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Zusammenfassung

Die arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) ist gekennzeichnet durch
einen progressiven Ersatz der rechtsventrikularen Kardiomyozyten durch Fett- und
Bindegewebe. Diese pathologischen  Verdnderungen kdnnen zu  ventrikuldren
Tachyarrhythmien und zum pl6tzlichen Herztod fihren.

Wir konnten im humanen Plakophilin-2 Gen (PKP2) bei 120 nicht verwandten ARVC
Patienten 32 heterozygote Mutationen identifizierten. Plakophilin-2 ist ein essenzieller
Bestandteil des Desmosoms. Die kardialen Desmosomen gewahrleisten die mechanische
Stabilitdt des Herzmuskels und Ubertragen die Kraft des kontraktilen Apparates. Zusatzlich
kénnen sie an der Signaltransduktion der Kardiomyozyten teilnehmen. Die Mehrzahl der
identifizierten Mutationen fiihren zur Insertion von verfrihten Stopp-Kodons. Kardiale
Expressionsanalysen von Herzbiopsien zeigen sowohl das Fehlen eines trunkierten Proteins
als auch eine deutliche Reduktion des PKP2-Wildtypproteins. Weiterhin konnten wir eine
Mutation in Intron 5 (c.631-2A—G) im Gen des desmosomalen Cadherin Desmocollin 2
(DSC2) identifizieren, welche zu einer kryptischen Spleil3-Akzeptorstelle und zu einem
verfrihten Stopp-Kodon fiihrt. Quantitative Analysen ergaben, dass die kardiale DSC2-
Expression deutlich verringert ist, bei gleichzeitigem Fehlen des mutierten Transkriptes. Der
Morpholino-Knockdown des DSC2-Orthologs im Zebrafisch flhrt zur Reduzierung der
desmosomalen Plaque-Flache, zum Verlust der extrazellular gelegenen elektronendichten
desmosomalen Mittellinie und ist mit kardialen Kontraktilitatsstérungen assoziiert. Die
Knockdown-Experimente belegen die Notwendigkeit von DSC2 fur die normale
Herzentwicklung und Funktion.

Des Weiteren gelang es uns, einen neuen Lokus fur die dilatative Kardiomyopathie (DCM)
mit diffuser myokardialer Fibrose und pl6tzlichem Herztod auf Chromosom 10qg25-026
nachzuweisen. Die Identifizierung des verantwortlichen Krankheitsgens in diesem Intervall
konnte wichtige Hinweise geben auf die zu Grunde liegenden Pathomechanismen von DCM

und plétzlichem Herztod.



Einleitung

Kardiomyopathien

Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe von Erkrankungen des Herzmuskels, welche
mit mechanischen und/oder elektrophysiologischen Fehlfunktionen einhergehen *. Sie weisen
héufig eine verstarkte ventrikulare Hypertrophie oder Dilatation auf.

Kardiomyopathien werden in primare und sekundéare Kardiomyopathien unterteilt. Wahrend
die sekundéren Kardiomyopathien krankhafte Herzmuskelbeteiligungen im Rahmen von
systemischen Erkrankungen sind, beschranken sich priméare Kardiomyopathien uberwiegend
auf den Herzmuskel selbst. Dabei werden sie wiederum in die drei Bereiche genetisch,
erworben und gemischten Ursprungs unterschieden. Zu den erworbenen Kardiomyopathien
zahlt man Erkrankungen, die im Rahmen von Herzmuskelentziindungen (infektis,
nichtinfektios) auftreten konnen. Des Weiteren kdnnen erworbene Kardiomyopathien bei
Stress (z.B. Tako-Tsubo Kardiomyopathie) und wahrend einer Schwangerschaft (Peripartum-

bzw. Postpartum-Kardiomyopathie) auftreten.

Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie

Die arrhythmogene rechtsventrikuldare Kardiomyopathie (ARVC) ist eine komplexe
Herzmuskelerkrankung, deren klinisches Hauptmerkmal eine Neigung zu ventrikuldren
Herzrhythmusstérungen ist. Pathoanatomisch kommt es bei der Erkrankung aus bisher
unbekannten Grunden zu einem fettigen oder fibros-fettigen Ersatz des rechtsventrikuléren
Myokards. Die Prévalenz wird auf 1:5000 geschéatzt. In bis zu 80% aller Falle wird bei der
ARVC eine genetische Komponente vermutet **. Am haufigsten liegt bei den genetischen
Formen eine autosomal-dominante Vererbung vor. Es wurden aber auch rezessive Erbgéange
identifiziert. Kopplungsstudien konnten bisher sieben genomische Loci fur autosomal-
dominante ARVC sowie einen Lokus fur autosomal-rezessive ARVC (auf Chromosom
17921) nachweisen °. Firr die autosomal-dominanten Formen konnten als Krankheitsgene auf
Chromosom 1q42-943 der kardiale Ryanodinrezeptor (RYR2) und Desmoplakin (DSP) auf
Chromosom 6p24 identifiziert werden. Fir die autosomal-rezessiv vererbte Krankheitsform
(Naxos Krankheit) wurde eine Mutation im Plakoglobin-Gen (JUP) identifiziert ®. JUP und
DSP sind Zelladhasionsproteine, welche eine tragende Rolle bei der Formierung von
Desmosomen spielen. Die Naxos-Erkrankung, welche nicht nur zu einer ARVC, sondern auch

zu einer palmo-plantaren Hyperkeratose sowie zu krausem Haar fihrt, wurde bisher nur auf



der gleichnamigen griechischen Insel beobachtet. Veranderungen in den Genen fir RYR2,

JUP und DSP sind eher selten und kommen sowohl syndromal, als auch nicht-syndromal vor.

Dilatative Kardiomyopathie

Zu den gemischten Kardiomyopathien gehort neben der eher seltenen restriktiven
Kardiomyopathie die relativ haufig vorkommende dilatative Kardiomyopathie (DCM) mit
einer geschatzten Prévalenz von 1:2500. Die DCM ist die dritthdufigste Ursache einer
Herzinsuffizienz und der haufigste Grund fiir eine Herztransplantation. Die Atiologie der
DCM ist sehr verschieden und umfasst neben infektitsen (z.B. Coxsackievirus-, Adenovirus-,
HIV-Infektionen und bakteriellen Entziindungen) auch nichtinfektidse (z.B. alkoholtoxische,
arzneimitteltoxische) Ursachen. Die DCM wird in die Gruppe der gemischten
Kardiomyopathien eingeordnet, da zusétzlich zu erworbenen Krankheitsursachen zu einem
hohen Prozentsatz genetische Faktoren (20-35%) eine Rolle spielen. Bisher konnten mehr als
20 Krankheitsgene und 5 chromosomale Loci im Zusammenhang mit der DCM identifiziert

werden ’.



Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, neue Krankheitsgene fur die ARVC und die DCM zu identifizieren

und weiter zu charakterisieren.

Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie

Zur ldentifizierung neuer Krankheitsgene fir die ARVC flhrten wir Kandidatengen-Analysen
durch. Die bis dahin bekannten Krankheitsgene fir ARVC, Desmoplakin und Plakoglobin,
kodieren flr Proteine, die am Aufbau und an der Funktion von Zell-Zellverbindungen im
Herzen beteiligt sind. Ahnlichkeiten in den Knockout-Mausmodellen von Plakoglobin (JUP)
und Plakophilin-2 (PKP2) bewogen uns zu der Annahme, dass auch andere Bestandteile des
Desmosoms an der Genese der ARVC beteiligt sein konnten. Sowohl die desmosomalen
Cadherine Desmocollin-2 (DSC2) und Desmoglein-2 (DSG2) als auch das Armadillo-Protein
Plakophilin-2 (PKP2) werden kardial stark exprimiert und sind wichtige Bestandteile des
Desmosoms. Diese Gene sollten mittels Direktsequenzierung auf Nukleotidveranderungen

untersucht werden.

Dilatative Kardiomyopathie

Wir konnten zwei groBe Familien mit autosomal-dominant vererbter DCM identifizieren.
Zunéchst sollten alle betroffenen und nichtbetroffenen Familienmitglieder nach Standard-
Kriterien klinisch charakterisiert werden. Da mit Hilfe von genetischen Studien bisher
mehrere Krankheits-Loci fiir die DCM aufzeigt werden konnten, planten wir, durch
detaillierte genomweite Kopplungsanalysen den DCM-Locus dieser beiden Familien zu
bestimmen. Anschliefend sollte das Krankheitsintervall mittels Feinkartierung eingeengt

werden.
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Material und Methoden

Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie

Klinische Evaluation

Die klinischen und genetischen Studien wurden geméR Institutionsrichtlinien und erst nach
positivem Votum der Ethikkommission durchgefiihrt. Alle partizipierenden Patienten wurden
Uber die geplante Studie informiert und gaben dazu ihre Zustimmung. Erst nach erneuter
Zustimmung der Ethikkommission und der Patienten wurden wahrend diagnostischer
Herzkatheteruntersuchungen rechtsventrikulare Biopsien entnommen. Anamnesen, 12-Kanal-
EKGs, Langzeit-EKGs und kardiale Bildgebung (2D-Echokardiographie, rechtsventrikulére
Angiographie, kardiales MRT) wurden bei jedem Studienpatienten erhoben, interpretiert und

gemal den Task-Force-Kriterien fir die ARVC bewertet.

Genetische Analysen

Genomische DNA wurde von vendsen Blutproben isoliert, und die PKP2 Exons und
benachbarten Intronsequenzen wurden mittels PCR nach Standardprotokollen (Taq
Polymerase, QIAGEN, Hilden, Deutschland) amplifiziert. Die Sequenzierung wurde
bidirektional mit dem BigDye Terminator DNA Sequenzierungskit (Applied Biosystems,
Version 2.0) gemaR den Herstellerempfehlungen auf einem 3100 Avant Sequenzierer
(Applied Biosystems) durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurden 250 gesunde Probanden mit
westeuropéischer Abstammung mittels Direktsequenzierung im PKP2-Gen auf Mutationen

untersucht.

Western-Blot Analysen

Fur die Proteinexpressionsanalysen wurden wéhrend Routine-Herzkatheter Untersuchungen
Herzbiopsien entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Gewebeproben
wurden nach Standardprotokollen lysiert und zusammen mit Kontrollgewebeproben mittels
Western-Blot Analyse analysiert (PKP2 8 o-Tubulin  (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Miuinchen) Desmocollin 2 (rb36 von Progen).
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Quantitative Realtime-PCR

Die kardiale RNA wurde von rechtsventrikuldaren Herzbiopsien des Mutationstréagers und
zwei Kontrollproben mit Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) isoliert. Nach einem
DNAse I-Verdau wurde die RNA mit Superscript 1l (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
umgeschrieben. Fur die allelspezifische quantitative Realtime-PCR (Eurogentec) wurden
folgende Primer verwendet (DSC2 c631-F ATAATTGCCTTTGCAACAACTCCAG; DSC2
cMut-F CAGTATGAATCTTTTGAGATG GG; DSC2 c800-R: GCA CAC ACT TGT CCC
ACA GTA GTG). Die mRNA-Expressiondaten wurden zum B2-Microglobulin- und 28S-
RNA-Gehalt normalisiert.

Zebrafisch-Experimente

Alle Zebrafisch-Experimente wurden mit Wildtyp-Zebrafischen (Tubingen AB) durchgefihrt
und nach Standardprotokollen gehalten und vermehrt. Das Entwicklungsstadium der
Zebrafische wurde nach morphologischen Kriterien und nach der Post-Fertilisationszeit (hpf)
bestimmt. Morpholinos (MO) (Gene Tools, Philomath, USA) wurden gegen die
Translationsinitiierungssequenz und die Spleil3-Akzeptorstellen von Exon 6 und 11 entworfen
und mit einer Kontrolle in sterilem Wasser zu einer Konzentration von 1mM resuspendiert
und mit 1x Danieau’s (58 mM NaCl, 0.7 mM KCIl, 0.4 mM MgSO4, 0.6 mM Ca(NO3)2, 0.6
mM Hepes, pH 6.7) auf 100-500 pM verdunnt. Die MO-Injektionen wurden im
Einzellstadium in einem Volumen von ~5 nl durchgefiihrt. Die Effektivitdt der MO auf die
MRNA-Expression wurde durch quantitative Realtime-PCRs von gepoolten Zebrafisch-
Embryos bestimmt. Flr die ultrastrukturellen Untersuchungen wurden die Embryonen in 2%
Glutaraldehyd in 0.1 M Natrium Cacodylate Puffer (pH 7.4) fixiert und nach
Standardprotokollen eingebettet. Ultradiinne Schnitte (100 nm) wurden auf einem Reichert-
Jung Mikrotom angefertigt und mit 3% Uranylcitrate gefarbt. Die Proben wurden auf einem
Philips CM10 Transmissionen-Elektronenmikroskop analysiert. Die Herzfrequenz der
Zebrafisch-Embryos (48 hpf) wurde manuell unter einem Dissektionsmikroskop bei 21°C
bestimmt. Die Ventrikelgrofie und die kontraktile Herzfunktion wurde nicht-invasiv durch
eine hochauflésende Video-Mikroskopie analysiert. Als Grundlage fur die mRNA-Injektion
und die Rettungsversuch-Experimente diente der humane cDNA-DSC2a-Klon (Klon-1D
30337780). Die mutierte humane DSC2-Sequenz wurde in den pCR-Blunt Vektor
(Invitrogen) Kloniert. Zur Generierung der mRNAs wurden die humanen Wildtyp- und
mutieren DSC2a Konstrukte linearisiert und die mRNA in vitro mit dem T7 Message-

