrage stellen. So wurde gezeigt, dass
Mutationen im selben Gen zu einer HCM oder zu einer DCM fiihren. Mutationen im 8-
MHC-Gen, Tropomyosin-Gen, Titin-Gen, Troponin T-Gen oder MYBP-C-Gen koénnen
entweder zu einer DCM oder zu einer HCM fiihren (Marian et al., 2001). Etwa 10% der
HCM-Fille entwickeln eine linksventrikulédre Dilatation dhnlich wie bei der DCM (Hayashi
et al., 2004).

4.6 Schlussfolgerung

Fiir eine genotypische Untersuchung der HCM- Patienten zur Feststellung der Mutationen
fiir eine deutsche beziehungsweise eine europidische Population sollte als erstes das
Mutations-Screening mit MYBP-C und MYH?7 erfolgen. Dadurch wird die Entdeckung von
80% von allen HCM-verursachenden Mutationen ermdglicht. Danach sollten TNNT2,
TPM1, MYL2, und TNNI3 zu einer genetischen Diagnose von 10-15 % von allen Fillen
fiihren. An der dritten Stelle konnen Gene wie MYL3, TTN, oder ACTC untersucht

werden. Diese Gene sind sehr selten fiir eine HCM verantwortlich (Erdmann et al., 2003).
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5. Zusammenfassung

Genetische Variabilititen im humanen kardialen myosinbindenden Protein C-Gen

und deren Bedeutung fiir die hypertrophe Kardiomyopathie

Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist eine primire kardiale Storung mit einer
heterogenen klinischen und morphologischen Expression (Ogimoto et al., 2004).

Eine Ursachennanalyse der HCM bei 62 Patienten und deren Familien aus mehreren
Lindern fiihrte zu folgenden Resultaten: Mutationen wurden iiberwiegend in den Genen
fiir MYH?7 und das kardiale Myosinbindenden Protein-C (MYBP-C) identifiziert (VoB3berg
et al., 2003). In der groBten Studie (Richard et al., 2003) wurden Mutationen in MYBP-C
Gen bei 42% der Patienten mit HCM beobachtet.

Zu Beginn dieser Dissertation (1999-2001) wurde angenomment, dass 15% der gesamten
Mutationen, die HCM/HOCM verursachen in MYBP-C-Gen vorkommen. Diese
Mutationen wurden mit einem spédten Beginn und benignem Verlauf beschrieben (Maron
et al, 2001). Die Rolle und Hifigkeit der Mutationen in MYBP-C-Gen wurde

damalsunterschétzt.

In unserer Studie wurden 80% der HCM verursachenden Mutationen im kardialen
myosinbindenden Protein C-Gen (MYBP-C) und MYH7 — Gen entdeckt (Erdmann et al.,
2003). Wir haben die groBte Zahl von Mutationen in MYBP-C-Gen (18.5%) gefunden mit
einem breiten Spektrum von Mutationstypen. Das niedrigste Alter zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung lag bei Patienten mit Mutationen, die Proteinabbruch verursachen bei
34+11. Diese Gruppe zeigte die hochste Rate an Myoektomie, TASH, und ICD (p<0.05)
(Erdmann et al., 2001,2003). Bei mehr als 60% der Patienten mit Mutationen ohne

Proteinabbruch wurden invasive Procedere durchgefiihrt.

Wir haben zum ersten Mal ein systematisches Mutationsscreening in einer grofen Kohorte
von nicht verwandten Patienten durchgefiihrt. Die bisherige Studien untersuchten die
Frequenz der Mutationen, die hauptsdchlich auf Familienstudien basiert waren (Erdmann et

al., 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde ein Mutations-Screening mittels PCR-
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SSCP-Analyse durchgefiihrt. Insgesamt wurden 106 nicht verwandte Patienten mit HCM
oder HOCM in Hinblick auf Mutationen im MYBP-C-Gen (Exon 6 bis 21) von 1999 bis
2001 untersucht.

