Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Etablierung des Mutationsscreenings im Melusingen

3.1.1 PCR

Die verwendeten Primer zur Amplifikation der einzelnen Exons wurden aus der Sequenz des
Melusins bestimmt. Die genaue Lage der Exons wie der Primer im Gen kann der Datenbank
entnommen werden (Accnr.: NP_036410.1 NCBI). Der Hersteller war die Firma BioTeZ Berlin-
Buch GmbH. Die Primersequenzen lassen sich Tabelle 3.1 entnehmen.

Die entstandenen PCR-Amplifikate schlieBen neben den Exons jeweils auch die Exon/Intron-
Ubergiinge mit ein. Die Amplifikatlingen sind ebenfalls in Tabelle 3.1 zu finden.

Zur Optimierung der PCR fiir die einzelnen Exons wurde jeweils eine Gradienten-PCR durchge-
fiihrt. Der Gradient ging dabei {iber 20 °C, zunéchst von 50 °C — 70 °C, nur im Falle der Exons 3
und 4 wurde aufgrund einer geringen Schmelztemperatur der Primer ein Gradient von 40 °C — 60

°C gewihlt. Hier beispielhaft das Bild der Gradienten-PCR von Exon 6:

Abb. 3.1: Gradienten-PCR Exon 6, erste Spur: 100 bp-Marker, Spuren 2-13 PCR-Produkt (227 bp) bei
unterschiedlichen Annealing-Temperaturen (siche Text)

In der zweiten Spur ist das Produkt bei 50,0 °C aufgetragen, es folgen: 50,3 °C, 51,4 °C, 53,2 °C,
55,5 °C, 58,1 °C, 60,8 °C, 63,5 °C, 66,0 °C, 68,1 °C, 69,7 °C, 70,5 °C.

Man erkennt, dass in diesem Falle ab einer Temperatur von 66,0 °C (Spur 10) kein PCR-Produkt
mehr entstand, bis einschlieBlich Spur 5 (53,2 °C) sind zusétzlich unspezifische Banden zu er-
kennen. Es wurde zur weiteren Arbeit eine Temperatur von 55 °C ausgewéhlt. Die optimierte

Temperatur fiir die anderen Exons findet sich in folgender Tabelle:
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Exon

Primer

Tempera-
tur

Amplifikat

1 (63 bp)

ME Ex1
TCC ATG-3’

ME Ex1
ACT CAG-3°

5’-TCA ACC

5’-GGC TGT

AAC GCT

AAG ATC

53°C

214 bp

2 (49 bp)

ME Ex2
TGA TCT T-3’

ME Ex2
GCT TCC-3°

5’-AAT TGG

5’-CAG ATC

TCT GAG

AGC TTA

53°C

279 bp

3 (56 bp)

ME Ex3
GAT CTG-3’

ME Ex3
AGG AGA-3°

5’-GGA AGC

5’-CTA GTA

TAA GCT

TAG ATA

46 °C

168 bp

4 (145 bp)

ME Ex4
GGA TTC-3”

ME Ex4
CCT CAA-3°

5’-ATT TAT

: 5-CTA GTT

GTA CTT

CCC AGT

46 °C

302 bp

5 (94 bp)

ME Ex5
ACC CTT-3’

ME Ex5
ACT AAA-3°

5’-AAC TAA

ATC ACC

5’- ATT GCC ACT TCC

55°C

180 bp

6 (55 bp)

ME Ex6
TGG ATA-3’

ME Ex6
AAC CTA-3°

R:

5’-TGA GTG GGG GGA

5’-AGG GCC

TTG GTA

55°C

227 bp

7 (70 bp)

ME Ex7
TGC T-3°

ME Ex7 R: 5’-GTA GGA AGA

F:

5’-CCC AGG

TTC AACTGA ATT-3’

ATG TGA

TAA

58 °C

304 bp

8 (99 bp)

ME Ex8 F: 5°-GCT ATG AGG

TGA GAC-3°

ME Ex8 R: 5’-TGG CTA TGT

ACA GAG-3’

CTA

GGT

55°C

273 bp

9 (113 bp)

ME Ex9 F: 5°-CAC GTG CAT

GAG AAC-3’

ME Ex9 R: 5°-CTC TGC CTG

GAT TGT-3’

CAT

TGA

56 °C

254 bp

10 (62 bp)

ME Ex10 F: 5’-CAA CCT GTG

CAT ACC-3°

ME Ex10 R: 5’-TCC AGT CTA

GCT CTT-3°

GAT

GCC

56 °C

222 bp

11 (227 bp)

ME Exl1 F: 5’-CTC CTC CTC AGG

TCA TAA-3’

ME Exl11 R: 5’>-TCA ACT GTC TGG

TGT CAC-3°

53°C

256 bp

Tab. 3.1 : Verwendete Primer mit optimierter Annealing-Temperatur und zugehoriger Lénge der
mittels PCR erhaltenen Amplifikate
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3.1.2 Kontrolle der Amplifikate

3.1.2.1 Restriktionverdau

Zur Uberpriifung auf Vorliegen des gewiinschten Amplifikates wurde fiir jedes Exon ein Restrik-
tionsverdau durchgefiihrt. Folgende Tabelle zeigt die verwendeten Restriktionsenzyme, ihre Er-

kennungssequenz und die im jeweiligen Amplifikat erwarteten Fragmentgrofen.

