Einleitung

1 Einleitung

1.1  Kardiomyopathien

1.1.1 Definition der Kardiomyopathien

Die weitaus hdufigste Todesursache in der westlichen Welt sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen.
Eine der wesentlichen Ursachen fiir den plétzlichen Herztod und Herzinsuffizienz im jiingeren

Alter stellen Kardiomyopathien dar (Hayashi et al. 2004).

Als Kardiomyopathie werden nach der WHO alle priméren Erkrankungen des Myokards unbe-
kannter Ursache bezeichnet, die mit einer kardialen Funktionsstorung einhergehen (Richardson

1996). Es werden unterschieden:

1. Dilatative Kardiomyopathie (DCM) mit Stérung der systolischen Funktion
2. Hypertrophische Kardiomyopathie mit oder ohne Obstruktion (HCM)
3. Restriktive Kardiomyopathie (RCM)

4. Arrythmogene rechtsventrikulire Kardiomyopathie (ARVCM) mit iiberwiegend

rechtsventrikuldrem kombiniertem Pumpfehler und ventrikuldren Tachykardien

5. Nichtklassifizierbare Kardiomyopathie (NKCM)

Die Genese dieser Krankheitsentitdten ist unbekannt, man spricht daher auch von priméren oder
idiopathischen Kardiomyopathien. Héufig findet sich bei diesen Erkrankungen eine genetische
Veridnderung. Zusitzlich werden spezifische, sekundire Kardiomyopathien differenziert, die
durch die Assoziation mit einer speziellen kardialen oder systemischen Erkrankung gekennzeich-
net sind. So kennt man beispielsweise durch Alkoholkonsum, Viren, immunologische Prozesse,
Diabetes mellitus und arteriellen Hypertonus verursachte Kardiomyopathien. Diese Formen sind
also nicht in erster Linie genetisch bedingt und dienen daher in dieser Arbeit nicht weiter als Ge-
genstand der Betrachtung.

Es wurden die beiden in der Auflistung zuerst erwdhnten Krankheitsbilder, also die Dilatative

Kardiomyopathie (DCM) und die Hypertrophische Kardiomyopathie (HCM) untersucht.

Histomorphologisches Charakteristikum der HCM ist der Verlust der normalerweise parallelen
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Anordnung der Herzmuskelzellen zugunsten einer ungeordneten Struktur (,,Disarray* der Myozy-
ten). Makroskopisch findet man eine Hypertrophie der Ventrikelmuskulatur, insbesondere des
Kammerseptums. Pathomorphologisches Korrelat der DCM dagegen sind Kardiomegalie (,,Cor
bovinum®) mit interstitieller Fibrose und struktureller Alteration der extrazelluliren Matrix. Bei
mehr als 60 % der Patienten werden intrakavitire Thromben beobachtet (Ardjah et al. 2003
S.301)

1.1.2 Formen der Herzhypertrophie

Hypertrophie des Herzens wird durch unterschiedliche Reize getriggert. Als physiologische Ver-
anderung ist die Adaptation bei kdrperlichem Training anzusehen. Pathologische Hypertrophie
entwickelt sich durch verstirkte Volumen- oder Druckbelastung und das u.a. nach Herzinfarkt
auftretende so genannte ,,Remodeling® ebenso wie durch rein intrinsische Mechanismen bei den
primdren Kardiomyopathien (Kahan et Bergfeldt 2005).

Grundsitzlich werden zwei Arten von pathologischen hypertrophen Reaktionen beobachtet: zum
einen die sich oft bei Volumenbelastung entwickelnde exzentrische Hypertrophie, welche durch
ein verstirktes Langenwachstum der Myozyten mit nachfolgender Dilatation der Ventrikel ge-
kennzeichnet ist. Zum anderen die gehduft nach Druckbelastung auftretende konzentrische Hy-
pertrophie, bei der es zu einer parallel angeordneten Zunahme der kontraktilen Einheiten kommt,
also ein Breitenwachstum der Myozyten und Ventrikelwand resultiert (Carabello et al. 2003).
Beide Hypertrophieformen kdnnen sich im Rahmen einer DCM oder HCM auch primér oder
»idiopathisch* entwickeln. Bei beiden kommt es zu typischen Verdanderungen der Genexpressi-

on.

Abb. 1.1: Hypertrophieformen des Herzens (aus Marx 2003), in
der Mitte ist ein normales Herz zu sehen, links ein HCM-Herz mit
verdickten Ventrikelwdnden, rechts ein deutlich vergroBertes
DCM-Herz
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Exzentrische und konzentrische Hypertrophie fithren auf lange Sicht zu weniger effizienter Ar-
beit der Herzmuskulatur und schlieBlich zur Herzinsuffizienz. Auch ist das Risiko fiir Arrhyth-
mien deutlich erhoht (Kahan et Bergfeldt 2005).

Initiatoren sich unabhédngig von der Himodynamik entwickelnder hypertropher Reaktionen sind

u.a. Insulin, Angiotensin II, Aldosteron und Agonisten am a1-Adrenozeptor wie Noradrenalin.

Die so genannte physiologische Hypertrophie, wie sie bei Sportlern auftritt, ist durch ein propor-
tionales Wachstum der Muskelzellen ohne verstirkte Expression embryonaler Gene gekenn-

zeichnet, sie fithrt in der Regel nicht zur Herzinsuffizienz.

