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1 Einleitung

Die Herzinsuffizienz ist ein komplexer pathophysiologischer Zustand, bei dem die
Zufuhr von Blut und Nahrstoffen inadaquat fir den Bedarf des Gewebes ist. Es
besteht ein Unvermdgen des Herzens, das vom Korper bendtigte Herzzeitvolumen
ohne Anstieg des enddiastolischen Fullungsdruckes zu fordern. Die wesentlichen
Ursachen der Herzinsuffizienz sind kardiovaskulare Erkrankungen wie koronare
Herzerkrankung,  Herzklappenerkrankungen, angeborene  Herzfehler  oder
Erkrankungen, die primar von der Herzmuskulatur ausgehen, die Kardiomyopathien.
Viele primare Kardiomyopathien sind monogene Erkrankungen, bei denen
Mutationen in einzelnen Genen zur Herzinsuffizienz fuhren (Ahmad et al. 2005;
Maron et al., 2006). Untersuchungen der genetischen Ursachen der Herzinsuffizienz
konnen dazu dienen, allgemeinere molekulare Mechanismen der myokardialen

Dysfunktion aufzuklaren.

Die fruheste klinische Manifestation einer genetischen Ursache fur Herzinsuffizienz
ist das ventrikulare Remodeling. Im Wesentlichen tritt dabei eine von zwei
verschiedenen Morphologien auf: eine linksventrikulare Hypertrophie oder die
linksventrikulare Dilatation (Abb. 1). Die klinische Diagnose kann entweder zur
Diagnose der hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) oder der dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) fuhren. Bei der HCM liegt eine vergroflerte linksventrikulare
(LV)-Wanddicke ohne LV-VergroRerung vor. Die systolische Funktion ist normal,
aber die diastolische Relaxation ist beim hypertrophen Remodeling vermindert. Bei
der DCM findet sich eine normale oder verminderte Wanddicke bei vergrof3erten LV-
Dimensionen. Eine verminderte systolische Funktion charakterisiert das dilatative
Remodeling. Beiden Erkrankungen, der HCM und DCM, kénnen eine Vielzahl
verschiedener Genmutationen zugrunde liegen. Dabei kommt den sarkomeren
Proteinen eine zentrale Rolle zu. Mutationen in Genen, die fur sarkomere Proteine
kodieren, kdonnen interessanterweise sowohl zur HCM als auch zur DCM flihren.
Obwohl die Progression zur Herzinsuffizienz bei beiden Typen des Remodelings
stattfindet, sind die Histopathologie, die Hamodynamik und die biophysikalischen
Konsequenzen der Mutationen bei HCM und DCM verschieden und es ist
anzunehmen, dass unterschiedliche molekulare Prozesse am Erkrankungsprozess

beteiligt sind (Kamisago et al., 2000).


http://de.wikipedia.org/wiki/Herz
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Abb. 1. Verschiedene Remodeling pathways fiihren zur Herzinsuffizienz (veréndert
nach Morita et al., 2005)

Ziele der in der Habilitationsschrift vorgelegten wissenschaftlichen Arbeiten waren:

a) Untersuchungen zur Rolle der sarkomeren Proteine flr die Myokardfunktion
und- entwicklung

b) Die Identifizierung von neuen Genloci flir Kardiomyopathien

c) Die Aufklarung von molekulargenetischen Ursachen der linksventrikularen
Noncompaction des Myokards (LVNC),

einer primaren, angeborenen
Kardiomyopathie



2 Sarkomere Proteine und genetisch bedingte Herzinsuffizienz —

Eigene Orginalarbeiten —

2.1 Die Rolle der sarkomeren Proteine fur die Myokardfunktion und -

entwicklung

Kraftentwicklung und deren Weiterleitung an die extrazellulare Matrix sind die
wesentlichen Aufgaben der Herzmuskelzelle. Ein Defizit in einem der Bestandteile
dieses Prozesses fuhrt zu kardialem Remodeling (Hypertrophie oder Dilatation) und
zur Herzinsuffizienz. Da diese Prozesse wesentlich flr die normale Herzfunktion
sind, ist es naheliegend, dass auch besonders viele Mutationen in Genen gefunden
wurden, die fur Proteine kodieren, die in die myokardiale Kraftentwicklung und deren

intrazellularer Weiterleitung involviert sind.

Troponin T

Cardiac B-myosin
heavy chain -7
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Abb. 2. Proteine, die an der Kraftentwicklung im Sarkomer beteiligt sind. Die
Muskelkontraktion entsteht, wenn Calcium an den Troponin-Komplex (Untereinheiten
I, C und T) und a-Tropomyosin bindet und die Hemmung der Myosin-Aktin Interaktion
durch Troponin | aufgehoben wird. Die ATPase des Myosins wird durch Actin aktiviert
und es resultiert in eine Konformationsénderung, bei der die Myosinkdpfe an den
Aktinfilamenten entlanggleiten (nach Kamisago et al., 2000, mit Genehmigung).

Ursache fur eine autosomal dominante hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) kdnnen
Mutationen in 11 Genen sein, die in erster Linie fur sarkomere Proteine kodieren
(Thierfelder et al., 1994; Richard et al., 2003; Ahmad et al., 2005): 3-Myosin heavy



chain (MYH7), Myosin essential light chain (MYL3), Myosin regulatory light chain
(MYL2), Cardiac Troponin T (TNNT2), Troponin | (TNNI3), Troponin C (TNNC1), a-
Tropomyosin (TPM1), a-Cardiac actin (ACTC), Cardiac Myosin binding protein C
(MYBPC3), Titin (TTN) und MLP (CSRP3, nicht-sarkomer) (s. Abb.2, Abb.5).

Die autosomal dominant vererbte dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist nach dem
heutigen Erkenntnisstand durch Mutationen in Uber 20 verschiedenen Genen und
chromosomalen Erkrankungsloci verursacht (Maron et al, 2006).
Krankheitsverursachende Gene kodieren unter anderem fir kontraktile,
zytoskelettale und Calcium-regulierende Proteine (Ahmad et al., 2005). Mutationen in
MYH?7 treten trotz der groRen genetischen Heterogenitat bei idiopathischer DCM am
haufigsten auf und gelten in 10% der Falle als krankheitsverursachend (Villard et al.,
2005).

Demnach liegen dem kardialen Remodeling bei HCM und DCM zu einem
wesentlichen Anteil Mutationen in einzelnen Genen, die fur sarkomere Proteine
kodieren, zugrunde. Nicht nur die genannten Mutationen, sondern auch
Isoformubergange sarkomerer Proteine, insbesondere die Reexpression des fetalen
Genprogrammes kénnen die funktionellen Eigenschaften des Myokards verandern.
Unsere Untersuchungen zur Troponin | Genexpression wahrend der Entwicklung des
menschlichen Herzens und bei terminaler Herzinsuffizienz gehdéren zu den ersten,
am menschlichen Herzen durchgefuhrten Studien zum Nachweis der bereits im

Tiermodell bekannten Isoformibergange.

2.1.1 Veradnderungen der Genexpression von Troponin | wéhrend der
Ontogenese und bei Herzinsuffizienz

Wahrend der Ontogenese erfolgen Veranderungen der Genexpression sarkomerer
Proteine (Abb3). Dabei ist das kardiale Wachstum durch das speziesspezifische
Auftreten von verschiedenen Isoformen myokardialer Proteine gekennzeichnet
(Boheler et al., 1991, Hailstones et al.,1992). Im hypertrophierten Myokard findet eine
geanderte Synthese von Proteinen statt, die in verschiedenen Mechanismen
bestehen (Izumo et al., 1988). Diese Untersuchungen waren jedoch hauptsachlich an

kleinen Saugetieren durchgefuhrt worden:

a) Generelle Aktivierung der myokardialen Genexpression



b) Verminderte oder vermehrte Expression von Isoformen

herzmuskelspezifischer kontraktiler Proteine

c) Expression von Isoformen kontraktiler Proteinen, die nicht

herzmuskelspezifisch sind
d) Aktivierung von einzelnen Genen, die fur nicht-kontraktile Proteine kodieren

Der Troponin-Komplex ist an der zellularen Antwort auf die Freisetzung von Calcium
im Myokard und damit an der Regulation von Muskelkontraktilitat und-relaxation
beteiligt. Das Vorkommen verschiedener Isoforme von Troponin und deren
Zusammensetzung im Sarkomer stehen im Zusammenhang mit adrenerger
Innervation und Muskelkontraktilitdt. Es sind drei verschiedene Troponin I-Isoforme
bekannt, die mit fast skeletal Troponin | (Tnlf), slow skeletal muscle Troponin | (Tnls)
und cardiac Troponin | (Tnlc) assoziiert sind. Tnlc besitzt im Gegensatz zu TnTs
einen Aminoterminus, der durch adrenerge Stimulierung phosphoryliert wird und auf
diese Weise ein direkter EinfluR auf die Geschwindigkeit der Relaxation des

Myokards ausgeubt wird.