Diese Patienten wurden zum groBen Teil im Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB)
behandelt. Das Patientenkollektiv bestand aus 106 nicht verwandten Patienten (68
minnlichen und 38 weiblichen Personen) im Alter von 12-82 Jahren. Das
Durchschnittsalter betrug 53,2 Jahre. Das Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lag bei
45,5 £14 Jahren. Neun von 106 Patienten sind tiirkischer, alle anderen Patienten deutscher
Abstammung. Die Patienten wurden zum Ausschluss anderer Hypertrophieursachen nach
international anerkannten Kriterien (Maron, McKenna et al., 2003), 24h-EKG,
Echokardiographie und Angiographie diagnostiziert. Patienten, bei denen bereits eine
Myektomie durchgefiihrt worden war, wurden unabhingig von echokardiographischen

Kriterien in die Studie eingeschlossen.

Die ermittelten Varianten wurden durch Sequenz-Analyse und anschlieBendem RFLP
identifiziert. Es wurden elf Mutationen definiert und die damit assoziierten Phinotypen

ermittelt. Die Familienmitglieder der Mutationstriger wurden so weit verfiigbar untersucht.

Die nachgewiesenen Mutationen lauten wie folgt: fiinf Aminoséduresubstitutionen (E258K,
R282W, G507R, G523W, C566R), zwei Spleissmutationen (IVS7+1G/A, IVS20-2A/G),
zwei Deletionen (DelC343, DelC390) sowie zwei Sequenzvarianten mit unbekannter

Pathogenitit (IVS9-36 G/A, IVS17+11C/G).

Es wurde festgestellt, dass die oben genannten Deletionen und Spleissmutationen
voraussichtlich gekiirzte MYBP-C-Molekiile verursachen.

Die Spleissmutation IVS7+1G/A wurde lediglich bei zwei Patienten festgestellt. Mit Hilfe
einer Haplotyp-Analyse gelang es, nachzuweisen, dass es sich bei der Spleissmutation
IVS7+1G/A um eine Founder-Mutation handelt. Die Spleissmutation IVS7+1G/A  ist die
erste Founder-Mutation in einer europdischen Population und wurde von unserer Studie
ermittelt (Erdmann et al., 2003).

Neben den fir die HCM verantwortlichen Mutationen wurden folgende sieben
Polymorphismen festgestellt: S236G, T262T, R326Q, IVS12-24C/T, IVS13+29G/A,
IVS19+47G/A, IVS21+38A/T. Diese Varianten wurden zusédtzlich beim gesunden

Kontroll-Kollektiv nachgewiesen.
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Lediglich die Varianten E258K, G507R, S236G und R326Q wurden bereits von anderen
Arbeitsgruppen dokumentiert. Sadmtliche bislang von unserer Arbeitsgruppe entdeckte

Varianten wurden von (Erdmann et al., 2001 und 2003) veroffentlicht.

In dem groBen Krankengut des DHZB, das ein Uberweisungskrankenhaus fiir Patienten mit
Kardiomypathien ist, waren Mutationen im Myosin-Bindungsprotein C die héaufigsten
krankheitsverursachenden Mutationen bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie.
Daher sollte bei der genetischen Diagnostik von Patienten mit hypertropher
Kardiomyopathie zuerst ein Screening im Myosinbindungsprotein C durchgefiihrt werden.
Zudem sollte die Founder-Mutation IVS7+1G/A, die {iiberdurchschnittlich hiufig

vorkommt, moglicherweise bevorzugt behandelt werden.
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6. Summary

Genetic variabilities in the human cardiac myosin binding protein C-gene and its

significance for hypertrophic cardiomyopathy

The hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a primary cardiac disorder with a
heterogeneous clinical and morphological expression (Ogimoto et al., 2004). A cause
analysis of the HCM in 62 patients and their families from several countries achieved the
following results: Mutations were predominantly identified in the genes of the MYH7 and
the cardiac myosin binding protein C (MYBP-C) (VoBberg et al., 2003). In the biggest
study of its kind mutations in the MYBP-C-gene were noticed in 42 % of the patients with
HCM (Richard et al., 2003).