1.1.3 Kilinik der Kardiomyopathien

1.1.3.1 Klinik der Hypertrophischen Kardiomyopathie

Mit einer Priavalenz der echokardiografisch gesicherten HCM in den USA von ungeféhr 0,2 %
der Bevolkerung (Towbin et Bowles 2002) ist die HCM eine haufige Erkrankung. Das Manifes-
tationsalter liegt meist im 4.-5. Lebensjahrzehnt (Zipes et al. 2005, S.1671)

Viele Patienten sind asymptomatisch, die Diagnose somit oft Zufallsbefund. Fakultative Sym-
ptome sind Dyspnoe, Angina pectoris-Anfille und hohergradige ventrikuldre Arrythmien bis hin
zu ventrikulidren Tachykardien mit Schwindel, Synkopen und plétzlichen Todesfillen. Uber
letztgenanntes Phanomen ist die HCM héufige Todesursache bei jungen Leistungssportlern
(Sack 2004). Die Prognose hédngt unbehandelt entscheidend vom Auftreten ventrikuldrer Ar-
rythmien ab. Die jihrliche Letalidt liegt bei 3-4 % (Renz-Polster et Braun 1999, S.119).

1.1.3.2 Klinik der Dilatativen Kardiomyopathie

Die Privalenz der DCM betrégt in den USA 40 pro 100 000 Einwohner, die Inzidenz liegt bei 5-
8 pro 100 000 Einwohner pro Jahr, das Manifestationsalter bei idiopathischen Formen ist im
Mittel zwischen 18 und 50 Jahren (Towbin et Bowles 2002).

Die Betroffenen entwickeln eine langsam progrediente Linksherzinsuffizienz mit Belastungs-
dyspnoe, spiter kommt es zur Globalherzinsuffizienz. Es treten teilweise ventrikuldre Herz-

rhythmusstorungen auf.



Einleitung

Die Prognose wird von der noch vorhandenen Ejektionsfraktion des linken Ventrikels bei Diag-
nosestellung bestimmt. Die jdhrliche Letalitdt betrdagt ca. 10-20 %; die Patienten versterben zu
50 % an fortschreitender Herzinsuffizienz und zu je 25 % an pl6tzlichem Herztod und thromb-

embolischen Komplikationen (Renz-Polster et Braun 1999, S.117).

1.1.4 Diagnostik und Therapie der Kardiomyopathien

Sensitive und wegweisende Methode zur Diagnostik der Kardiomyopathien ist die Echokardio-
grafie. Bei der HCM ist insbesondere eine Hypertrophie des Septums zu beobachten. Normwer-
tig ist dieses <12 mm (Voelker 2004), eine HCM ist wahrscheinlich bei Werten >15 mm. Zudem
kommt es teilweise zu einer Obstruktion des linksventrikuldren Ausflusstraktes. Bei der DCM
dagegen imponieren eine Dilatation der Herzhohlen und eine Einschrinkung der systolischen
Funktion.

Therapeutische Maflnahmen sind abhéngig vom Schweregrad der Erkrankung. Eine kausale The-
rapie ist weder bei der DCM noch bei der HCM moglich, so dass die MaBBnahmen symptoma-
tisch orientiert bleiben miissen. Besonders wichtig ist die Behandlung und Vermeidung
bedrohlicher Herzrhythmusstdrungen.

Als letzte alternative Therapiemoglichkeit bei terminaler Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium 1V)
mit ernster Prognose verbleibt die Herztransplantation. Nachdem 1967 die erste orthotope Herz-
transplantation beim Menschen von C.N. Barnard durchgefiihrt wurde, ist die Methode inzwi-
schen zur anerkannten klinischen Therapie geworden. Die Ein- und Fiinf-Jahres-Uberlebensraten

liegen mittlerweile bei 80 % bzw. 75 % (Bohdjalian et al. 2004).

1.1.5 Genetik der Kardiomyopathien

Bei primédren Kardiomyopathien kann man héufig (s.u.) eine genetische Ursache finden. Der
Nachweis krankheitsverursachender Gene erfolgt durch die Kopplungsanalyse bzw. die Untersu-
chung von Kandidatengenen. Bei der molekularen Kopplungsanalyse wird die gemeinsame Ver-
erbung zwischen DNA-Polymorphismen der Mirkosatelliten und einer vererbbaren Erkrankung
untersucht. Dazu werden eine betroffene Familie und deren Stammbaum benétigt. Uber die

Kopplung des genetischen Markers mit dem Krankheitsphidnotyp kann man dann iiber Analysen
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mithilfe eines zweiten Markers auf die chromosomale Lokalisation schlieen (Loffler et Petrides
1997 S. 321). Nachteilig ist der grole Aufwand und die Notwendigkeit zur Feinkartierung mog-
lichst gro3e Familien mit vielen Betroffenen untersuchen zu miissen.

Als Alternative bietet sich der Kandidatengenansatz an. Dabei werden Gene untersucht, die auf
Grund einer Hypothese an der Krankheitsentwicklung beteiligt sein konnten. Es erfolgt eine di-
rekte Untersuchung auf Sequenzverdnderungen des entsprechenden Kandidatengens bei mog-
lichst vielen Patienten und Kontrollpersonen. Wenn eine Genvariante in der Patientengruppe
signifikant hiufiger als bei den Kontrollen auftritt, ist eine Beteiligung des untersuchten Gens am
Krankheitsprozess wahrscheinlich. Voraussetzung fiir dieses Vorgehen ist, dass die Sequenz des
Gens bereits bekannt ist. Dies ist mittlerweile durch den Erfolg der Arbeit am Human Genom
Project zumeist gegeben. Fiir die Identifizierung des genetischen Defektes bieten sich Methoden
wie SSCP oder eine direkte Sequenzierung des Gens an. Wenn zusétzlich zum Héufigkeitsunter-
schied eine Kosegregation der gefunden Verdnderung mit der Erkrankung innerhalb einer betrof-
fenen Familie vorliegt und funktionell wichtige Doménen des Proteins betroffen sind, ist die

Erhebung des Kandidaten- zum Krankheitsgen moglich.