Exon Restriktionsenzym Erkennungssequenz FragmentgrofBen
1 Aci 1 5°-C/CGC-3’ 53 und 161 bp
3’-GGC/G-5’
2 Afl 11 5’-C/TTAAG-3’ 78 und 201 bp
3’-GAATT/C-5’
3 Dde 1 5’-C/TNAG-3’ 72 und 96 bp
3’-GANT/C-5’
4 Bfa 1 5’-C/TAG-3’ 38, 68 und 196 bp
3’-GAT/C-5°
5 Aci 1 5°-C/CGC-3’ 53 und 127 bp
3’-GGC/G-5’
6 Alu 1 5’-AG/CT-3’ 77 und 150 bp
3’-TG/GA-5’
7 Hae 111 5’-GG/CC-3° 135 und 169 bp
3’-CC/GG-5°
8 Hinf'1 5°-G/ANTC-3’ 108 und 165 bp
3’-CTNA/G-5’
9 Aci 1 5°-C/CGC-3’ 88 und 166 bp
3’-GGC/G-5’
10 Dde 1 5’-C/TNAG-3’ 92 und 130 bp
3’-GANT/C-5’
11 Ava 1 5’-C/PyCGPuG-3’ 52 und 204 bp
3’-GPuGCPy/C-5’

Tab. 3.2: Zur Amplifikatkontrolle verwendete Restriktionsenzyme mit erwarteten Fragmentgrofen
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Als Kontrolle wurden, nach zweistiindigem Verdau bei 37 °C, jeweils 5 pl unverdautes PCR-

Amplifikat auf das Agarosegel aufgetragen.

Hier beispielhaft das Bild des Restriktionsverdaus fiir die Exons 9 und 10:

222 bp
130 bp
92 bp

Abb. 3.2: Restriktionsverdau Exon 9 und 10, Spur 1: Exon 9 unverdaut (254 bp), Spur 2: Exon 9 verdaut
(88 bp, 166 bp), Spur 4: Exon 10 unverdaut (222 bp), Spur 6: Exon 10 verdaut (92 bp, 130 bp)

3.1.2.2 Sequenzierung

Alle Produkte wurden exemplarisch fiir jedes einzelne Amplifikat jeweils einmal vorwérts und
einmal riickwirts sequenziert. Hier ein Ausschnitt aus der Vorwérts-Sequenzierung des Amplifi-

kates fur Exon 3.

TCCTGCTGCCG~AG CG AC PG AL AT T P UG N D O C
) 30 40 50 60

s /\NM[\/\W\/\A

Abb. 3.3: Ausschnitt aus Vorwirtssequenzierung Exon 3

3.1.3 SSCP-Analyse

Jede DNA-Probe wurde fiir jedes Exon gesondert sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C
mittels SSCP-Analyse untersucht. Dabei wurde nach dem Auftreten von unterschiedlichen Ban-

denmustern nach der Farbung der Gele gesucht. Hier beispielhaft ein sich ergebendes Bild bei
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Raumtemperatur und zum Vergleich die gleichen Proben nach SSCP-Analyse bei 4 °C. Die Pro-

ben zeigen sdamtlich das gleiche Laufverhalten.

Abb.3.4: Laufverhalten im SSCP-Gel bei 4 °C links, rechts bei Raumtemperatur, als Beispiel wurde
das Amplifikat (273 bp) von Exon 8 gewéhlt. Die vermeintlich unterschiedliche GroBe der Gele re-
sultiert aus der differierenden Laufstrecke bei den beiden gewéhlten Temperaturen.

In einigen Féllen schien ein differierendes Laufverhalten vorzuliegen, wie in folgendem Beispiel.

Abb. 3.5: Laufverhalten im SSCP-Gel bei
4°C, Exon 1. Spur mit Probe D1 zeigt eine
Bande weniger als die benachbarte Spur mit
Probe D2
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Von diesen Proben wurde eine erneute PCR angefertigt und die SSCP-Analyse wiederholt. Bes-
titigte sich die Auffilligkeit im Laufverhalten wurde eine Uberpriifung mittels Sequenzierung
vorgenommen. Im Beispiel aus Abbildung 3.5 lag keine Mutation vor, es handelt sich um einen

falschpositiven Befund.

3.2  Hiufigkeit von Sequenzvarianten in den 11 Exons des Melusingen

3.2.1 Ergebnis SSCP in den 11 Exons bei HCM und DCM

Bei der SSCP-Untersuchung der 11 Exons des Melusin fanden sich lediglich 2 Verdnderungen.
Eine dieser Verdnderungen befindet sich in einem Intron (s. 3.2.3), die andere befindet sich in

einem Exon (s. 3.2.2) und bewirkt einen Aminosdureaustausch.