Es wurde das Muster der Genexpression der Isoforme von Troponin | im
menschlichen Myokard wahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung bestimmt
und versucht, diese in Beziehung zu moglichen entwicklungsbedingten
physiologischen Veranderungen des Herzens zu setzen. Wir bestimmten den
genauen zeitlichen Ubergang von Tnls zu Tnlc im menschlichen Herzen durch eine
Kombination von Proteinuntersuchungen (Western blots) und RNA-Untersuchungen
(Northern blots).

Das Tnlc Isoform liegt auf Proteinebene in der Fetalzeit nur minimal vor und erst zum
Zeitpunkt der 38. Gestationswoche erfolgt eine signifikante Erhéhung, die sich in der
Neugeborenenperiode fortsetzt. Das Tnls Isoform dominiert wahrend wahrend der
gesamten fetalen Entwicklung, fallt nach der Geburt ab und ist mit 9 Monaten
postnatal mittels Western blot im Herzen nicht mehr nachweisbar. Auf mMRNA-Ebene
liegen mittels Northern blot sowohl Tnlc als auch Tnls schon in der frihen fetalen
Entwicklungsphase vor. Mit 9 Monaten postnatal ist, wie schon das
korrespondierende Protein, die mRNA fir Tnls nicht mehr nachweisbar. Die mRNA
fur Tnlc zeigt einen sehr langsamen, graduellen Anstieg in der Fetalzeit und einen

deutlichen Anstieg nach der Geburt. Die Protein-Isoforme und die



korrespondierenden mRNAs folgen demselben Schema, was durch eine Regulation
der Isoforme auf Transkriptionsebene zu erklaren ist. Der Ubergang der Isoforme von
Tnls zu Tnlc, der um den Zeitpunkt der Geburt noch nicht abgeschlossen ist, kann
ursachlich im Zusammenhang mit einer beschriebenen verminderten

Ansprechbarkeit des neonatalen Myokards auf beta-adrenerge Stimulierung stehen.

Da im Tiermodell bestimmte Gene, die wahrend der fetalen Entwicklung exprimiert
sind, bei experimenteller Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz reexprimiert
werden, testeten wir, ob bei Troponin | Veranderungen stattfinden. Wir untersuchten
links- und rechtsventrikulare Myokardproben von Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz aufgrund von primarer pulmonaler Hypertonie, dilatativer
Kardiomyopathie oder koronarer Herzerkrankung. In keiner dieser Gewebeproben
war Tnls mRNA nachweisbar. Dies bedeutet, dass Veranderungen in der Troponin |-
Genexpression nicht zur verminderten myokardialen  Kontraktilitat bei

herzinsuffizienten Patienten, auch bei Kardiomyopathien, beitragen.

Diese Untersuchungen gehorten zu den ersten, am menschlichen Herzen
durchgefuihrten Studien zum Nachweis der bereits im Tiermodell bekannten
ontogenetischen Isoformibergange (Sasse et al., 1993). AulRerdem lieferten die
Daten erste Hinweise, dass im menschlichen insuffizienten Herzen der Ubergang zu
dem fetalen Isoform eines sarkomeren Proteins bei der Entwicklung der
Herzinsuffizienz kein generell glltiger Mechanismus ist. Dies wurde im weiteren flr
andere Bestandteile des dinnen Filaments bestatigt: a-cardiac und a-skeletal actin,

a-tropomyosin, troponin C und troponin T.
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Abb. 3. Darstellung der Verdnderungen der Zusammensetzung der Isoforme von
Actin, Tropomyosin und Troponin wéahrend der Entwicklung vom Fetus zum
Erwachsenen im menschlichen Myokard (veréndert nach Marston et al. 2003)

Das Muster der Isoformexpression der genannten sarkomeren Proteine des dinnen
Filaments wird bei Ischamie oder DCM im menschlichen Herzen nicht verandert
(Marston et al, 2003). Im menschlichen Herzen beschranken sich die
Isoformibergange sarkomerer Proteine bei Hypertrophie demnach auf das dicke
Filament, insbesondere auf die Myosinleichtketten (Morano JMM, 1999). Bei
Myokardhypertrophie und Herzinsuffizienz tragen die Troponine nicht Uber die

Reexpression fetaler Isoforme zu Anderungen in der myokardialen Funktion bei.
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2.2 Neue chromosomale Loci fur Kardiomyopathien

Nach der neuesten Kilassifikation der Kardiomyopathien der American Heart
Association (Maron et al., 2006) wurden die Kardiomyopathien anhand der
Erkenntnisse, die aus der Molekulargenetik gewonnen wurden, neu eingeteilt. So
bestehen Kardiomyopathien aus einer heterogenen Gruppe von Erkrankungen des
Myokards, die mit mechanischer und/oder elektrischer Dysfunktion assoziiert sind, in
den meisten Fallen auch mit ventrikularer Hypertrophie oder Dilatation. Die Ursachen
sind vielfaltig, jedoch liegt haufig eine genetische Ursache vor. Es werden nach der
hauptsachlichen Organbeteiligung zwei wesentliche Gruppen unterschieden: Als
primare Kardiomyopathien gelten jene, bei denen vorwiegend der Herzmuskel
betroffen ist. Die sekundaren Kardiomyopathien weisen eine Beteiligung des
Myokards als Teil einer generalisierten Erkrankung auf. Die primaren
Kardiomyopathien werden nach ihrer Atiologie in ,genetische, gemischte und

erworbene Kardiomyopathien® eingeteilt (Abb. 4).

Priméare Kardiomyopathien

Genetisch Gemischt* Erworben
™ HCM DCM ~ Inflammatorisch
(Myokarditis)
I~ ARVC Restriktiv I~ Stress-induziert “Tako-

(nicht-hypertrophiert

und nicht-dilatiert) Tsubo”
L LNVC L .
Peripartum
L PRKAG2 Glykogen- | Tachykardie-induziert
ich
Danon speicherung
— Uberleitungsdefekte L Kinder insulin-abhéngiger

diabetischer Miitter

| Mitochondriale
Myopathien

lonenkanalerkrankungen

LQTS Brugada CVPT SQTS

Abb. 4. Primdre Kardiomyopathien, bei denen der klinisch relevante
Erkrankungsprozess vorwiegend das Myokard betrifft. Die Einteilung erfolgt anhand
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der Atiologie, genetisch oder nicht-genetisch. *gemischt: Vorwiegend nicht-genetisch;
familidres Auftreten der Erkrankung wird beobachtet (verédndert nach Maron et al.,
2006).

Eine Vielzahl von Genen ist an der Entstehung von Kardiomyopathien beteiligt
(Towbin et al., 2002; Ahmad et al., 2005). Krankheitsgene, die zu DCM fuhren, sind
unter anderem die Gene flr zytoskelettale Proteine wie Dystrophin, Desmin und 3-

und &-Sarcoglycan.

Mutationen in einem Teil der Gene, die fur sarkomere Proteine kodieren, konnen
sowohl zur DCM als auch zur HCM flihren: 3-Myosin heavy chain, cardiac Troponin

T, a-Tropomyosin, a-Cardiac actin und Titin.

Dagegen sind Mutationen in den folgenden Genen, die fur sarkomere Proteine
kodieren, nur fir HCM beschrieben worden: Myosin essential light chain, Myosin

regulatory light chain, Troponin I, Troponin C und Cardiac Myosin binding protein C.

Als erstes Krankheitsgen fur autosomal dominante linksventrikulare Noncompaction
des Myokards (LVNC) wurde a-dystrobrevin, ein weiteres zytoskelettales Protein
beschrieben (Ichida et al., 2001).

> Titin D,/(

Troponin C

Inner nuclear
membrane

Outer nuclear-~ .
membrane

Abb. 5. Proteine und Zellkomponenten, die an der Entstehung von Kardiomyopathien
beteiligt sind. Towbin et al., Nature (2002) mit Genehmigung.
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Im Folgenden werden zwei Arbeiten zur Identifizierung von neuen Genloci fur LVNC
und DCM vorgestellt. Die molelekulargenetischen Ursachen der LVNC waren bis vor
kurzem noch weitgehend unklar und die Untersuchungen zur LVNC sind in Kapitel
3.3 noch detaillierter dargestellt. Wir untersuchten eine Familie mit autosomal
dominant vererbter isolierter LVNC. In einer grolen Familie mit autosomal
dominanter DCM sollte aullerdem das genetische Krankheitsintervall und ein neues
DCM-Gen identifiziert werden. Trotz der Vielzahl der identifizierten Krankheitsgene
fur die DCM, gibt es bisher kein haufiges Krankheitsgen und die genetische Ursache
wird in der Mehrzahl der Falle nicht gefunden (Villard et al., 2005). Die
Kopplungsanalyse in einem gro3en Stammbaum dient der Identifizierung von
Krankheitsgenen. Die molekularen Mechanismen der myokardialen Dysfunktion bei
Patienten mit Kardiomyopathie koénnen anhand der Identifikation dieser

Krankheitsgene aufgedeckt werden.