Machine-Kit (Ambion) umgeschrieben. Fir die Rettungsversuch-Experimente wurden
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Verdinnungen (10, 50 und 100 ng/ul) von der Wildtyp- und der mutierten humanen DSC2a

MRNA zusammen mit den DSC2-MO im Einzellstadium in den Zebrafisch koinjiziert.

Dilatative Kardiomyopathie

Klinische Evaluation

Die Klinischen und genetischen Studien fur die DCM-Familien wurden geméal der
Institutionsrichtlinien (Massachusetts General Hospital (Familie DCM-50) und der Charité
(Familie DCM-100)) und erst nach positivem Votum der Ethikkommission durchgefihrt. Alle
partizipierenden Patienten wurden tber die geplante Studie informiert und gaben dazu ihre
Zustimmung. Alle Familienmitglieder wurden Klinisch untersucht und detaillierte
Anamnesen, 12-Kanal-EKGs, Langzeit-EKGs und bildgebende Verfahren zur
Herzdarstellung (2D-Echokardiographie, rechtsventrikulare Angiographie, kardiales MRT)
erhoben, interpretiert und gemaR Standard-Kriterien bewertet. Eine koronare Herzerkrankung
wurde durch selektive Herzkatheteruntersuchungen ausgeschlossen. Eine dilatative
Kardiomyopathie wurde diagnostiziert, wenn der linksventrikulare enddiastolische Diameter
mehr als 117% des korrigierten Normwertes betrug und es gleichzeitig Hinweise auf eine
eingeschrankte linksventrikulare Funktion gab (EF<50%, FS<28%) °.

Genetische Analysen

Die genomweiten Kopplungsanalysen wurden mit Mikrosatellitenmarkern durchgefihrt, die
eine Auflésung von 10 centiMorgan aufweisen '°. Zur Feinkartierung wurden zusatzlich neue
Marker in der Zielregion (DNA- Contig AC027672.12.1.187229) generiert. Alle Genotypen
wurden ohne Kenntnis des klinischen Befundes erhoben. Zweipunkt- und Multipunkt-LOD-
Werte wurden mit einer angenommenen Krankheitspenetranz von 90% errechnet. Um das
Krankheitsintervall weiter einzugrenzen, wurden Multipunkt-LOD-Werte mit den Markern
D10S521, D10S1760, D10S597, D10S1773, D10S1237, D10S1693, AC027672, D10S1483,
D10S1723, D10S1656, D10S217 berechnet (SIMWALK2-Programm). Die Entfernungen der
Loci und der Reihenfolge der Marker basieren auf der Généthon-Karte **. Kandidatengene
innerhalb des Krankheitsintervalls wurden mittels Direktsequenzierung auf Mutationen
untersucht. Zur Bestimmung der Kopplung wurde der LOD-Wert (logarithm of the odds, auch
z-Wert) als Kriterium herangezogen. Der LOD-Wert wurde in Varianten der
Rekombinationshaufigkeit (Theta-Wert) zwischen den Loci berechnet. Eine paarweise
Analyse der LOD-Werte erfolge unter Verwendung des MLINK-Programms nach folgender
mathematischer Berechnung: LOD-Wert=z(Theta)=log.
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Ergebnisse

Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie

Plakophilin 2:

120 westeuropdische Patienten (101 Manner, 19 Frauen) konnten in die Studie eingeschlossen
werden und wurden geméalR der Task Force Kriterien fir ARVC diagnostiziert. Wir
sequenzierten alle 14 PKP2-Exone (einschlieBlich der flankierenden Intron-Sequenzen) und
identifizierten 25 verschiedene Mutationen in 32 ARVC-Patienten (27 Manner, 5 Frauen).
Von den 25 PKP2-Mutationen waren 12 Insertionen/Deletionen, 6 Nicht-Sinn-Mutationen, 4
Fehl-Sinn-Mutationen und 3 SpleiRstellen-Mutationen (Abb. 1).

N

dinniols o 2393_2401delCATTGAACA

1948delA

o 2424insA

145_148 1369_1372deICAAA | 13eUARS  2489+1G>C
delCAGA - = L
‘ 1631_1632

-

2490-1G>C

2509delA
1642delG

Haufigkeit der Mutationen in ARVC Patienten

. Mutation fiihrt direkt zu einem STOPP in der Translation . Spleilstellen-Mutation
M Mutation fiihrt zur Translation eines Nicht-Sinn-Proteins . Fehl-Sinn-Mutation

Abb 1: Genomische Struktur und die Protein-Struktur von Plakophilin 2 mit ARVC assoziierten Mutationen. Das humane
Gen fir Plakophilin 2 hat 14 Exone, die Nummerierung der Nukleotide beginnt beim ATG und bezieht sich auf die Genbank-
Zugriffsnummer X97675. Graue Linien begrenzen die Bereiche des Proteins, die von entsprechenden Exons kodiert werden.
Die Ziffern kennzeichnen dabei die neun Armadillo-Motive von PKP2. Die Positionen der 25 gefundenen Mutationen in
ARV C-Patienten sind anhand der genomischen Sequenz dargestellt. Mutationen, die zu einem Stopp-Kodon filhren sind rot,
Leserasterverschiebungen griin, SpleilRstellenmutationen dunkelblau und Fehlsinn-Mutationen blau unterlegt. Die Haufigkeit
der einzelnen Mutationen ist durch die Y-Achse gekennzeichnet. aa, Aminoséuren.