Das Fehlen weiterer Varianten oder Mutationen ist ebenfalls ein wichtiges Ergebnis dieser Ar-
beit und verweist auf eine hohe Bedeutung des Melusin in der Herzmuskulatur. Zur genetischen

Konservierung s. 3.3.1.6.

3.2.1.1 Vergleich der Hiufigkeit Patienten und Kontrollen

Nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz gilt folgender statistischer Zusammenhang:

p>+2pq g =1

Fiir das Melusin ergibt sich die Besonderheit, dass es X-chromosomal lokalisiert ist und demzu-
folge diese Formel nur fiir das weibliche Geschlecht anzuwenden ist. Fiir das ménnliche Ge-
schlecht gilt, dass nur Hemizygotie vorliegen kann und somit die Merkmalshédufigkeit direkt der

Allelhédufigkeit entspricht.

Fiir die unter 3.2.2 beschriebene Mutation im Exon 1 in der untersuchten weiblichen Probanden-
population wurden die erwarteten Haufigkeiten errechnet (q = Héaufigkeit von CC + )42 Haufig-
keit CT), Allel C entspricht dem Wildtyp, Allel T der Mutation. Die gefundene Mutation ist
heterozygot, ein Allel Cytosin wird durch Thymin ersetzt.

Nullhypothese Hy: Zwischen Kontrollgruppe und Patientengruppe besteht kein Unterschied be-
ziiglich der Héaufigkeit des Auftretens der Mutation; zu beobachtende Unterschiede sind rein

zufdlliger Natur.
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Die genetische Verdnderung an Position 37 kam nur einmal in der Gesamtgruppe von 61 weibli-
chen Probanden vor, d.h., dass diese Verdnderung 0,82 % aller Melusin-Allele betraf, 1,64 %

aller Patientinnen. Verdnderungen die weniger als 5 % Héufigkeit aufweisen, nennt man Mutati-

on.

Nach dem Hardy-Weinberg Equilibrium gelten fiir die Mutation folgende in nachfolgenden Ta-

bellen zusammengestellten Genotyp- und Allelfrequenzen.

TT CT CcC p Q
(»?) (2p9) (%)

Gefundene Hiufigkeit 0 1,6393 98,3607 0,8197 | 99,1803

Erwartete Hiufigkeit | 0,0067 1,6260 98,3607

(H.W.)

Tab. 3.3: Gefundene und nach Hardy-Weinberg erwartete Haufigkeiten in Prozent fiir die gefundene
Mutation in Exon 1 bei den untersuchten weiblichen Probanden (n = 61), T-Mutationsallel, C-
Wildtypallel.

beobachtet erwartet
Kontrol- |Gesamt- Kontrollen | Gesamt-
len gruppe gruppe
weibl. weibl.
Patienten Patienten
Allel 1 (37C) 190 (100) | 121 (99,18) 188.4 121,0
Allel 2 (37T) 0(0) 1(0,82) 1,6 1,0
p (mach Fi- 0.391
schers-Exakt)

Tab. 3.4: Gegeniiberstellung der beobachteten und erwarteten Allelfrequenzen nach dem Hardy-
Weinberg-Gesetz fiir die Basenpaarsubstitution C zu T an Position 37

Es erscheint sinnvoll die Héufigkeiten zusitzlich separat fiir die Krankheitsentitdt der HCM-

Gruppe zu erstellen.

Die beschriebene Mutation an Position 37 im Exon 1 des Melusins kam einmal in der Gruppe
der HCM-Patienten mit 41 weiblichen Probanden vor, d.h., dass diese Verdnderung bei 2.44%
der Patientinnen vorlag, die Allelfrequenz betrigt 1,22 % der Melusin-Allele.

Fiir die Gesamtgruppe der HCM-Patienten fand sich eine Allelfrequenz von 0,6849 % und ein
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Auftreten der Mutation bei 0,9434 % der Patienten. Aufgrund der X-chromosomalen Lokalisati-
on ist eine geschlechtsgetrennte Auswertung jedoch sinnvoll. Da bei keinem der ménnlichen
Probanden die fragliche Mutation gefunden wurde, ist die Allelhdufigkeit fiir diese Gruppe

gleich Null. Weitere Tests eriibrigen sich somit.

Nach dem Hardy-Weinberg Equilibrium gelten bzgl. der Muation fiir die untersuchte weibliche
HCM-Gruppe folgende in nachfolgenden Tabellen zusammengestellten Genotyp- und Allelfre-

quenzen.
TT CT CcC p Q
(%) (2p9) (%)
Gefundene Hiufigkeit 0 2.4390 97,5610 1,2195 98,7805
Erwartete Hiufigkeit | 0,0067 2,4093 97,5610
(H.W.)