2.2.1 Techniken zur Genidentifikation bei monogenen Erkrankungen

Die Ursache monogener Erkrankungen ist eine einzelne genetische Veranderung, im
Gegensatz zu polygen oder multifaktoriell bedingten Erkrankungen. Monogene
Erkrankungen folgen den Mendelschen Gesetzen und haben einen dominanten oder
rezessiven Erbgang und sind autosomal oder geschlechtschromosomal gebunden.
Bei genetisch bedingten Erkrankungen konnen unterschiedliche molekulare Defekt
vorliegen. Es kommen chromosomale Abberationen, Deletionen, Insertionen und
Duplikationen einzelner Exons und Punktmutationen vor. Die Punktmutationen
konnen in kodierenden Exons liegen und zu Aminosauresubstitutionen oder
Leserahmenverschiebungen (frame shifts) fiUhren oder sich in nicht-kodierenden
Bereichen befinden und das Spleil3en oder die Regulation der Expression von Genen

beeinflussen (Schénberger et al., 2005).

2.2.1.1 Genetische Kartierung - Kopplungsanalyse

Fir die Ermittlung der genetischen Ursache monogener Erkrankungen bei Familien
wird die Kopplungsanalyse verwendet. Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche
Kopplungsanalyse ist eine Familie mit einem grolen Stammbaum Uber mehrere
Generationen. Bei der Kopplungsanalyse bedient man sich der Tatsache, dass
(Krankheits-)Gene und STR-Polymorphismen (Short Tandem Repeats) gemeinsam
vererbt werden, wenn sie auf einem Chromosomenabschnitt dicht beieinander liegen.

Ist die Erkrankung in einer Familie nicht mit einem bekannten Genort gekoppelt, wird
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eine genomweite Kopplungsanalyse durchgeflhrt. Konnte ein STR-Polymorphismus
identifiziert worden, bei dem ein Allel in der Familie mit der Erkrankung kosegregiert,
kann durch Feinkartierung der krankheitsassoziierte Bereich, mit den darin
enthaltenen Genen, eingeengt werden. Genetische Grundlage fur die Kartierung sind
homologe Rekombinationen. Wahrend der Meiose kénnen homologe Chromosomen
bestimmte Abschnitte austauschen (Crossing-over). Diese Rekombinationsereignisse
fuhren zum Austausch von Allelen, was in einem veranderten Haplotyp der
Individuen sichtbar wird. Je enger Gen und STR-Polymorphismus beieinander liegen,
desto seltener werden diese durch Rekombinationsereignisse getrennt.
Rekombinationen von STR-Polymorphismen bei Familienmitgliedern kennzeichnen
die Grenzen des krankheitsassoziierten Bereiches in dieser Familie, da die STR-
Polymorphismen weiter entfernt vom Krankheitsgen liegen und nicht mit ihm im

Zusammenhang stehen.

2.2.1.2 Mutationsanalyse von Kandidatengenen

Im durch Kopplungsanalyse definierten Krankheitsintervall werden alle darin
enthaltenen  Kandidatengene einer  Mutationsanalyse  unterzogen. Eine
Kandidatengenanalyse kann auch fir Gene durchgeflhrt werden, die aufgrund ihrer
biologischen Funktion flir eine bestimmte Erkrankung als krankheitsverursachend
angenommen werden konnen. Fur alle Kardiomyopathien sind bereits verschiedene
Gene bekannt, bei denen molekulare Defekte krankheitsverursachend sind. Die
Fragestellung der Haufigkeitsverteilung von Mutationen in diesen Kandidatengenen
kann durch Mutationsanalyse in einem Patientenkollektiv untersucht werden. Dabei
kann es sich zeigen, dass in bestimmten Genen sehr oft oder nur selten die Ursache
zu finden ist. Diese Erkenntnisse sind fur mdgliche genetische Screenings bei
Patienten von Bedeutung. Um die Mutation in Kandidatengenen oder im
krankheitsassoziierten Lokus zu finden, wird in den meisten Fallen eine direkte
Sequenzierung der Exons von ausgewahlten Genen durchgefuhrt. Eine andere
Moglichkeit um Sequenzunterschiede zu detektieren ist die Methode der DHPLC
(Denaturating High Performence Liquid Chromatography, Oefner et al., 1995). Dabei
werden eine lonenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie und das unterschiedliche
Schmelzverhalten von homomeren und heteromeren PCR-Produkten kombiniert, um

DNA-Fragmente mit Sequenzabweichungen zu erkennen.
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Die Verwendung bioinformatischer Methoden ist ein wichtiger Bestandteil der
Vorhersage von moglichen Kandidatengenen. Die Weiterentwicklung von
bioinformatischen Methoden erlaubt eine immer starkere in silico-Interpretation durch

die Auswertung der bisher gesammelten Datenmengen.

2.2.2 Ein neuer Genlokus fir autosomal dominant vererbte linksventrikuléare
Noncompaction des Myokards (LVNC) auf Chromosom 11p15

2.2.2.1 Klinische Charakterisierung der Familie LVNC-105

Die klinischen Untersuchungen im Vorfeld der genetischen Analyse von Blutpoben
individueller Mitglieder der Familie LVNC-105 wurden durch die kooperierende
kardiologische Abteilung des Universitatsspitals Zurich durchgefuhrt. Die Diagnose
LVNC wurde anhand der Kriterien von Jenni et al., 2001, gestellt. Die Familie LVNC-
105, bestehend aus 33 Personen (14 mannlich, 19 weiblich), ist schon 2003 von uns
beschrieben worden und wurde vor der genetischen Kopplungsanalyse erneut
evaluiert (Sasse-Klaassen et al., 2003). In neun Fallen wurde eine LVNC
diagnostiziert. Dreimal wurde der Phanotyp als partiell penetrant eingestuft (l1l-7, IlI-

12 und IV-12) und die Ubrigen 21 Familienmitglieder waren nicht betroffen (Abb.6).
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Abb. 6. Stammbaum der Familie LVNC-105, wie er fiir die Kopplungsanalysen
verwendet wurde, mit Chromosom 11p15 Haplotypen: Betroffene (schwarz gefiillt),
Unbetroffene (weild gefiillt), Patienten mit partiell penetrantem Phé&notyp (schraffiert
gefiillt), unbekannter klinischer Status (grau gefiillt), Viereck (ménnlich), Kreis
(weiblich), durchgestrichen (verstorben). Die rémischen Zahlen bezeichnen die
Generation, die arabischen Zahlen sind den einzelnen Personen dieser Generation
zugeordnet. Die Zahlenanordnungen stellen zehn verschiedene
Mikrosatellitenmarker dar, welche von Telomer (oben) zu Zentromer (unten)
angeordnet sind. Die Krankheits-Haplotypen sind eingerahmt.

2.2.2.2 Nachweis von Kopplung der LVNC an Chromosom 11p15

Ziel der genetischen Analyse war es zunachst, einen Krankheitslokus fur die im
Vorfeld beschriebene Familie LVNC-105 zu detektieren. Zur genetischen Analyse
stand die genomische DNA von 27 Familienmitgliedern zur Verfugung. Es wurde eine
genomweite Analyse mit 447 hoch-polymorphen Mikrosatellitenmarkern mit einem
durchschnittlichen Abstand von 10 cM nach der Marshfield-Genkarte durchgefihrt.
Fur die Berechnungen wurden ein autosomal dominanter Vererbungsmodus sowie
eine Krankheitspenetranz von 0.75-0.90 bei Betroffenen (0.5 bei partiell penetrantem

Phanotyp) angenommen.
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Signifikant positive Zwei-Punkt-LOD-Werte (LOD: logarithm of odds) zeigten sich nur
fur Marker des Chromosomabschnitts 11p15. Der Multipunkt-LOD-Wert hatte den
hochsten Wert (Z=5.15) beim Marker D11S902. Wiederholte Analysen mit
unterschiedlicher Penetranz waren ohne wesentlichen Einfluss auf das oben
genannte Ergebnis. Als Genlokus konnte ein Intervall von 6.4 centiMorgan (cM)
eingegrenzt werden, welches einer physikalischen GroRe von 6.8 Megabasen (Mb)
entspricht. Das distale Ende wird dabei durch eine Rekombination von D11S1794 bei
Person |IV-6 definiert. Das proximale Ende wird durch Rekombinationsereignisse bei
dem Marker D11S928 bei Person 1V-3 und 1V-8 begrenzt (Abb.6.; Sasse-Klaassen et
al., 2004).

Haplotypen-Analysen zweier anderer Familien mit autosomal-dominant vererbter
LVNC (LVNC-101 und LVNC-104; Sasse-Klaassen et al., 2003) zeigten keine
Kopplung an den hier detektierten Lokus 11p15. Dies unterstreicht, dass die

autosomal dominant vererbten Formen der LVNC genetisch heterogen sind.

2.2.2.3 Charakterisierung des kritischen genomischen Bereichs auf
Chromosom 11p15 und Kandidatengenanalyse

In dem detektierten Lokus fur LVNC von 6.8 Mb GroRRe finden sich 51 bzw. 68 Gen-
Annotierungen (nach Datenbanken: Ensembl human genome browser bzw. NCBI
human genome assembly). Die Funktion der meisten Gene in diesem Abschnitt ist
bekannt. Derzeit liegen fur fast alle chromosomalen Bereiche zuverlassige
Sequenzdaten vor. Somit kdnnen relativ groRe Bereiche von 6 Mb sehr genau auf
krankheitsverursachende Mutationen untersucht werden. Weiterhin bieten die zur
Verfugung stehenden Mutationsanalyseverfahren einen hohen Grad an Sensitivitat

und Spezifitat, unbekannte Mutationen zu detektieren.

