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Zusammenfassung

Die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist eine Herzerkrankung, die
phanotypisch durch einen hypertrophierten linken Ventrikel gekennzeichnet
ist. Als Ursache der HCM sind Mutationen in verschiedenen Sarkomergenen
bekannt. Das Gen des Myosinbindungsproteins C3 (MYBPC3) ist besonders
haufig betroffen. Mit derzeitigen Screeningverfahren kann in etwa 60% der
Falle eine pathogene Mutation in einem der Sarkomergene als Ursache einer
HCM gefunden werden. Die Mutationen befinden sich in Exons der Gene oder
im Bereich von Intron-Exon-Ubergéngen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden intronische Sequenzen des
MYBPC3-Gens mit dem Ziel untersucht, ob etwaige Varianten Einfluss auf
den Phanotyp einer HCM haben. Hierzu wurde von 44 Patienten mit
bekannter HCM ca. 60% des MYBPC3-Gens sequenziert.

Es wurden insgesamt 20 exonische und 27 intronische Varianten bei den
untersuchten Patienten gefunden. Darunter befinden sich drei Varianten in
Exons, die definitionsgemal als pathogen gelten (p.S311X, p.P452X und
p.G1078X). Sie waren im Rahmen eines zuvor durchgefuhrten Screenings
mittels Single-Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) nicht entdeckt
worden. Somit konnte gezeigt werden, dass die SSCP als verbreitete
Methode zur Mutationssuche bei HCM kein hinreichend sensitives Verfahren
ist.

Weiter fanden sich zwei Varianten in Introns, von denen eine ebenfalls als
pathogen gilt (Intron 11 -2 A/G). Die andere verursacht sehr wahrscheinlich
den Phanotyp einer HCM (Intron 11 -111 G/T). Abgesehen von einer Aus-
nahme (Intron 11 -2 A/G) befindet sich keine der intronischen Varianten in
einem Bereich, der im Homologievergleich mit 27 Tierspezies starke
Konservierung zeigt. Es ist daher anzunehmen, dass die ubrigen gefundenen
intronischen Varianten bedeutungslos fur den Phanotyp einer HCM sind.
Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass im Gegensatz zu anderen
Erkrankungen, eine Suche nach tiefen intronischen Mutationen bei HCM fur
das MYBPC3 nach derzeitiger Datenlage nicht erforderlich ist.

\



1. Einleitung

1.1 Definition und Klassifikation der Hypertrophen Kardiomyopathie

Nach derzeitiger Definition der American Heart Association (AHA) gehort die
Hypertrophe Kardiomyopathie (engl. hypertrophic cardiomyopathy, HCM) zur
Gruppe der Herzmuskelerkrankungen (Kardiomyopathien) (93). Diese Gruppe
kennzeichnet Erkrankungen des Myokards, die gewohnlich mit einer
unangemessenen Hypertrophie oder Dilatation eines Ventrikels einhergehen.
Mit Hypertrophie wird hier die strukturelle Veranderung von Kardiomyozyten
bezeichnet, die einer Zellvergrollerung durch Zunahme von Zellkomponenten
entspricht (26, 93).

Die Klassifikation der Kardiomyopathien richtet sich gemay der AHA danach,
ob die Erkrankung auf das Myokard beschrankt ist, oder ob im Rahmen einer
systemischen Erkrankung weitere Organe betroffen sind. Isolierte
Myokarderkrankungen werden als primdre Kardiomyopathien bezeichnet.
Erkrankungen des Herzmuskels, die Teil einer generalisierten Erkrankung

sind, werden als sekundére Kardiomyopathien bezeichnet (93).

Die HCM zahlt zu den primaren Kardiomyopathien. Ihre Ursache ist genetisch
bedingt. Sie ist somit eine angeborene Erkrankung. Von der HCM werden
primare Kardiomyopathien abgegrenzt, die eine erworbene oder
multifaktorielle Ursache haben (93).

Als genaue Ursache fur die HCM werden Mutationen in Genen angegeben,

die fur Proteine des Sarkomers kodieren (93).

Morphologisches Korrelat der HCM ist ein meist asymmetrisch
hypertrophierter linker Ventrikel (71). Andere Erkrankungen, die eine derartige
Ventrikelhypertrophie verursachen konnten, liegen nicht vor (93). Die
systolische Ventrikelfunktion ist nicht eingeschrankt. Die Aktion des Myokards
ist bei der HCM eher hyperdynamisch (132, 148).

Abb 1.1 zeigt ein gesundes Herz und ein Herz bei HCM im Vergleich.
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Abb. 1.1 Obduktionsbefunde eines gesunden Herzens (A) und eines Herzens
bei HCM (B) im Sagittalschnitt: Beim Vergleich der beiden Herzen ist das stark
hypertrophierte Myokard des linken Ventrikels bei HCM (B) auffallig. Besonders
deutlich erkennbar ist die Hypertrophie im Bereich des Interventrikularseptums
(Pfeil). Abb. aus Seidman et al. (132).

Anhand echokardiographischer Kriterien lasst sich die HCM weiter in eine
obstruktive Hypertrophe Kardiomyopathie (HOCM) und in eine nicht
obstruktive Hypertrophe Kardiomyopathie (NHOCM) unterteilen abhangig
davon, ob eine Verlegung des Ausflusstrakts innerhalb des Ventrikels vorliegt
oder nicht (82). Die Obstruktionen sind dynamisch. |hr Ausmafl} variiert von
Tag zu Tag (70). Die Mehrzahl der Patienten (75%) hat keine Obstruktion
(84).
HOCM und NHOCM werden echokardiographisch und angiographisch weiter
unterteilt (82):
HOCM
* subaortaler Typ (80%): Septumhypertrophie bewirkt Obstruktion,

systolische  Vorwartsbewegung der  anterioren  Mitralklappe
(engl. systolic anterior movement, SAM) lasst Druckgradienten in der
Ausflussbahn entstehen.
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* mittelventrikularer Typ (20%): Obstruktion in der Ventrikelmitte

zwischen Septum und Papillarmuskel lokalisiert
NHOCM
* subaortal-apikaler Typ (40%): Septumhypertrophie subaortal

» apikaler Typ (30%): Hypertrophie besonders in Herzspitze ausgepragt
* konzentrischer Typ (15%): gesamtes linksventrikulares Myokard

hypertrophiert

» reiner Papillarmuskeltyp (15%): nur Papillarmuskel hypertrophiert

Histopathologisch finden sich bei Erkrankten mit HCM charakteristische
Veranderungen der Kardiomyozyten. Die Zellen des Herzmuskels sind
hypertrophiert. Sie fallen weiter durch eine ziellose Anordnung (engl. myocyte
disarray) und gestorte interzellulare Verbindungen auf (24, 121, 132).
Daneben kann auch eine Fibrose des Myokards bestehen (66, 80, 132).

Die aktuelle Definition und Klassifikation fur Kardiomyopathien der World
Health Organisation (WHO) stammt aus dem Jahr 1995 (127). Seitdem sind
v. a. im Bereich der Atiologie der Kardiomyopathien viele neue Erkenntnisse
gewonnen worden, so dass ihre Definition heute ungenau und unvollstandig
ist (93, 150). Deshalb ist in dieser Arbeit die zeitgemaliere Definition der AHA

bericksichtig, wenn von der HCM die Rede ist.

1.2 Epidemiologie

Ubereinstimmende Angaben zur Pravalenz der HCM gibt es nicht. Nach
Schatzungen, die auf echokardiographischen Screening-Untersuchungen
beruhen, liegt die Haufigkeit von klinisch nicht erklarbaren linksventrikularen
Hypertrophien bei ungefahr 1:500 (89). Geringere Werte fur die Pravalenz
wurden in einer alteren Untersuchung ermittelt. Hier ergab sich als Resultat
einer Studie eine Haufigkeit von ungefahr 1:2500 (18).

Angaben zur Pravalenz der HCM werden kritisch betrachtet. Die komplizierte
Wahl eines geeigneten Probandenkollektivs und die teils schwierige
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Diagnosestellung stellen methodische Probleme dar, die leicht zu Fehl-
einschatzungen fuhren (39).

Es wird angenommen, dass ca. 60% der unerklarbaren Hypertrophien durch
eine HCM verursacht werden (63, 97, 125). Damit ist die HCM die haufigste
genetisch bedingte kardiovaskulare Erkrankung beim Menschen (63, 84).

Begrindete Hinweise auf bevorzugtes Auftreten einer HCM durch
Sarkomergenmutationen in bestimmten Bevolkerungsgruppen liegen derzeit
nicht vor. Es gibt jedoch Beobachtungen, nach denen die Penetranz der
Erkrankung bei Mannern starker als bei Frauen ausgepragt ist (16).

1.3 Atiologie

Gemaly der Definition und Klassifikation der AHA wird die HCM durch
Mutationen in Genen verursacht, die fur Proteine des Sarkomers kodieren
(93). Unter dem Begriff Mutation versteht man seltene Veranderungen in der
DNA. Davon werden Polymorphismen abgegrenzt. Sie sind DNA-Varianten,
die mit einer Haufigkeit von mehr als einem Prozent in einer Population
auftreten (145).

Im Jahr 1990 wurde die erste pathogene Mutation fur eine HCM im Gen der
schweren Kette des R-Myosin entdeckt (46). Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt
sind mehr als 400 Mutationen von Sarkomergenen bekannt, die eine HCM
verursachen konnen. Sie betreffen 11 Gene des Filamentapparates (63).
Zudem sind weitere Gene struktureller Sarkomerbestandteile identifiziert
worden, die bei Mutation mit einer HCM assoziiert sind. Diese Mutationen
betreffen Gene, die fur Strukturen an der Z-Scheibe des Sarkomers kodieren
(45, 58, 116).

Tab. 1.3 gibt einen Uberblick (iber die betroffenen Filamentkomponenten, ihre

Gene und die Anzahl bisher gefundener Mutationen.
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Symbol Protein Lokus Anzahl an Mutationen
MYBPC3 Myosinbindungsprotein C3 11911.2 > 50
R-MHC  -Myosin schwere Kette 14911.2 >80
oa-MHC  a-Myosin schwere Kette 14911.2 < 5
cTnT kardiales Troponin T 1932 > 20
cTnl kardiales Troponin | 19q13.4 >10
cTnC kardiales Troponin C 3p21 1
o-TM o-Tropomyosin 15922 8
MLC-1 Myosin essen. leichte Kette 1  3p21 2
MLC-2 Myosin essen. leichte Kette 2 12g924.1 8
ACTC1  Aktin 15914 5
TTN Titin 2924.3 1

Tab. 1.3 Proteine des Filamentapparates, deren Gene bei Mutation eine HCM
verursachen konnen: Unter Symbol findet sich das Akronym des Gens, das fir das
Protein kodiert. Unter Lokus ist das Chromosom genannt, auf dem das Gen liegt. Mit
q ist eine Position auf dem langen Arm des Chromosoms, mit p eine Position auf
dem kurzen Arm des Chromosoms gekennzeichnet. Die Anzahl der bislang
gefundenen Mutationen ist in der letzten Spalte vermerkt. Tabelle nach Ho et al.
modifiziert (63).

Die Auspragung des Phanotyps von Mutationstragern ist sehr heterogen.

Die Penetranz der HCM und die individuelle Prognose hangen davon ab,
welches Gen verandert ist, und welchen Effekt die Mutation auf die Funktion
der Kardiomyozyten ausubt (93).

Mutationen im MYBPC3 gelten als prognostisch gunstig und konnen ein
vergleichsweise spates Manifestationsalter haben (110). Gleichzeitig sind
aber auch pathologische Sequenzvarianten desselben Gens bekannt, die
eine ausgepragte Penetranz mit schlechterer Prognose verursachen (74).

Sogar Trager derselben Mutation konnen unterschiedliche Phanotypen
ausbilden (115). Daher wird vermutet, dass es Cofaktoren gibt, die die
Auspragung der HCM beeinflussen (28). Derartige Cofaktoren kdnnen weitere
Mutationen in anderen Genen sein (engl. disease modifying genes).
Bestimmte Sequenzvarianten im Gen fur das Angiotensin Converting Enzyme
(ACE) und den Angiotensin 2-Rezeptor sollen einen solchen beeinflussenden
Effekt austben (25, 115, 119).
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Interessanterweise konnen einzelne Gene, die bei Mutation eine HCM
verursachen, bei Vorliegen spezifischer Mutationen auch eine dilatative
Kardiomyopathie (engl. dilated cardiomyopathy, DCM) auslésen. Zu diesen
Genen gehort auch das MYBC3 (23, 108).

1.4 Vererbungsmodus

Im Jahr 1961 wurde erstmals eine Beschreibung einer Familie mit
offensichtlich vererbter Ventrikelhypertrophie publiziert. Die Analyse ihres
Stammbaums zeigte einen autosomal-dominanten Erbgang (69).

1993 konnten Carrier et al. einen Lokus fur die HCM auf Chromosom 11
ausfindig machen (15). Zwei Jahre spater gelang es, Mutationen im Gen des
MYBPCS3 als Ursache der HCM in einer Familie zu identifizieren (156).

Es wird davon ausgegangen, dass ca. 50% der HCM-Falle im Rahmen einer
familiaren Erkrankung auftreten (69). Der Erbgang ist in der Regel autosomal-
dominant (50). Neben der familidaren Form treten auch sporadische
Mutationen auf, die eine HCM verursachen (132).

1.5 Pathologie und Klinik

Bei der HCM kommt es als Folge mutierter Sarkomergene zur Hypertrophie
von Kardiomyozyten. Die hypertrophierten und strukturell veranderten Zellen
konnen vorzeitig zugrunde gehen. Das untergegangene Gewebe wird dann
durch Fibroblasten und extrazellulare Matrix ersetzt. Im Rahmen dieser
Umbauvorgange kommt es zur Fibrose des Myokards (132). Folge der
Fibrosierung und der Hypertrophie ist eine Versteifung des Myokards (27).
Die Versteifung manifestiert sich funktionell in einer verminderten
Relaxationsfahigkeit der Ventrikelwande wahrend der Diastole (132).
Die HCM ist daher durch eine diastolische Funktionsstorung gekennzeichnet
(10, 83). Es kann in ihrer Folge zur verminderten Ventrikelfillung mit
Ruckstau des Blutes in den Vorhof kommen (84, 132).