At the beginning of this thesis (1999-2001) the scientists thought that 15 % of all
mutations, which cause the HCM/HOCM, occur in the MYBP-C-gene. These mutations
were described with a late beginning and benign process (Maron et al., 2001). But the role

and the frequency of the mutations in the MYBP-C-gene were underestimated.

In our study 80 % of the mutations, which cause HCM, were located in the MYBP-C-gene
and the MYH7-gene (Erdmann et al., 2003). The most mutations were found in the MYBP-
C-gene (18.5 %) with a broad spectrum of mutation types. At the time of diagnosis the age
of the patients with protein-truncation mutations was 34+11 years. This group had the
highest rate of myectomy, TASH and ICD (p < 0.05) (Erdmann et al., 2003). Invasive

procedures were made in over 60 % of the patients without protein truncating mutations.

In the context of this work a systematic mutation screening was made for the first time in a
large patient collective of unrelated patients. Previous studies analysed the frequency of the
mutations, which mainly based on family studies. The aim of this study was to determine

the mutation type and his frequency in a large unrelated patient collective.

The mutation screening was carried out by means of PCR-SSCP-analysis. Altogether 106
unrelated patients with HCM or HOCM were examined after mutations in MYBP-C-gene
(Exon 6 to 21) from 1999 to 2001. Most of these patients were treated in the German Heart

102



Centre in Berlin (DHZB). The patient collective consisted of 106 unrelated patients (68
male and 38 female patients) at the age of 12-82 years. The average age was 53.2 years.
The age at the time of diagnosis was 45.5+14 years. Nine of 106 patients were of Turkish
descent, all the other patients of German origin. To exclude other causes of hypertrophy the
patients were diagnosed under international rules (Maron, McKenna et al., 2003): 24 h-
ECG, echocardiography and angiography. Independent of echocardiography criteria

patients in whom a myectomy had already been made were also included in the study.

The variants found were identified by sequence analysis and following RFLP. Eleven
mutations were defined and the associated phenotypes found. If possible the family
member of the mutation carrier were also examined. The proved mutations are the
following five amino acid substitutions (E258K, R282W, G507R, G523W, C566R), two
splice mutations (IVS7+1G/A, IVS20-2A/G), two deletions (DelC343, DelC390) and two
sequence variants with unknown pathogenesis (IVS9-36G/A, IVS17+11C/G). It was
noticed that the deletions and splice mutations mentioned above most likely cause
shortened MYBP-C molecules. The splice mutation IVS7+1G/A was noticed only on two
patients. With the help of a haplotyp analysis we have managed to notice also that the
splice mutation IVS7+1G/A is a founder mutation. The splice mutation IVS7+1G/A is the
first founder mutation in a European population, which was found the first time in our study

(Erdmann et al., 2003).

In addition to mutations responsible for the HCM, the following seven polymorphisms
were found: S236G, T262T, R326Q, IVS12-24C/T, IVS13+29G/A, IVS19+47G/A,
IVS21+38A/T. These variants were also stated on the healthy control collective. Only the
variants E258K, G507R, S236G and R326Q were already reported by other working
groups. All the variants who were found so far were published by Erdmann et al. (2001 und
2003).

In the patient collective of the DHZB, which treats patients with cardiomyopathy, the
mutations in the myosin binding protein C were the most frequent cause of disease of
hypertrophy cardiomyopathy. Therefore at the genetic diagnostics of patients with
hypertrophy cardiomyopathy should at first a screening be carried out in the myosin binding
protein - C. Moreover because the founder mutation IVS7+1G/A is frequent above-average,

it should be perhaps treated preferentially.
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7. Abkiirzungen

A
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ACTC
ADRBK2
Ala
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AF

AP
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Arg
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Asp

Bp (Bp)
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cAMP
CAV3
cDNA

(CW)-Doppler

Cys
dATP
dCTP
ddNTPs
DCM
del
DHZB
DMSO
DNA
dNTP
dTTP

Adenin

Abbildung

Actin

B-adrenergic Rezeptor kinase 2
Alanin

fractional shorting;

atrial Fibrillation;

angina pectoris;
Ammoniumpersulfat
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Arginin
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Asparagin