1.1.5.1 Kandidatengene

Kandidatengene fiir DCM und HCM sind Gene, die fiir Proteine kodieren, die im Herzen eine
wichtige Funktion ausiiben. Das sind Proteine des Sarkomers, wie zum Beispiel das Myosin, und
Proteine des Zytoskeletts wie Dystrophin. Die bisher gefundenen krankheitsverursachenden Mu-
tationen betreffen primér diese beiden Proteingruppen. Im Sinne eines Kandidatengens relevant
sind auch die Promotorregion und die Enhancersequenz eines Gens, da bei Mutationen in diesen
Bereichen die Expressionslevel stark verdndert werden konnen.

AulBlerdem sind Gene interessant, deren Produkte in die Enstehung kardialer Hypertrophie invol-
viert sind. Dies sind beispielsweise die Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems, Wachs-
tumsrezeptoren, Endothelinl, Zytokine und die jeweils in den abhdngigen Signalkaskaden
regulierten Proteine. Endothelinl erhoht beispielsweise die Level von a-Aktin, BNP und dem

hhLIM-Protein (Zheng et al. 2004).

Melusin, zunéchst als Integrin-bindendes Protein isoliert, ist ebenfalls in hypertrophe Signalwege
der Herzmuskulatur involviert (Brancaccio et al. 2003) und kann somit als Kandidatengen fiir

die Genese einer DCM bzw. HCM betrachtet werden.



Einleitung

1.1.5.2 Genetik der Hypertrophischen Kardiomyopathie

Bei zwei Dritteln aller HCM-Fille handelt es sich um familidre, autosomal-dominant vererbte
Formen (Nanni et al. 2003). Man kann von einer genetisch heterogenen Erkrankung sprechen,
die meisten bekannten Mutationen betreffen jedoch fiir Sarkomerproteine kodierende Gene. Am
hiufigsten werden Mutationen im Myosin-Bindungs-Protein C und in der schweren f-Myosin-
Kette gefunden.

Bisher sind elf verschiedene Genorte und neun verschiedene Gene bekannt, in denen zahlreiche
Mutationen gefunden worden sind, die mit einer HCM assoziiert sind. Penetranz und Auspra-
gung der klinischen Symptome sind variabel (Maron et al. 2004).

Die folgende Auflistung ist dem Ubersichtsartikel von Hengstenberg (2003) enthommen.

GDB Erbgang | Genort Gen Literatur
CMHI1 AD 14q11—ql2 Schwere B-Myosin-Kette | Geisterfer-Lowrance
1990, Tanigawa 1990
CMH2 AD 1q3 Kard. Troponin T Bonne 1998, Thierfel-
der 1994
CMH3 AD 15g22.1 a-Tropomyosin Bonne 1998, Thierfel-
der 1994
CMH6 AD 793 n.b. MacRae 1995
CMH7 AD 19p13—q13 Kardiales Troponin I Kimura 1997
CMHS8 AD 3p Leichte Myosinkette (alk. | Poetter 1996
Untereinheit)
CMH9 AD 2q24.3 Titin Satoh 1999
AD 12923—q24.3 | Leichte Myosinkette (reg. | Poetter 1996
Untereinheit)
AD 11pll Kardiales Myosin- | Carrier 1993, Bonne
bindungsprotein-C 1995
AD 15q14 Kardiales Actin Mogensen 1999
AD 20q13.3 Kardiale Myosin-Leicht- | Davies 2001
peptid-Kinase

Tab. 1.1: Ubersicht iiber bekannte Genorte und Gene der hypertrophischen Kardiomyopathie;
CMH (hypertrophische Kardiomyopathie); AD (autosomal-dominant); GDB (Genome database)

1.1.5.3 Genetik der Dilatativen Kardiomyopathie

Man kennt derzeit vierzehn verschiedene Genorte und acht Gene, in denen verschiedene Mutati-
onen fiir eine DCM verantwortlich gemacht werden. Es konnen bis zu 35 % der DCM-Fille auf

eine vererbte Genmutation zurlickgefiihrt werden (Griinig et al. 1998). Mehrere bekannte Muta-
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tionen in zytoskelettalen und auch sarkomerischen Proteinen fithren zu einer DCM, es besteht
teilweise eine Assoziation mit Muskeldystrophien (z.B. Muskeldystrophie Duchenne). Meist
liegt ein autosomal dominanter Erbgang vor, seltener eine X-chromosomale Form. Ebenfalls
wurde ein mitochondrialer Vererbungsmodus beschrieben (Hughes et McKenna 2005).

Die nachfolgende Tabelle orientiert sich an dem Ubersichtsartikel von Hengstenberg (2003).