10
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Aufgrund der diastolischen Funktionsstorung und einer ggf. vorhandenen
Obstruktion der ventrikularen Ausflussbahn konnen sich Symptome
entwickeln. Sie treten bevorzugt bei korperlicher Belastung auf und konnen
sich in Form von Dyspnoe auldern (12, 84, 157). Weitere Symptome der HCM
sind Schwindel, Prasynkopen und Synkopen (157).

Symptom einer HCM kann auch ein ischamischer Brustschmerz im Sinne
einer Angina pectoris sein (44). Die sich so zeigende koronare Insuffizienz
wird dadurch verursacht, dass die Koronararterien nicht mehr in der Lage
sind, eine ausreichende Menge Blut fur einen zu stark hypertrophierten
Muskel bereitzustellen. Als weitere Ursache mit derselben Wirkung kommt

eine Wandverdickung intramuraler Arteriolen in Betracht (90, 94).

Erstes und gravierendes Symptom einer HCM kann auch der plétzliche
Herztod (engl. sudden cardiac death, SCD) sein (129). Der SCD ist definiert
als unerwarteter, naturlicher Tod kardialer Genese. Definitionsgemal tritt ein
Bewusstseinsverlust binnen einer Stunde bei Auftreten kardialer Symptome
ein (106, 124). Unter jungen Sportlern ist der plotzliche Herztod durch HCM
die haufigste Todesursache (87, 88).

Im Endstadium der Erkrankung treten Zeichen und Symptome einer schweren
Herzinsuffizienz auf. Dieses Stadium ist durch eine zusatzliche systolische

Funktionsstorung gekennzeichnet (55).
Es ist beobachtet worden, dass Patienten ohne Obstruktion (NHOCM)

insgesamt mildere Symptome haben. Ein Teil der Patienten mit HCM st
asymptomatisch (90, 157, 159).

11
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1.6 Diagnose

Die Diagnose einer HCM ergibt sich aus Befunden verschiedener
Untersuchungen.

Die Anamnese dient dazu, Symptome der HCM aufzudecken, Erst-
manifestation, Verlauf und Ausmal} der Beschwerden abzuklaren. Sie dient
auch zur individuellen Risikoabschatzung fur einen plotzlichen Herztod. Mit
Hilfe der Familienanamnese konnen sich wichtige Hinweise auf das Vorliegen
eines familiaren genetischen Defekts ergeben (157).

Die korperliche Untersuchung ergibt meist keine zuverlassigen Befunde (84).
Als  Ausdruck einer subaortalen Obstruktion koénnen systolische
Herzgerausche Uber der Herzspitze auskultierbar sein (21). Die Herz-
gerausche sind in ihrer Intensitat vom Ausmal der Obstruktion abhangig und
konnen provoziert werden (157).

Die Echokardiographie ist das wichtigste Verfahren zur Diagnosestellung
(105). Sie stellt den Umfang und die Verteilung der Ventrikelhypertrophie dar.
Ebenso konnen Funktionsstorungen des Ventrikels und hamodynamisch
relevante Obstruktionen mittels Dopplertechnik dargestellt werden (107, 157).
Funktionsstorungen finden sich auch bereits bei Mutationstragern ohne
Ventrikelhypertrophie (107).

Am haufigsten ist bei der HCM das Interventrikularseptum (IVS) vergroflert
(9). Als normal gelten GroRen bis 12 mm Wandstarke (40). In Abgrenzung
zum physiologisch hypertrophierten Ventrikel, wie beim sog. ,Sportlerherz,
Uberschreitet das Myokard im Gegensatz zur HCM Grofden von 16 mm nicht
(92, 118).

Nicht selten ist die Diagnose der HCM ein Zufallsbefund wahrend einer
echokardiographischen Untersuchung, wenn Anamnese und Kkorperliche
Untersuchung unauffallig sind.

Magnetresonanztomographie (MRT) oder Herzkatheteruntersuchungen
konnen weiterfuhrende Erkenntnisse erbringen, wenn mittels Echokardio-
graphie eine Myokardhypertrophie und ventrikulare Dysfunktionen nicht
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eindeutig dargestellt werden konnen (128, 157). In der Routinediagnostik der
HCM haben beide Verfahren aber bislang keine Bedeutung.
Befunde des Elektrokardiogramms (EKG) und Rontgenaufnahmen des

Thorax sind unspezifisch. Sie kdnnen jedoch die Diagnose stutzen (157).

Mittels molekulargenetischer Untersuchungen kann in ca. 50-60% der Falle
eine Mutation in einem Gen fur Sarkomerproteine als Ursachen einer HCM
nachgewiesen werden (139). Derzeit wird die molekulargenetische Unter-
suchung aber nicht als Diagnostikmethode angewandt.

1.7 Therapie

Wegen der grof3en Heterogenitat von Mutationen und der individuell sehr
unterschiedlichen Klinik, gibt es keine allgemein gultigen Therapierichtlinien
zur HCM. Vielmehr ist eine individuelle Therapie notig (140).

Gegenwartige Therapien der HCM basieren kaum auf randomisierten
kontrollierten Studien, sondern sind Ergebnis empirischer Beobachtungen und
retrospektiver Studien (139).

Gewohnlich wird zur Ersttherapie symptomatischer Patienten ein [3-Blocker
eingesetzt (90, 139, 140). Die Wirkung der R-Blocker wird durch eine
Senkung der Herzfrequenz erklart. Der negativ chronotrope Effekt verlangert
die Relaxationszeit und Diastolendauer. Beides fuhrt zu einer starkeren
Ventrikelfullung. Der negativ inotrope Effekt der Medikamente reduziert den
myokardialen Sauerstoffbedarf (90, 140). Nicht unumstritten ist der Einsatz
des Kalziumantagonisten Verapamil. Er bewirkt ahnliche Effekte wie
R-Blocker. Es ist jedoch von Todesfallen bei HCM-Patienten unter der
Therapie mit Verapamil berichtet worden, die durch ungunstige
hamodynamische Effekte infolge einer Vasodilatation erklart werden (33,
158).

Die Anwendung von Antiarrhythmika, weiteren Kalziumantagonisten, Diuretika

sowie die Kombination der Medikamente ist besonderen Einzelfallen
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vorbehalten. Nitroglycerin, ACE-Hemmer und Digitalispraparate sind
zumindest bei einer HOCM kontraindiziert (90).

Symptomatische Patienten, die gegenuber einer medikamentdsen
Behandlung therapierefraktar sind und unter Beschwerden leiden, die den
NYHA Klassen Il und IV entsprechen, kommen fur eine operative Therapie in
Frage (90).

Als Goldstandard operativer MaRnahmen bei HOCM hat sich die septale
Myektomie nach Marrow etabliert (90). Bei dieser Operation wird durch
chirurgisches Abtragen von Myokard der Ausflusstrakt des Ventrikels
vergroRert. Mechanische Hindernisse in der Blutstrombahn werden so
beseitigt (102).

Bei einigen Patienten mit HCM liegt gleichzeitig ein Mitralklappenfehler vor.
Bei solchen Patienten erwies sich in bestimmten Fallen auch ein kombinierter
oder alleiniger Klappenersatz als vorteilhaft (86, 120).

Eine weitere MOoglichkeit, die Myokardmasse zu reduzieren, stellt die
transkoronare Ablation der Septumhypertrophie (TASH) mit Alkohol dar.
Hierbei wird, ahnlich wie bei der Koronarangiographie, uber einen Katheter
reiner Alkohol in ein Herzkranzgefald gebracht. Das vom Gefall zu
versorgende Myokardareal wird dadurch infarziert und geht zu Grunde. Die
Effekte der Alkoholablation auf den Ausflussgradienten und die Besserung
der Beschwerden sind wahrscheinlich mit der Myektomie vergleichbar (38,
72).

Der Benefit einer Implantation von 2-Kammerschrittmachern ist umstritten.
Seine Indikation bei einer HCM ist nicht abschlie3end geklart (90).

Im Endstadium der Erkrankung kann fur einige Patienten die
Herztransplantation indiziert sein (84, 136).

Die Prognose von Patienten mit HCM hangt von der Mutation, dem daraus
resultierenden Phanotyp und der Therapie ab. Es sind Krankheitsverlaufe mit
Tod durch SCD trotz Therapie moglich. Ebenso ist bei Patienten eine

uneingeschrankte Lebenserwartung beobachtet worden (85).
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1.8 Aufbau des Sarkomers und Kontraktionszyklus

Die HCM ist eine Erkrankung des Sarkomers (69). Das Sarkomer stellt in den
Kardiomyozyten wie in der Skelettmuskulatur den kontraktilen Apparat der
Zelle dar. Im Sarkomer befindliche Myofilamente greifen ineinander und sind
befahigt, durch Gleitbewegungen eine Verklirzung der Muskelfasern zu
bewirken (Kontraktion).

Zwei Arten von Myofilamenten werden unterschieden. Eines der Filamente ist
v. a. reich an dem Protein Myosin. Es hat einen Durchmesser von ungefahr
10 nm. Das andere Filament ist mit einem Durchmesser von ca. 5 nm dunner.
Sein Hauptbestandteil ist das Protein Aktin (11).

Abb. 1.8 zeigt, wie die Filamente im Sarkomer positioniert sind.

Z-Scheibe MYBPC3 Titin

myosinreiches Filament Akltin

1 1

4 “—> 4“—>
< C-Bande C-Bande

A-Bande

Abb. 1.8 Schematischer Aufbau des Sarkomers: Die dicken und dinnen
Filamente liegen parallel zueinander. Bei einer Muskelkontraktion bewegen sich die
Z-Scheiben aufeinander zu, wenn sich die diinnen Filamente, die reich an Aktin sind,
zur Sarkomermitte bewegen (engl. sliding filament theory). Die Myosinmolekile der
dicken Filamente stehen dabei zeitweise mit mehreren globuldren Anteilen
(Myosinkdpfchen) mit Aktin in Verbindung. Die Lange der A-Bande verkdrzt sich bei
der Kontraktion nicht. Zur Bedeutung und Anordnung des MYBPC3 s. a. Kapitel 1.9.
Abb. nach Oakley et al. modifiziert (111).
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Vor Beginn der Kontraktion kommt es im Sarkomer zu einer Erh6hung des
intrazellularen Kalziumionen-Spiegels. Die lonen binden an Troponin C, einen
weiteren Bestandteil der dunnen Filamente. Seine Bindung bewirkt eine
Konformationsanderung von  Tropomyosin.  Tropomyosin ist ein
regulatorisches  Protein, das durch Konformationsanderung eine
Bindungsstelle fur die Myosinkopfchen auf Aktinmolekulen freigibt. Die
Kopfchen fuhren nach der Bindung an Aktin eine Drehbewegung aus und
bewegen so die dunnen Filamente zur Sarkomermitte. Durch zyklisches
Lésen und Binden von Aktin und Myosin kommt es zur Filamentbewegung
und damit zur Veranderung der Sarkomerlange. Die Muskelzelle verkurzt sich
dabei. Die Ruderbewegung und das anschlielende Ldsen der Myosin-

Aktinbindung sind von einer ATP-Spaltung abhangig (11, 117).

Neben den genannten Strukturen gibt es weitere Proteine, die wichtig fur
Strukturerhalt und  Kraftentwicklung in  der  Muskelzelle  sind.
Studienergebnisse zeigen, dass auch das MYBPC3 eine solche Rolle
ubernimmt. Seine Funktion ist indessen noch nicht vollstandig geklart
(41, 151).

1.9 Struktur und Funktion des Myosinbindungsproteins

Das Myosinbindungsprotein ist als Bestandteil des Sarkomers mit den dicken
Filamenten assoziiert. Es gibt drei Isoformen des MYBPC. Zwei von ihnen
(MYBPC1 und MYBPC2) liegen in schnellen und langsamen Muskelzellen der
Skelettmuskulatur. Das MYBPC3 ist herzspezifisch; es findet sich beim
Menschen nur in Kardiomyozyten.

Alle drei Proteine werden von eigenen Genen auf unterschiedlichen
Chromosomen kodiert (41).

Als ein Bestandteil der dicken Filamente liegen die MYBPC-Molekule als
regelmafig verlaufende quere Streifen in den A-Banden des Sarkomere. Der
Bereich, in dem die MYBPC an den dicken Filamenten angeordnet sind, wird
C-Bande genannt. Nur ein Teil der Myosinmolekule liegt im Kontaktbereich
mit dem MYBPC, s. a. Abb. 1.8 (41, 111, 112, 141).
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Die Struktur des MYBPC3-Molekuls setzt sich aus 11 globularen Domanen
zusammen. Acht dieser Domanen sind Igl-ahnliche Proteine, die Ubrigen sind
Fibronectin-Doméanen. Die Struktur des MYBPC3 enthalt Elemente, die sich

bei den Isoformen der Skelettmuskulatur nicht finden (30, 41).

Die Struktur des MYBPC3 und seine kardiospezifischen Elemente sind in
Abb. 1.9 dargestellt.

MYBPC-Motiv mit LAGGGRRIS-Sequenz

Alanin und Prolin-reiche
Region

Abb. 1.9 Aufbau des MYBPC3 mit seinen 11 Doméanen: Die Domanen C6, C7
und C9 sind Fibronectin-Doméanen. Die ubrigen sind Igl-dhnliche Doménen. Die
Doméanen sind uber Aminosaureketten verbunden. Von den anderen Isoformen
unterscheidet sich das MYBPC3 durch eine Region am N-terminalen Ende. So findet
sich die Doméne CO nur in Kardiomyozyten. Die Alanin und Prolin-reiche Region
zwischen CO und C1 in dieser Lange sowie die Aminosauresequenz LAGGGRRIS im
MYBPC-Motiv sind ebenfalls nur im MYBPC3 zu finden. Auch eine Schleife aus 28
Aminosauren in der Domane C5 ist kardiospezifisch. Abb. modifiziert nach Flashman
et al. (41).

Dem MYBPC3 wird eine komplexe Rolle beim Strukturerhalt und der
Regulation der Kontraktionskraft in den Kardiomyozyten zugeschrieben.