Fir LVNC auf 11p15 kam insbesondere MLP/CSRP3 als Kandidatengen in Frage.
MLP gehdrt zu einer Gruppe von Genen, deren Proteinprodukten — sog. LIM-
Domanen Proteine —wichtige regulatorische Funktionen bei der Genregulation,
Zellwachstum und somatischer Differenzierung zugesprochen werden (Arber et al.,
1997). Mutationen im MLP koénnen zu DCM und HCM fuhren (Geier et al., 2003;
Kndll et al., 2003).

Durch weitere Feinkartierung konnte das Krankheitsgeninterval auf eine genetische

Grolde von 4,9 cM, entsprechend einer physikalischen GrolRe von 3,2 Mb, eingeengt
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werden. Zum Zeitpunkt der Kopplungsanalyse beinhaltete der Lokus 40 Gene. Der
neue LVNC-Krankheitsgenlokus auf Chromosom 11p15 wurde charakterisiert und
insgesamt 32 Gene auf eine Punktmutation in der kodierenden Sequenz untersucht.
Zwei besonders interessante Kandidatengene (CSRP3 und PIK3C2A) wurden im
Detail analysiert (Sequenzierung des Promotorbereichs, Southern Blot Analyse,
Long-range PCR, Sequenzierung des gesamten genomischen Bereichs von
CSRP3). Eine krankheitsverursachende Mutation oder groRere genomische
Abberation  konnte  nicht aufgedeckt  werden. Die  semi-quantitative
Expressionsanalyse zeigte RT-PCR-Produkte im Herzmuskelgewebe bei 22 der 40
Gene des Krankheitsgenlokus. CSRP3 ist das einzige Gen des Krankheitsgenlokus,
das nur im Herz- und Skelettmuskel und keinem weiteren Gewebetyp exprimiert wird
und als Krankheitsgen durch die vorherigen Untersuchungen schon ausgeschlossen
worden war. SchlieRlich sind noch bioinformatische Methoden zur Identifizierung von
Krankheitsgenen zum Einsatz gekommen, die die durch in vitro-Daten erfolgte
Priorisierung der Gene bestatigte, jedoch keinen neuen Anhalt fir ein bestimmtes

Krankheitsgen erbrachten.
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2.2.3 Ein neuer Genlokus fur dilatative Kardiomyopathie, diffuse myokardiale
Fibrose und pldtzlichem Herztod auf Chromosom 10925

Uber 20-35 % der Falle von idiopathischer DCM sind familiar. Dabei wird eine
inkomplette und altersabhangge Penetranz der Erkrankung beobachtet (Maron,
2006). Der hauptsachliche Vererbungsmodus ist autosomal dominant (90%), es
werden aber auch X-chromosomale, autosomal rezessive und mitochondriale
Vererbung beobachtet. Uber 20 genetische Loci und Gene sind fiir DCM beschrieben
worden (Ahmad et al. 2005).
Die DCM-Krankheitsgene kdonnen nach der biologischen Funktion der Proteine, fur
die sie kodieren, in verschiedene Gruppen eingeteilt werden:
e Zytoskelettale Proteine
- Dystrophin (X-chromosomal)
- &-Sarcoglycan
- Desmin
- Metavinculin
e Sarcomere Proteine
- R-Myosin heavy chain
- Troponin T
- a-Tropomyosin
- a Cardiac actin
- Titin
e Z -Banden Proteinen
- MLP / Muscle LIM protein
- ZASP/ LIM domain binding protein 3
e Andere oder unbekannte Funktionen
Lamin A/C
Phospholamban

- Eyes absent 4
- SCN5A
- Taffazin (X-chromosomal)

- Desmoplakin (autosomal-rezessiv)
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Obwohl viele verschiedene Gendefekte identifiziert wurden, sind sie vermutlich
insgesamt nur fir einen kleinen Teil der Erkrankungsfalle verantwortlich. Die meisten
Gene wurden nur in einzelnen Familien mit DCM beschrieben. Studien zur Haufigkeit
aller verschiedenen Krankheitsgene in grol3en Patientenkollektiven sind noch nicht
durchgefuhrt worden. Bisherige Untersuchungen legen jedoch nahe, dass die
Mehrzahl der verantwortlichen DCM Krankheitsgene bisher noch nicht identifiziert
wurde. Wir untersuchten zwei Familien, in denen wir eine Kopplung an alle
bekannten Genorte ausschlieBen konnten und fuhrten jeweils eine genomweite

Kopplungsanalyse durch.

Es wurden 66 Familienmitglieder klinisch untersucht und echokardiographisch die
Diagnose der DCM gestellt. Patienten, die alter als 20 Jahre waren und keine
Auffalligkeiten im Oberflachen-EKG, in der Echokardiographie, keine Anamnese von
Herzinsuffizienz oder betroffene Kinder hatten, wurden als unbetroffen eingestuft. Die
genomweite Kopplungsanalyse wurde mit 445 STR-Markern durchgefuhrt (Abb.7).
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Abb. 7 Genomweite Zwei-Punkt-LOD-Wert-Analyse mit STR-Markern bei der Familie
DCM-100. Blau=mindestens eine Rekombination; rot=keine Rekombination

Durch die genomweite Kopplungsanalyse wurde ein neuer Genlokus auf Chromosom
10925.3-g26.13 identifiziert. Die Zwei-Punkt LOD Scores lagen unabhangig
voneinander in jeder der beiden Familien Uber 3.0. Die Haplotypanalyse beider
Familien ergab ein kritisches Krankheitsintervall von 14.0 cM zwischen den Markern
D10S1237 wund D10S1723. Dieses genetische Intervall entspricht einem
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physikalischen Abstand von 9.5 Mb. Die Multipunkt-Analyse bestatigte dieses
Intervall und zeigte einen maximalen LOD-Wert von 8.2. Dies entspricht einer
Wahrscheinlichkeit von 100 Millionen:1, dass der Gendefekt fur die DCM in dieser

Familie in diesem Intervall liegt (Ellinor et al., 2006).

Auch in dieser Familie konnte durch weitere Feinkartierung das genetische Intervall
weiter eingeengt werden. Es resultierte ein Intervall von 6.2 Mb und 10.8 cM. In
diesem Intervall befanden sich 44 Gene, von denen fur 27 Gene die Funktion
bekannt war. 15 Gene galten als wahrscheinlich nicht krankheitsverursachend, da sie
anhand von Northern blots oder RT-PCR nicht kardial exprimiert waren (13 Gene)
oder es sich um Pseudogene handelte (2 Gene). 29 Gene waren im Herzen
exprimiert, wobei es sich bei 21 Genen um bekannte Gene, bei 8 Genen um

vorhergesagte Gene handelte. Die besten Kandidatengene waren:

e GRKS5: Phosporylierung und Aktivierung von verschiedenen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren

e RGS10: Aktivierung der GTPase-Aktivitat von G-Proteinen

e BAGS3: Inhibiert die Chaperon-Aktivitat von HSP70

e PLEKHAT:bindet an Syntrophin, einem zytoskelettalen Protein (Abb.5)

Auf genomischer Ebene konnte in den 29 im Herzen exprimierten Genen keine
Mutation nachgewiesen werden. Da von einem herztransplantierten Patienten der
Familie DCM-100 Herzgewebe verfugbar war, konnten wir einige Gene auf cDNA-
Ebene sequenzieren. Auch die Mutationsanalyse der Transkripte von GRKS, RGS10,
BAG3 und PLEKHA1 ergab keine Mutation.
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2.3 Linksventrikulare Noncompaction des Myokards (LVNC)

2.3.1 Klinisches Bild der LVNC

Die linksventrikulare Noncompaction des Myokards (LVNC) wurde erstmals definiert
durch Chin et al. (1990) und ist eine selten vorkommende, kongenitale
Kardiomyopathie. In der WHO Kiassifikation von 1996 wurde sie einer heterogenen
Gruppe nicht-klassifizierter Kardiomyopathien zugeordnet (Richardson et al., 1996).
In der neuesten Klassifikationen der American Heart Association (AHA) handelt es
sich um eine eigenstandige Kardiomyopathie (Maron et al., 2006). Nach der neuen
Definition der Kardiomyopathien der European Society of Cardiology (ESC) bleibt die
LVNC weiterhin unklassifissifiziert (Elliott et al., 2008).

Charakteristisch sind zahlreiche prominente Trabekel neben tiefen, intertrabekularen
Recessus innerhalb hypertrophierter und gleichzeitig hypokinetischer Segmente des
linken Ventrikels (Jenni et al. 1999; Oechslin et al., 2000). Definitionsgemal gibt es
die isolierte LVNC, die ohne eine weitere strukturelle Herzerkrankung auftritt (Chin et
al., 1990). Die LVNC in Kombination mit angeborenen Herzfehlern wird als
nichtisolierte LVNC bezeichnet (Ichida et al., 2001).