Obwohl die Mehrzahl der Mutationen in der carboxyterminalen Hélfte des Molekiils gefunden

wurde, sind die Mutationen tber das gesamte Gen verteilt. Eine PKP2- Spleil3stellen-Mutation
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(2146-1G>C) und zwei Fehl-Sinn-Mutationen (235C>T; 2203C>T) wurden in mehreren nicht
verwandten ARVC-Patienten gefunden. Keine der 25 verschiedenen PKP2-Mutationen
konnte in >500 Kontrollchromosomen nachgewiesen werden. Fir eine detaillierte klinische
und genetische Analyse standen uns zwei Familien (A100 und EPF) mit autosomal-dominant
vererbter ARVC zu Verfugung. Eine 2bp Deletion (2076_2077delAA; Abb. 2A) im Exon 10
von PKP2 konnte bei sechs Familienmitgliedern der Familie A100 identifiziert werden. Diese
Deletion wirde auf Proteinebene theoretisch zur Bildung von 48 neuen Aminoséuren und zur
Insertion eines verfrihten Stopp-Kodons (C693fsX741) fihren. Die durchgefiihrte Western-
Blot-Analyse einer rechtsventrikularen Myokardbiopsie konnte jedoch kein trunkiertes
Protein (erwartete GroRe des trunkierten PKP2: 82,1kDa; normal PKP2: 97,4kDa)
nachweisen.  Jedoch wies die Analyse der Herzbiopsie deutlich reduzierte PKP2-

Wildtypproteinmengen im Vergleich zu Kontrollgewebe auf (Abb. 2B).

mutant G TGTCCGCAACT

e
normal ARGTGTCCGCARA -_>PKP2

TTI6ATCGCCAANNGINNNCNNNN
W B > loading
| control
N , N-Cadherin
L . Ii'il
A I AT W e | —>/oading
I ) N control
o =
2076_2077delAA ae-tubulin

Abb 2: Sequenzierung (A) und Western-Blot einer Herzbiopsie (B) eines ARVC-Patienten mit der Mutation
2076_2077delAA. Die Western-Blot-Analyse stammt von einer Herzbiopsie des rechten Ventrikels eines ARVC-Patienten
mit einer Leserasterverschiebungs-Mutation, die zu einem vorzeitigen STOPP-Kodon nach 741 Aminoséduren fihrt. Mit
verschieden Antikorpern gegen Plakophilin 2 konnte kein verkirztes Protein von 83 kDa detektiert werden (ein anti-Head-
Antikorper richtet sich gegen die Aminosduren 131-148 und sollte somit ein verkirztes Protein erkennen). Das Ergebnis zeigt
jedoch eine reduzierte Menge des Wildtyp-PKP2-Proteins im Vergleich zum Kontrolllysat einer rechten Herzbiopsie eines
Patienten ohne ARVC und ohne Plakophilin 2-Mutation. N-Cadherin und a-Tubulin dienten als Ladekontrollen.

Die klinische Evaluation der Verwandten ersten Grades der Familie A100 identifizierte zwei
Individuen, die die Task Force Kriterien fir ARVC erfullen. Die vier anderen Mutationstréger
der Familie zeigen jedoch nur milde, bzw. keine ARVC-Symptome. Zwei Mitglieder einer
zweiten ARVC-Familie (EPF) verstarben unerwartet im Alter von 15 und 16 Jahren. In
beiden Féllen konnte durch eine Autopsie eine ARVC nachgewiesen werden. Von funf

anderen Mutationstragern in der EPF-Familie zeigt nur einer typische Zeichen einer ARVC.
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Die Grundlage dieser inkompletten Penetranz in den beiden Familien A100 und EPF ist bisher
unbekannt. Sie konnten aber mit dem Geschlecht, mit genetischen oder epigenetischen
Unterschieden oder noch anderen unbekannten Faktoren (z.B. einer viralen Infektion als

Ausldser fiur die Erkrankung) verbunden sein.

Desmocollin 2:

88 miteinander nicht verwandte Westeuropder mit einer gesicherten ARVC-Diagnose und
einem Ausschluss einer PKP2-Mutation wurden systematisch mittels Direktsequenzierung auf
Mutationen in den Genen von DSC2 und DSG2 untersucht. Bei einem 58 Jahre alten
méannlichem Patienten konnten wir eine A—G Transition in der hoch konservierten 3"Spleif3-
Akzeptor-Stelle des Intron 5 im DSC2-Gen identifizieren (Abb. 4A). Diesen Basenaustausch
konnten wir in 500 westeuropdischen Kontrollchromosomen nicht nachweisen. Wir fanden
keine weiteren Mutationen in den beiden Genen DSC2 und DSG2. Die klinische
Charakterisierung des Patienten mit der Mutation ¢.631-2A—G zeigte einen EKG-Befund mit
negativen T-Wellen in den Ableitungen (V1-V6), eine ARVC typische Epsilon-Welle in V1
und echokardiographische Anzeichen eines deutlich dilatierten, hypokinetischen rechten
Ventrikels mit Trabekularisierungsstérungen (Abb. 3A-D). Die linksventrikulére Funktion
und GroRe lagen im Normbereich. Ventrikulare Arrhythmien mit Linkschenkelblock traten im
Alter von 43 Jahren bei dem Patienten auf und fiihrten zur Implantation eines kardialen
Defibrillators (ICD) und zum Beginn einer medikamentdsen antiarrhythmischen Therapie.
Keiner der Angehorigen des Patienten zeigte ARVC typische Symptome.

Um die ¢.631-2A—G Mutation ndher zu untersuchen, fuhrten wir RT-PCRs von DSC2
mMRNA sowohl von Lymphozyten als auch von Herzbiopsien des Patienten durch. Zusatzlich
zu dem normalen Transkript konnten wir ein deutlich verkiirztes DSC2-Transkript
nachweisen. Die RT-PCR-Produkte wurden kloniert, und die Sequenzanalyse zeigte ein falsch
gespleifites Transkript. Die Mutation fiihrt zur Aktivierung einer neuen ,kryptischen Splei3-
Akzeptor-Stelle* in Exon 6 und zu einer Deletion von 25 Nukleotiden. Auf Proteinebene fiihrt
diese Deletion theoretischerweise zu einer Leserasterverschiebung, zur Bildung von zehn
neuen Aminosauren und zur Insertion eines verfriihten Stopp-Kodons. Somit wirde dem

vorhergesagten trunkierten Protein die hochkonservierte CAR-Sequenz von DSC2 fehlen.
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Abb 3: Klinische Befunde des Mutationstragers. A, das 12-Kanal Ruhe-EKG (50 mm/s) zeigt negative T-Wellen in den
Ableitungen (V1-V6) und eine Epsilon-Welle in V1 (Pfeil). B, Das EKG (25 mm/s) zeigt eine ventrikuldre Tachykardie mit
Linksschenkelblockmorphologie. C, Die Aufnahme eines rechtsventrikulédren Angiogramms zeigt einen vergroRerten rechten
Ventrikel mit diastolischem ,,Bulging® in Hohe des Einflusstrakts und einer diffusen inferioren Hypokinesie (Pfeile). D,
Histologie (Masson-Trichrom-Férbung) der Herzbiopsie.