Asparaginsdure

Basenpaare

Cytosin

cyclisches Adenosin-5’-Monophosphat
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copy DNA
Continuous-Wave-Doppler
Cystein
Desoxyadenosin-5’-Triphosphat
Desoxycytidin-5’-Triphosphat
Didesoxynukleosidtriphosphate
dilatative Kardiomyopathie
Deletion

Das Deutsche Herzzentrum Berlin
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure
Desoxynukleosidtriphosphate
Desoxythymidin-5 “Triphosphat
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EDTA
Fnlll
FS

GIn
Glu
Gly
HCM
His
HOCM
ICD
Igl

Ile

IVS

KCNQ4
LAEDD
LAMP2
LVEDD

LVEDP
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LVEF
Leu

Lys

Met
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MLCK
MLP
mRNA
MYBP-C
MYHG6
MHY7
MYL3
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fractional shortening (%)
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Glutamin

Glutaminsiure

Glycin

hypertrophe Kardiomyopathie

Histidin

hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie
implantierbarer kardioverter-Defibrillator
Immunglobulin Klasse-1

Isoleucin

“Intervening sequence” Intron
interventricular septum (Echokardiographie)
K voltage-gated channel

linksatrialer enddiastolischer Durchmesser
Lysosome - associated membrane protein
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left ventricular enddiastolic pressure

left ventricular enddiastolic volume index
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Methionin

B-Myosin Schwerkette

Myosin light chain Kinase 2

Muskel LIM Protein

messenger RNA, Boten RNA

Myosin -bindendes Protein C

a-Myosin — Schwerkette

B-Myosin — Schwerkette

Essentielle Myosin — Leichtkette
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nda

ng
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N-Terminus
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PCR
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PW
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RNA

RT
RT-PCR
SAM
SDS

Ser
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Tag
TASH
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TEMED
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TPM1

Tris

Regulatorische Myosin — Leichtkette
Anzahl
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Phenylalanin

AMP- Aktivierende Proteinkinase
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posterior wall
Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismus
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Reverse Transcriptase PCR
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Trp Tryptophan
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9. Anhang

9.1 Erklirung

,Ich, Jaleh, Maki Abadi, erkldre, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem
Thema: Mutationsanalyse im MYBP-C-Gen bei Patienten mit hypertropher
Kardiomyopathie, selbst verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und
Hilfsmittel benutzt, ohne die unzuldssige Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen keine

Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.
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9.2 Tabellarischer Uberblick iiber die Genotypen

Tab. 22: Die Genotypen-Analyse von allen HCM-Patienten fiir sdmtliche Polymorphismen

(11=Homozygot fiir WT, 12=Heterozygot fiir Variante, 22=Homozygot fiir Variante).

Nr. | DNA. | S236G | T262T IVS13+29G>A | IVS12-24C>T | R326Q IVS21+38A>T | IVS19+47G>A
1 3 12 12 12 11 11 11 11
2 4 12 12 12 11 11 11 11
3 6 11 11 11 11 11 11 11
4 7 12 12 12 11 11 11 11
5 8 11 11 11 11 11 11 11
6 9 11 11 11 11 11 11 11
7 10 11 11 11 11 11 11 11
8 11 11 11 11 12 11 11 11
9 13 11 11 11 12 11 11 11