Abb. 8. Linker Ventrikel mit LVNC; prominente Trabekel (schwarzer Pfeil),
intertrabekulédre Recessus (weil3er Pfeil).
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Als Ursache der LVNC wird ein Stillstand der Myokardentwicklung wahrend der
Embryogenese mit dem Resultat einer fehlenden Kompaktierung des initial locker
angelegten, myokardialen Gewebes vermutet (Chin et al., 1990; Sedmera et al.,
2000). Histologisch zeigen sich neben der typischen, oben beschriebenen
Myokardstruktur auch Areale mit ischamischen Lasionen und interstitieller Fibrose
(Jenni et al., 2001). Alle Trabekel und Recessus sind kontinuierlich mit Endokard
ausgekleidet (Abb. 8). Jenni et al. schlugen 2001 fur die isolierte LVNC vier Kriterien
vor, um mittels echokardiographischer Diagnostik die Morphologie eindeutig zu

definieren:

a) Zweischichtige Struktur des Myokards; bestehend aus einer dinnen,
kompakten, epikardial gelegenen und einer dicken, nicht-kompakten
endokardial gelegenen mit ausgepragtem trabekularem Geflecht und tiefen
endomyokardialen Spalten. Ein endsystolisch gemessenes Verhaltnis

zwischen nicht-kompakter und kompakter Schicht von >2 ist diagnostisch.

b) Neben der charakteristischen Trabekularisierung lassen sich keine weiteren

strukturellen kardialen Anomalien nachweisen.

c) Die pradominante Lokalisation des nicht-kompaktierten Myokards befindet

sich midventrikular (lateral > inferior) und apikal.

d) Nachweis von BlutfluR in die tiefen intertrabekularen Recessus durch
Farbdoppler-Echokardiographie (Abb.9).
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Abb. 9. Echokardiographie von Patienten mit LVNC; Links: Apikaler Vierkammerblick;
Farbdopplerbild zeigt tiefe Recessus, die mit Blut aus dem linksventrikularen Cavum
gefiillt werden in Enddiastole. Rechts: Parasternale kurze Achse mit zweischichtigem
Myokard in Enddiastole.

Die LVNC wird sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen diagnostiziert.
Insgesamt wird die Krankheit als selten angesehen. Fur die Altersgruppe von 0 bis
10 Jahren wurde die jahrliche Inzidenz unklassifizierter Kardiomyopathien mit
0,17:100.000 (ca. 1:600.000) bestimmt. Daraus konnte rechnerisch auf eine Inzidenz
der LVNC von schatzungsweise 0,12:100.000 (ca. 1:800.000) (Nugent et al., 2003)
geschlossen werden. In einem Kollektiv von konsekutiv durchgefuhrten
Echokardiographien in einem tertiaren Referenzzentrum war die Pravalenz von
isolierter LVNC bei Erwachsenen 0.014% (Oechslin et al. (2000). In einem
padiatrischen Kollektiv konnte die Pravalenz von isolierter und nicht-isolierter LVNC
bei konsekutiv durchgeflhrten Echokardiographien mit 1,26% bestimmt werden (Lilje
at al., 2006). Klinisch imponiert bei Patienten mit LVNC eine Herzinsuffizienz
variabler Auspragung. Als Komplikationen treten frihes Herzversagen, ventrikulare
Arrhythmien und systemische Embolien auf (Oechslin et al., 2000). Die
symptomatische Therapie besteht aus Herzinsuffizienztherapie, Antikoagulation und
antiarrhythmischer Therapie. Bei schweren ventrikularen Arrhythmien ist die
Implantation eines intrakardialen Defibrillators indiziert. Die Prognose hangt
desweiteren wesentlich von der Progression der Herzinsuffizienz ab. Als Ultima ratio

bleibt eine Herztransplantation die einzige Therapieoption.
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2.3.2 Die LVNC als autosomal dominante Erkrankung

Chin et al beschrieben 1990 erstmals mehrere Falle von isolierter LVNC bei Kindern
und Jugendlichen, unter denen sich familiare Falle befanden. Ein familidres Auftreten
der Erkrankung wurde auch von Ritter M et al. (1997) bei Erwachsenen beobachtet.
In einer Familie konnten Falle von isolierter LVNC bei mannlichen Sauglingen auf
eine Punktmutation im X-chromosomal vererbten G4.5 Gen zuruckgefuhrt werden
(Xq28; OMIM, #300183; Bleyl et al., 1997). Das G4.5 Gen kodiert das Protein
Tafazzin, eine Phospholipid-Acyltransferase, das Auswirkungen auf die Anordnung
und Stabilitdt der Komplexe der Atmungskette in der Mitochondrienmembran hat
(Brandner et al., 2005). Mutationen im G4.5 Gen verursachen auch das X-
chromosomal vererbte Barth-Syndrom, gekennzeichnet durch Neutropenie,
Kardiomyopathie, Muskelschwache und Wachstumsstérung sowie andere Formen
infantiler dilatativer Kardiomyopathien (Bione et al., 1996; D’Adamo et al., 1997). Die
klinischen Manifestationen der Erkrankung sind bei Kindern und auch bei
Erwachsenen ahnlich und bestehen in einer eingeschrankten linksventrikularen
systolischen Funktion, systemischen Thrombembolien und ventrikulare Arrhythmien.
Molekulargenetische Untersuchungen von erwachsenen Patienten waren nicht

durchgeflihrt worden.

Wir begannen 1999 eine Kohorte von erwachsenen Indexpatienten mit LVNC
zusammenzustellen und diese Indexpatienten und deren verfugbare erstgradige
Familienangehdrigen klinisch und genetisch zu evaluieren. Wir testeten die
Hypothese, dass die LVNC bei Erwachsenen eine genetische Grundlage hat. Wir
wollten prifen, welchem Vererbungsmodus die LVNC bei Erwachsenen folgt.
Desweiteren wurde nach Mutationen im G4.5 Gen in dieser Patientenkohorte

gesucht.

Es wurden 25 erwachsene Indexpatienten mit LVNC klinisch und genetisch evaluiert
(s. Kapitel 3.2.2). Es konnten keine Mutationen im G4.5 Gen gefunden werden
(Sasse-Klaassen et al., 2003). Mutationen im G4.5 Gen sind bei Patienten mit LVNC
selten, was durch Studien anderer Gruppen bestatigt wurde (Chen et al., 2002;
Kenton et al., 2004). Die durchgefuhrten Stammbaumanalysen fuhrten zu mehreren
Familien mit autosomal dominanter Vererbung der LVNC. Fur eine X-chromosomale
Vererbung lagen bei den erwachsenen Patienten keine Hinweise vor. Am grofiten

Familienstammbaum ist eine genomweite Kopplungsanalyse durchgefuhrt worden
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(Kapitel 3.2.2, Abb.6). Es gibt daher zwei genetisch unterschiedliche Formen der
LVNC: 1. Die X-chromosomal gekoppelte LVNC, die sich friih im Sauglingsalter bei
mannlichen Individuen manifestiert und 2. Die autosomal dominante Form mit Beginn

der Symptomatik im Erwachsenalter.
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2.3.3 Kandidatengenscreening bei Indexpatienten mit isolierter LVNC
Nachdem wir einen autosomal-dominanten Vererbungsmodus fur mehrere Familien
mit LVNC beschreiben konnten (OMIM #604169, Sasse-Klaassen et al., 2003),
suchten wir nach den krankheitsverursachenden Genen von autosomal dominanter
LVNC.

Eine Aminosauresubstitution in a-Dystrobrevin (DTNA) (18q12) ist bei einer Familie
mit LVNC und variablen Formen von angeborenen Herzfehlern gefunden worden
(Ichida et al, 2001). In einer Familie mit vererbter DCM und einer Mutation im Gen
LaminA/C (LMNA) (1921) zeigte ein Familienmitglied die charakteristische kardiale
Morphologie einer LVNC (Hermida-Prieto et al. 2004). Desweiteren sind Mutationen
im Gen LIM domain binding 3 (LDB3) (10922), das fur z-band alternatively spliced
pdz motif-containing protein (ZASP) kodiert, bei Indexpatienten mit LVNC gefunden
worden (Vatta et al., 2003). Mutationen in LDB3 verursachen auch DCM. Die
genannten 3 Gene kodieren jeweils flr Strukturproteine des Zytoskeletts, der

Kernlamina beziehungsweise der Z-Scheibe (Abb. 5).