GDB Erbgang | Genort Gen Literatur
CMDIA | AD Ipl—ql Lamin A/C Kass 1994, Fatkin 1999
CMDIE | AD 3p25—p22 n. b. Olson et Keating1996
CMDIF | AD 6923 n. b Messina 1997
CMDIB | AD 9q13—q22 n. b. Krajinovic 1995
CMDIC | AD 10g21-g23 | n.b. Bowles 1996
CMDID | AD 1932 n. b Durand 1995
CMDIG | AD 2q31 n. b. Siu 1999
CMDIH | AD 2ql4—q22 n. b. Jung 1999
CMDII | AD 2q35 Desmin Li 1999
CMD1J | AD 6923—q24 n. b. Schonberger 2000

AD 15q14 Kardiales Actin Olson 1998

AD 6q12—ql6 n. b. Sylvius 2001

AD 14q11.2—q13 | Kardiales -Myosin Kamisago 2000

AD 1932 Kard. Troponin T Kamisago 2000

AD 5933—q34 0-Sarkoglykan Tsubata 2000
CMD3A | X Xq28 Tafazzin Bione 1996
XLDC X Xp21 Dystrophin Muntoni 1993

Tab. 1.2: Ubersicht iiber bekannte Genorte und Gene der dilatativen Kardiomyopathie CMD (dilata-
tive Kardiomyopathie); AD (autosomal-dominant); X (X-chromosomal), GDB (Genome database);
n.b. (nicht bekannt)

1.1.54  Auswirkung der Mutationen

Die bekannten krankheitsassoziierten Mutationen fiihren zumeist zu einer alterierten Protein-
struktur. Sie sind unvollstindig dominant, das heifit der Kontraktionsapparat besteht aus norma-
len und verdnderten Proteinen, was zu einer Fehlfunktion fiihrt. Solche dominant negativ
wirkenden Proteine werden auch als ,,poison peptides” bezeichnet (Ganten et al. 1998, S. 82).
Diese fithren zu einer strukturellen wie funktionellen Beeintrachtigung des Kontraktionsappara-
tes. So beobachteten Lankford et al. (1995) bei Mutationen in der schweren f-Myosin-Kette in
Motilitdtsversuchen gegeniiber normalem Muskel verdanderte Kontraktionseigenschaften.

Die genauen pathogenetischen Mechanismen, die zur Auspragung eines bestimmten Phianotyps
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fithren, sind jedoch auch bei nachgewiesener Mutation weitgehend unbekannt. Zudem entwi-
ckeln 10 % aller HCM-Patienten im Laufe der Zeit eine DCM. Bei starker Affektion des Kon-
traktionsapparates ist eine frithere und schwerwiegendere Krankheitsmanifestation zu erwarten
als bei leichteren Stérungen. ,,Gen-Dosis-Effekte scheinen dabei eine wesentliche Rolle zu spie-
len. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung wesentlich stirkerer Auspriagung
klinischer Beschwerden bei einem fiir eine Mutation (MYBPC3-R810H) homozygoten Patienten
im Vergleich zu einem heterozygot Betroffenen (Nanni et al. 2003). Im Tierversuch entwickel-
ten flir eine bestimmte Mutation im Myosin-Bindungs-Protein C (MYBPC-3) transgene Méuse
im heterozygoten Falle eine typische HCM, im homozygoten dagegen eine DCM.

Zuséatzlich zu der primér krankheitsverursachenden Mutation ist eine Beteiligung von anderen
genetisch determinierten Varianten denkbar. Kandidaten fiir diese Modifikatoren (so genannte
»modifier genes*) sind Gene von Komponenten pathogenetisch relevanter Stoffwechselwege. In
Frage kommen also sdmtliche Gene, die fiir Proteine aller Hypertrophie-assoziierten Stoffwech-
selwege kodieren. Hypertrophie ist dabei im Sinne eines Kompensationsmechanismus zum Aus-
gleich der durch die primir gestdrte Anordnung der kontraktilen Filamente oder einer gestorten
Calcium-Sensitivitdt entstandenen Funktionsdefizite zu verstehen (Lim et al. 2001).

Varianten in den ,,modifier genes™ konnten das Manifestationsrisiko der Erkrankung erhéhen (o-
der auch verringern) beziehungsweise die Auspragung des Phéanotyps beeinflussen (Marian 2002).
Beispielsweise wurde eine Variante von TNF o (Tumor necrosis factor) mit einem schweren

HCM-Phénotyp assoziiert (Patel et al. 2000).

Als Kandidatengen im Sinne der ,,modifier genes* bietet sich das Melusin an — ein Protein, das fiir
eine normale hypertrophe Reaktion bei kardialer Druckbelastung von zentraler Bedeutung zu sein

scheint (Brancaccio et al. 2003).

1.2 Melusin

1.2.1 Gen- und Proteinstruktur

Melusin wurde 1999 von Brancaccio et al. als spezifisches Bindungsprotein der Integrinunter-
einheiten B1A und B1D isoliert.
Das Melusin ist beim Menschen auf Xq12.1-q13 lokalisiert, es besteht aus 11 Exons und 12
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Introns (siche NCBI Acc.nr.: NP_036410.1). Das zytoplasmatische Cystein-reiche Protein ent-
hilt 347 AS und ist 38 kDa schwer. Strukturell fand man im C-terminalen Bereich starke Ahn-
lichkeiten mit den Sequenzen der beiden Proteine Calsequestrin und Calreticulin, bei denen
dieser Abschnitt Ca**-Ionen mit hoher Kapazitit und niedriger Affinitit bindet. N-terminal be-
sitzt Melusin mehrere Prolin-reiche Motive, die auf eine mogliche Wechselwirkung mit SH3-
Domaénen hinweisen, und aulerdem phosphotyrosinhaltige Stellen, die mutmaBliche Bindungs-
stellen fiir SH2-Doménen darstellen (Brancaccio et al. 1999). Ebenfalls N-terminal finden sich
zwei Cystein- und Histidin-reiche Abschnitte, zwischen denen ca. 90 andere AS liegen (Bran-
caccio et al. 2003). Proteine, die dieses Muster aufweisen werden als CHORD's (fiir Cystein-
Histidin-reiche Doméne) bezeichnet, ihre Spezifitit besteht u.a. in ihrer Zn**-Bindungsfihigkeit
(Shirasu et al. 1999). Die Integrinbindungsstelle befindet sich im Endbereich des Proteins (AS
211-332). Darin enthalten, AS 217-304, ist eine dem Chaperon p23 homologe Region, die hoch-
konserviert auch in anderen Proteinfamilien wie den HSP20/a-Crystallin Proteinen anzutreffen

ist (Garcia-Ranea et al. 2002).