Mause, denen die homozygoten Gene fur das MYPBC3 auller Kraft gesetzt
wurden (,Knock out-Mause®), waren lebensfahig. |hr Myokard jedoch war
hypertrophiert. Die  elektronenmikroskopische  Untersuchung ihrer
Kardiomyozyten zeigte neben dem fur eine HCM typischen ,myocyte disarray”
und einer Fibrose eine grundsatzlich intakte Sarkomerstruktur mit teils
fehlerhafter Myofibrillenanordnung (56). Dazu passt die Beobachtung, dass
MYBPC an LIM-Proteine bindet. Fehlen diese Proteine, ist der
Sarkomeraufbau verandert (49). Es wird daher angenommen, dass dem
MYBPC zusammen mit weiteren Faktoren eine Funktion bei der

Zusammensetzung der korrekten Sarkomerstruktur zukommt (41).
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Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Domanen C9 und C10 in der
Lage sind, Bindungen mit Titinmolekulen einzugehen (41, 43). Bindungen mit
Myosinstrukturen konnten an zwei Stellen nachgewiesen werden. So soll die
C10-Domane an sog. leichtes Meromyosin binden (113). Zudem ist das
MYBPC-Motiv zwischen den Domanen C1 und C2 in der Lage, an das
Subfragment S2 von Myosin zu binden. Das Subfragment liegt in der Nahe
des Myosinkopfchens (41, 51). Durch Aufheben der Bindung zwischen dem
Subfragment S2 und dem MYBPC3 kommt es zu einer erhohten
Kalziumsensitivitat des Sarkomers und einer Zunahme der Kontraktionskraft
(41, 43).

Die Bindung mit dem Subfragment S2 wird durch Phosphorylierung im
Bereich des MYBPC3-Motivs aufgehoben. Die Phosphorylierung erfolgt durch
eine cAMP abhangige Proteinkinase, die durch [-adrenerge Agonisten
aktiviert werden kann (52). Die Dephosphorylierung kann durch eine
Phosphatase nach Stimulation durch cholinerge Agonisten erfolgen (41).

Es wird vermutet, dass das MYPBC3 in der Lage ist, Uber Beeinflussung der
Aktin-Myosinbruckenbildung, Einfluss auf die Kraftentwicklung zu haben. Das
Protein wirkt dabei wie eine Bremse auf einige Myosinkopfchen (41). Weitere
Versuche deuten daraufhin, dass Strukturen am N-terminalen Ende des
Proteins durch zusatzliche Wirkung auf dunne Filamente einen beeinflus-

senden Effekt auf den Frank-Starling-Mechanismus ausuben (61).

1.10 Beziehung zwischen Genotyp und Phanotyp

Mutationen in Genen der R-MHC und des MYBPC3 sind die haufigsten
Ursachen einer HCM. Die meisten der Mutationen im Gen des MYBPC3
erzeugen dabei trunkierte Proteine (148). Das bedeutet, dass die bei der
Translation synthetisierten Proteine unvollstandig sind. lhnen fehlen
Aminosauren am C-terminalen Ende des Proteins in variabler Anzahl.

Ursachen  fur  solche trunkierten  Proteine sind  verschiedene
Sequenzveranderungen im Gen des MYBPC3, die den Einbau eines

vorzeitigen Stopcodons in die mMRNA bewirken.
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Der genaue Mechanismus, der Kardiomyozyten aufgrund mutierter
Sarkomerproteine zur Hypertrophie veranlasst, ist nicht bekannt. Da die
Mutationen der Gene wahrscheinlich sowohl kontraktionsfordernde als auch
relaxationsfordernde Effekte ausuben, ist ein einheitlicher Pathomechanismus
fraglich (9). Das Fehlen des MYBPC3 fuhrt eher zu einer Zunahme der
Verkurzungsgeschwindigkeit von Myozyten. Weil seine Funktion aber nicht
genau verstanden ist, fehlt derzeit ein plausibles Modell zur Phanotypbildung
(148).

Allgemein wird der Zusammenhang zwischen mutierten Sarkomergenen und
der Ausbildung einer HCM in einer gestorten Kontraktion oder Relaxation
gesehen. Durch die Storung wird das Herz zur Hypertrophie angeregt (41,
84).

1.11 Intronische Varianten als Ursache eines Phanotyps

Mutationen in Sarkomergenen, die eine HCM verursachen, betreffen v. a.
Exons und direkte Ubergange zu Introns (engl. intron-exon-boundaries) (47).

Exons machen einen Anteil von anndhernd 1,1% des gesamten
euchromatischen Chromatins beim Menschen aus. Der Anteil der Introns mit
24% ist deutlich groRer (154). Introns stellen Nukleotidsequenzen dar, die
sich zwischen den proteinkodierenden Exons eines Gens befinden. Nach der
Transkription werden im Rahmen der sog. ,Prozessierung“ die intronischen

Sequenzen durch Spleillen aus der mRNA entfernt (133).

Es wird vermutet, dass die Auspragung eines Phanotyps nicht nur von den
proteinkodierenden Sequenzen eines Genoms abhangt, sondern wesentlich
von der Regulation der Genexpression bestimmt wird (161). Die Regulation
der Genexpression wird u. a. von Informationen, die in Introns enthalten sind,
beeinflusst (96).

Eine Methode, regulatorisch bedeutsame Sequenzen in Introns ausfindig zu
machen, ist der Sequenzvergleich von DNA unterschiedlicher Tierspezies.
Durch einen solchen Vergleich kann gezeigt werden, dass Intronsequenzen
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mit regulatorischer Funktion flur alternatives Spleilen bei verschiedenen
Spezies gleich oder sehr ahnlich sind. In diesem Zusammenhang wird dann
von konservierter DNA gesprochen, weil davon ausgegangen wird, dass
diese Sequenzen im Laufe der Evolution unter dem Selektionsdruck bewahrt
wurden (67).

Ein anschauliches Beispiel fur Veranderungen in intronischen DNA-
Sequenzen, die zu einem pathologischen Phanotyp gefuhrt haben, ist die
praaxiale Polydaktylie. Die Erkrankung ist u. a. durch die Entwicklung eines
zusatzlichen Fingers an der Daumenseite der Hand gekennzeichnet.
Ursachlich fur die Erkrankung ist eine Mutation in einem Intron des
Lmbr1-Gens. Die Mutation betrifft eine Region in Intron 5, die regulatorische
Aktivitat auf ein entscheidendes Protein bei der Organogenese ausubt. Die
Mutation bewirkt eine Uberexpression des zu regulierenden Proteins.
Vergleiche der mutierten Intronsequenz im Lmbr1-Gen des Menschen mit
anderen Tierspezies zeigte grole Konservierung der Nukleotidfolge bis zum
Kugelfisch Fugu. Es wird daher angenommen, dass die Mutation einen
konservierten und damit funktionell bedeutsamen Bereich im Intron verandert
(78).

1.12 Fragestellung

Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt ist eine Vielzahl von Mutationen in Genen
fur Sarkomerproteine als Ursache einer HCM identifiziert worden. Das Gen
des MYBPC3 ist besonders haufig betroffen (47).

Die Untersuchung von Erkrankten hat gezeigt, dass die Auspragung der
Phanotypen sehr heterogen ist. Selbst Trager derselben Mutation kdnnen sich
phanotypisch voneinander unterscheiden.

Bislang sind als Ursache einer HCM veranderte Sarkomerproteine bekannt.
Sie entstehen durch veranderte DNA-Sequenzen in kodierenden Exons. Zu
ihrer Identifizierung wurden die Sequenzen der Exons bei betroffenen
Patienten auf pathogene Mutationen untersucht. Auch die direkten Ubergéange
zwischen Introns und Exons wurden analysiert. Hier fanden sich teils

veranderte Sequenzen, die normales Splei3en nicht erlauben.

20



Einleitung

Gegenwartig gelingt es nur in hochstens 60% der Falle bei Patienten mit HCM
durch Screeningverfahren Mutationen in Exons oder im Bereich von Intron-
Exon-Ubergangen zu finden, die als ursachlich fir die Erkrankung anzusehen
sind (139). Daher ist es denkbar, dass in intronischen Genbereichen ein
erheblicher Anteil von pathogenen Mutationen lokalisiert ist.

Mittlerweile ist bekannt, dass Introns eine wichtige Funktion bei der
Genexpression Ubernehmen. Veranderungen von Intronsequenzen sind bei
verschiedenen Erkrankungen nachweislich fur die Entstehung pathologischer
Phanotypen verantwortlich.

Mit dieser Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, ob es Veranderungen
in Introns des MYBPC3-Gens bei Patienten mit HCM gibt. Hierzu wurde die
entsprechende DNA sequenziert.

Schliel3lich soll eine Antwort auf die Frage gefunden werden, welche
Bedeutung eventuell gefundene Varianten in Introns des Gens fur den
Phanotyp einer HCM haben.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

In Tab. 2.1 sind die Chemikalien aufgefuhrt, die fur die vorliegende Arbeit

verwendet wurden. Die Chemikalien wurden zur weiteren Verwendung teils

verdunnt oder als Bestandteil einer Losungen verwendet; s. a. Kapitel 2

Losungen und Ansatze.

Chemikalie Hersteller
1:100 bp Grolenstandard Invitrogen
Acrylamid/Bis-Acrylamid 40% Stock Solution, 49:1 | Sigma-Aldrich
Agarose-Pulver QA Agarose™, QBiogene
molecular biology grade

Ammonium-Persulfat 10% (APS) Merck

AmpliTaq Gold® PCR Master Mix

Applied Biosystems

Aqua Spullésung DeltaSelect
Borsaure >=99, 5% Sigma-Aldrich
Eppendorf® Mastermix (2.5 x) Eppendorf
Essigsaure 100% Merck

Ethanol 10% T. J. Baker
Formaldehyd mind. 36% Riedel-deHaen
Formamid Fluka

Glycerol 99% Sigma

Loading Dye Solution

MBI Fermentas

Natriumcarbonat

Riedel-deHaen

Ladepuffer Nucleic Acid Sample Buffer 5x

Bio-Rad

NucleoSpin Extract Il

Mackery-Nagel

Primer  Resequencing Set RSS000020042

complete

Applied Biosystems

Salpetersaure 65%

Fluka

Silbernitrat

Caesar+Loretz GmbH

Sybr Green

Invitrogen
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Chemikalie Hersteller
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma
Tritriplex Il Merck
Trizma®base, USP Sigma

Tab. 2.1 Verwendete Chemikalien

2.2 Gerate

In Tab. 2.2 sind die verwendeten Gerate aufgefuhrt.
Gerat Hersteller
Biofuge pico Heraeus instruments

DNA-Sequencer ABI Prism 3700

Applied Biosystems

Drucker P93

Mitsubishi

Agarosegelelektrophorese-System Agagel Maxi Biometra
Erlenmeyerkolben 250 und 500ml Schott
Falcon Tubes 2ml Falcon
Glasschalen Assistent
Messzylinder 250mi Roth

Kahler fur SSCP-Kammern Multitemp 1l

Pharmacia Biotech

Mikrowelle Siemens
Monitor Santec
Overheadfolien Herlitz
PCR-Cooler fur 96er Platten Eppendorf
PCR MBS 0.2G Hybaid Limited
Pipettier-Roboter Genesis® Freedom™ Tecan
Rotilabo®-Laborschalen Roth
Ruhrgerat Big-Squid lka®

Ruttler SM-30 Control Edmund Buhler
Rotilabo®-Magnetstabchen, diverse Grolden Roth

Scanner SnapScan 310 AGFA
Sicherheitspipetierball Roth
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Gerat Hersteller
SSCP-Elektrophoresesystem Multigel-Long Biometra
Touch down-PCR Hybaid

UV-Lichtkammer mit Fotoapparat

Vilber Lourmat

Voltmeter Micro-Bio-Tec Brand
Vortex L 64 Labor Brand
Waage ScalTec SBA 61 ScalTec

Zentrifuge Rotanta 460 R

Hettich Zentrifugen

Tab. 2.2 Verwendete Gerate

2.3 Verbrauchsmaterialien

In Tab. 2.3 sind die verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgefuhrt.

Bezeichnung

Hersteller

96 Multiply ® PCR-Platte, natur

Sarstedt AG &Co

Crystal QPCR-Film optical clear (Abdeckfolie)

Biolab Products

Handschuhe Peha-Soft, powderfree Hartmann
Pipetten mit Fixvolumina 2, 5, 100 und 1000 pl Eppendorf
Pipettenspitzen Eppendorf

PP-PCR-Gefal 0,2 ml

Greiner bio-one

Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Eppendorf Biopur

Tab. 2.3 Verwendete Verbrauchsmaterialien
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2.4 Losungen und Ansatze

Nachfolgend sind die Bestandteile der verwendeten Ansatze und Losungen
sowie ihre Mengen aufgefuhrt. Auf Besonderheiten bei der Herstellung von
Ansatzen und Ldésungen wird in den Kapiteln eingegangen, in denen ihre

Verwendung beschrieben ist.

a) 10 x Tris-Borat-EDTA (TBE)
1221,1 g Trisbase
61,8 g Borsaure

7,4 g Tritriplex Il
1 L destilliertes Wasser

b) Agarosegel 1,4% konzentriert, 100 ml

1,4 g Agarose-Pulver
100 ml entionisiertes \Wasser

c) Basenpaar-Standard fur Gelelektrophorese
8 ul 1:100 bp GroRenstandard
1 pl Sybr Green

2 yl Loading Dye

d) Gelstocklosung fur ein 10% PAA-Gel
7,5 ml Acrylamid/Bis-Acrylamid 49:1
1,5ml 10 x TBE
30 yl TEMED
21 ml steriles Wasser
600 ul APS 10%
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e) Stichproben-Ansatz zur Gelelektrophorese
4 ul PCR-Produkt
1,5 pl Loading Dye
1,5 pl Sybr Green |

f) SSCP-Ladepuffer
6 Teile Formamid

1 Teil 5 x Agarosegelladepuffer

g) Probenstandard fur SSCP-PCR
6 ul Eppendorf® Mastermix (2.5 x)
4 ul DNA (20 ng/dl)
3,8 pul H,0O
0,6 pl Forward-Primer

0,6 pl Reverse-Primer

h) Probenaufbereitung fur SSCP-PCR
4 ul PCR-Produkt
6 ul Ladepuffer
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2.5 Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Sequenzen des MYBPC3-Gens von
44 Patienten untersucht. Bei allen Patienten war in Vorarbeiten eindeutig eine
HCM diagnostiziert worden (34). Es konnte bei diesen Patienten weder in
Exons noch in Intron-Exon-Ubergangen des MYBPC3-Gens eine Mutation als
Ursache einer HCM diagnostiziert werden.

Fast alle Patienten =zeigten echokardiographisch das Bild einer
HCM-typischen Myokardhypertrophie, Zeichen einer linksventrikularen
Dilatation waren nicht erkennbar. Weitere Ursachen einer
Ventrikelhypertrophie, insbesondere Herzklappenfehler oder arterieller

Hypertonus, wurden, weitest moglich, ausgeschlossen.