AuRer den beim Menschen gefundenen Krankheitsgenen gibt es verschiedene
knock-out -Mausmodelle, die ein morphologisch typisches hypertrabekularisiertes
Myokard zeigen und deshalb die ausgeschalteten Gene Kandidatengene fur LVNC
sind. Bei den ausgeschalteten Genen handelt es sich um Transkriptionsfaktoren oder
regulatorische Proteine, die fur die korrekte embryonale Entwicklung des
Herzmuskels wichtig sind. Im murinen Tiermodell wiesen FK506 Binding Protein-12
(FKBP12) - defiziente Mause eine schwere dilatative Kardiomyopathie und
Ventrikelseptumdefekte mit dem Bild einer Hypertrabekularisierung auf (Shou et al.,
1998). FKBP12 moduliert die Kalziumfreisetzung aus Ryanodin-Rezeptoren im Herz-
und Skelettmuskel. Erst kurzlich konnte eine Uberexpression von bone
morphogenetic protein 10 (BMP10) in den FKBP12-defizienten Herzen
nachgewiesen werden (Chen et al., 2004). BMP10 gehort zur Familie der TGFR-
Transkriptionsfaktoren und ist gewebespezifisch nur im Herzen exprimiert. Wahrend
der embryonalen Entwicklung ist BMP10 transient besonders in den myokardialen
Trabekeln exprimiert. BMP10 - defiziente Mause sind schon embryonal aufgrund
einer gestorten Myokardentwicklung und —funktion nicht lebensfahig (Chen et al.,

2004); die Ventrikelwand ist hypoplastisch. In einem weiteren Tiermodell wurde die
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Bedeutung von Nkx2-5/CSX flr den intrauterinen ventrikularen Entwicklungsprozess
und die Myozytendifferenzierung untersucht. Es zeigte sich, dass ventrikelspezifisch
Nkx2-5 defiziente Mause eine progressive Kardiomyopathie mit vermehrten
Trabekeln,  nonkompaktem  Myokard und  kompletter  atrioventrikukarer
Uberleitungsstérung aufwiesen (Pashmforoush et al., 2004). Pauli et al. hatten 1999
ein 7-jahriges Madchen mit einem komplexen angeborenen Herzvitium und LVNC
beschrieben, bei der eine distale Deletion des CSX/Nkx2-5-Locus (534 — 5q35.1)
nachgewiesen werden konnte. Bei den Nkx2-5 defizienten Mausen lag wie bei den
FKBP12 defizienten Mausen eine BMP10 Uberexpression vor. In vitro konnten
Pashmforoush et al. (2004) wie auch Chen et al. (2004) direkt nachweisen, dass

BMP10 myokardiales Wachstum stimuliert.

Wir untersuchten die vier LVNC-Kandidatengene, LDB3, LMNA, Nkx2.5 und BMP10,
bei 63 Patienten mit isolierter LVNC. Die Patientenkohorte enthielt 43 Manner und 20
Frauen und das Durchschnittsalter der Patienten bei Diagnosestellung war 40 Jahre
(min. 15 Jahre, max. 71 Jahre). a-Dystrobrevin (DTNA) und G4.5 sind nicht in das
Mutationsscreening einbezogen worden. Patienten mit einer Mutation in DTNA haben
strukturelle angeborene Herzfehler und die durch G4.5 verursachte LVNC ist X-
chromosomal vererbt und tritt bereits im Kleinkindalter auf. Bei den von uns
untersuchten Indexpatienten lag nur die isolierte Form der LVNC vor und es handelte
sich um erwachsene Patienten. In den untersuchten Kandidatengenen sind 2 neue,
bisher unbekannte Nukleotidsubstitutionen gefunden worden, die einen
Aminosaureaustausch bewirken: 241A>G in Nkx2.5 (GIn22Arg) und 1573G>A in
LDB3 (Val635lle). Diese Substitutionen sind jeweils nur bei einem Indexpatienten
gefunden worden. Die betroffenen Aminosauren sind bis zum Zebrafisch konserviert.
Um zu klaren, ob es sich um einen single nucleotide polymorphism (SNP) handelt,
wurde das entsprechende Exon in LDB3 und Nkx2.5 bei 230 gesunden
Kontrollindividuen sequenziert. In keinem der 460 untersuchten
Chromosomenabschnitte sind diese Veranderungen gefunden worden. Der
Austausch GIn22Arg in Nkx2.5 kosegregierte jedoch nicht mit der Erkrankung, so
dass lediglich die Substitution Val235lle in LDB3 als krankheitsassoziierter
Aminosaureaustausch gefunden werden konnte. Mutationen in bekannten Krankheits
und Kandidatengenen fur LVNC sind demnach selten (<5%). Es mussten daher noch

weitere, bisher unbekannte Gene fur die Erkrankung verantwortlich sein.
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2.3.4 Mutationen in Genen, die fur sarkomere Proteine kodieren, l6sen LVNC
aus

Veranderungen in Genen, die flr sarkomere Proteine kodieren, sind die
Hauptursache fur die genetisch bedingte HCM und DCM. Es ist bekannt, dass
Mutationen in denselben sarkomeren Genen verschiedene Herzmuskelerkrankungen
verursachen. Mogensen et al. hatten 1999 Mutationen im ACTC in einer Familie mit
HCM gefunden, obwohl dieses Gen vorher nur im Zusammenhang mit DCM bekannt
war. Danach wurde in weiteren Proteinen des Sarkomers, die als Krankheitsgene flr
HCM bekannt waren, wie MYH7 und TNNTZ2, Mutationen in Patienten mit DCM
gefunden (Kamisago et al. 2000). Mutationen in TNNI3 sind auch bei Patienten mit
RCM gefunden worden (Mogensen et al., 2003). Auf der anderen Seite erflllen
einige LVNC-Patienten neben den diagnostischen Merkmalen der LVNC auch die
anderer Kardiomyopathien wie der DCM, HCM und restriktiver Kardiomyopathie
(RCM) (Biagini et al., 2006). Dies gilt insbesondere fur die linksventrikulare Dilatation
und Funktionseinschrankung der DCM. Unter diesen Voraussetzungen ist es
mdglich, dass Veranderungen in sarkomeren Proteinen auch zu LVNC flhren

konnen.

Wir untersuchten erstmals Gene sarkomerer Proteine auf Mutationen in einer
Kohorte von 63 LVNC Patienten: MYH7, ACTC, TNNT2, TNNI3, MYL2 und MYL3.
Die Mutationsanalyse aller kodierenden Exons wurde mit der DHPLC (denaturing
high pressure liquid chromatography)-Methode durchgefuhrt. Bei Indexpatienten mit
abweichendem Chromatogramm wurde eine direkte Sequenzierung durchgefihrt.
Bei 11 der 63 Patienten (17%) fanden wir krankheitsassoziierte Veranderungen in
Genen, die fur sarkomere Proteinen kodieren: MYH7, ACTC und TNNTZ2. In den
Genen TNNI3, MYL2 und MYL3 waren keine Mutationen vorhanden (Klaassen et al.,
2008).

2.3.4.1 Mutationen in MYH7

Bis zu 25% der HCM- Patienten weisen eine Mutation in MYH7 auf (Richard et al.,
2003). Auch in dem hier untersuchten LVNC-Kollektiv ist dieses Gen bei einem
grolRen Teil der Patienten (13%) krankheitsassoziiert. Es wurden 7 verschiedene
Mutationen bei 8 Patienten gefunden, die zu Aminosaureaustauschen, einer Deletion
und SpleilRstellenveranderungen flhren. Zu jeder Mutation ist die DNA von 180

gesunden Kontrollen untersucht worden und in keinem der 360 Chromosomen waren
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diese Veranderungen vorhanden. Das Alignment von Myosinproteinen verschiedener
Spezies zeigte eine starke Konservierung der mutierten Aminosauren. Bei 4 der 8
Mutationen im MYH7-Gen standen zusatzlich zum Indexpatienten DNA und klinische
Daten von weiteren Familienmitgliedern zur Verfugung. Damit konnte die
Kosegregation der Mutationen 814G>A, 818+1G>A und 818+3G>C mit der
Erkrankung in den Familien gezeigt werden. Die Spleil3stellenmutation 818+1G>A
war in 2 Familien (LVNC-101 und LVNC-108) zu finden. Durch eine Haplotypanalyse
der erkrankten Familienmitglieder mit dem STR-Marker D14S990 wurde ein
gemeinsamer genetischer Ursprung der Mutation ausgeschlossen. Die
Kopplungsanalyse in der Familie LVNC-101 ergab einen LOD-Wert von 2,55 mit dem
STR-Marker D14S990. 5 der 7 Mutationen waren im Exon 8 und 9 zu finden. Im
korrespondierenden Protein befinden sich diese Veranderungen in der ATP-
Bindungstasche des Myosin-Kopfes (Rayment et al.,, 1995). Aufgrund der
Eigenschaften und Lage der Aminosauren kann von einer verminderten ATP-
Bindung und —Hydrolyse der veranderten Myosin-Proteine ausgegangen werden und
damit von einer veranderten Krafterzeugung in den Kardiomyozyten (Grigorenko et
al., 2007). Aufgrund der fehlenden Kristallstruktur fur den Myosinschwanz sind keine
verlaldlichen Vorhersagen zur Funktion von zwei Mutationen in Exon 30 und 37
moglich. Zwei weiteren Mutationen, 818+1G>A und 818+3G>C liegen in der
Donorspleil3stelle des Intron 8. Es sind die ersten Speilstellenmutationen in MYH7
bei Patienten mit Herz- oder Skelettmuskelerkrankungen, die bisher gefunden
wurden (Online Mendelian Inheritance in Man; OMIM). In den Lymphozyten des
Patientenbluts sind verschiedene Spleillvarianten des MYH7-Transkripts
nachgewiesen worden, wobei eines ein vorzeitiges Stopp-Kodon bewirkt. Ob es
translatiert wird und welche Auswirkung das trunkierte Protein auf die
Sarkomerstruktur hatte, konnte ohne Herzmuskelgewebe eines Patienten nicht

untersucht werden.