1.2.2 Kardiale Wirkung

Melusin wird nach Brancaccio et al. (1999) ausschlieBlich in der Skelett- und Herzmuskulatur

exprimiert. Abbildung 1.2. verdeutlicht dies.

i3
£ ; g E H gé Abb.1.2.:  Expressionsmuster  des
Melusin in menschlichem Gewebe (aus
“ ————

Brancaccio et al. 1999)
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Die hochsten Expressionsraten wurden in der Skelettmuskulatur von Mausen nach Traumata der
Muskulatur und bei Neugeborenen nachgewiesen. Im Herzen dagegen konnten wihrend der
Entwicklung keine Verdnderungen der Expression festgestellt werden. Allerdings fanden Acetis
et al. (2005) nach einwochiger Druckbelastung des Herzens erhhte Melusinspiegel bei Méusen,
die eine kompensatorische Hypertrophie entwickelten. Kuncewicz et al. (2003) wiesen Melusin

auch in Mesangiumzellen der Niere nach.

Innerhalb der Muskelzelle ist, wie in Immunfloureszensversuchen gezeigt werden konnte, Melu-
sin in zwei das Aktininband innerhalb der Z-Scheibe flankierenden Reihen angeordnet (Brancac-
cio et al. 1999).

Anlass fiir die Idee dieser Arbeit waren Ergebnisse, die 2003 von Brancaccio et al. ver6ffentlicht
wurden, die dem Melusin eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer konzentrischen Hyper-
trophie des Herzens bei erhohter Nachlast, wie sie z.B. bei erhohtem arteriellen Blutdruck auf-
tritt, zuweisen. Es wurden transgene Melusin-Knockout-Méduse erzeugt, die sich zundchst normal
entwickelten. Herz- und Skelettmuskulatur waren weder funktionell noch morphologisch veran-
dert. Nachdem eine transversale Aortencoarctation (TAC) durchgefiihrt worden war, zeigten sich
jedoch betrachtliche Unterschiede der myokardialen Reaktion im Vergleich zu Melusin-Wildtyp-
Maiusen. Der Wildtyp entwickelte eine konzentrische Hypertrophie, die Knockout-Tiere hinge-
gen eine exzentrische Hypertrophie mit sich bestdndig vergroBerndem linken Ventrikel, was zur
Herzinsuffizienz fiihrte und die Letalitét signifikant erhdhte. AuBBerdem wurde eine normale hy-
pertrophe Reaktion nach kontinuierlicher Gabe von Angiotensin II und Norepinephrin in beiden
Mausestammen gefunden, was verdeutlicht, dass Melusin selektiv in die zellulire Antwort auf
erhohten mechanischen Widerstand eingebunden ist, jedoch in andere, rein biochemische

Signaltransduktionswege nicht involviert zu sein scheint.

1.2.3 Signaltransduktion

Weiterhin wurden mogliche Signalwege der Reaktion auf TAC untersucht. Bei den Knockout-
Maiusen zeigte sich eine deutlich verminderte Phosphorylierung von GSK3-f serine9. Die dafiir
responsable Kinase Akt wurde kaum phosphoryliert. Folge ist eine verminderte Inaktivierung der
von GSK3-B angestofenen Signalwege. Die ebenso untersuchten Signalproteine p38 und

ERK1/2 waren bei den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp nicht alteriert.

10
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Eine neuere Studie (Acetis et al. 2005) mit Melusin iiberexprimierenden Mausen wies nach
ventrikuldrer Druckbelastung eine erhohte Phosphorylierung von Akt, GSK3-f und auch
ERK1/2 im verdnderten Mausstamm im Vergleich zu Wildtyptieren nach. Die Mutanten hatten
zudem unter normalen Bedingungen eine echokardiografisch nachweisbare leichte HCM, die
jedoch ohne funktionelle Konsequenzen blieb. Nach Druckbelastung entwickelten diese Tiere im
Gegensatz zum Wildtyp keine DCM und waren so vor Herzinsuffizienz geschiitzt.

Die folgende Abbildung bietet eine Ubersicht iiber wichtige integrinassoziierte hypertrophierele-

vante Signalwege der Herzmuskulatur nach mechanischer Belastung.

Laminin
(basement membrane)

32

Integrins

¥ . .@
‘mchamcal / \

\ / stretching - -
@ Abb.1.3: Integrinassoziierte Signalwege
\ / nach mechanischer Druckbelastung des

Hypertrophy genes Herzens. (aus Tarone et Lembo 2003)

Die Melusin-Knockout-Méuse wurden auch hinsichtlich der Fibrosierungs- und Apoptoserate
mit den Wildtypméausen verglichen, die nicht differierten. Brancaccio et al. (2003) schlieen aus
diesen Erkenntnissen, dass die verminderte Inaktivierung von GSK3-f wahrscheinlich zu ab-
normem Remodeling, also exzentrischer Hypertrophie mit Ventrikeldilatation und nachfolgend
zum Herzversagen fiihrt. Eine andere Interpretation der Ergebnisse schlagen Barki-Harrington et
Rockmann (2003) vor: Nicht die andere Form der Hypertrophie fithre zur Verschlechterung der
Herzfunktion sondern vielmehr ein verdndertes Gleichgewicht zwischen der Aktivierung protek-
tiver und verschlechternder pathophysiologischer Signalwege.