Echokardiographische Kriterien einer HCM wurden nicht bei denjenigen
Patienten zur Diagnosestellung angewendet, die sich vor Studienbeginn einer
kardialen Myektomie unterzogen hatten. Die Myektomie flhrt zu einer
Reduktion der ventrikularen Muskelmasse. Deshalb kann postoperativ die
echokardiographische Messung der Ventrikelwande normwertig sein, obwohl
der Patient an einer HCM erkrankt ist.

Bei myektomierten Patienten wurde daher unabhangig vom Befund der
Echokardiographie die Diagnose einer HCM gestellt, wenn die weiteren
Befunde und praoperative Herzechomessungen fur eine Erkrankung
sprachen. Ebenso wurde bei Patienten mit Zustand nach TASH verfahren.

Alle Patienten wurden Uber die geplanten genetischen Untersuchungen
aufgeklart. Sie wurden darUber informiert, welche Aussagen sich anhand von
DNA-Befunden mdglicherweise uber ihren Krankheitsverlauf machen lief3en.
Die Patienten gaben ihr Einverstandnis zu den Untersuchungen. Die
Zustimmung zu den Untersuchungen des Ethikrats der Charité, Campus
Virchow Klinik, Humboldt Universitat Berlin, lag vor Studienbeginn vor.

Die untersuchten Patienten unterscheiden sich hinsichtlich des Alters, der
Symptome und des echokardiographischen Befundes voneinander. Die

Patienten sind untereinander nicht verwandt.

27



Material und Methoden

Die Verteilung der Merkmale ist in Tab. 2.5 gezeigt. Die Tabelle zeigt auch
Geschlecht und ethnische Herkunft der Patienten an. In Klammern ist die
Anzahl (n) der Patienten mit dem jeweiligen Merkmal angegeben. Es lagen
nicht von allen Patienten vollstandige Datensatze vor.

Weiter wird in der Tabelle dargestellt, wie viele Patienten sich invasiven
Eingriffen in Form einer Myektomie oder TASH haben unterziehen lassen.
Diese Information soll dazu dienen, anzuzeigen, wie ausgepragt der Phanotyp

bei den Patienten war.

Merkmal Wert

Anzahl der Patienten mit sequenziertem MYBPC3

44

Geschlecht (n=44)

14 weiblich, 30 mannlich

Alter der Patienten zum Zeitpunkt der DNA-Isolation
(n=44)

51 +14 Jahre

Alter bei Manifestation der HCM (n=37)

37 £12 Jahre

Dicke des Interventrikularseptums (IVS)
(n=44)

20 5 mm

<12 mm=normwertig (40)

Dicke der Hinterwand (HW) (n=29)

13 +3 mm

<12 mm=normwertig (40)

enddiastolischer Diameter des linken Ventrikels

(LVEDD) (n=38)

46 +5 mm

<55 mm=normwertig (40)

Anamnese mit Dyspnoe, Angina pectoris, Schwindel
und/oder Palpitationen (n=36)

92% positive Anamnese
8% negative Anamnese

Positive Familienanamnese (n=39)

in 61% der Falle

ethnische Herkunft der Patienten (n=44)

9 tirkische,

35 deutsche Patienten

Anzahl an Myektomien oder TASH (n=35)

in 46% der Falle

Tab. 2.5 Merkmale der untersuchten Patienten mit einer HCM: Die Angaben des
Alters und der Echokardiographie sind Mittelwerte. Die Streuungsbreiten sind mit der
Standardabweichung angegeben. Eine Patientin war zum Zeitpunkt der Mani-
festation und bei Diagnose zwei Jahre alt. lhre Daten wurden bei der Berechnung
von Alter und Manifestationszeitpunkt wegen der dann gegebenen Ergebnis-
verzerrung nicht bertcksichtigt.
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2.6 DNA-Gewinnung

Die DNA, die zur Sequenzanalyse benotigt wurde, war in den erwahnten
Vorarbeiten bereits aus kernhaltigen Zellen vendsen Blutes der Patienten
isoliert worden (34). Das Verfahren zur Isolierung der DNA ist bei Erdmann et
al. beschrieben (37). Ziel einer solchen Isolierung ist es, genomische DNA
aus Zellkernen zu gewinnen. Genomische DNA ist die DNA, die alle

Erbinformationen eines Organismus tragt.

2.7 DNA-Amplifikation und Polymerase-Kettenreaktion

Fir eine Sequenzanalyse bestimmter DNA-Abschnitte der genomischen DNA
ist es erforderlich, die zu untersuchenden Abschnitte in ausreichender Menge
vorliegen zu haben. Um solche Mengen zu erhalten, mussen spezielle
Verfahren der Vervielfaltigung (Amplifikation) eingesetzt werden.

Fir diese Arbeit wurde zur Amplifikation die Polymerasekettenreaktion
(engl. polymerase chain reaction, PCR) eingesetzt. Die PCR wurde Mitte der
1980er Jahre von Mullis entwickelt. Sie ist ein Verfahren, das mit Hilfe
thermostabiler Polymerasen DNA vervielfaltigt (79). Mittlerweile hat die PCR
sich als Standardverfahren in der Sequenzanalyse von DNA etabliert (104).

Zur Amplifikation mit der PCR werden Primer verwendet, die als
Oligonukleotide an die Einzelstrange der Ziel-DNA binden und als Startpunkt
fur die Polymerasen zur Synthese von DNA in zwei Richtungen dienen. Fur
die Amplifikation des MYPBC3-Gens wurde ein fertiger Satz von Primer-
Paaren der Firma Applied Biosystems verwendet (Resequencing Set
RSS000020042, RSS Version 01). Das Set enthalt 36 Primer-Paare. Die
Primer-Paare ermdglichen die Amplifikation von ca. 60% der gesamten

Gensequenz.

Die Probenansatze fur die PCR wurden im wesentlichen dem Protokoll
,VariantSEQr™ and mitoSEQr™ Resequencing Systems* der Firma Applied
Biosystems folgend zusammengestellt (3). Nachdem sich in Vorversuchen die
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empfohlene Menge von 10 pl pro Probenansatz als zu gering fur eine
Sequenzierung herausgestellt hatte, wurde der Ansatz auf 25 yl erhoht. Die
Zusammensetzung der Probenansatze ist in Tab. 2.7a gezeigt.

Reagenz Menge [ul]
AmpliTaq Gold ® PCR Master Mix 13,88
steriles, entionisiertes Wasser 1,11
Glycerol auf 50% verdunnt 4,44
Primerpaare aus dem Set 5,55
Gesamtvolumen 25

Tab. 2.7a Komponenten fiir ein Volumen von 25 pl je Probe: Der Primermix
enthalt Forward- und Backward-Primer.

Die in Tab. 2.7a genannten Komponenten wurden nach dem
Zusammenbringen mit dem Vortex-Gerat gemischt. AnschlieRend wurden sie
auf die Pipettierplatten in einer Menge von jeweils 25 pl gegeben. In den
Reagenzbehaltnissen der Platten befanden sich bereits 10 ul Patienten-DNA
in einer Konzentration von 20 ng/ul. Die DNA war zuvor mit Hilfe des Pipettier-
Roboters aufgetragen und eingetrocknet worden. Bestimmte Positionen auf
der Pipettierplatte waren anstelle von DNA mit Wasser gefullt. Es sollte in
diesen Ansatzen kein PCR-Produkt erscheinen. Die Ansatze mit Wasser
dienten der Kontrolle des Pipettierens.

Nach einer Zentrifugation der gefullten PCR-Platten wurde die Amplifikation
mit der PCR-Reaktion gestartet. Tab. 2.7b zeigt die Reaktionsschritte der
PCR-Reaktion, wie sie fur die Primerpaare des Primer-Sets verwendet

wurden.
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Schritt | Vorgang Temperatur [° C] | Dauer [sec]
1 Aktivierung 96 350
2 Amplifikation 94 30
60 45
72 45
3 Abschlussamplifikation | 72 600
4 Halten 4 bis zu Entnahme

Tab. 2.7b Ablauf der PCR-Reaktionen: Schritt 2 wurde insgesamt 40 mal
wiederholt, damit ausreichend Amplifikat entstehen konnte. Ergab eine PCR-
Reaktion nicht ausreichend DNA-Produkt, wurde die Zahl der Amplifizierungszyklen
schrittweise auf bis zu 45 Zyklen erhoht.

2.8 Gelelektrophorese

Eine Gelelektrophorese wurde im Anschluss an jede PCR durchgefuhrt. Sie
diente dazu, Grolke und Menge der amplifizierten DNA abzuschatzen.

Bei einer Gelelektrophorese kann DNA in Abhangigkeit von ihrer Grof3e und
Ladung in einem Agarosegel, das sich in einem elektrischen Feld befindet,

aufgetrennt werden.

Zur Gelherstellung wurden die Komponenten fur ein Agarosegel in einem
Erlenmeyerkolben gemischt und in der Mikrowelle bei maximaler Temperatur
zum Sieden gebracht. Unter gelegentlichem Schwenken wurden die
Komponenten bis zum Losen aller Partikel gekocht. Anschliefend wurde das
flussige Gel unter standigem Ruhren auf ungefahr 37° C abgekuhlt. Es wurde
dann in Gel-Formen des Elektrophoresesystems gegossen, in denen sich
Kamme zur Taschenbildung befanden. Bis zu seiner weiteren Verwendung

musste das Gel ungefahr zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT) ausharten.

Nach jeder PCR-Reaktion wurden Stichproben von 4 ul aus dem Reaktions-
gemisch der Platten entnommen. Die Proben wurden fur die Gelelektro-
phorese mit Loading Dye und Sybr Green aufbereitet. Die aufbereiteten
Stichproben-Ansatze und ein 100 bp-Standard wurden in die Taschen des
ausgeharteten Gels geflllt. Das Gel befand sich dabei in der mit 0,5 x TBE
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geflllten Elektrophoresekammer. Nach dem Beflllen der Taschen wurde eine
Spannung von 112 mV Uber 40 min an die Kammer angelegt.

Nach Ablauf der Zeit erfolgte die Beurteilung unter UV-Licht. In den Gelen
stellte sich eine ausreichende Menge Amplifikat in Form von deutlich
leuchtenden Banden dar. Die GroRe der DNA-Produkte wurde durch
Vergleich der Banden mit dem Standard abgeschatzt. War das Ergebnis der
Gelelektrophorese zufriedenstellend, lagerten die PCR-Produkte bei +4° C bis

zur Sequenzierung.

2.9 Aufreinigung und Sequenzierung der Proben

Die PCR-Produkte wurden zur Sequenzierung an das Institut fir Molekulare
Genetik in Berlin geschickt. Dort wurden die Proben aufgereinigt. Die
Aufreinigung diente der Entfernung von uberschussigen Molekulen in Proben.
Derartige Moleklile konnen Storsignale erzeugen und die Qualitat der
Sequenzierungsergebnisse beeinflussen.

Die Sequenzierung erfolgte mit einem DNA-Sequenziergerat der Firma
Applied Biosystems (ABI Prism 3700).

Einzelne DNA-Sequenzen waren nach der Sequenzierung in Berlin nicht
auswertbar. Eine PCR fur diese Sequenzen wurde wiederholt. Die erneute
Aufreinigung erfolgte dann mit dem NucleoSpin Extract [l-Sets von
Mackery-Nagel. Dabei wurde der Anleitung des Herstellers folgend
vorgegangen. Die erneute Sequenzierung der Fragmente wurde von der
Firma SeqglLab in Gottingen vorgenommen. Zur Sequenzierung wurde

dasselbe Geratemodell wie in Berlin verwendet.
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2.10 Auswertung der Sequenzen

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden in Form von Elektro-
pherogrammen als Computerdateien im .ab1-Format Ubermittelt. Die Elektro-
pherogramme wurden mit dem Computerprogramm FinchTV (Version 1.4.0)
der Firma Geospiza Inc untersucht (48).

Zur Interpretation der Elektropherogramme, s. Kapitel 3.3 Sequenzanalyse.

2.11 Single-Stranded Conformation Polymorphism-Analyse

Die Einzelstrang-Konformationspolymorphismus-Analyse (engl. single-
stranded conformation polymorphism-Analyse, SSCP) ist ein Verfahren, das
es ermoglicht, Unterschiede in der Sequenzfolge von DNA-Einzelstrangen

im Vergleich zu anderer DNA sichtbar zu machen.

Einzelstrang-DNA nimmt in Abhangigkeit von ihrer Nukleotidsequenz und
der Temperatur bestimmte Konformationen an. Diese raumliche Anordnung
der Nukleotide bestimmt das Wanderungsverhalten der DNA in einem Gel
innerhalb eines elektrischen Spannungsfeldes (103). Von den Proben
wurde deshalb zunachst eine SSCP bei Raumtemperatur und +4° C
durchgefuhrt. Weitere Versuche erfolgten unter den Temperaturbedingungen,

unter denen die jeweilige Variante am deutlichsten dargestellt war.

Einzelne DNA-Sequenzen der Patienten mit HCM zeigten im Vergleich zu der
Referenzsequenz Unterschiede in der intronischen Nukleotidabfolge. Diese
DNA-Sequenzen wurden mittels SSCP mit DNA gleicher Position von 218
Probanden verglichen. Bei diesen Probanden war bislang keine Diagnose
einer HCM gestellt worden.

In Tab. 2.11 sind die Daten der Probanden aufgefuhrt, bei denen sich keine

HCM nachweisen liel}.
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Merkmale Werte
Anzahl der Patienten fur SSCP-Vergleich (n=218) 218

Alter (n=218) 53 +14 Jahre
BMI (n=215) 26 +4 kg/m”

systolischer Blutdruck (n=218)

135 £21 mm/Hg

diastolischer Blutdruck (n=218)

78 12 mm/Hg

linksventrikuldre Masse (n=171) (< 100-132 g/m°) (40) | 82 +18 g/m®
IVS (n=171) (<12 mm=normwertig) (40) 10 £2 mm
HW (n=171 (<12 mm=normwertig) (40) 8 1 mm
LVEDD (n=171) (<55 mm=normwertig) (40) 48 +4 mm

Tab. 2.11 Ausgewidhlte echokardiographische Merkmale, die zum Aus-
schluss einer HCM liberprift wurden: Die Werte sind Mittelwerte aller Patienten.
Die Streuungsbreiten sind mit der Standardabweichung angegeben. Die Werte der

Echokardiographie liegen im Mittel im Normbereich.