Tab. 3.5: Gefundene und nach Hardy-Weinberg erwartete Haufigkeiten in Prozent fiir die gefundene
Mutation in Exon 1 bei den untersuchten weiblichen HCM-Probanden (n = 41), T-Mutationsallel, C-
Wildtypallel.

beobachtet erwartet
Kontrollen |weibl. Kontrollen | weibl.
HCM- HCM-
Patienten Patienten
Allel 1 (37C) 190 (100) 81(97,57) 187,68 81,0
Allel 2 (37T) 0(0) 1(1,22) 2,32 1,0
p (mach Fi- 0.302
schers-Exakt)

Tab. 3.6: Gegeniiberstellung der beobachteten und erwarteten Allelfrequenzen nach dem Hardy-
Weinberg-Gesetz fiir die Basenpaarsubstitution C zu T an Position 37 bei weiblichen HCM-Patientinnen

Ein Vergleich zwischen den beobachteten und den nach dem Hardy-Weinberg-Equilibrium zu
erwartenden Allelfrequenzen zeigt keine Tendenz zum hédufigeren Auftreten der Mutation in der
Gruppe der Patienten. Da die Bedingungen fiir die Anwendungen des ChiTest nicht gegeben
sind, wurden genauere statistische Berechnungen mittels Fischers exaktem Test ermittelt. Es
wurde nach einem signifikanten Unterschied zwischen erwarteten und gefundenen Héufigkeiten

gesucht.
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(a+blc+dNa+ch(b+d) 1
n! ~ ailbilci\d)!

Fishers exakter Test: P=

Bei Betrachtung nach Fischers exaktem Test (siehe Tab. 3.4 bzw. 3.6) ergab sich bei einer ange-
nommenen Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 weder in der weiblichen Gesamtgruppe noch in
der HCM-Patientinnen-Gruppe Signifikanz. Das heisst, dass Hy nicht verworfen werden kann, es
besteht also entweder kein Unterschied zwischen den Gruppen, oder aber er kann auf Grund der

Fallzahl nicht gezeigt werden.

3.2.2 Identifizierung der Variante im Exon 1

Bei einer Probandin zeigt sich bei der SSCP-Analyse von Exon 1 unter Raumtemperaturbe-

il |
-

sepRe:

dingungen folgendes Bild: i}

Abb. 3.6: SSCP Exon 1 bei
Raumtemperatur, durch den Pfeil 1)

markiert ist eine Spur, in der eine 4 gl |
zusitzliche dritte Bande zu sehen

1st

Die nachfolgende Sequenzierung bestitigte das Vorliegen einer Mutation. Hier ein Ausschnitt

aus der Originalsequenz (mit dem reverse primer):

" C GrGegcTGCCC C

Y W\\M\M I

Abb. 3.7: Ausschnitt aus der Riickwirtssequenzierung der markierten Probe aus Abb.3.6 fiir das Exon 1,
der Pfeil zeigt auf einen Doppelpeak im Chromatogramm — es ist sowohl ein Signal fiir Guanin (schwarz),
als auch ein darunterliegendes schwécheres Signal fiir Adenosin (griingelb) zu erkennen.
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Die Vorwirtssequenzierung ergab aus einer unabhingigen Probe die selbige Verdnderung. Da im
sequenzierten PCR-Amplifikat an der fraglichen Stelle zwei verschiedene Basen vorliegen, Cy-

tosin und Thymin, liegt eine heterozygote Mutation vor.

Die Mutation befindet sich innerhalb des Exon 1 an Nukleotidposition 37. Es handelt sich um
eine Transition der Pyrimidinbase Cytosin in Thymin. Hier eine Ubersicht iiber die Sequenz im

Exon 1, das fiir die gefundene Mutation relevante Basentriplett ist hervorgehoben:

1-atg tct cta ctc tgt cgt aac aaa ggce tgt ggg cag cac ttt gac cct aat acc aac ctt cct
U

1-atg tct cta ctc tgt cgt aac aaa gge tgt ggg cag tac ttt gac cct aat acc aac ctt cct

Die Mutation bewirkt einen Aminosiureaustausch, Histidin wird durch Tyrosin ersetzt. Die vom
Exon 1 kodierte Proteinsequenz ist in nachfolgender Aufstellung dargestellt. Die mutierte Ami-

noséure ist hervorgehoben:

MSL L CRNIKGOCGOQHY FD PN TNTILTL

U

MSL L CRNIKGT CGOQVYV FD PNTNLL

Sowohl Histidin als auch Tyrosin sind Aminosduren mit einer aromatischen Seitenkette, die je-

doch unterschiedlich geladen sind — im Falle von Histidin positiv, Tyrosin dagegen negativ.
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3.2.2.1 Restriktionsverdau

Fiir den Nachweis der in Exon 1 gefundenen Mutation wurde das Restriktionsenzym Rsa I ver-
wendet, es schneidet spezifisch an der Stelle: 5’-GT/AC-3’(entspricht 3’-GA/TC-5). Diese
Schnittstelle ist im Rahmen der Mutation entstanden, im Wildtyp existiert sie nicht. Man erhalt
bei vorhandener DNA-Verinderung zwei Fragmente von 52 und 157 bp Lénge. Nicht an dieser
Stelle mutierte PCR-Amplifikate sind 209 bp lang. Da Melusin X-chromosomal lokalisiert ist,
ergibt sich folgende Verteilung der Fragmente nach Verdau:

Wildtyp | Mutation & Mutation heterozygot ¢ Mutation homozygot 9
209 bp 209 bp

157 bp 157 bp 157 bp

52 bp 52 bp 52 bp

Tab. 3.7: FragmentgroBen Exon 1 nach Restriktionsverdau mit Rsa 1

3.2.3 Identifizierung der Variante im Exon 6

Bei einem Probanden zeigte sich im SSCP-Gel fiir das Exon 6 folgendes Bild:

Abb. 3.8: SSCP-Gel von Exon 6, in der mit dem Pfeil markierten Spur, erkennt man eine im Vergleich
zu den benachbarten Spuren weiter im Gel gewanderte Bande

Die daraufhin durchgefiihrte Sequenzierung ergab das Vorhandensein einer Mutation im angren-

zenden Intron 6 des Melusin. Hier ein Sequenzausschnitt:
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GTTGT G GGGGCTC G ¢
TGCTTG AG T

Abb. 3.9: Ausschnitt aus der Sequenzierung von Amplifikat fiir Exon 6, oben zu sehen ein Ausschnitt
aus der Vorwértssequenzierung, unten aus der Riickwirtssequenzierung, mit Pfeil markiert ist jeweils die
mutierte Position

Im Vergleich zur Orginalsequenz ergab sich bei diesem Patienten eine Abweichung an Position
14 im Intron 6. Dort ist Thymin durch Guanin ersetzt. Es handelt sich um einen ménnlichen Pro-
banden, es liegt also eine hemizygote Mutation vor. Aufgrund der Lage in einem Intron aufler-

halb der Spliflestellen wurde auf weitergehende Untersuchungen in diesem Fall verzichtet.

3.3  Abschitzung der Bedeutung der Varianten fiir das Krankheitsgeschehen

3.3.1 Mutation Exon 1

3.3.1.1 Krankengeschichte der Indexpatientin

Die Patientin mit der oben erlduterten Mutation im Exon 1 des Melusins, im Folgenden als In-
dexpatientin bezeichnet, erkrankte im Alter von 38 Jahren an einer HCM. An kardiovaskulédren
Risikofaktoren weist sie eine Adipositas mit einem BMI von 30,1 auf. Bei einem klinisch nicht
erkrankten Bruder wurde echokardiographisch eine bisher unbekannte Myokardhypertrophie mit
einer Septumdicke von 18mm diagnostiziert, was als Hinweis fiir eine positive Familienanamne-

se gewertet werden kann. Bei der Indexpatientin liegen weder ein arterieller Hypertonus noch ein
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Nikotinabusus vor. Auch eine Hyperlipoproteindmie oder ein Diabetes mellitus wurden nicht
diagnostiziert.

Die Patientin erlitt im Alter von 48 Jahren erstmals Synkopen, die seitdem rezidivierend auftre-
ten. Es sind bei ihr folgende Herzrhythmusstorungen bekannt: ventrikuldre Extrasystolen (formal
LOWN IVb) und ein Rechtsschenkelblock. Bei EPU kann ein Vorhofflimmern induziert werden.
Eine elektrische Kardioversion erfolgte bei symptomatischem intermittierenden Vorhoftlattern

im Alter von 53 Jahren. Die Patientin trigt keinen Schrittmacher.

Ergebnisse der transthorakalen Echokardiografie in nachstehender Tabelle.

Alter IVS LVEDD | LVESD | LVW RV LA max. Aortenwurzel
52 Jahre | 19 mm 100mm |n 57 mm 21 mm
53 Jahre | 16 mm |51l mm |29 mm 12mm | n 50 mm

Tab. 3.8: Echokardiografische Daten der Indexpatientin im Alter von 52 und 53 Jahren

AulBerdem wurden bei der Untersuchung im Alter von 52 Jahren eine leichte Mitralklappeninsuf-
fizienz, eine geringe Trikuspidalklappeninsuffizienz und ein leichter Perikarderguss nachgewie-
sen, die Aortenklappe erschien regelrecht.

An nicht kardialen Erkrankungen ist eine substitutionsbediirftige Hypothyreose bei Struma diffu-

sa bekannt.

Zur Untersuchung eventuell vorhandener Relevanz der gefundenen Mutation fiir die Ausbildung
einer Hypertrophischen Kardiomyopathie wurde eine klinische wie genetische Exploration der

Familie der Indexpatientin notwendig.

3.3.1.2 Echokardiografische Untersuchung der Familie der Indexpatientin

Die drei Kinder der Patientin sind nicht erkrankt. Bei einem klinisch nicht erkrankten Bruder der

Patientin wurde echokardiografisch eine beginnende HCM diagnostiziert.

Sohn 1 weist bis auf die positive Familienanamnese keine kardiovaskuldren Risikofaktoren auf.
Der BMI betrédgt 22,3. Bis auf einen gelegentlich auftretenden orthostatischen Schwindel hat er
keinerlei gesundheitliche Probleme. Im EKG waren keine pathologischen Verdanderungen nach-

weisbar.
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Die Tochter der Indexpatientin hat einen BMI von 19,1 und bis auf die positive Familienanam-
nese ebenfalls keine weiteren kardiovaskuldren Risikofaktoren. Im EKG fanden sich keine auf-

falligen Verdnderungen. Sie ist gesund, hat keine Erkrankungen.