10 14 11 11 11 12 11 11 11
11 15 11 11 11 11 11 11 11
12 18 11 11 11 12 11 11 11
13 20 11 11 11 12 11 11 11
14 22 12 12 12 12 11 11 11
15 25 11 11 11 12 11 11 11
16 27 12 11 12 11 11 11 11
17 28 11 11 11 11 11 11 11
18 29 22 22 22 11 11 11 11
19 33 12 11 12 11 11 11 11
20 34 12 12 12 11 11 11 11
21 35 11 11 11 12 11 11 11
22 37 11 11 11 12 11 11 11
23 39 11 11 11 12 12 12 11
24 40 11 11 11 12 11 11 11
25 42 11 11 11 12 11 11 11
26 43 11 11 11 12 11 11 11
27 45 11 11 11 12 12 12 11
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Nr. | DNA. | S236G | T262T | IVS13+29G>A | IVS12-24C>T R326Q IVS21+38A>T IVS19+47G>A
28 46 11 12 12 12 11 11 11
29 52 11 12 12 12 11 11 11
30 53 12 12 12 11 11 11 11
31 64 11 11 11 11 11 11 11
32 65 11 11 11 11 11 11 11
33 70 11 11 11 12 11 11 12
34 71 11 11 11 12 11 11 11
35 81 11 11 11 12 11 11 11
36 90 11 11 11 12 11 11 11
37 95 11 11 11 11 11 11 11
38 100 11 11 11 11 11 11 11
39 104 11 11 11 11 11 11 11
40 115 11 11 11 22 11 11 12
41 139 11 11 11 11 11 11 11
42 150 12 12 12 11 11 11 11
43 153 12 12 12 12 11 11 11
44 154 11 11 11 11 11 11 11
45 164 11 11 11 12 11 11 11
46 169 12 12 12 11 11 11 11
47 188 11 11 11 11 11 11 11
48 205 11 11 11 12 11 11 11
49 314 11 11 11 11 11 11 11
50 315 11 11 11 11 12 12 11
51 340 12 11 11 12 11 11 11
52 343 11 11 11 12 11 11 11
53 370 11 11 11 12 11 11 11
54 430 11 11 11 12 11 11 11
55 456 11 11 11 11 11 11 11
56 496 11 11 11 12 11 11 12
57 556 11 11 11 11 11 11 11
58 885 11 11 11 22 11 11 11
59 901 11 11 11 11 11 11 11
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Nr. | DNA. | S236G | T262T | IVS13+29G>A | IVS12-4C>T R326Q | IVS21+38A>T | IVS19+47G>A
60 928 11 11 11 11 12 12 11
61 945 12 12 12 11 11 11 11
62 954 11 11 11 11 11 11 11
63 955 11 11 11 22 11 11 11
64 966 11 11 11 11 11 11 11
65 973 12 11 11 11 11 11 11
66 1071 11 11 11 11 11 11 11
67 1093 11 11 11 22 11 11 12
68 1119 11 11 11 12 11 11 11
69 1141 11 11 11 12 11 11 11
70 1147 12 12 12 11 11 11 11
71 1148 11 11 11 12 11 11 11
72 1156 11 11 11 12 11 11 11
73 1159 11 11 11 11 11 11 11
74 1161 11 11 11 22 11 11 11
75 1206 11 11 11 11 11 11 11
76 1221 11 11 11 22 11 11 11
77 1222 12 12 12 11 11 11 11
78 1238 12 12 12 11 11 11 11
79 1256 12 12 12 11 11 11 11
80 1274 12 12 12 12 11 11 11
81 1305 11 11 11 11 11 11 11
82 1309 11 11 11 11 11 11 11
83 1313 12 12 12 12 11 11 11
84 1325 11 11 11 11 12 12 11
85 1326 11 11 11 12 11 11 11
86 1331 12 12 12 11 11 11 11
87 1332 11 11 11 11 11 11 11
88 1377 11 11 11 11 11 11 11
89 1385 11 11 11 12 11 11 11
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Nr. | DNA. | S236G | T262T | IVS13+29G>A IVS12-24C>T R326Q IVS21+38A>T IVS19+47G>A
90 1423 12 12 12 11 11 11 11
91 1427 11 11 11 22 11 11 12
92 1433 12 12 12 11 11 11 11
93 1502 11 11 11 22 11 11 11
94 1510 22 12 22 11 11 11 11
95 1516 11 11 11 12 11 11 11
96 1541 11 11 11 11 11 11 11
97 1553 11 11 11 11 11 11 11
98 1590 12 12 12 12 11 11 11
99 1594 11 11 11 11 11 11 11
100 | 1636 11 11 11 12 12 12 11
101 1643 12 12 12 11 11 11 11
102 | 1663 12 12 12 11 11 11 11
103 | 1670 12 12 12 11 11 11 11
104 | 1740 12 12 12 12 11 11 11
105 | 1791 12 12 12 12 11 11 11
106 | 1824 12 12 12 11 11 11 11
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