Fur eine SSCP werden kurze DNA-Abschnitte, die die Variante einer Sequenz

beinhalten, in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die amplifizierten Strange

werden anschlielend denaturiert, so dass das Erbmaterial als Einzelstrang

vorliegt. Es folgt eine Elektrophorese der Strange in einem PAA-Gel. Mit Hilfe

einer Silberfarbung konnen die gewanderten Einzelstrange sichtbar gemacht

werden.
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2.12 Probenansatz fir SSCP-PCR

Fir die SSCP wurden Abschnitte des MYBPC3-Gens, die eine intronische
Variante enthielten, mit PCR amplifiziert. Entsprechende Primer wurden mit
dem Computerprogramm Primer 3 Input ausgewahlt (123). Die Firma
BioTez Berlin-Buch GmbH lieferte die Primer. Tabelle 2.12 zeigt die

Sequenzen der Primer.

Intron Primersequenz GroRe der PCR-
im Produkte
MYBPC3

11(a) F: TGC CCAACATAG CACAGCA
R: CCA GGA CCA AGG AGC TGT | 184 bp
AG

11(b) F: GTG GCT ACA GCT CCT TGG
TC

R: ATG CGC TCG TAC TCA GAT | 168 bp
GG

31 F: GAG GTG CGA GGT GAG GAG
R: GAG GCA CTG CAG AAG AGG | 206 bp

AG

Tab 2.12 Primersequenzen fiir die PCR mit anschlieRender SSCP: Mit F sind
die Forward-, mit R die Reverse-Primer gekennzeichnet. In der ersten Spalte ist das
Intron genannt, in dem sich die Variante befindet. In Intron 11 lagen zwei Varianten
vor. Die Fragmente sind mit (a) und (b) gekennzeichnet.

Die Primer wurden fur eine 100 pmolare LOsung entsprechend der
Anleitung der Lieferfirma in sterilem Wasser geldst. Anschliellend wurde
eine 1:10 Verdunnung der LOosung hergestellt. In der Verdinnung wurden
die Primerpaare zum Probenansatz fur die PCR gegeben. Mittels
Touch down-PCR wurden geeignete Annealing-Temperaturen fur die
Primerpaare ermittelt. Das Gelingen der PCR-Reaktion wurde durch die

oben beschriebene Gelelektrophorese Uberpruft.
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2.13 PAA-Gele

Fir das Gel zur SSCP wurde eine Gelstocklosung fur PAA-Gele hergestellt.
Die Polymerisation der Gelstocklosung erfolgte durch Zusatz von
600 pl APS 10%. Im noch flussigen Zustand wurde die Losung zwischen die
Glasplatten des Elektrophoresesystems gegossen. Die Platten waren dabei
mit Klammern fixiert. Zur Bildung von Pipettiertaschen wurden Kamme

eingefugt. Nach ca. einer Stunde war die Losung ausgehartet.

Das ausgehartete Gel wurde in die SSCP-Kammern gebracht. Die Kammern
wurden mit 0,5 x TBE als Elektrophoresepuffer befullt. Bevor die Proben in die

Taschen gefullt wurden, wurde fur 30 min eine Spannung von 55 V angelegt.

Die Denaturierung der intronischen DNA erfolgte bei +95° C fur 10 min. Eine
erneute Bindung der Einzelstrange wurde verhindert, indem die Proben
unmittelbar nach der Denaturierung gekuhlt wurden.

Die nun in Einzelstrangkonformation vorliegenden DNA-Strange wurde mit
einem 1:100 bp-Standard in die Taschen des Gels pipettiert.

Ein Ausschwemmen der Proben aus den Taschen wurde verhindert, indem
fur 30 min bei einer Spannung von 120 V die Proben rasch in das Gel
einzogen. Dann wurden eine Spannung fur ungefahr 15 Stunden von 55 V
angelegt.

Nach SSCP folgte die Silberfarbung zur Darstellung der DNA-Banden.

2.14 Silberfarbung

Um die DNA im Gel sichtbar zu machen, wurden die Banden nach der
Elektrophorese mit Silber gefarbt. Es wurde eine abgewandelte Variante der
Silberfarbung nach Budowle et al, wie nachfolgend beschrieben,
durchgefuhrt (14).

Nach der Elektrophorese wurden die Gele aus den Glaskammern

herausgel6st und in Ethanol 10% fur 10-15 min mit Hilfe des Rdttlers
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geschwenkt. Dieser Schritt sollte ein Ausschwemmen der DNA aus dem
Gel bei den folgenden Reaktionen verhindern. Die Gele wurden
anschlief3end fur 30 sec in Salpetersaure zur Einstellung eines sauren pH-
Wertes geschwenkt. Durch Schwenken in Silbernitrat (200 ml) und
Formaldehyd (250 pl) konnten die Silberionen an die DNA binden.
Uberschiissige Silberionen wurde durch mehrfaches Waschen mit
Spulwasser aus den Gelen entfernt. Die Banden wurden nach einem Bad
mit Natriumcarbonat (1000 ml) und Formaldehyd (800 ul) sichtbar gemacht.
Durch diesen Schritt wurden die Silberkomplexe, die an DNA gebunden
hatten, reduziert. Die Banden waren nach diesem Schritt erkennbar. Die
Fixierung der gefarbten Banden erfolgte durch Baden in Essigsaure 10% fur

mindestens 10 min.

Zur Archivierung wurden die Gele zwischen Overheadfolien gelegt,

eingescannt und als Graphikdatei im Computer gespeichert.

2. 15 Homologievergleich mittels BLAT

Die intronischen DNA-Sequenzen des MYBPC3, bei denen sich eine
Variante fand, wurden in einer DNA-Datenbank nach gleichen und sehr
ahnlichen Sequenzen anderer Spezies durchsucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierzu das Programm Human Basic Local
Alignment Search Tool (BLAT) von UCSC Genome Bioinformatics benutzt
(68). Das Programm ist im Internet verfugbar (152). Es vergleicht nach
Eingabe einer DNA-Sequenz von bis zu 25.000 bp zunachst, welchem Gen
des Menschen die Sequenz am wahrscheinlichsten zuzuordnen ist.
AnschlielRend wird der Abschnitt desselben Gens mit Sequenzen von 27
Wirbeltieren verglichen.

Ubereinstimmungen in der Sequenz verschiedener Spezies werden
graphisch mittels eines Kurvenverlaufs als Konservierung dargestellt. Die
Hohe der Kurve gibt das Mal} der Konservierung an. Als View-Range wurde

0 bis 1 eingestellt, so dass auch Bereiche mit minimaler Konservierung
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dargestellt werden.
Die Berechnung der Homologie flr den Kurvenverlauf erfolgte durch das
integrierte Programm PhasCons. Seine Funktion ist bei Siepel et al.
beschrieben (137).

2.16 Statistische Verfahren

Um die in dieser Arbeit ermittelte Haufigkeit von Allelen fur eine Population zu
errechnen, wurde das Hardy-Weinberg-Gesetz angewendet. Dieses Gesetz
ist geeignet, Allelfrequenzen in einer idealen Population zu ermitteln. Eine

ideale Population ist unendlich grof3. In ihr findet keine Selektion statt.

Die Haufigkeit aller Allele in der Population wird nach Hardy und Weinberg
durch folgende Formel beschrieben: p? + 2pq + g2 = 1. Dabei entspricht 1 der
Gesamtheit aller Allele (100%). Die Unbekannten p und q symbolisieren hier

2

jeweils ein Allel: p entspricht dem homozygoten Allel AA, g°> dem

homozygoten Allel BB, und 2pq steht fur die heterozygoten Allele AB und BA.

Der y*Test (Chi-Quadrat-Test) nach Pearson wurde verwendet, um zu
uberprufen, ob die beobachteten und nach Hardy und Weinberg ermittelten
Werte der Allelfrequenz sich in ihrer Haufigkeit signifikant unterscheiden.
Werte fur p <0,05 werden dabei als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswertung der Gelelektrophorese

Eine Gelelektrophorese wurde im Anschluss an jede PCR mit Stichproben
einzelner Ansatze durchgefuhrt. Mit ihrer Hilfe konnte noch vor der
Sequenzierung sichtbar gemacht werden, ob die PCR-Reaktion zu einem
Produkt in erwarteter GroRe geflhrt hatte. Die Leuchtstarke der Banden liel3
abschatzen, wie viel Produkt entstanden war. Sichtbare Banden sollten nicht
in den mit Wasser gefullten Leerproben erkennbar sein. Anderenfalls ware
von einer Kontamination der Proben durch falsches Pipettieren auszugehen.
Im Falle einer Kontamination wurden alle Ansatze dieser PCR-Reaktion
verworfen. Die PCR wurde wiederholt.

Zeigte die Elektrophorese nur schwache Banden, wurden die PCR-
Bedingungen optimiert, bis ein gutes Ergebnis sichtbar wurde.

Abb. 3.1 zeigt das Bild eines Gels unter UV-Licht nach erfolgter Elektro-
phorese mit zwei Primerpaaren des Resequencing Sets.

PR ——— <«— Banden bei ca. 300 bp
<4— Banden bei ca. 600 bp

Abb. 3.1 Gel unter UV-Licht: In der Bildmitte ist in Form Ubereinanderliegender
Banden der 1:100 bp-Standard erkennbar. Rechts von ihm zeigen sich kraftige
Banden als Ausdruck einer PCR-Reaktion, bei der eine grole Menge DNA
amplifiziert wurde. Das PCR-Produkt hat eine erwartete GroRe ca. 317 bp. Im
Vergleich dazu lieferte die PCR-Reaktion des anderen Primerpaares mit der DNA
weniger Produkt. Dies wird an den schwacher leuchtenden Banden erkennbar. Die
PCR wurde daher mit einer hdheren Zahl an Amplifikationszyklen wiederholt. Dieses
Produkt hat eine erwartete Groe von etwa 604 bp.
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3.2 Ergebnisse der SSCP

Die Ergebnisse der SSCP mit anschlieBender Silberfarbung sind bei den

Ergebnissen der Sequenzierung gezeigt.

3.3 Sequenzanalyse

Die aus Berlin Ubermittelten Ergebnisse der Sequenzierung wurden als
Elektropherogramme am Computer ausgewertet. Es fanden sich bei 44
Patienten insgesamt 47 verschiedene Varianten im Gen fur das MYBPC3 im
Vergleich zu der Referenzsequenz, die im Programm CHIP des
Children’s Hospital Boston angegeben ist (17). 20 dieser Varianten liegen in
Exons des Gens. Die Ubrigen 27 Differenzen betreffen Introns.

Jeder Patient hatte mindestens eine Abweichung in seiner Gensequenz
gegenuber der Referenzsequenz. Die meisten Patienten waren Trager

mehrerer Varianten.

20 der insgesamt 1584 Fragmente konnten trotz wiederholter PCR mit
anschliellender Sequenzierung wegen unzureichender Signalstarke nicht
ausgewertet werden. Die PCR mit dem Primerpaar RSA 000989563 zeigte
auch nach wiederholter PCR kaum auswertbare Elektropherogramme. Das
Primerpaar deckt das kurze Exon 7 (Grof3e: 49 bp) und Exon 8

(Grofe: 30 bp) sowie flankierende Intronanteile ab.

Tab. 3.3 gibt einen Uberblick Uber die gefundenen Sequenzunterschiede.
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Genomische Position im Position in | Positionim | MAF | Status
Position MYPBC3 cDNA Protein
g.-224 g>del 5" -200 del(g) - - 1.0 neu
g.839 C>T Intron 2 -303 C/T - - 0.01 neu
g.1449 G>C Intron 2 +41 G/C - - 0.03 (17)
g.2355 A>del Intron 4 -180 del(A) - - 0.76 neu
g.2600 G>A Exon 4 G/A c.504 G>A p.V158M 0.02 (1)
g.2620 C>T Exon 4 C/T c.524 C>T p.G164G 0.02 (17)
g.2741 C>del Intron 5 -12 del(C) - - 0.79 neu
g.2756 C>T Exon 5 C/T c.569 C>T p.A179A 0.01 (17)
g.3068 C>T Intron 5 +195 C/T - - 0.04 (17)
g.4157 A>G Exon 6 A/G c.738 A>G p.S236G 0.08 | (1, 34)
g.4755 C>T Exon 7 C/T c.818 C>T p.T262T 0.02 (34)
g.4989 C>T Exon 8 C/T c.876 C>T p.R282W 0.01 (34)
g.6045 C>A Intron 10 +25 C/A - - 0.03 (17)
g.6166 G>T Intron 11 -111 G/T - - 0.01 neu
g.6275 A>G Intron 11 -2 A/G - - 0.02 | (110)
g.6282 C>A Exon 11 C/A c.964 C>A p.S311X 0.01 neu
g.6327 G>A Exon 11 G/A c.1009 G>A p.R326Q 0.05 (91)
g.6378 C>del Exon 11 del(C) c.1060 C>del p.T343X 0.01 |(34, 36)
g.9436 T>C Intron 13 -63 - - 0.01 (17)
g.9718 insC Exon 14 ins(C) c.1388 ins(C) p.P452X 0.01 neu
g.13034 A>T Intron 19 +38 A/T - - 0.06 (34)
g.13114 A>G Intron 19 +118 A/G - - 0.70 (17)
g.13131 Intron 20 -123.
insGAGACTT insGAGACTT - - 0.01 neu
g.14145 C>G Intron 21 +18 C/G - - 0.09 (34)
g.14220 C>T Intron 21 +94 C/T - - 0.01 (17)
g.14244 G>A Intron 21 +117 G/A - - 0.01 (17)
g.14729 TC>del | Intron 22 -123 del(TC) - - 0.09 neu
g.14917 insG Exon 22 ins(G) c.2403ins(G) | p.W791X 0.01 (1)
g.15152 C>T Exon 23 C/T c.2527 CIT p.A833V 0.01 (1)
g.15201 C>T Exon 23 C/T c.2576 C/IT p.V848V 0.09 (17)
g.16782 C>T Intron 24 +12 C/T - - 0.14 (34)
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Genomische Position im Position in | Positionim | MAF | Status

Position MYPBC3 cDNA Protein
g.17028 C>T Intron 24 +258 - - 0.18 (17)
g. 17328 T>A Intron 25 -110 - - 0.4 (17)
g. 17570 C>G Exon 25 C/G c.2899 C/G p.T956S 0.01 neu
g.17640 A>G Intron 25 +35 A/G - - 0.02 (17)
g.19024 insAA Exon 27 ins(AA) c.3154 ins(AA)| p.T1041X 0.02 | (110)
g.19039 G>del Exon 27 del(G) c.3168 del(G) | p.V1046X 0.01 (36)
g.19166 A>G Intron 27 +76 A/G - - 0.01 (17)
g.19293 A>G Intron 28 -21 A/G - - 0.12 (34)
g.19359 G>del Exon 28 del(G) c.3265 del(G) | p.G1078X 0.01 neu
g.19411 G>A Exon 28 G/A c.3317 A/IG p.E1095E 0.36 (34)
g.20130 C>T Intron 30 +49 C/T - - 0.16 (34)
g.20295 G>A Intron 31 -90 G/A - - 0.01 neu

g.20453

insTTCA Exon 31ins(TTCA) |c.3721insTTCA| p.S1230X 0.01 (36)
g.20459 C>T Exon 31 C/T c.3726 C/T p.Q1233X 0.03 (36)
g.20676 G>A Intron 32 -91G/A - - 0.01 (17)
g.20711 C>T Intron 32 -66 C/T - - 0.17 (34)

Tab. 3.3 Ergebnisse der Sequenzierung: In der linken Spalte sind die Art des
jeweiligen Nukleotidunterschieds im Vergleich zur Referenzsequenz und seine
Position im Genom aufgelistet. In der zweiten Spalte ist die Position im Exon
respektive im Intron des Gens genannt. Wenn die Variante sich im Exon befindet, ist
die Position des Codons innerhalb der cDNA und die Position der Aminosaure im
Protein in den nachsten beiden Spalten angezeigt.