Bei Sohn 2 liegen eine Hyperlipoproteindmie und ein Nikotinabusus vor. Sein BMI betrigt 26,2,
was einer Praadipositas entspricht. Im 24h-EKG waren vereinzelte ventrikuldre Extrasystolen zu

erkennen.

Alter | IVS LVED | LVESD | LVW RV LA- Aorten | FS
D max. wurzel

Sohnl [19a 1I0mm |42mm |27 mm |9 mm

Tochter | 24 a 9 mm 45mm |[29mm |9mm |n 37mm | 23mm | 36%

Tochter | 28 a Ilmm |44 mm |29 mm 30 42mm |25mm |35%
mm

Sohn2 | 26a ITmm |[54mm |36 mm |1l mm |n 35mm |24mm | 33%

Sohn2 | 31a |9mm 50 mm | 33 mm 30 40mm |25 mm | 33%
mm

Tab. 3.9: Echokardiografische Daten der Kinder der Indexpatientin

Der im DHZB untersuchte Bruder der Indexpatientin ist klinisch gesund, apparativ-diagnostisch
fand sich eine bisher unbekannte Myokardhypertrophie mit einer Septumdicke von 18mm. Dies

konnte auf eine beginnende HCM hinweisen.

Alter | IVS LVEDD | LVESD | RVEDD LA max. Aortenwurzel | FS

38a I8 mm | 46 mm 33mm |35 mm 40 mm 23 mm 29 %
Tab. 3.10: Echokardiografische Daten des Bruders der Indexpatientin

3.3.1.3 Untersuchung der Familie der Indexpatientin mittels Restriktionsverdau

Mittels des unter 3.2.2.1 beschriebenen Nachweisverfahrens unter Verwendung des Restriktions-
enzyms Rsa I wurde die Familie der betroffenen Probandin untersucht. Es ergab sich folgendes

Bild:
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Abb. 3.10: Restriktionsverdau Exon 1 mit Rsa
I, in den einzelnen Spuren zu sehen von links
<209 bp nach rechts Marker (100bp)-1, Indexpatientin-2,
ihr Ehemann-3, Sohn(2)-4, Tochter-5, Sohn(1)-
6, Bruder-7. Die Bande bei 52 bp ist aufgrund
ihrer Kiirze aus dem Gel herausgelaufen und
demzufolge im Bild nicht zu erkennen.

«— 157 bp

Daraus ist ersichtlich, dass sowohl ein Sohn (Sohn 2) als auch die Tochter der Probandin die
Mutation von ihrer Mutter geerbt haben. Der Bruder der Indexpatientin ist ebenfalls Triager der
Mutation. Die Indexpatientin und ithre Tochter sind heterozygot fiir die Mutation, Bruder und
Sohn (Sohn 2) hemizygot. Der Ehepartner der Indexpatientin und ein Sohn (Sohn 1) weisen an

dieser Stelle keine Mutation im Melusin auf.

Zur Kontrolle, ob die gefundene Verdnderung hdufig in der gesunden Normalbevolkerung auf-
tritt, wurde der oben beschriebene Restriktionsverdau fiir eine Kontrollgruppe, die aus unbekann-
ten Blutspendern rekrutiert wurde, durchgefiihrt. Bei insgesamt 190 untersuchten Kontrollen
fand sich die Mutation nicht. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte mithilfe der elektrophore-

tischen Auftrennung im Polyacrylamidgel bei 120 V iiber 120 min.

=
- i 2
ey
P
- 6 e e
E
e
Abb. 3.11: Restriktionsverdau Exon 1 mit Rsa I,
P Ausschnitt aus Kontrollgruppe mit Sohn(2) in Spur

1 und Indexpatientin in Spur 2, es wurde ein 100
bp Marker verwendet
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3.3.14 Troponin T

Die DNA der Indexpatientin wurde in unserer Arbeitsgruppe schon frither im Rahmen anderer
Mutationsstudien untersucht. Dabei war eine Mutation im Troponin T -Gen der Indexpatientin

gefunden worden. Diese hat sie an einen ihrer beiden S6hne (Sohn 2) vererbt.

Aufgrund dieser Informationen war es notwendig, die bekannten weiteren Familienmitglieder
auf Vorliegen der Mutation im Troponin T zu untersuchen. So konnte eine Infragestellung der
moglichen Relevanz der Mutation im Exon 1 des Melusins durch gleichzeitiges Vorliegen der
Variante im Troponin T -Gen ausgeschlossen werden. Dies geschah mittels eines schon etablier-
ten Restriktionsverdaus (Praktikumsarbeit T. Haase) mit dem Restriktionsenzym HpyCHA4V,
welches spezifisch an der Stelle 5’-TG/CA-3’ schneidet. Die zu untersuchende Mutation befindet
sich in der 265 bp groBen 3’-untranslatierten Region (3’UTR) des Troponin T -Gens. Bei Vorlie-
gen eines Wildtyp-Allels schneidet das Enzym einmal nach Nukleotid 88, das heiflt, man erhalt
zwei Fragmente von 88 beziehungsweise 177 bp Linge. Bei Vorhandensein der zu untersuchen-
den Mutation ergibt sich bei 70 bp eine weitere Schnittstelle; bei fiir die Mutation heterozygoter
DNA ergeben sich dadurch Fragmente von 177, 88, 70 und 18 bp Lénge. Eine homozygote Mu-
tation lieBe 177, 70 und 18 bp groBe Fragmente erwarten. Mittels Polyacrylamidgel-
Elektrophorese bei 120 V iiber einen Zeitraum von 120 Minuten kénnen die durch den Restrikti-