2.3.4.2 Mutationen in ACTC

Die Analyse des ACTC ergab eine Nukleotidsubstitution in Exon 3 (478G>A) bei 2
der untersuchten Indexpatienten. Zu beiden Patienten waren DNA und klinische
Daten der Eltern vorhanden (LVNC-110, LVNC-111). Die Sequenzierung und die
Befunde zeigten, dass die von LVNC betroffenen Vater die Erkrankung an ihre
Kinder vererbt hatten. Eine Haplotyp-Analyse mit einem intragenischen STR-Marker

schloss einen gemeinsamen genetischen Ursprung der Mutation in beiden Familien
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aus. Die Glu101Lys Missensemutation in ACTC, die bei 2 Indexpatienten gefunden
wurde, war bereits als genetische Ursache der apikalen HCM bekannt (Arad et al.,
2005). Von Monserrat et al. ist 2007 eine Familie mit vererbter apikaler HCM und
Glu101Lys Substitution beschieben worden, bei der einige Familienmitglieder eher
die Kriterien einer LVNC erflllen. Der Aminosaureaustausch Glu101Lys befindet sich
in einem Bereich des Aktin-Molekiils, das sich gegenlber des Myosinkopfes befindet.
Die fehlende negative Ladung des Glu101 verursacht eine Schwachung der
Aktomyosin-Bindung. In einem Zellexpressionssystem zeigte sich der primere Effekt
des Glu101Lys in einer langsameren Bewegung und reduzierten durchschnittlichen
Kraft. Diese Defizite auf molekularer Ebene scheinen ausreichend fir eine

pathologische Veranderung des Myokards (Bookwalter et al., 2006).

2.3.4.3 Mutation in TNNT2

Die Untersuchung der kodierenden Bereiche des TNNTZ2 zeigte eine Missense-
Mutation (Arg131Trp) in Exon 10 bei einer LVNC-Patientin. Es handelt sich um eine
de novo-Mutation, weil die gesunden Eltern kein mutiertes Allel aufweisen und die
Genotypisierung mit dem STR-Marker D1S2703 die Verwandtschaft zu den Eltern
bestatigte. Das betroffene Arg131 in der Troponin-Schwanz-Domane ist evolutionar
hochkonserviert. Der zugrunde liegende 450C>T-Austausch wurde in keinem der
360 untersuchten Kontrollchromosomen gefunden. Troponin T ist die Tropomyosin-
und Aktin-bindende  Untereinheit des Troponin-Komplexes im  ddnnen
Muskelfilament. Dieser Komplex reguliert die Muskelkontraktion in Abhangigkeit von
der intrazellularen Kalziumionen-Konzentration. Die Arg131Trp - Missensemutation
befindet sich in der Schwanz-Domane, die fur die kritische Interaktion des Troponin-
Komplexes mit Tropomyosin verantwortlich ist (Palm et al., 2001). Veranderungen in
dieser Domane haben Auswirkungen auf Faltung und Stabilitdt von TNNT2. Die
Arg131Trp-Mutation ist bereits in einer Familie mit DCM gefunden worden
(Mogensen et al., 2004). Der Arg131Trp —Austausch im TNNT2 kann somit zu DCM
oder LVNC fuhren.
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3 Diskussion

3.1 Myokardiales Remodeling der unterschiedlichen Kardiomyopathien

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Gendefekten identifiziert, die mit
Kardiomyopathien assoziiert sind. Eine zentrale Rolle fiir die Atiologie der
Kardiomyopathien spielen die sarkomeren Proteine. Molekulare Defekte der
sarkomeren Proteine flihren durch unterschiedliches Remodelling des Myokards zu
verschiedenen Kardiomyopathien (Klaassen et al., 2008). Aminosaureaustausche in
demselben sarkomeren Protein konnen unterschiedliche Kardiomyopathien
hervorrufen. In Bezug auf Mutationen in MYH7 gibt es unterschiedliche
Interpretationen. Da Mutationen in unterschiedlichen Domanen von MYH7 HCM
hervorrufen koénnen, kann ein gemeinsamer Pathway vorliegen, durch den
unterschiedliche Mutationen zur Manifestation der Kardiomyopathie fuhren (Blair et
al., 2002). Mogensen et al. aufern hingegen, dass ein Zusammenspiel aus
sarkomeren Mutationen, ‘modifizierenden Genen” und nicht genetischen Faktoren
der Umwelt (z.B. hoéhere Anfalligkeit fur Viren und Toxine) flr die heterogene
Erscheinung der Herzmuskelerkrankungen verantwortlich sein kann (Mogensen et
al., 2004). Es konnen wiederum identische Mutationen zu unterschiedlichen
Kardiomyopathien fuhren. Ein Beispiel ist der Arg243His-Austausch in MYH7, der
einerseits bei apikaler HCM und andererseits in der Familie LVNC-107 in unseren
Arbeiten gefunden wurde. Von den von uns untersuchten Patienten erfillte die
LVNC-Indexpatientin mit der Arg131Trp-Substitution in TNNT2 im Hinblick auf die
LV-Dilatation auch Kriterien der DCM. Damit GUberlappt der Phanotyp dieser Patientin
teilweise mit der DCM-Erkrankung eines bereits publizierten Falles mit derselben
Arg131Trp-Substitution. Funktionelle in vitro-Analysen zu Ca2+-Bindung und
ATPase-Aktivitat bei ausgewahlten HCM- und DCM Mutationen zeigen, dass die
Mutation in TNNTZ2 (Arg131Trp) aulder einer direkten verringerten Ca2+-Bindung
auch sekundar eine erniedrigte ATPase-Aktivitat zur Folge hat (Robinson et al.,
2007). Die LVNC-Mutationen in MYH7 haben ebenfalls Auswirkungen auf ATP-
Bindung und -Hydrolyse. Diese Effekte deuten auf eine gemeinsame funktionelle
Storung durch die LVNC-Mutationen in TNNT2 und MYH7 hin. Der molekulare
Mechanismus, der zu 3 unterschiedlichen Herzmuskelerkrankungen bei gleichen

oder ahnlichen genetischen Voraussetzungen flhrt, ist noch ungeklart (Abb. 10). Zur
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Untersuchung der pathologischen Mechanismen kdénnen Mausmodelle mit den

knock-ins der hier beschriebenen Mutationen dienen.
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Abb. 10. LVNC, HCM und DCM. LVNC gehért zum diversen Spektrum der
Kardiomyopathien, die durch Defekte in Genen, die fiir sarkomere Proteine kodieren,
hervorgerufen werden. Unterschiedliche Phénotypen bei Kardiomyopathien sind auf
eine gemeinsame molekulare Atiologie zuriickzufiihren (verandert nach Morita et al.,
2005).

3.2 LVNC als Defekt der Herzentwicklung

Aufgrund unserer Ergebnisse bleibt es noch ungeklart, wie Mutationen in Genen flr
sarkomere Proteine EinfluR auf die kardiale Morphogenese nehmen. Uber die
molekulare Regulation des ventrikularen Kompaktierungsprozesses ist wenig
bekannt. Die Mechanismen, die zu verschiedenen Kardiomyopathien fihren, kdnnten
schon wahrend der Herzentwicklung einsetzen. Schon wahrend der intrauterinen
Entwicklung ist eine gewebe- und zeitspezifische Expression von Isoformen
kontraktiler Proteine notwendig (Sasse et al., 1993; Marston et al., 2003). Der
ontogenetische Ubergang der Isoforme der sarkomeren Proteine dient der
Anpassung des Embryos und Fetus an die veranderten hamodynamischen
Verhaltnisse nach der Geburt. Dies spricht fur die Bedeutung der sarkomeren

Proteine fur Morphologie und Funktion im sich entwickelnden Herzen.
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Untersuchungen zu Trabekelentstehung und Herzmuskelzellmorphologie kdnnten
Hinweise auf die molekularen Zusammenhange der Entstehung einer
Kardiomyopathie  sein. Im  Zebrafisch  andert sich  wahrend  der
Herzkammerentwicklung die Zellmorphologie. Sogar kleinste Anderungen der
Kontraktilitdt durch Mutationen in sarkomeren Proteinen kdnnen zu anomaler
Zellmorphologie fihren, die Auswirkungen auf die Kammermorphologie haben
(Auman et al., 2007). Wahrend der fruhen myokardialen Entwicklung teilt sich die
Herzwand in eine aullere kompakte Zone mit starker Proliferation und in eine innere,
trabekularisierte Zone mit erhdhter Differenzierung. Das richtige Gleichgewicht
zwischen Proliferation und Differenzierung der Kardiomyozyten scheint entscheidend
fur die Ventrikelentwicklung zu sein. Bei einer Notch1-Mausmutante ist die
Umwandlung des einfachen myokardialen Epithels in kompaktes und
trabekularisiertes Myokard und die Aufrechterhaltung der Proliferation wahrend der
Umwandlung gestort. Der Trabekulationsdefekt dieser Notch1-Mausmutante ahnelt
dem Phanotyp von LVNC-Patienten (Grego-Bessa et al., 2007). Zu Downstream-
Effektoren von Notch1 gehéren auch BMP10 und Nkx2.5. Die bisherigen
Erkenntnisse aus Tiermodellen reichen jedoch nicht aus, um zu klaren, wie
Mutationen in sarkomeren Proteinen in die myokardiale Entwicklung eingreifen und

zu LVNC fuhren konnen.