Die Allelfrequenz (MAF) gibt an, wie haufig innerhalb des Patientenkollektivs der
Genotyp zu finden war.

Unter Status ist angegeben, ob die Variante bisher in Studien erwahnt wurde.
Einzelne Varianten wurden nicht in Studien erwahnt, sondern waren ausschlieflich in
der Referenzsequenz verzeichnet. Durch die unterschiedliche Bezeichnung der
Sequenzen kommt es mitunter vor, dass in den zitierten Studien leicht abweichende
Positionen genannt sind. Die Positionsangaben in der vorstehenden Tabelle richten
sich nach den Bezeichnungen in den Programmen CHIP und Ensembl Genome
Browser (17, 32).

Mit grau sind die Varianten unterlegt, die in den nachfolgenden Kapiteln genauer
besprochen werden.
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Die DNA aller hier untersuchten Patienten wurde bereits im Jahr 2003 im
Rahmen einer Studie analysiert, die das Mutationsspektrum von Patienten mit
HCM untersuchte (34). Im Zuge der Mutationssuche fur die Studie wurden
samtliche Sequenzen von Exons und direkte Ubergdnge zu Introns im
MYBC3 mittels SSCP untersucht. Sequenzierungen der DNA wurden nur
vorgenommen, wenn Banden bei der SSCP auffallig waren.

Fir die vorliegende Arbeit wurden die Exon- und Intronsequenzen aller
Patienten sequenziert, unabhangig davon, ob ein Mutationsverdacht vorlag.
Dabei wurden Varianten in Exons entdeckt, die offensichtlich bei der

vorgenannten Studie durch SSCP nicht auffallig waren.
In den Unterkapiteln 3.3.1 bis 3.3.14 werden die Varianten beschrieben, die

entweder bisher noch nicht publiziert oder trotz Publikation in der

vorliegenden Arbeit weiteren Experimenten unterzogen wurden.

3.3.1 5 -200 del (G)

Im Vergleich zu der verwendeten Referenzsequenz zeigen alle Patienten am
5-Ende des Gens die Deletion der Base Guanin auf. Alle Patienten sind fur
die Variante homozygot. Die Allelfrequenz betragt daher 1,0.

Der Bereich, in dem die Deletion liegt, gehort zur 5°-flankierenden Sequenz.
Das ist der Bereich, der vor dem ersten Exon des Gens liegt. Flankierende
Sequenzen konnen Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren enthalten
(142). Es wurde daher weiter untersucht, ob die Variante Kennsequenzen der
Transkriptionsfaktoren GC-Box, TATA-Box, CAAT-Box,
TPA-response-Element und cAMP-response-Element verandert. Die Variante

fuhrt aber nicht zu derartigen Veranderungen.
Es ist davon auszugehen, dass es sich am wahrscheinlichsten um einen

Fehler in der Referenzsequenz handelt.
Weitere Untersuchungen zur Deletion wurden nicht durchgefuhrt.
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3.3.2 Intron 2 =303 C/T

Im zweiten Intron des Gens konnte bei einem einzigen Patienten eine
fenlende Ubereinstimmung zu der verwendeten Referenzsequenz
nachgewiesen werden. Es handelt sich um eine Basensubstitution, bei der
Cytosin gegen Thymin ausgetauscht ist. Der Patient ist heterozygot fur die
Variante.

Die GroRe des gesamten zweiten Introns betragt 1117 Nukleotide. Die
Variante befindet sich 303 Basen vom Beginn des Exons 2 entfernt. Die
Position im Intron und die flankierenden Sequenzen zeigen, dass sich die
Variante aulRerhalb der Konsensus-Sequenzen fur Spleilstellen befindet.
Solche Sequenzen befinden sich unmittelbar am Ubergang zwischen Exons
und Introns. Sie umfassen meist weniger als 20 Nukleotide auf intronischer
Seite.

Der Abstand zum folgenden Exon und die Sequenz, innerhalb derer sich die
Variante befindet, lassen ausschlie3en, dass die branch site betroffen ist. Bei
der branch site handelt es sich um eine Sequenz im Intron, die gewohnlich 20
Nukleotide vom stromabwarts liegenden Exon entfernt ist und eine

zusatzliche Bindungsstelle fur den SpleiRapparat darstellt.

In Abb. 3.3.2 ist das Elektropherogramm des Patienten mit der Variante

dargestellt.
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Abb. 3.3.2 Elektropherogramm des Patienten mit der Variante
Intron 2 -303 C/T: In der Bildmitte ist die Position der Variante markiert. Das
Sequenziergerat empfing an dieser Stelle kein einheitliches Signal. Es erkannte
sowohl ein Signal fir Thymin (rot), als auch fur Cytosin (blau). Das bedeutet, dass
sich die beiden Allele in der Sequenz unterscheiden. Die Darstellung entspricht
folglich einem heterozygoten Befund einer Variante.

Der Vergleich der Sequenz mittels BLAT zeigt, dass die Konservierung des
Abschnitts, der die Substitution enthalt, vergleichsweise schwach ausgepragt

ist. Die Variante wurde keinen weiteren Untersuchungen unterzogen.

3.3.3 Intron 4 -180 del (A)

Die Variante befindet sich im vierten Intron des Gens. Sie besteht aus der
Deletion eines Adeninnukleotids. Die Variante liegt bei einer Gesamtlange
des Introns von 389 Basen fast in der Mitte der Sequenz. Sie betrifft das Ende
einer aus sieben Adeninmolekulen bestehenden Region.

Unter Berlcksichtigung der Position und der flankierenden Sequenzen wurde
eine  Veranderung von Kennsequenzen fuir den  Spleillapparat
ausgeschlossen.

Die Variante findet sich bei 21 Patienten. Alle Patienten sind heterozygot fur
die Deletion.

Abb. 3.3.3a zeigt das Elektropherogramm eines Patienten, der Trager der
Deletion ist.
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Abb. 3.3.3a Elektropherogramm eines Patienten mit der Variante

Intron 4 -180 del (A): In der Bildmitte ist die Position der Deletion markiert. Die
stromabwarts gelegenen Basen konnten vom Sequenziergerat nicht mehr eindeutig
erkannt werden, weil sie sich mit dem Strang des anderen Allels Uberlagern. Die
Bestatigung des Befundes erfolgte durch Sequenzierung des Gegenstrangs.

Bei den dUbrigen 23 Personen aus dem Patientenkollektiv ist das
Adeninmolekul in der angegeben Position in keinem der beiden Strange
erkennbar. Die Deletion ist hier homozygot.

Alle Patienten waren folglich entweder hetero- oder homozygote Trager der
Deletion.

Der Vergleich mit Sequenzen anderer Wirbeltiere zeigt, dass nur Primaten in
der Position eine identische Sequenz besitzen. Weitere Spezies weisen in der
Position abweichende Basen oder eine Lucke auf. Eine Lucke kann Zeichen
dafur sein, dass es im Laufe der Evolution zu einer Deletion an dieser
Position gekommen ist. Ferner ist denkbar, dass in der Entwicklung
menschlicher DNA hier eine Base inseriert wurde.

Es wurden keine weiteren Untersuchungen zu der Variante durchgefiuhrt.
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3.3.4 Intron 5 -12 del (C)

Die Variante besteht aus einer Deletion im flnften Intron des Gens. Sie ist 12
Basen vom Beginn des folgenden funften Exons entfernt. Die Variante
befindet sich innerhalb der Region, die nach der Berechnung von Kol et al. als
sog. Polypyrimidin-Region des |Intron vorausgesagt wird (73). In
Polypyrimidin-Regionen konnen Proteine binden, die Einfluss auf das
Spleillen der mRNA haben.

Die Deletion wurde bei 40 Patienten gefunden. Davon sind 18 Patienten
heterozygot und 22 Patienten homozygot fur die Variante. Bei vier Patienten
war eine sichere Aussage uber das Vorhandensein der Deletion nicht
moglich, weil die Elektropherogramme auch nach wiederholter PCR keine
verlasslichen Aussagen Uber das Vorhandensein oder Fehlen der Variante

zulieRen.

Bei dem Genomvergleich fiel auf, dass die dem Menschen nahestehenden
Primaten in der Position der Variante keine Ubereinstimmung mit der
Sequenz des Menschen besitzen. |hnen fehlt an dieser Stelle das
Cytosinmolekul, ebenso wie den Tragern der Variante.

Zu dieser Variante wurden keine weiteren Untersuchungen vorgenommen.

3.3.5 Intron 11 -111 G/T

Die Variante besteht aus einer Basensubstitution im Intron 11 des Gens.
Anstelle von Guanin, wie in der Referenzsequenz, findet sich bei einem
Patienten Thymin an dieser Position. Nur ein Patient ist Trager der
heterozygoten Variante.

Lage und flankierende Sequenzen im Intron sprechen gegen eine
Veranderung von SpleiRdonor- oder Spleildakzeptorstelle. Es ist aber moglich,
dass durch die Substitution eine kryptische Spleil3donorstelle entstanden ist.
Bei kryptischen Splei3stellen handelt es sich um Sequenzen, die grofRe
Annlichkeit mit reguléaren Konsensus-Sequenzen von Spleilstellen aufweisen.
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Sie kdnnen entgegen der Regel Bindungen mit dem Spleilapparat eingehen
und dadurch zu irregular gespleil3ter mRNA fuhren. Nachfolgend sind die

Sequenzen der SpleilRdonorstelle, der Referenz und der Variante gezeigt.

Konsensus-Sequenz der Spleilldonorstelle: C/AAG GT A/G AGT
Referenzsequenz: AAG GG AAGG
Sequenz mit Variante: AAG GT AAGG

Durch /-Striche ist angezeigt, dass in der DNA entweder die eine oder andere
Base in der Donorstelle vorkommen kann. In den unteren beiden Zeilen sind
die Sequenzen der Referenz und die des Patienten mit der Variante
Intron 11 -111 G/T gezeigt. Es wird deutlich, dass sich die Sequenz mit der
Variante nur in einer Position von der Konsensus-Sequenz der
Spleilkdonorstelle unterscheidet.

Die Ubereinstimmung mit der Konsensus-Sequenz fir die Spleiidonorstelle
wurde nach dem Verfahren von Shapiro und Senapathy berechnet (134). Es
ergab sich ein Score von 94,59 fir die Ubereinstimmung mit einer
SpleiRdonorstelle bei einem maximal erreichbaren Ergebnis von 100. Zum
Vergleich wurden die Scores der von der Variante stromaufwarts und
stromabwarts liegenden SpleiRdonorstellen berechnet. Es ergaben sich Werte
von 83,99 fur die stromaufwarts liegende und 92,0 fur die stromabwarts

liegende Spleilldonorstelle.

Das Ergebnis des Sequenzvergleichs ist bei Abb. 3.3.5 erlautert.
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Abb. 3.3.5 Homologievergleich im Bereich der Variante Intron 11 -111 G/T:

Im oberen Teil der Abbildung ist der komplementare Strang der eingegebenen
Sequenz erkennbar. Sie entspricht der Sequenz des Menschen. Rot umrandet ist die
Position, in der die Substitution der Patienten-DNA gefunden wurde.

Punkte zeigen an, dass menschliche DNA und Tier-DNA in dieser Position identisch
sind. Striche in den Sequenzen der Spezies zeigen an, dass bei dem jeweiligen Tier
keine Base an dieser Position vorhanden ist. Doppelstriche zeigen an, dass
mindestens eine Base nicht mit der eingebenen Sequenz Ubereinstimmt.

Es wird deutlich, dass 13 der 27 Vergleichssequenzen uUbereinstimmende Nukleotide
mit dem Menschen in der Position der Variante besitzen. Da sich die benachbarten
Sequenzen jedoch starker voneinander unterscheiden, wird die Region um die
Variante als wenig konserviert bewertet. Entsprechend wird kein Graph fir eine
Konservierung fur diesen Genabschnitt angezeigt.
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3.3.6 Intron 11 -2 A/G

Die Variante befindet sich zwei Nukleotidpositionen vom folgenden Exon 11
entfernt. Sie besteht aus einer Basensubstitution, bei der ein Adeninmolekul
durch Guanin ersetzt wurde. Die Variante wurde bei zwei Personen gefunden.
Beide sind heterozygote Trager der Substitution.

Aufgrund ihrer Position verandert die Variante die Kennsequenz einer
Spleillakzeptorstelle.