Gesichert erscheint dagegen, dass das Melusin in die biomechanischen Signalwege bei mechani-
scher Belastung involviert ist, gleichsam als ,,Sensor®. Im Rahmen dieser Aufgabe kann es das
Auftreten einer durch Dilatation des linken Ventrikels hervorgerufenen schweren Herzfunktions-

storung verhindern.

11
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1.3 Herzmuskulatur

1.3.1 Die Herzmuskelzelle — das Sarkomer

Das Sarkomer ist definiert als Wiederholungseinheit einer Myofibrille in Muskelzellen. Es ist
zusammengesetzt aus einer geordneten Reihe von Strukturproteinen und kontraktilen Proteinen

zwischen zwei begrenzenden Z-Scheiben.

Aktin, Troponin, )
Tropomyosin Myosin
= |
._._|777. | e —
i NN A !
-- Desmin

Myo- .-
filamente

1P i V4
T ; LI !
1 I 1 1
Nebulin M-Linie, C-Streifen, Titin
Myomesin  C-Protein

Z-Scheibe

o-Aktinin

Abb. 1.4: Aufbau eines Sarkomers, Anordnung der kontraktilen Proteine und von Strukturpro-
teinen (nach Deetjen et al. 1999, S. 156)

1.3.1.1 Kontraktile Proteine

Fiir das Zustandekommen einer Muskelkontraktion von zentraler Bedeutung sind das dicke Fi-
lament, hauptsdchlich Myosin, und das diinne Filament, welches primér aus Aktin und Tropo-
myosin besteht. An das Tropomyosin ist das Regulatorprotein Troponin angelagert.

Die Muskelverkiirzung beruht auf einem aneinander Vorbeigleiten der Aktin- und Myosinfila-
mente (Gleitfilamenttheorie von Huxley). Krafterzeugende Elemente sind dabei Myosin-Aktin-
Querbriicken, die durch die ATPase-Aktivitit des Myosins in Wechselwirkung mit Aktin zur
Entwicklung mechanischer Energie entstehen. Die beiden ein Sarkomer begrenzenden Z-
Scheiben bewegen sich aufeinander zu.

Diese Interaktion der beiden kontraktilen Proteine wird bei niedrigem zytosolischen Calcium-

spiegel von Tropomyosin und dem Troponinkomplex gehemmt. Die Muskelkontraktion wird
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initiiert, wenn nach einem elektrischen Impuls die Calciumkonzentration innerhalb der Zelle
ansteigt. lonen werden dabei aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) freigesetzt. Mithilfe
der von Phospholamban regulierten lonenpumpe SERCA?2 wird das Calcium nach Kontraktions-
ende wieder in das SR zuriickbefordert. Bei steigendem Calciumspiegel bindet Calcium an TnC
und setzt dadurch Konformationsdnderungen in Gang, an deren Ende die Bindungsstelle des S1-
Kopfes des Myosins an Aktin freiliegt und eine Kontraktion ablaufen kann. Der Informations-

fluss l4uft also tiber folgende Elemente:

Ca’® — Troponin — Tropomyosin — Aktin — Myosin

Tm
g T 4ca2+
Tni TnC -:‘—I-

e =
-Ca 2+

Abb. 1.5: Interaktion von Calcium, dem Troponinkomplex und den kontraktilen Proteinen
Aktin und Myosin (aus Ganten et al. 1998, S. 84)

1.3.1.2 Strukturproteine

Wie jede Zelle besitzt die Herzmuskelzelle ein Filamentsystem, das der Organisation im Raum
und dem mechanischen Kontaktaufbau mit der Umwelt dient — das Zytoskelett. In den Myozyten
von zentraler Bedeutung ist die Stabilisierung der Myofibrillen. Daran sind Proteine innerhalb
des Sarkomers wie das langgestreckte nichtdehnbare Protein Nebulin und das Riesenprotein Ti-
tin, das die Hélfte eines Sarkomers spannt, beteiligt. AuBerhalb des Sarkomers wird aus longitu-
dinal und transversal angeordneten Proteinen ein Gittersystem, auch Costamer genannt, gebildet.
Die transversal ausgerichteten Proteine verankern im Bereich der Z-Scheibe die freien Enden der
Aktinfilamente und die Myofibrillen mit dem Sarkolemm. So wird eine mechanische Kopplung
hergestellt. In die Costamere sind viele weitere Proteine einschlieBlich der Integrine eingeordnet.
Titin ist aminoterminal in der Z-Scheibe verankert, wo es an verschiedene Proteine wie ao-
Aktinin, einem der wichtigsten Proteine der Z-Scheibe, und T-cap bindet. Letzteres ist u.a. mit
dem muskuldren LIM-Protein (MLP) verbunden (Knéll et al. 2002). Das C-terminale Ende in-
teragiert mit dem Myosinbindungsprotein C. Es formt eine dehnbare Verbindung zwischen der

Z-Scheibe und dem dicken Filament.
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Die Z-Scheibe spielt eine wesentliche Rolle bei der Mechanotransduktion (Knéll et al. 2003).
Proteine der Z-Scheibe sind in zu Hypertrophie fithrende Prozesse eingebunden. Mutationen,

z.B. im T-cap, wurden bei Kardiomyopathien beobachtet (Hayashi et al. 2004).