onsverdau entstandenen Fragmente aufgetrennt werden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 3.11.

Wildtyp Mutation heterozygot Mutation homozygot
88 bp 88 bp
177 bp 177 bp 177 bp
70 bp 70 bp
18 bp 18 bp

Tab. 3.11: FragmentgroBien 3°-UTR Troponin T nach Restriktionsverdau mit HpyCH4V
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Folgendes Bild zeigt das Ergebnis bei Untersuchung des Bruders und der Tochter der Indexpati-

entin:

265 bp
200 bp

100 bp

Abb. 3.12: Restriktionsverdau Amplifikat 3’-UTR Troponin T mit HpyCH4V, in Spur 1 und 6 ist
jeweils ein Marker (100 bp) zu sehen, Spur 2 Tochter, Spur 3 Bruder, Spur 4 Indexpatientin, Spur 5
unverdautes Kontrollamplifikat

Der Bruder der Indexpatientin hat demzufolge diese Mutation nicht; die Tochter ist Mutations-
tragerin. Die 18 bp groBen Fragmente konnen im Bild aufgrund ihrer Kiirze und damit sehr
schnellen Laufverhaltens nicht sichtbar gemacht werden.

Im Bild nicht zu sehen ist das Ergebnis fiir den Ehemann der Patientin, welcher nicht Mutations-

trager ist.
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3.3.1.5 Stammbaum der Familie der Indexpatientin

XY

| 3 2
| |
4 5 6
Melusin - Mutation

=== Melusin - Mutation und Troponin T - Mutation

‘ . Erkrankt
1 Indexpatientin (53 a) 4 Tochter von 1 und 3 (28 a)
2 Bruder von 1 (38 a) 5 Sohn (1) vonlund3 (19 a)
3 Ehemann von 1 (58 a) 6 Sohn (2) von 1und 3  (31a)
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3.3.1.6 Homologien Exon 1

Zur weiteren Analyse der gefundenen Mutation im Exon 1 des Melusin wurde die Amino-
sduresequenz in verschiedenen Spezies mithilfe der Datenbank (NCBI) ermittelt und diese unter-

einander auf Homologie untersucht.

MSLLCRNKGCGQHFDPNTNLP Melusin Homo sapiens NP 036410.1
MSLLCYNKGCGQHEFDPNTNLP Melusin Mus musculus NP_038740.1
MSLLCYNKGCGQHEFDPNTNLP s. to Melusin Rattus norvegicus XP_228553.2
MALLCYNRGCGQRFDPETN chymotrypsin-like protein Homo sapiens AF123249 1

MALLCYNRGCGQRFDPETN CHORD domain-containing prot.| Homo sapiens ~ NP_036256.1
MALLCYNRGCGQRFDPEAN CHORD- zinc-binding proteinl  Maus musculus NP_080120.2
MALLCYNRGCGQRFDPEAN s. to CHORD- zinc-binding prot.1 Rattus norvegicus ~XP_235878.2
MALLCYNWGCGQRFDPETD s. to CHORD domain-containing prot.1 Homo sapiens ~ XP_301128.1

MSLMCYNKGCGQRFEDLEKN unbekannt Danio rerio AAHS53137.1

Abb. 3.13: Alignment Exon 1, dargestellt ist die Aminosduresequenz von Melusin und verwandten Pro-
teinen aus verschiedenen Spezies, dahinter jeweils die Accessionnumber (NCBI)

Es ist zu erkennen, dass die fragliche Aminosédure in den drei als Melusin bezeichneten Genpro-
dukten von Mensch (Homo sapiens), Maus (Mus musculus) und Ratte (Rattus norvegicus) zu
100 % konserviert ist. In den nah verwandten Genprodukten unterschiedlicher Spezies ist an
dieser Stelle ein Arginin hoch konserviert. Im durch die oben beschriebene Mutation im Exon 1

des Melusin veridnderten Genprodukt findet sich an entsprechender Position ein Tyrosin.