3.3 Genetische Kartierung

Die Grunde fur das Nichtauffinden des ursachlichen Krankheitsgens fur die Familien
LVNC-105 und DCM-100 koénnen vielfaltig sein und in einer falsch-positiven
Kopplung liegen oder dem Vorliegen einer Mutation, die mittels einer PCR-basierten
Technologie nicht zu identifizieren ist (Sasse-Klaassen et al., 2004; Ellinor et al.,
2006). Die Karyotypanalyse und die Array-CGH flr die Detektion von grdéfleren
strukturellen chromosomalen Anomalien sind mit unauffaligem Ergebnis
durchgefuihrt worden. Es konnte sich auch um eine Mutation, welche in nicht
systematisch analysierten Intronsequenzen liegt, handeln. Das
krankheitsverursachende Gen konnte demnach nicht gefunden werden, obwonhl alle
derzeit zur Verflgung stehenden Methoden eingesetzt wurden. Unter der Annahme
dass das Krankheitsgenintervall korrekt ist, konnte das gesamte Intervall genomisch
charakterisiert werden, was nur mit neuen Resequenzierungstechniken moglich ist
(Gresham et al., 2008).
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3.4 Klinische Bedeutung

Nach der Beschreibung von mehreren Familien mit autosomal dominanter LVNC
(Sasse-Klaassen et al., 2003) wurde ein familiares Auftreten der Erkrankung relativ
haufig beobachtet. Xing et al. berichten von einem familiarem Auftreten bei etwa 25
% von 79 untersuchten LVNC-Patienten (Xing et al., 2006). Bisher sind wenige
Patienten systematisch prospektiv untersucht worden und somit eine Aussage zur
Haufigkeit der LVNC schwierig. Vor Beginn unserer Untersuchungen gab es keine
haufigen Krankheitsgene fur LVNC, sondern nur sehr wenige Falle mit bekannter
genetischer Ursache. Vorangegangene Mutationsscreenings waren an Patienten mit
infantiler LVNC durchgefuhrt worden (Chen et al.,, 2002; Kenton et al. 2006). Die
durchgefuhrte Analyse verschiedener Kandidatengene in einem grof3en
Patientenkollektiv mit adulter LVNC offenbarte neue Krankheitsgene mit Mutationen
bei einem groRen Anteil der Indexpatienten. Mutationen in Genen sarkomerer
Proteine sind in 17 % der adulten LVNC-Patienten fur die Erkrankung verantwortlich
(Klaassen et al., 2008). Die Kenntnis der krankheitsassozierten Mutation hat
Auswirkungen auf die genetische Beratung und kann im Einzelfall die Therapie der

Erkrankung beeinflussen.

Die Ergebnisse zeigen, dass Veranderungen in sarkomeren Proteinen nicht nur zur
HCM und DCM flhren, sondern auch LVNC zur Folge haben. Es wird andererseits
auch zunehmend klar, dass die gegenwartigen Klassifikationen der erheblichen
Uberlappung zwischen den klassischen Kardiomyopathie-Syndromen nicht gerecht
wird. Diese Diskordanz zwischen der Atiologie und dem klinischen Syndrom ist eine

der wichtigsten Ergebnisse unserer Studien.

3.5 Ausblick

Die ersten klinischen Studien zu LVNC suggerierten, dass LVNC haufig mit frihem
Herzversagen, ventrikularen Arrhythmien und systemischen Embolien assoziiert ist
(Oechslin et al., 2000). Neuere Studien beschreiben eine weitaus geringere Inzidenz
von Komplikationen (Murphy et al., 2005). Dies ist wahrscheinlich auf den Einschluf
von prasymptomatischen Patienten und von Patienten mit geringerer Auspragung
der Erkrankung zuruckzufuhren (Kohli et al., 2008). Langzeitstudien zum klinischen
Verlauf der LVNC bei individuellen Patienten und deren Familien sind erforderlich,

um den natlrlichen Klinischen Verlauf der Erkrankung zu zeigen. Die
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charakteristische Morphologie der Erkrankung sowie deren kongenitales Auftreten
unterscheidet die LVNC von der HCM und DCM. Es bleibt Aktualisierungen der
beiden gegenwartigen Klassifikationen der Kardiomyopathien Uberlassen, ob die
LVNC im Sinne der Klassifikation der AHA tatsachlich eine eigenstandige
Kardiomyopathie ist und dies auch von der Klassifikation der European Society of

Cardiology Ubernommen wird.

Die Mehrzahl der krankheitsverursachenden Mutationen in  Genen flr
Kardiomyopathien ist weiterhin unbekannt, insbesondere fir DCM und LVNC.
AuRerdem gilt es modifizierende Gene und extrinsische Faktoren zu erfassen, die die
Expression des Phanotyps modulieren. Die genetischen Ursachen von
Kardiomyopathien zu finden, ist aus verschiedenen Grinden weiterhin eine wichtige

Aufgabe:
a) Es handelt sich um Erkrankungen mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat

b) Die anatomischen und hamodynamischen Veranderungen, die mit
Kardiomyopathien verbunden sind, werden auch bei erworbenen
Herzerkrankungen und Herzinsuffizienz beobachtet. Ein besseres Verstandnis
der Pathogenese dieser Erkrankungen wird auch das Verstandnis komplexer

genetischer Herzerkrankungen verbessern.

c) Anhand genetisch bedingter Kardiomyopathien kdénnen Mechanismen
untersucht werden, die zeigen wie sich Kardiomyozyten an veranderte

Erregungsbildung, Kraftentwicklung und-Ubertragung anpassen.
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4 Zusammenfassung

Kraftentwicklung und deren Weiterleitung an die extrazellulare Matrix sind die
wesentlichen Aufgaben der Herzmuskelzelle. Ein Defizit in einem der Bestandteile
dieses Prozesses fuhrt zu kardialem Remodeling und zur Herzinsuffizienz. Wir
konnten erstmals das normale Muster der Genexpression der Isoforme von Troponin
| im menschlichen Myokard wahrend der fetalen und postnatalen Entwicklung
bestimmen. Veranderungen in der Troponin I-Genexpression trugen nicht zur
verminderten myokardialen Kontraktilitat bei herzinsuffizienten Patienten, unter
anderem bei Patienten mit Kardiomyopathien, bei. Damit konnte gezeigt werden,
dass die Reexpression fetaler Isoforme sarkomerer Proteine bei der Entwicklung der

Herzinsuffizienz kein generell gultiger Mechanismus ist.

Zur Ermittlung der genetischen Ursache von Kardiomyopathien wurden genomweite
Kopplungsanalysen in Familien mit einem gro3en Stammbaum Uber mehrere
Generationen durchgefuhrt. Es wurde ein neuer Genlokus auf Chromosom 10g25-
q26 fur dilatative Kardiomyopathie (DCM) identifiziert.

Wir untersuchten die molekulargenetischen Ursachen der linksventrikularen
Noncompaction des Myokards (LVNC), einer seltenen primaren Kardiomyopathie, die
auf eine embryonale Entwicklungsstérung des Myokards zurlckzufihren ist. Wir
konnten zeigen, dass es eine autosomal dominante Form der LVNC mit Beginn der
Symptomatik der Herzinsuffizienz im Erwachsenalter gibt. In unseren Arbeiten wurde
aullerdem die genetische Ursache der LVNC in der Familie LVNC-105 mit autosomal
dominanter Vererbung untersucht und ein neuer Genlocus auf auf Chromosom

11p15 gefunden.

Weiterhin wurden in einem grof3en Kollektiv von erwachsenen LVNC-Indexpatienten
Kandidatengenanalysen durchgefuhrt. Die hypertrophe (HCM) und die dilatative
Kardiomyopathie (DCM) kdnnen durch Mutationen in verschiedenen Genen, die fur
sarkomere Proteine kodieren, ausgelost werden. Die LVNC weist in einigen Fallen
phanotypische Uberlappungen mit der HCM und DCM auf. Erstmals wurden 6 Gene,
die fur sarkomere Proteine kodieren und als Krankheitsgene fur HCM und DCM
bekannt sind, untersucht. Es wurden Mutationen in einem groRen Anteil der LVNC-
Indexpatienten (17%) in R-Myosin Heavy Chain (MYH?7), kardialem a-Actin (ACTC)
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und kardialem Troponin T (TNNTZ2) identifiziert. MYH7 war mit einem Anteil von 13%
das haufigste Krankheitsgen und die Mutationen in MYH7 lagen vorwiegend in der
ATP-Bindungsstelle, die fur die Kraftentwicklung des Kardiomyozyten eine
wesentliche Rolle spielt. Die LVNC gehort damit zum diversen Spektrum der
Kardiomyopathien, die durch Defekte in Genen, die flir sarkomere Proteine kodieren,
hervorgerufen werden. Unsere Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass
unterschiedliche Phanotypen bei Kardiomyopathien auf eine gemeinsame
molekulare Atiologie zurlickzufiihren sind. Die sarkomeren Proteine sind nicht nur fir
die normale Funktion des Herzens von wesentlicher Bedeutung, sondern scheinen
auch auch eine wichtige Rolle in der myokardialen Morphogenese wahrend der

embryonalen Entwicklung zu spielen.
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