Das Ergebnis des Genomvergleichs ist in Abb. 3.3.6a zu sehen. Es wird
erkennbar, dass die Variante in einem Bereich liegt, der fast genauso hoch

konserviert ist, wie das angrenzende Exon 11.
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Abb. 3.3.6a Homologievergleich im Bereich der Variante Intron 11 -2 A/G:
An dem blauen und grauen Graphen ist erkennbar, dass die Variante in einem
Bereich liegt, der stark konserviert ist. Bei Darstellung der gesamten Graphen (hier
nicht gezeigt) wird deutlich, dass die Konservierung nahezu so stark wie im
angrenzenden Exon ist. Unmittelbar stromaufwarts der Variante nimmt die
Konservierung rasch ab.
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Um herauszufinden, ob Patienten ohne HCM ebenfalls Trager der Variante
sind, wurde eine Kontrolluntersuchung mit DNA nicht erkrankter Probanden
durchgefuhrt. Es gelang zunachst, ein Fragment von 168 bp GrofRe, das die
Variante enthielt, mit der PCR zu amplifizieren. Anschliellend zeigte sich,
dass die DNA mit der Variante bei RT bei der SSCP anderes Bandenmuster
aufwies, als DNA, die nachweislich nicht die Variante hatte.

Beim Vergleich mit der DNA von 216 Probanden ohne HCM fand sich kein
Fragment mit gleichem Bandenmuster wie das der Patienten-DNA. Zwei
Probanden hatten eine DNA mit ahnlichen Banden wie die der Patienten. Die
Sequenzierung ihrer DNA zeigte jedoch nicht die Variante. Per Definitionem
handelt es sich bei der Variante nicht um einen Polymorphismus, sondern um

eine Mutation.

Abb. 3.3.6b zeigt einen Ausschnitt eines der PAA-Gele der SSCP bei RT.

e - - -

Abb. 3.3.6b PAA-Gel mit DNA eines Patienten mit der Variante Intron 11 -2 A/G:
In der Bildmitte ist die mit Silber gefarbte DNA des Patienten mit der Variante
erkennbar. Sie zeigt eine zusatzliche Bande (Pfeil). Im Gegensatz dazu ist in der
DNA an identischer Position im Genom bei den Vergleichsprobanden ohne HCM
keine zusatzliche Bande erkennbar.
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Dieselben Patienten, die Trager der Variante an der Spleil3akzeptorstelle sind,
wurden bereits in der erwahnten Arbeit von Erdmann et al. auf Varianten am
Ubergang zwischen Exons und Introns mit SSCP untersucht (34). Hierbei
wurden andere Fragmente verwendet. Die Variante konnte dabei nicht durch

ein auffalliges Bandenmuster identifiziert werden.

3.3.7 Exon 11 C/A, p.S311X

Die Variante besteht aus einer Basensubstitution von Cytosin zugunsten von
Adenin. Der Austausch betrifft das elfte Exon des Gens. Nur eine Patientin
war Tragerin der Variante. Sie ist heterozygote Tragerin der Substitution.

Der Austausch betrifft ein Codon, das fur die Aminosaure Serin kodiert. Durch
die Substitution entsteht ein neues Codon mit der Kombination CTA. Dieses
Triplett kodiert fur ein Stopcodon in der mRNA. Wahrend der Translation an
den Ribosomen wird hier die Synthese des Proteins vorzeitig beendet. Es
entsteht so ein trunkiertes Protein.

Die Patientin war bereits vor dieser Arbeit auf Varianten in Exons des
MYBPC3 untersucht worden (34). Die hier beschriebene Variante war bei ihr
zum damaligen Zeitpunkt nicht identifiziert worden. Als Verfahren zur
Detektion von Sequenzvarianten war zum Screening die SSCP verwendet

worden.

Abb. 3.3.7 zeigt Gele aus der zitierten Arbeit mit DNA der Patientin.
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Abb. 3.3.7 SSCP der Variante p.S311X aus der Arbeit von Erdmann et al.:
Mit Pfeilen ist die Spur markiert, in der DNA der genannten Patientin gewandert ist.
Links ist das Ergebnis der SSCP bei RT zu sehen, rechts das Ergebnis bei +4° C.
Unter beiden Versuchsbedingungen ist kein abweichendes Bandenmuster im
Vergleich zur ubrigen DNA erkennbar, wenn unterschiedliche Starkegrade der
Farbung unbericksichtigt bleiben.

Die DNA der Patienten aus den Spuren 1700 und 39 (Sternchen) wurde fir diese
Arbeit ebenfalls sequenziert. Sie waren nicht Trager der Substitution. lhre Banden
zeigen in der SSCP keinen Unterschied zu der Patientin.

Bei der Patientin war im Alter von 45 Jahren die Diagnose einer HCM gestellt
worden. Echokardiographisch zeigt sich ein hypertrophiertes IVS mit 19 mm
Durchmesser. Der Durchmesser der Hinterwand betragt 12 mm.

Die LVEF als Ausdruck der systolischen Herzfunktion betragt 63%. Der
LVEDD misst bei der Patientin 38 mm. Als Symptom aufert die Patientin
ausschlieRlich Dyspnoe.

Die Patientin ist Tragerin weiterer Varianten in Introns und Exons des

MYBPC3. Die Familienanamnese der Patientin ist positiv.
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3.3.8 Exon 14 ins C, p.P452X

Die Variante besteht aus einem zusatzlichen Cytosinmolekul in Exon 14.

Die Variante fand sich nur einmal bei allen untersuchten Patienten bei einer
weiteren Patientin. Sie ist heterozygote Tragerin der Insertion.

Die Insertion fuhrt zu einem Verschieben des Leserasters (engl. frame shift)
bei der Translation der Tripletts in Aminosauren. Nachfolgend ist gezeigt, wie

der Mechanismus der Leserasterverschiebung wirkt:

Tripletts der cDNA des Wildtyp: GAG CCC CCT GTG ... GTG GAG TTT GAG
Codons der Aminosauren: E P P V V E F E

Tripletts der cDNA bei Insertion: GAG CCC CCC TGT ... GGT GGA GTT TGA
Codons der Aminosauren: E P P C G G vV X

Durch die Insertion schiebt sich die gesamte stromabwarts liegende DNA um
eine Position weiter. Es kommt zur Bildung anderer Tripletts. 21 Tripletts nach
der Insertion bildet sich ein vorzeitiges Stopcodon (durch X symbolisiert). Bei
der Translation wird an der Stelle des Stopcodons die Synthese des Proteins
vorzeitig beendet. Das entstandene Protein ist unvollstandig.

Die Tragerin dieser Variante war ebenfalls vor der Sequenzierung fur die
vorliegende Arbeit im Rahmen der genannten Studie von Erdmann et al. auf
Varianten in Exons des Gens untersucht worden (34). Das Screening mittels
SSCP hatte fur Einzelstrange des Exon 14 kein Muster mit aberranten DNA-
Banden gezeigt.

Die Patientin ist 46 Jahre alt. Das Alter bei Erstmanifestation ist nicht bekannt.
Das IVS ist mit einem Durchmesser von 18 mm hypertrophiert. Auch die HW
ist mit 14 mm vergrof3ert. Bei einem LVEDD von 39 mm ist keine Dilatation
nachweisbar. Die LVEF betragt 57% bei gleichzeitigem Vorliegen eines SAM.
Ob die Patientin unter Beschwerden aufgrund der HOCM leidet, ist nicht
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bekannt. Bei der Patientin wurde bereits eine TASH durchgefuhrt. Die
Familienanamnese ist positiv.

Die Patientin ist Tragerin weiterer Varianten in Exons und Introns des Gens.

3.3.9 Intron 20 -123 ins (GAGACTT)

Bei dieser Variante handelt es sich um eine Insertion von sieben Basen
(GAGACTT) im 20. Intron des Gens. Nur einer von allen untersuchten
Patienten war Trager der Variante. Er ist heterozygot fur die Insertion. Die
Variante liegt aullerhalb der Kennsequenzen fur Splei3stellen. Auch die
branch site ist nicht betroffen. Es entstehen keine neuen kryptischen
Spleil3stellen, die einen hoheren Score als die naturlichen Stellen besitzen.

Der Genomvergleich zeigt, dass die Variante in einem Bereich liegt, der nur

geringe Homologie mit den Sequenzen anderer Spezies aufweist.

Der Patient ist mannlich. Zum Zeitpunkt der DNA-Isolation war er 23 Jahre alt.
Weitere Angaben zu dem Patienten fehlen.

Obwohl die Variante bislang noch nicht beschrieben ist und einmalig im
Patientenkollektiv ist, wurden keine weiteren Untersuchungen zu dieser
Variante angestellt. Denn die geringe Konservierung der Sequenz lasst eine
funktionelle Bedeutung unwahrscheinlich erscheinen.
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3.3.10 Intron 22 -123 del (TC)

Die Variante besteht aus der Deletion eines Dinukleotids von Thymin und
Cytosin in Intron 22 des Gens. Sie befindet sich 123 Basen vom folgenden
Exon entfernt und liegt damit aulerhalb von Spleil3stellensequenzen. Die
Variante wurde bei acht Patienten gefunden. Alle Patienten sind
heterozygote Trager.

Der Genomvergleich zeigt, dass die Konservierung in dem Areal, das die

Deletion enthalt, gering ist. Es wurden keine weiteren Untersuchungen
angestellt.

3.3.11 Exon 25 C/G, p.T956S

Diese Variante besteht aus einer Substitution eines Nukleotids in Exon 25.
Cytosin ist gegen Guanin ausgetauscht. Die Variante findet sich bei nur einem
der untersuchten Patienten. Er ist heterozygoter Trager der Substitution.

Der Basenaustausch findet an einer nichtdegenerierten Position des Tripletts
statt. Das bedeutet, die Substitution ist nicht synonym. Anstelle des Codons
ACC, das fur die Aminosaure Threonin kodiert, entsteht das Codon AGC. Das
Triplett mit Guanin in zweiter Position kodiert fur die Aminosaure Serin. Die
Anderung im Triplett fuhrt folglich zu einer veranderten Aminosduren-
zusammensetzung im Protein. Wegen der unterschiedlichen chemischen und
physikalischen Eigenschaften der proteinogenen Aminosauren konnen sich
die Struktur und Funktion der Proteine andern.

Der Patient mit der Variante in Exon 25 wurde bereits auf Veranderungen in
Exons mittels SSCP von Erdmann et al. untersucht (34). Hinweise fir eine

Substitution wurden nicht gefunden.

Abb. 3.3.11 gibt das Ergebnis der SSCP aus der genannten Studie wieder.
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Abb. 3.3.11 SSCP des Patienten mit der Variante p.T956S: Das linke Bild zeigt
das Gel unter Versuchsbedingungen bei +4° C, rechts bei RT. Nachtraglich
betrachtet zeigt die DNA mit der Variante (Spur 35) ein anderes Laufverhalten als die
Ubrigen Proben auf dem Gel (s. Pfeil im linken Bild). Bei RT sind keine Unterschiede
erkennbar. Die Spur mit der Beschriftung 7 bei RT enthalt DNA mit einer anderen
Variante. Der bp-Standard ist mit der Raute gekennzeichnet.

Der Patient war zum Zeitpunkt der DNA-Isolation 57 Jahre alt. Wann die
Erstdiagnose der Erkrankung erfolgte, ist nicht bekannt. Die Daten der
Echokardiographie zeigten einen asymmetrisch hypertrophierten linken
Ventrikel mit einem Durchmesser des IVS von 20 mm. Die Hinterwand war
mit 10 mm nicht vergrofRert. Hinweise auf eine Ventrikeldilatation lagen bei
einem LVEDD von 41 mm nicht vor. Die Familienanamnese des Patienten ist
positiv.
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3.3.12 Exon 28 del (G), p.G1078X

Die Variante befindet sich in Exon 28 des Gens. Sie besteht aus einer
Deletion von Guanin. Ein Patient fand sich als Trager des Merkmals. Die
Deletion war bei ihm heterozygot.

Wie bei einer Insertion in einem Exon kommt es auch durch eine Deletion zu
einem Verschieben des Leserasters (s. a. Kapitel 3.3.8, Variante p.P452X).
Die von der Deletion stromabwarts liegenden Codons werden anders
arrangiert, so dass sich eine neue Aminosaurenzusammensetzung im Protein

ergibt:

Tripletts der cDNA des Wildtyp: TGG G(G)T CTT AAT GTG GCT CTG GAG
Codons der Aminosauren: W G L N V A L E

Tripletts der cDNA bei Deletion: TGG GTC TTAATG TGG CTC TGG AGT
Codons der Aminosauren: w VvV L M W L W S

Die Verschiebung des Leserasters bewirkt im Falle dieser Deletion nicht nur,
dass andere Tripletts fur Aminosauren entstehen. 109 Tripletts nach der
Deletion kommt es zur Bildung eines Codons, das fur einen Stopp in der
Translation kodiert. Die Proteinsynthese an den Ribosomen wird hier

beendet. Das synthetisierte Protein ist unvollstandig.
Auch dieser Patient war bereits auf Varianten in Exons des MYBPC3
untersucht worden, ohne dass sich Hinweise auf die beschriebene Mutation

ergaben (34).

Abb. 3.3.12 zeigt die Ergebnisse der SSCP von den genannten

Voruntersuchungen.
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Abb. 3.3.12 SSCP der DNA mit der Variante p.G1078X: In der jeweils dritten Spur
(Pfeil) der beiden Bilder befindet sich die Probe des Tragers mit der Mutation. Das
linke Bild entstand bei einer SSCP bei +4° C, rechts bei RT. Ein eindeutiges
abweichendes Bandenmuster ist im Vergleich zu den Ubrigen Banden nicht
erkennbar. Nachtraglich betrachtet erscheinen allerdings besonders unter
Bedingungen von RT die Banden verbreitert. Die vierte zusatzliche Bande in der
jeweils ersten, zweiten und vierten Spur wurde durch eine andere Variante
verursacht. Mit der Raute ist der bp-Standard markiert.

Bei der Blutentnahme zur DNA-Isolation war der Patient 53 Jahre alt. Die
Diagnose der HCM wurde im Lebensalter von 35 Jahren gestellt. Bei dem
Patienten wurde bereits eine TASH durchgefuhrt.

IVS und HW sind mit 23 respektive 13 mm Durchmesser hypertrophiert.
Echokardiographisch ist ein SAM erkennbar. Die LVEF ist mit 73% nicht
vermindert. Bei einem LVEDD von 48 mm ist der linke Ventrikel nicht dilatiert.
Der Patient ist mit pectangin0sen Beschwerden und Dyspnoe symptomatisch.

Die Familienanamnese ist negativ.
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3.3.13 Intron 31 -90 G/A

Die Variante betrifft Intron 31. Hier ist in Folge einer Basensubstitution Guanin
gegen Adenin ausgetauscht. Die Position im Intron zeigt an, dass weder
Spleillstellen noch branch site betroffen sind. Nur ein Patient ist Trager dieser
Variante. Er ist heterozygoter Trager der Substitution.