Um einen Uberblick iiber die genetische Konservierung des vom Exon 1 des Melusins kodieren-
den DNA-Bereiches zu bekommen, wurde mithilfe des Programmes DNASTAR MegAlign eine

Tabelle der Identitdt bzw. Divergenz, jeweils in Prozent angegeben, erstellt.
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PERCENT IDENTITY
D 1 2 3 4 5 6 7 8 9

I 1 737 | 737 | 684 | 73,7 | 737 73,7 | 73,7 | 68,4
\% 2 | 324 100 | 73,7 | 789 | 94,7 78,9 | 94,7 | 89,5
E 3 | 324 0,0 737 | 789 | 947 78,9 | 94,7 | 89,5
R 4 | 40,9 | 324 | 324 952 | 68,4 952 | 68,4 | 684
G 5 | 324 | 248 | 248 4,9 73,7 100 | 73,7 | 73,7
E 6 | 324 55 55 40,9 | 324 73,7 | 100 | 84,2
N 7 | 324 | 248 | 248 4,9 0,0 32,4 73,7 | 73,7
C 8 | 324 | 55 55 | 40,9 | 324 0,0 32,4 84,2
E 9 | 40,9 | 114 | 114 | 409 | 324 | 178 324 | 17,8

Abb. 3.14: Genetische Konservierung des Exon 1 des Melusin, angegeben ist jeweils die Accession-
number (NCBI) 1 AAH53137.1 Exonl, 2 AF123249 1 Exonl, 3 NP_036256.1 Exonl, 4 NP_036410.1
Exonl, 5§ NP 038740.1 Exonl, 6 NP_080120.2 Exonl, 7 XP_228553.2 Exonl, 8 XP 235878.2 Exonl,
9 XP 301128.1 Exonl

Der mithilfe des Programmes DNASTAR MegAlign erstellte phylogenetische Baum verdeutlicht
dies graphisch.

—| NP_080120Exon1

XP_235878.2Exon1
| AF123249_1Exon1

NP_036256.1Exon1

XP_301128.1Exon1
— NP_036410.1Exon1
| NP_038740.1Exon1
XP_228553.2Exon1

AAH53137.1Exon
185 T T T T T 1 T T T 1 1

18 16 14 12 10 8 6 4 2 0
Nucleotide Substitutions (x100)

Abb. 3.15: Phylogenetischer Baum des Exon 1 des Melusins, angegeben ist jeweils die Accession-
number (NCBI) der jeweiligen Spezies

Die gefundene Mutation liegt also in einer genetisch hoch konservierten Region, folglich kann
man eine wichtige Funktion dieses Sequenzabschnittes vermuten. Andernfalls wire eine hdhere
Variabilitidt zu erwarten. Eine Mutation in diesem Bereich kann also zu wesentlich verdnderten

Eigenschaften des gesamten Genproduktes flihren.
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Fiir den gesamten vom Melusin kodierten Bereich wurde die gleiche Untersuchung durchgefiihrt.

PERCENT IDENTITY

D 1 2 3 4 5 6 7 8 9

I 1 69,3 70,2 42,5 41,9 71,6 44,0 71,6 68,8
\% 2 36,0 99,4 43,5 44,4 94,9 44,4 94,9 76,4
E 3 34,9 0,3 44,6 45,2 94,9 45,8 94,9 88,9
R 4 91,6 81,7 80,3 89,6 44,1 91,9 44,1 43,1
G 5 91,1 80,3 79,0 6,7 45,0 98,9 44,7 43,1
E 6 33,1 4,6 5,0 81,6 80,3 45,6 99,4 88,9
N 7 89,8 79,9 78,6 6,3 1,2 79,9 45,6 43,1
C 8 33,1 4,6 5,0 81,6 80,3 0,6 79,9 91,7
E 9 37,6 8,5 8,1 78,9 75,0 8,9 74,1 8,9

Abb. 3.16: Genetische Konservierung des Melusin, angegeben ist jeweils die Accessionnumber (NCBI)
1 AAH53137.1, 2 AF123249 1, 3 NP _036256.1, 4 NP_036410.1, 5 NP _038740.1, 6 NP_080120.2, 7
XP 228553.2, 8 XP 235878.2, 9 XP 301128.1

Auch hier zur graphischen Verdeutlichung ein phylogenetischer Baum.

AF123249_1
NP_036256.1
NP_080120
XP_235878.2
XP_301128.1

i AAH53137.1

—L NP_038740.1
L

XP_228553.2

NP_036410.1
42.7 1 1 1 | | 1 1 1 -

40 35 30 25 20 15 10 5 0
Nucleotide Substitutions
(x100)

Abb. 3.17: Phylogenetischer Baum des Melusins, angegeben ist jeweils die Accessionnumber
(NCBI) der jeweiligen Spezies

Vergleicht man die Abbildungen 3.14 und 3.16 bzw. 3.15 und 3.16 erkennt man, dass das Exon 1
hoher konserviert ist, als das Gesamtprotein. Dies ist ein weiterer Anhaltspunkt fiir die Vermu-
tung, dass das Exon 1 fiir die Funktion des Melusin eine wesentliche Rolle spielt. Dies unter-

streicht die These, dass die gefundene Mutation im Exon 1 wichtige Bedeutung besitzen konnte.
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3.3.2 Mutation Exon 6

Da die gefundene Mutation in einem Intron auBlerhalb der Splifiestellen liegt, wurde auf weiter-

gehende Untersuchungen in diesem Fall verzichtet.
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