Um die Mengenverhdltnisse zwischen Wildtyp-mRNA und des mutierten Transkripts zu
analysieren, flhrten wir eine allelspezifische Realtime-PCR durch. Wir fanden eine
signifikante Reduktion des mutierten DSC2 Transkripts (3%). Im Vergleich mit
Kontrollherzgewebe konnten wir zusétzlich eine deutliche Reduktion der Wildtyp DSC2
MRNA-Menge (60%) in der kardialen Biopsie des Patienten nachweisen (Abb. 4C). In
Western-Blot-Analysen beobachteten wir ebenfalls deutlich reduzierte DSC2-Wildtyp-
Proteinmengen im Vergleich mit Kontrollgewebe (Abb. 4B).

Um die Rolle des mutierten DSC2 in der Herzstruktur und Herzfunktion in vivo besser zu
verstehen, rekapitulierten wir die SpleiR-Stellen-Mutation im Zebrafisch. Wir klonierten das
DSC2 Zebrafischortholog (dsc2), welches auf Proteinebene ungefahr 35% homolog zur
murinen und humanen Sequenz ist. Das dsc2 Gen kodiert fiir ein 892 Aminoséduren langes
Protein, das alle wichtige Desmocollin-Doménen enthdlt.  Das Expressionsmuster
untersuchten wir mittels in situ Hybridisierung an ganzen Zebrafischembryonen verschiedener
Entwicklungsstadien. Am starksten war dsc2 im Herzen nach 48 hpf exprimiert. Fur die
Knockdown-Experimente  verwendeten  wir  Antisense-Morpholinos  gegen  die
Erkennungssequenz des Translationsstarts und gegen die SpleiR-Akzeptor-Stellen der Exone 6

und 11 des Zebrafischortholog dsc2. Alle drei Morpholinos verursachen im Zebrafisch eine
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Abb 4: (A) Partielle Nukleotidsequenz vom DSC2 Intron 5 -Exon 6 Ubergang. Die genomische Sequenz des betroffenen
Patienten zeigt eine heterozygote A — G Transition der Splei3-Akzeptorstelle von Intron 5. (B) Die Western-Blot-Analyse
der rechtsventrikuldren Myokardbiopsie des Patienten mit der DSC2 Mutation c¢.631-2A—G. Die DSC2-
Wildtypproteinmenge ist im Vergleich mit der Kontrolle deutlich reduziert. (C) Allelspezifische quantitative Realtime PCR
von der DSC2 Wildtyp (WT) und mutierten (MUT) mRNA von Herzgewebe des Patienten (P) und Kontrollproben (C). Die
Expression des mutierten Allels des Patienten ist im Herzgewebe deutlich reduziert. Hochauflésende Aufnahmen des
Herzens von Wildtyp- (D) und dsc2-Knockdown- (E) Zebrafischembryos zeigen deutliche perikardiale Odeme (Pfeil).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der kardialen Desmosomen von  Wildtyp- (F) und dsc2-Knockdown- (G)
Zebrafischembryos. Den dsc2-Knockdown-Zebrafischen fehlt in iber 90% der Desmosomen die elektronendichte Mittellinie.
a: Vorhof; v: Ventrikel; Balken =25 uM (D,E); 50 nm (F,G)

deutliche Reduktion der dsc2 mRNA-Expression. Die Knockdown-Zebrafischembryos
zeigten dosisabhéngig einen deutlich pathologischen kardialen Phanotyp, mit signifikanten
Bradykardien, Kammerdilatationen und kardialen Dysfunktionen. Dabei entwickelten die
Embryonen 48 hpf progressive perikardiale Odeme (Abb. 4E). Bei Embryonen, denen wir
verschiedene Konzentrationen von Kontrollmorpholinos injizierten, konnten wir keinen
pathologischen Ph&notyp beobachteten. Die mittlere Herzfrequenz der Kontrollfische betrug
136,7 £ 8,3 Schlage/min (n=12) bei 22°C im Vergleich zu 114,4 £ 9 Schlagen/min (n=12) in
den KD-Zebrafischen. Die ventrikuldre Verkirzungsfraktion war deutlich von 0,66 + 0,09 in
Kontrollen auf 0,41 = 0,07 in den KD-Fischen reduziert. Mit elektronenmikroskopischen
Aufnahmen von kardialen Desmosomen konnten wir zeigen, dass sich im Gegensatz zu
Kontrollfischen in KD-Zebrafischembryos (48 hpf) keine normale extrazellulare
elektronendichte desmosomale Mittellinie ausbildet (Abb. 4G). Wir waren in der Lage,
diesen pathologischen Phanotyp durch Koinjektion von humaner DSC2-wildtyp-mRNA
wieder aufzuheben, nicht jedoch mit der mutierten DSC2-mRNA.
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Dilatative Kardiomyopathie

In der Familie DCM-50 (Abb. 5) waren 15 Personen an DCM erkrankt und 4 zeigten einen
indifferenten Phéanotyp. Die ubrigen 17 Familienmitglieder wurden als nicht betroffen
klassifiziert. Person I-1 verstarb im Alter von 29 Jahren, und 14 von seinen Nachkommen
leiden unter einer idiopathischen Herzerkrankung. Davon verstarben funf véllig unerwartet
ohne vorhergehende Krankheitssymptome (11-2, 11-12, 111-15, 111-24, und 111-25). Zweli
Nachkommen entwickelten eine signifikante Herzinsuffizienz und verstarben nach einer
Herztransplantation (I11-4 und 111-13). Keine der betroffenen Personen litt unter Stérungen der
Skelettmuskeln bzw. des Reizleitungssystems. Bei der Familie CM-50 manifestierte sich die
DCM im Mittel mit 34 Jahren. Bei den erkrankten Familienmitgliedern konnten wir eine
deutliche linksventrikulére Dilatation und eine deutlich eingeschrankte linksventrikulare
Funktion nachweisen. Die Autopsien der Verstorbenen zeigen durchgéngig makro- und
mikroskopische Zeichen von interstitieller Myokardfibrose.