Melusin

Cypher/ZASP

Abb. 1.6: Schema der wichtigsten die Z-Scheibe bildenden Proteine (nach Hayashi et al. 2004)
PKC: Proteinkinase C, CS1: Calsarcin-1

1.3.2 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulire Matrix besteht aus einem komplexen Makromolekiilgeflecht, welches den
groBBten Teil des extrazelluliren Raumes einnimmt. Fibroblasten bilden sowohl faserformige
Proteine wie Kollagen, Elastin und Laminin als auch die Polysaccharide der ECM. Bei Kardio-
myopathien wie auch nach chronischer mechanischer Belastung ist die Konzentration von inter-

stitiellem Kollagen erhoht, die Beweglichkeit der Herzwand vermindert sich.
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1.4 Verbindung zwischen intra- und extrazellularem Raum — Integrine

Die Grundstruktur der Plasmamembran, eine Lipiddoppelschicht, stellt eine hauchzarte Memb-
ran dar, die keine groBeren Kréfte libertragen kann. Dies wird mittels Ankerproteinen, die starke
membrandurchspannende innerhalb der Zelle mit den zugfesten Filamenten des Zytoskelettes
verkabelte Strukturen bilden, realisiert. Es gibt drei funktionell unterschiedliche Formen von
Ankerverbindungen. Muskelspezifisch ist der Dystrophin-Dystroglycan-Komplex, {iber den das
extrazellulire Laminin mit Aktin verbunden ist (Hunter et Chien 1999). Mutationen in diesem
Komplex verursachen beispielsweise die Muskeldystrophie Duchenne. Die anderen beiden For-
men der mechanischen Kommunikation der Zelle mit ihrer Umgebung sind ubiquitidr anzutref-
fen. Zum einen kennt man Adhésionsverbindungen und Desmosomen, die Zellen miteinander
verbinden. Sie werden von Transmembranproteinen gebildet, die zur Cadherinfamilie gehoren.
Zum anderen existiert die Gruppe der Hemidesmosomen und Fokaladhdsionen, die extrazellulére
Matrix und Zelle verbinden. Diese bestehen aus einer weiteren Gruppe von Transmembranpro-
teinen, den Integrinen.

Integrine haben eine zentrale Bedeutung in der Kommunikation zwischen Zelle und extrazellul-
rer Matrix. Sie sind sowohl fiir die Bindung als auch fiir die Reaktion auf Reize aus dem Extra-
zelluldrraum iiber die Aktivierung von Signalkaskaden verantwortlich. Auch der umgekehrte
Signalweg von intrazelluldren Reizen in den Extrazelluldrraum wird beschritten. Dabei wird die
Affinitdt der Integrine zu ihren extrazelluldren Liganden, z.B. dem Laminin und Fibronektin der
Basalmembran, reguliert.

Ein Integrinmolekiil besteht aus zwei nicht kovalent verbundenen transmembranen Glykoprotei-
nen, den a- und B-Untereinheiten. Beide kommen in mehreren Subspezies vor, die sich variabel
zu einem Molekiil verbinden. Es resultiert eine entsprechend grofle Zahl an verschiedenen In-
tegrinen, die durch alternatives Spleillen einiger Integrin-m-RNAs noch erhéht wird. Thre Vertei-
lung in verschiedenen Geweben und auch ihr spezifisches Bindungsverhalten variieren. Eine -
Untereinheit kniipft dabei iiblicherweise intrazellulir an verschiedene Ankerproteine wie o-
Actinin, Talin und Filamin, die ihrerseits wiederum direkt an Aktin oder andere Ankerproteine
binden (Tsuji 2004).

Integrine aktivieren intrazelluldre Signalwege, wobei insbesondere die Aktivierung der an die -
Untereinheit angedockten Nichtrezeptortyrosinkinase Fokaladhdsionskinase (FAK) fiir die

Signaltransduktion eine herausragende Bedeutung besitzt. Uber diese beeinflussen Integrine die
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Aktivitdit mehrerer u.a. fiir Hypertrophie relevante Signalmolekiile (s. Abb.1.3). Die Integrin-
linked-Kinase (ILK) induziert die Phosphorylierung von Akt und GSK3 (Attwell et al. 2003) —
Signalwege, die im Zusammenhang mit Melusin von Bedeutung sind (s. 1.2.3).

Die existentielle Bedeutung der Integrine fiir das Zellwachstum wird durch ein Anoikis genann-
tes Phanomen verdeutlicht: Nicht mit der Umgebung verkniipfte Zellen stellen ihr Wachstum ein
oder sterben durch Apoptose (Anoikis). Diese Abhingigkeit von Umgebungsfakto-
ren/Verankerung (anchorage dependence) wird iiber Integrine vermittelt (Kuppuswamy 2002).
Heidkamp et al. (2002) konnten zeigen, dass eine Suppression der FAK wéhrend Hypertrophie-
stimulation zu Anoikis fiihrt. Integrine und Wachstumsfaktoren wirken damit oft synergetisch,
detaillierte Analysen des Aktivierungsweges der MAP-Kinase haben viele gemeinsame Schnitt-
punkte aufdecken konnen, die ein komplexes Interaktionsnetzwerk vermuten lassen (Schwartz et
Ginsberg 2002).