In der Familie DCM-100 (Abb. 5) wurden 16 Personen mit einer DCM diagnostiziert, sechs
zeigten einen indifferenten Phanotyp (11-1, 111-2, IV-4, 1IV-13, V-2, und V-6), und die Ubrigen
acht Familienmitglieder wurden als nicht betroffen klassifiziert. Patient I-1 verstarb im Alter
von 43 Jahren an Herzinsuffizienz. 15 seiner Nachkommen haben ebenfalls eine DCM. Neun
der erkrankten Personen verstarben vorzeitig an Herzinsuffizienz. Der Index-Patient (V-4)
entwickelte eine progressive Herzinsuffizienz und musste im Alter von 12 Jahren
transplantiert werden. Die Histologie des explantierten Herzens zeigte eine diffuse
interstitielle Fibrose. Bei der Familie DCM-100 manifestierte sich die DCM im Mittel mit 32
Jahren. Bei den meisten der betroffenen Personen der Familie konnten wir
echokardiographisch  eine  ausgepragte segmentale linksventrikulare — Hypokinesie
diagnostizieren.

Wir erhoben unabhdngige Zweipunkt-LOD-Werte von 3,39 (6 = 0,0) mit Marker D10S1773
fur Familie CM-50 und 3,16 (6 = 0,0) mit Marker D10S1483 fur Familie CM-100. Diese
LOD-Werte waren auch nach Veranderungen der angenommenen Penetranz (0,95-0,60) oder
der angenommen Allelfrequenz hochst konsistent. Haplotypenanalysen zeigen eine deutliche
Uberlappung der Loci beider Familien. Aus der Kombination der Haplotyp-Daten beider
Familien errechnet sich ein kritisches genetisches Intervall von 14 centiMorgan zwischen den
Markern D10S1237 und D10S1723. Dieses entspricht einer physikalischen Entfernung von
9,5 Megabasen.
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AC027672 4 5 55 4 6 s
D10S1483 31 31 4 5 1
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D10S1760 5 1 45 34 4 32

D10S597 2 1 2.1 12 2 12

D10S1773 2 3 65 2 3 24

D10S1237 7 7 44 4 4 16

01051693 2 3 12 4 3 3

AC027672 4 5 47 4 4 5

D10S1483 5 2 41 4 4 6

D10S1723 1 3 31 4 4 7

D10S1656 4 4 13 5 5 2

Abb 5: Stammb&ume und Haplotypen der Familien DCM-50 (A) und DCM-100 (B). Schwarze Symbole
kennzeichnen die an DCM erkrankten Personen; weille Symbole, unbetroffene Personen; und schraffierte
Symbole, unbekannte bzw. intermedidrer klinischer Status. Die Kreise représentieren die weiblichen, Quadrate
die ménnlichen Familienmitglieder. Die Reihenfolge der Mikrosattelitenmarker wurde vom Zentromer zum
Telomer angegeben.
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Das Rekombinationsereignis eines Betroffenen der Familie DCM-50 V-5 definiert
D10S1723 als den distal flankierenden Marker. Der proximal flankierende Marker D10S1237
wird durch das Rekombinationsereignis eines Betroffenen der Familie DCM-100, IV-14,
definiert. Die Multipunkt-Kopplungsanalyse bestétigt das Krankheitsintervall und generiert
einen LOD-Wert von 8,2 flir den Marker AC027672 (Abb. 6).

10 r

Abb 6: Multipunkt LOD-Wertkurve. Der Multipunkt LOD-Wert ist auf der Abszisse eingetragen. Die Distanz
der Rekombination ist auf der Ordinate in centiMorgan (cM) vom arbitrdren Ursprung des Markers D10S521
gekennzeichnet.
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Diskussion

Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie

Plakophilin-2

Plakophilin-2 (PKP2) gehort zur Familie der Armadillo-Proteine. Diese Armadillo-Proteine
sind beteiligt an der Bildung von Zelladhasionsstrukturen wie Adhérenz-Verbindungen und
Desmosomen. Sie haben daher eine wichtige Funktion in der Stabilitat und Integritat von
Geweben. Beide Zellverbindungen starken den Zusammenhalt epithelialer, aber auch nicht-
epithelialer Gewebe (z.B. Herzmuskel), dabei verankern Desmosomen das intermediare
Zytoskelett und die Adharenz-Verbindungen das Aktinzytoskelett. Da Desmosomen vor allem
in Geweben vorhanden sind, die mechanischem Stress ausgesetzt sind (Herz, Haut,
Hirnhdute), wird ihnen eine primdr strukturelle  Funktion zugetragen. Die
Zelladh&sionskomplexe gewahrleisten die mechanische Integritdt der Zellen und
Organarchitektur. Sie sind aber nicht nur an der bloRen Kraftlibertragung zwischen Zellen
beteiligt, sondern nehmen auch an wichtigen Prozessen der zellularen Signaltransduktion teil
2. Die hier beschriebenen Hinweise der kritischen Rolle der Plakophiline fiir den
Desmosomenaufbau und dessen Funktion werden von zwei zuvor publizierten Studien
unterstitzt: 1. Die Identifizierung von rezessiven Mutationen im Plakophilin-1, welche das

13 Bei dieser seltenen

ektodermale Hautfragilitatssyndrom (MIM 604536) verursachen
Hauterkrankung findet man charakteristischerweise kleine und dysplastisch geformte
Desmosomen. Zusétzlich sind die Interaktionen zwischen den Desmosomen und den
Intermediérfilamenten gestort. 2. Knockout-Experimente in der Maus zeigen die Wichtigkeit
von PKP2 fir die embryonale Herzmorphogenese und Bildung von normalen Zell-Zell-
Kontakten '*. Die KO-Embryonen verstarben intrauterin um den Entwicklungstag 10.75 und
zeigten deutliche Verdnderungen in der Herzentwicklung. Dabei fuhren Defekte der
Zelladhasion in den Glanzstreifen des Herzmuskels zu perikardialen Einblutungen.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen sowie biochemische Ergebnisse konnten stark
reduzierte Assoziationen der Proteine Desmoplakin und Plakoglobin mit den anderen Plaque-
Proteinen an den Glanzstreifen demonstrieren. Diese Veranderungen treten zu einem
ahnlichen Zeitpunkt auf wie die in friheren Arbeiten beschriebenen Deletionen des
Armadillo-Proteins Plakoglobin. Diese Ergebnisse zeigen, dass das sich entwickelnde Herz
besonders empfindlich gegenliber Verdnderungen der Zelladh&sion in Kardiomyozyten
reagiert. Da Plakophilin-2 die einzige Plakophilin-lsoform ist, welche in den

Zellverbindungen des Myokards exprimiert wird, ist Plakophilin-2 ein essentielles Protein in
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der Organisation der kardialen Zellverbindungen. Plakophilin-1 und Plakophilin-2 spielen
eine wichtige Rolle fur den Desmosomenaufbau und dessen Funktion in der Haut- und
Herzentwicklung.

Wir konnten mit Plakophilin-2 (PKP2) das bisher haufigste Krankheitsgen fir ARVC
identifizieren. 27% unserer 120 ARVC-Indexpatienten aus Deutschland und den USA zeigten
Nukleotidveranderungen im PKP2-Gen. Inzwischen konnten unsere Ergebnisse in weiteren
ARVC-Kollektiven aus den USA, Italien, Finnland, den Niederlanden und Grol3britannien
bestatigt werden *>?°. Die Haufigkeit von PKP2-Mutationen liegt in den unterschiedlichen
Veroffentlichungen zwischen 10% und 43%. Fir eine Genotyp-/Phénotypanalyse standen uns
zwei ARVC-Familien zur Verfligung. In beiden Familien konnten wir eine deutlich reduzierte
Krankheitspenetranz nachweisen. Diese Beobachtung konnte erkléaren, weshalb Plakophilin-2

nicht zuvor durch Kopplungsanalysen identifiziert werden konnte.

Desmocollin-2

DSC2 ist zusammen mit anderen desmosomalen Cadherinen, Armadilloproteinen und
Plakinen entscheidend am Aufbau von Zelladhasionskomplexen beteiligt, die die
mechanische Stabilitat der Gewebe durch Verankerung mit den Intermediérfilamenten
gewdhrleisten. Es wird vermutet, dass die Desmocolline und Desmogleine zusétzlich zu ihrer
Zelladhéasionsfunktion wichtige zellsensorische Aufgaben erflllen und die intrazellulére

Signaltransduktion beeinflussen 2%

In der spateren Embryonalentwicklung sind
desmosomale Proteine in den Organen Herz und Haut von besonderer Bedeutung. Bisher
identifizierte Mutationen beim Menschen sowie gentechnisch eingefligte Mutationen in der
Maus flhren hdufig zu Phéanotypen, welche die Funktion dieser beiden Organe
beeintrachtigen. Deletionen desmosomaler Cadherine in der Maus ahneln den Phanotypen
menschlicher Krankheiten und fuhren zu Lé&sionen in Schleimhduten (DSG3) bzw. zu
epidermaler Fragilitdt und L&sionen, einhergehend mit Hyperproliferation und Haarverlust
(DSG4, DSC1).

Wir konnten DSC2 als neues Krankheitsgen fir die ARVC identifizieren. Allelspezifische
quantitative RT-PCRs der Biopsie des Patienten zeigten eine signifikante Reduktion der
mutierten RNA, so dass ,,nonsense mediated decay* (NMD) und die daraus resultierende
Haploinsuffizienz als mdglicher genetischer Mechanismus zu vermuten sind. Westerblot-
Analysen bestatigten dieses Ergebnis und zeigten eine Reduktion des DSC2-Wildtypproteins.
Diese Ergebnisse werden zusétzlich durch unsere Zebrafisch-Experimente bestétigt, in denen

der Knockdown von DSC2 zu einer hochgradigen Stérung der Desmosomenstruktur und der
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kontraktilen Funktion des Myokards fiihrt. Wird die hier beschriebene dominante Mutation
(c.631-2A—G) exprimiert und translatiert, fihrt sie zu einem verkirzten DSC2 Protein, dem
die hoch konservierte CAR Sequenz in der ersten extrazellularen Doméne (EC1) fehlt, welche
in allen klassischen und desmosomalen Cadherinen vorhanden ist. Bei den klassischen
Cadherinen konnte gezeigt werden, dass die CAR-Motive essentielle Bestandteile des
extrazellularen Adhédsionsapparates darstellen. Die adenovirale Transfektion von dominant-
negativen Mutationen (Deletion von EC1-EC4) verschiedener desmosomaler Cadherine
verhindert in Keratinozytenkulturen die Aushildung von Zell-Zell-Adhasionskomplexen 2%,
Das trunkierte Protein, welches durch das mutierte Allel entstiinde, konnte einen dominant-
negativen Effekt auf die Zell-Zell-Adhasion ausiiben. Jedoch weisen die Ergebnisse der
quantitativen allelspezifischen Realtime-PCR darauf hin, dass die mutierte DSC2-mRNA
schon auf RNA-Ebene degradiert wird, und dass daher die Haploinsuffizienz als genetischer
Krankheitsmechanismus angenommen werden kann.

Vor kurzem wurden in einer italienischen Population Mutationen im DSG2-Gen identifiziert
%! Diese Ergebnisse konnten wir in unserem Patientenkollektiv von 88 ARVC-Index-
Patienten nicht bestatigen. Mogliche Griinde flr solch ein variables Auftreten von DSG2
Mutationen in ARVC-Kohorten kénnen moglicherweise durch unterschiedliche geografische
oder ethnische Urspriinge der untersuchen Populationen und durch abweichende ARVC-
Selektionskriterien erklart werden.

Die  Untersuchungen  groer ARVC-Familien mit PKP2-Mutationen  zeigten
Krankheitspenetranzen zwischen 30-50%. Die hohe Varianz bei gleichzeitig reduzierter
Penetranz der ARVC deutet darauf hin, dass es noch weitere, bisher unbekannte genetische
bzw. epigenetischen Einfllsse gibt. Bis zum heutigen Zeitpunkt versteht man die molekularen
Mechanismen der ARVC nur unvollstandig. Die lIdentifizierung der neuen Krankheitsgene
PKP2, DSC2 und DSG2 in den Jahren 2004 bis 2006 starkt die Hypothese, dass die ARVC
uberwiegend als eine desmosomale Erkrankung anzusehen ist. Unsere Daten zeigen, dass
desmosomale Mutationen dazu fiihren konnen, dass weniger PKP2 bzw. DSC2 im
Herzmuskel vorhanden ist und somit weniger PKP2 und DSC2 fur die Aufrechterhaltung der
desmosomalen Funktion zur Verfligung steht. Bei erhdhter Beanspruchung, wie z.B. Sport,
konnte die verringerte Desmosomenstabilitdit zu einem vermehrten Zelluntergang mit
nachfolgendem Ersatz der Kardiomyozyten durch Fett- und Bindegewebe fiihren. Dies kdnnte
die hohe Krankheitspravalenz der ARVC bei aktiven Sportlern erkldren. Jedoch (ben
desmosomale Proteine nicht ausschlie3lich strukturelle Funktionen aus, sondern sind in