In Bl-Integrin-Untereinheit-Knockout-Experimenten bei Méusen wurde eine beeintriachtigte
kardiale Sarkomerzytoarchitektur beobachtet (Brancaccio et al.1999). Da Veranderungen in die-
sem Bereich ein Charakteristikum von Kardiomyopathien sind, kann man eine Bedeutung der
Integrine und ihrer Bindungspartner, wie z. B. Melusin, fiir die Genese dieser Erkrankungen

vermuten.

1.5  Hitzeschockproteine — Chaperone

Molekulare Chaperone vermitteln die Faltung vieler Proteine, die dadurch eine erhebliche Be-
schleunigung und Verminderung der Fehlerquote erfdhrt. Sie gehoren zu den bei héheren Tem-
peraturen vermehrt synthetisierten Proteinen, den Hitzeschockproteinen (Hsp).

Die Familie der kleinen Hitzeschockproteine besteht aus mehreren Proteinen mit einem Moleku-
largewicht von 15-40 kDa. Charakteristisch fiir sie ist die C-terminal lokalisierte a-Crystallin-
Doméne (Haslbeck 2002). Diese Proteine binden bei Beginn einer Denaturierungsreaktion und
verhindern bzw. verzdgern diese. Das aB-Crystallin wirkt beispielsweise protektiv gegen Effekte
ischdmischer Noxen, es ist mit Titin assoziiert und erhoht die Stretch-Resistenz (Bullard et al.
2003). Exprimiert werden die kleinen Hitzeschockproteine in nahezu allen Geweben, in der

Herzmuskulatur macht Hsp 20 ca. 1,3 % der gesamten Proteinmasse aus (Bukach et al. 2004)
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p23 wirkt als Cochaperon bei der Faltung verschiedener Regulatorproteine, es interagiert mit
dem Hitzeschockprotein Hsp90. In vitro verhindert p23 die Aggregation von teilgefalteten Prote-
inen (Garcia-Ranea et al. 2002).

Hsp 90 ist ein ubiquitér in Zellen vorhandenes Protein, es macht ca. 5 % des gesamten Protein-
gehaltes aus. Es iibernimmt gemeinsam mit diversen Cochaperonen wichtige Aufgaben bei der
Faltung und Regulation vieler Proteine, darunter mehrere Signaltransduktionsmolekiile (Picard

2002). Kiirzlich wurde auch eine extrazellulire Wirkung von Hsp 90 beschrieben (Picard 2004).

Ein weiteres Chaperon ist das im endoplasmatischen Reticulum lokalisierte 16sliche Lektin Cal-
reticulin, das Ca®" -abhiingig gemeinsam mit Calnexin eine wichtige Rolle bei der Proteinfaltung

(Alberts et al. 2004, S.469) spielt.

1.6 CHORD - Proteine

Melusin ist ein CHORD-Protein. CHORD steht fiir Cystidin-Histidin-reiche Doméne. Zuerst
wurden die 60 Aminosduren umfassenden CHORD-Dominen in einem pflanzlichen Krankheits-
resistenzgen, Rarl der Gerste, beschrieben. Es zeigte sich, dass die sich tandemartig wiederho-
lende Sequenz hochkonserviert in Protozoen, Pflanzen und Metazoen vorkommt. Sowohl
CHORD-I als auch CHORD-II kénnen jeweils ein Mol-Aquivalent Zn** binden (Shirasu et al.
1999). Evertebraten besitzen ein fiir ein CHORD enthaltendes Protein kodierendes Gen. In Ver-
tebraten sind zwei solcher Gene vorhanden — das chp1-Gen und das wahrscheinlich im Laufe der

Evolution durch Genduplikation entstandene Melusingen (Brancaccio et al. 2003).

1.7  Fragestellung

Melusin scheint aufgrund oben genannter Ergebnisse von Brancaccio et al. (2003) in die Mecha-
notransduktion des Herzens involviert zu sein. Mause, die Melusin nicht exprimierten, zeigten
nach TAC eine im Vergleich zu Kontrolltieren verdanderte myokardiale Reaktion und entwickel-
ten eine Dilatation des Herzens mit Herzinsuffizienz. Die von Wildtyp-Tieren gezeigte kompen-

satorische konzentrische Hypertrophie fehlte.
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Melusin ist aufgrund dieses Eingebundenseins in hypertrophe Signalwege der Herzmuskulatur
Kandidatengen fiir die Entwicklung einer Kardiomyopathie. Die Zielstellung dieser Arbeit war
daher zum einen die Etablierung einer geeigneten Screeningmethode fiir Melusinmutationen und
zum anderen ein Mutationsscreening bei Patienten mit einer priméren Kardiomyopathie. Fiir die
Methodenetablierung wéhlten wir eine Kombination aus PCR, SSCP und Sequenzierung. Das
Mutationsscreening auf Vorliegen einer Mutation in den 11 Exonen des Melusin fiihrten wir bei
Patienten mit einer primdren Kardiomyopathie, sowohl HCM als auch DCM, durch. Wir wihlten
Patienten aus, da wir aufgrund oben genannter Ergebnisse von Brancaccio et al. (2003) vermute-
ten, dass eine Verdnderung im Melusingen zu Verdnderungen der Wachstumseigenschaften des
Myokards fiithren konne. Dies wiederum konnte die Entwicklung einer primiren Kardiomyo-
pathie befordern. Nach erfolgter Mutationssuche untersuchten wir gesunde Kontrollpersonen, um
die Haufigkeiten der gefundenen Verdnderungen bei von einer Kardiomyopathie Betroffenen

und Gesunden zu vergleichen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war also, die Rolle des Melusins bei der Genese von kardialer

Hypertrophie im Rahmen der priméren Kardiomyopathien zu eruieren.
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