wichtige Prozesse der intrazelluldren Signaltransduktion eingebunden. Hinweise auf mogliche
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Einflisse der desmosomalen Komponenten auf die Signaltransduktion konnte kirzlich ein
Maus-Modell geben. Garcia—Gras et al. ** konnten bei heterozygoten Desmoplakin-Knockout-
Méusen einen ARVC ahnlichen Phanotyp beobachten. Sie zeigten, dass in diesen Mdusen der
kanonische Wnt/B-Catenin Signalweg supprimiert ist. Es ist bekannt, dass eine Suppression
des Wnt/B-Catenin Signalwegs zu einer Steigerung der Expression von pro-adipogenetischen
und pro-fibrotischen Faktoren fiihren kann. Weitere in vivo und in vitro Studien von PKP2,
DSC2 und anderen desmosomalen Molekulen werden neue Einblicke in die molekularen
Mechanismen der ARVC geben. Die dadurch erworbenen Erkenntnisse kénnten helfen, die
ARVC besser zu verstehen und somit eventuell friiher zu diagnostizieren und effektiver zu

behandeln.

Dilatative Kardiomyopathie

Mit Hilfe der Kopplungsanalysen der zwei Familien konnten wir einen neuen Lokus fur die
DCM auf Chromosom 10 identifizieren, welcher mit charakteristischen klinischen
Symptomen wie interstitieller Myokardfibrose und plétzlichem Herztod einhergeht. Die
genetischen Ursachen der DCM sind sehr heterogen. Einblicke in diese Heterogenitat wird
erst die Identifizierung der krankheitsverursachenden Mutationen in den verschiedenen Loci
geben. Jedoch weisen die bisher identifizierten Krankheitsgene darauf hin, dass die DCM
durch Verénderungen in vielen Proteinen, wie z.B. den Proteinen des Zytoskeletts und des
Sarkomers, Transkriptionsfaktoren und lonen-Kanélen verursacht werden kann (Tabelle 1) 3
% Ein auffalliges klinisches Symptom der Erkrankten in den untersuchten Familien war
neben der signifikanten ventrikularen Dilatation eine ausgepragte interstitielle und
subendokardiale Fibrose. Diese Art von Fibrose wird normalerweise eher in pédiatrischen
Formen der DCM gefunden. Myokardiale Fibrosen im Zusammenhang mit Kardiomyopathien
(DCM, HCM, ARVC) sind h&ufig mit dem plotzlichen Herztod assoziiert.

Moglicherweise fiihren die teilweise diffusen Fibrosen zu elektrischen Inhomogenitaten des

Myokards

, die wiederum das Auftreten von ventrikuldren Herzrhythmusstérungen
beglnstigen. In der von uns beschriebenen Familie (DCM-50) ist der plotzliche Herztod ein
Hauptmerkmal. Finf Personen verstarben ohne vorhergehende Symptome im Alter von 19 bis
54 Jahren. Myokardiale Fibrosen konnten in murinen Kardiomyopathiemodellen mittels

Knockout von verschieden Genen, wie dem kardialen LIM Protein (CSRP3), dem Actinin
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Chromosomale Lokalisation Gen Protein
wIsolierte“ DCM

1932 TNNT2 Kardiales Troponin T
2031 TTN Titin
2935 DES Desmin
5933 SGCD 3-Sarcoglycan
6912-q16 ? ?
9913-922 ? ?
9922-931 ? ?
10922-g23 VCL Metavinculin
14912 MYH7 B-Myosin heavy chain
15q14 ACTC Kardiales Aktin
15922 TPM1 a-Tropomysin
DCM + Stoérungen Erregungsbildung und —leitung

1pl-g21 LMNA Lamin Aund C
2q14-922 ? ?
3p22-p25 ? ?
10g25-g26 (neu) ? ?

DCM + Skelettmyopathie mit und ohne

Erregungsbildungs- und -leitungsstérungen

1pl-g21 LMNA Lamin Aund C
6923 ? ?

DCM + Sensorineuralem Hoérverlust

6923-924 ? ?

Tabelle 1: Genloci der autosomal dominanten Form der DCM mit den dazugehorigen Genen und den
entsprechenden Proteinen.

assoziierten LIM Protein (PDLIM3) und durch verschiedene Uberexpressionsmodelle
identifiziert werden “**®. Es bleibt zu klaren, ob die Fibrose und der plétzliche Herztod mit
spezifischen molekularen Mechanismen in Verbindung gebracht werden kdnnen. Der von uns
definierte neue Lokus erstreckt sich auf ca. 14 cM bzw. 9,5MB und beinhaltet laut aktuellen
Gen-Datenbanken ** mindestens 76 putative Gene. Von diesen Genen kommen mehrere als
plausible Kandidatengene fir die DCM in Betracht. Bisher untersuchten wir die Gene fir das
Actin-Bindungs-LIM-Protein 1 (ABLIM1), das Nebulin-dhnliche LIM Protein (NRAP) und
das Phosphoinositid 5-Phosphatase (INPP5F). Alle diese Gene kodnnten eine Rolle in der
Pathogenese der Myokardfibrose spielen, da ihre Produkte direkt mit der Organisation des
Zytoskeletts, mit dem Wachstum und Uberleben der Zellen in Zusammenhang gebracht
werden konnen. Bisher konnten wir keine krankheitsverursachende Mutation identifizieren.
Eine funktionelle Annotierung des Lokus ergab, dass 13 der enthaltenen Gene fur Proteine
kodieren, die eine Rolle in der Signaltransduktion spielen, zehn erfiillen metabolische
Aufgaben, drei sind Transkriptionsfaktoren und drei Gene kodieren fiir Strukturproteine. Die
Funktion der Gbrigen 39 Gene ist bisher unbekannt. Der von uns gefundene DCM-Lokus ist
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einer von wenigen bisher identifizierten DCM-Loci, der durch zwei unabhangige Familien
definiert wurde. Maglicherweise gelingt es, das Intervall des Lokus durch andere DCM-
Familien weiter einzugrenzen. Die ldentifikation des verursachenden Krankheitsgens konnte
helfen, die molekularen Grundlagen der DCM und des plotzlichen Herztodes besser zu

verstehen.
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