Der Homologievergleich zeigt, dass zwar die Halfte der verglichenen Genome
an dieser Position mit der Referenzsequenz Ubereinstimmen. 15 der 27
Vergleichssequenzen weisen jedoch eine Lucke in diesem Bereich auf. Die
Licken deuten daraufhin, dass bei den Vergleichsspezies keine sichere
Aussage Uber die Nukleotidfolge in diesem Bereich gemacht werden kann.
Somit kann auch die Konservierung in dieser Region nicht sicher bestimmt
werden.

Es wurden keine weiteren Untersuchungen durchgefuhrt.

3.3.14 Intron 32 -91 G/A

Die Variante befindet sich in Intron 32 des Gens. Sie besteht aus einer
Basensubstitution, bei der Guanin gegen Adenin ausgetauscht wird. Die
Variante konnte bei einem Patienten nachgewiesen werden. Er ist

heterozygoter Trager der Substitution.
Der Vergleich mit den Sequenzen anderer Spezies zeigt, dass sich die
Substitution in einer Region befindet, die, verglichen mit den benachbarten

Sequenzen des Introns, starker konserviert ist.

In Abb. 3.3.14 ist die Graphik des Genomvergleichs gezeigt.
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Abb. 3.3.14 Homologievergleich im Bereich der Variante Intron 32 -91 G/A:
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus der Sequenz des Introns 32. Umrandet ist die Position,
an der sich die Substitution befindet. Die Graphen der Konservierung zeigen an,
dass sich die Variante in einem Bereich starkerer Konservierung befindet. Insgesamt
haben 14 der verglichenen 27 Tiersequenzen an der Position der Variante eine
identische Base.

Die Variante wurde bereits von anderen Untersuchern publiziert. Es fanden
sich jedoch keine Daten zu weiterfuhrenden Untersuchungen.

Zur Feststellung, ob es sich die um einen haufig auftretenden
Polymorphismus oder um eine Mutation handelt, wurde eine SSCP
durchgefuhrt. Ein 206 bp groles Segment, das die Variante enthalt, konnte
zunachst amplifiziert werden. Bei Raumtemperatur konnte gezeigt werden,
dass in der SSCP das Fragment mit der Variante ein abweichendes
Laufmuster im Vergleich zur DNA ohne die Variante aufwies. Es wurde eine
SSCP mit DNA von 212 Patienten ohne HCM durchgefuhrt. Keine der 212
Proben zeigte das gleiche Wanderungsverhalten wie das des Patienten. Per
Definitionem kann die Variante als Mutation bezeichnet werden.
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3.3.15 Bereits bekannte Varianten

Neben den bisher genannten Varianten, die durch SSCP in den Arbeiten von
Erdmann et al. nicht entdeckt wurden, konnten zwei weitere exonische
Varianten gefunden werden (34). Zum einen handelt es sich um die bereits
bekannte Insertion eines Adenin-Dinukleotids p.T1041X bei einem Patienten.
Die Variante liegt in Exon 27 und fuhrt zu einem vorzeitigen Stopcodon. Zum
anderen konnte ein weiterer Patient mit der Variante p.Q1233X identifiziert
werden. Sie betrifft Exon 31 und bewirkt ebenfalls die Synthese eines

vorzeitigen Stopcodons.

3.4 Statistische Berechnung

In Tab. 3.4 sind die gefundenen Allelfrequenzen der in Kapitel 3.3.2 bis 3.3.14
Mal
Prozentangaben verwendet. In der Tabelle ist zudem die Haufigkeit der

beschriebenen Varianten nochmals aufgelistet. Dieses wurden

jeweiligen Allele innerhalb des Patientenkollektivs angegeben. Daneben ist
die Allelhaufigkeit unter Berucksichtigung des Hardy-Weinberg-Gesetzes fur
eine ideale Population angegeben. Der p-Wert gibt an, ob sich die
beobachteten Werte aus dem Kollektiv signifikant von der errechneten

Haufigkeit nach Hardy und Weinberg unterscheiden.

Variante Allelfrequenz | Haufigkeit bei | Haufigkeit p-
der Variante | Patienten mit nach Hardy- Wert
[%] HCM Weinberg
Intron 2 -303 | 1 C/C: 43 C/C: 43,01 0,939
CIT C/iT: 1 C/T: 0,99
T/T: 0 T/T: 0,01
Intron 4 -180 | 76 -/-: 21 -/-: 23,44 0,039
del(A) -/A: 20 -/A: 15,12
A/A: O A/A: 2,44
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Variante Allelfrequenz | Haufigkeit bei | Haufigkeit p-
der Variante | Patienten mit nach Hardy- Wert
[%] HCM Weinberg

Intron 5 -12 79 -/-: 21 -/-: 20,83 0,061
del(C) -/T: 18 -/T: 15,35

T/T: 0 T/T: 2,83
Intron 11 -111 | 1 G/G: 43 G/G: 43,01 0,939
GIT G/T: 1 G/T: 0,99

T/T: 0 T/T: 0,01
Intron 11 -2|2 A/A: 42 A/A: 42,02 0,877
AIG AIG: 2 A/G: 1,95

G/G: 0 G/G: 0,02
Exon 11 C/A 1 C/C: 43 G/G: 43,01 0,939
p.S311X C/A: 1 -/G: 0,99

A/A: O -/-: 0,01
Exon 14 1 -/-: 43 -/-: 43,01 0,939
ins(C) -/C: 1 -/C: 0,99
p.P452X C/C: 0 C/C: 0,01
Intron 20 -123 | 1 -/-: 43 -/-: 43,01 0,939
ins(GAGACTT) -/+:1 -/+: 0,99

+/+:0 +/+: 0,01
Intron 22 -123 | 9 TC/TC: 36 TC/TC: 36,36 | 0,507
del(TC) --/TC: 8 -ITC: 7,27

--/--:0 --/--: 0,36
Exon 25 C/G 1 C/C: 43 G/G: 43,01 0,939
p.T956S C/G: 1 -/G: 0,99

G/G: 0 -/-: 0,01
Exon 28 del(G) | 1 G/G: 43 G/G: 43,01 0,939
p.G1087V -/G: 1 -/G: 0,99

-/-: 0 -/-: 0,01
Intron 31 -90 | 1 G/G: 41 G/G: 41,01 0,938
G/A AG: 1 A/G: 0,99

A/A: O A/A: 0,01
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Variante Allelfrequenz | Haufigkeit bei | Haufigkeit p-
der Variante | Patienten mit nach Hardy- Wert
[%] HCM Weinberg
Intron 32 -91 1 G/G: 42 G/G: 42,00 0,939
G/A AG: 1 A/G: 0,99
A/A: O A/A: 0,01

Tab. 3.4. Ergebnisse der statistischen Berechnung: Die p-Werte zeigen, dass
sich die gefundenen Werte und die nach Hardy und Weinberg ermittelten Werte nicht
signifikant unterscheiden, da alle p-Werte >0,05 sind. Einzige Ausnahme stellt die
Deletion in Intron 4 dar.
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Groldteil der genomischen
Sequenz des MYBPC3-Gens von 44 Patienten mit einer HCM sequenziert. Es
wurde untersucht, ob Varianten in Intronsequenzen nachgewiesen werden
konnen, die den Phanotyp eine HCM beeinflussen kdnnen.

Nach Kenntnis des Verfassers ist die vorliegende Arbeit der weltweit erste
Versuch, mit einer derartig umfassenden Sequenzierung, Mutationen im
MYBPC3 aufzufinden.

Alle  Patienten erfullten  echokardiographisch  die  Kriterien  zur
Diagnosestellung einer HCM oder befanden sich im Zustand nach einer
Intervention zur Reduktion der Myokardmasse bei vorbestehender
linksventrikularer Hypertrophie.

Insgesamt wurden 22 Varianten in Exons des Gens gefunden. Darunter sind
vier bislang nicht publizierte Varianten, die sich jeweils nur bei einem
Patienten fanden. Drei der exonischen Varianten sind sehr wahrscheinlich
pathogen fur eine HCM (p.S311X, p.P452X und p.G1078X). In Introns des
MYBPC3-Gens konnten 27 Varianten gefunden werden. Von den intronischen
Varianten sind neun bislang nicht publiziert. Zwei der intronischen Varianten
sind sehr wahrscheinlich pathogen fur eine HCM (Intron 11 -2 A/G,
Intron 11 -111 G/T).

4.1 Auswahl der Patienten

Alle Patienten, deren DNA auf Varianten im Gen des MYBPC3 untersucht
wurden, erfiullten die internationalen Diagnosekriterien einer HCM (90). Die
Diagnose wurde aufgrund echokardiographischer Befunde gestellt. Die
Patienten zeigten eine Hypertrophie des linken Ventrikels, die meist
asymmetrisch war. Die Ventrikel waren nicht dilatiert und zeigten sich in ihrer
Aktion hyperdynamisch.

Differentialdiagnostisch wurden systemische Erkrankungen weitestgehend
ausgeschlossen, die ebenfalls das Bild einer Myokardhypertrophie
verursachen konnen (93).
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Dabei ist darauf hinzuweisen, dass primare Kardiomyopathien bekannt sind,
die mitunter nicht leicht von einer HCM zu unterscheiden sind. Hierzu zahlen
Glykogenosen, die mit Mutationen der Gene LAMP und PRKAG2 assoziiert
sind (4).

4.2 Material und Methoden

Die Suche nach Varianten im Gen des MYBPC3 erfolgte durch direkte
Sequenzierung der Patienten-DNA. Die hierfur notwendige Amplifizierung mit
der PCR wurde mit dem Resequencing Set RSS000020042 der Firma
Applied Biosystems durchgefuhrt. Die Firma war auf Anfrage nicht bereit, die
vollstandigen Sequenzen der im Set enthaltenen Primerpaare bekannt zu
geben. Nach Abgleichen der Sequenzierungsergebnisse mit der
Referenzsequenz ist davon auszugehen, dass ca. 60% des gesamten Gens
mit den Primern abgedeckt werden. Die Sequenz von Exon 12 (Lange 133
bp) und zentrale Anteile sehr grol3er Introns werden jedoch nicht sicher durch
die Primerpaare abgedeckt. 20 Fragmente des Gens waren auch nach
wiederholter Sequenzierung nicht auswertbar. Ein Primer zeigte einen
kompletten Funktionsausfall. Daher konnte nicht in allen Genabschnitten eine
Suche nach Varianten stattfinden.

Abb. 4.2 zeigt, wie die Fragmente der PCR-Produkte im Verhaltnis zur
Gensequenz angeordnet sind.
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Abb. 4.2 Schematischer Aufbau des MYBPC3-Gens und der PCR-Fragmente:
Als senkrechte schwarze Banden sind die Exons des Gens symbolisiert. Mit dem
Triplett ATG beginnt der kodierende Teil des Gens, mit dem Triplett TAG endet er.
Die unterschiedliche Starke der Banden zeigt an, dass die Exons im Gen
unterschiedlich grof® sind. Zwischen den Exons liegen die Introns.

Oberhalb des Gens sind die Fragmente der PCR als graue waagerechte Banden
gezeigt. Es ist erkennbar, dass Teile des Gens uberlappend von Fragmenten
abgedeckt sind, wahrend andere Teile des Gens zwischen zwei Fragmenten liegen.
Die Bereiche, die sich zwischen zwei Fragmenten befinden, werden in der Regel
nicht bei der Sequenzierung erfasst.

Zur besseren Ubersicht ist ein vereinfachtes Schema dargestellt. Es gibt nicht die
exakten GroRenverhaltnisse wieder.

Die direkte Sequenzierung ist der Goldstandard zum Auffinden von Varianten
in DNA. Ihre Anwendung ist aber arbeitsintensiv und zeitaufwendig (99).

Zum Screening von Sarkomermutationen bei Patienten mit unerklarter
linksventrikularer Hypertrophie wurde daher haufig in Studien die SSCP
angewendet. Bei Anwendung der SSCP werden lediglich die DNA-Fragmente
sequenziert, deren Banden aufgrund anderer Nukleotidzusammensetzung

abweichendes Verhalten bei der Elektrophorese zeigen.

In der Literatur wird verschiedentlich darauf hingewiesen, dass die
Sensitivitat der SSCP wesentlich von den Versuchsbedingungen abhangt,
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unter denen sie stattfindet. Ein Parameter, der die Sensitivitat beeinflusst, ist
die Fragmentlange der Einzelstrang-DNA. Eine SSCP, die Fragmente von
einer Lange zwischen 100 bp bis 300 bp nutzt, kann eine Sensitivitat von 99%
erreichen (57). Als ideal werden Langen von etwa 150 bp angegeben (135).
Einfluss auf die Sensitivitat hat auch die Gelzusammensetzung. So kann die
zusatzliche Gabe von Glycerol die Auflosung der Fragmente verbessern (57,
98).

Die Temperatur, unter der die Versuche stattfinden, kann die
Konformationsbildung der Einzelstrange beeinflussen (57, 103). Auch
beeinflussen die Position der Variante im Einzelstrang und der Anteil von
Cytosin und Guanin im Fragment die Aussichten, Varianten durch
abweichendes Bandenmuster im Gel zu finden (62). Die Betrachtung von
Abb. 3.3.11 und Abb. 3.3.12 zeigt, dass auch die korrekte Interpretation der
gefarbten Bandenmuster entscheidend zum Auffinden von veranderter DNA
ist. Weniger bedeutsam ist die Art der Variante (31, 135).

Die Verfasser der zitierten Studien zur SSCP betonen, dass die Sensitivitat
der SSCP generell hoch sei (57, 98). Eine solche Sensitivitat sei aber nur zu
erreichen, wenn die SSCP unter verschiedenen Versuchsbedingungen
wiederholt werde. Die Abhangigkeit der Sensitivitat vom Versuchsaufbau birgt
das Risiko, dass Varianten in DNA-Fragmenten bei der SSCP ubersehen
werden, wenn nur eine begrenzte Anzahl von Versuchsreihen durchgefuhrt
wird. Es ist vorstellbar, dass in der Praxis beim Screening von Patienten nur
eine beschrankte Anzahl von Variationen der Versuchsbedingungen getestet
wird. Denn der zeitliche und materielle Aufwand sind erheblich.

Die Abhangigkeit vom Versuchsaufbau durfte ein Grund dafur sein, dass
sieben weitere Varianten in Exons und zwei weitere am Intron-Exon-
Ubergang bei den Arbeiten von Erdmann et al. nicht durch abweichendes
Bandenmuster bei der Elektrophorese auffielen, sondern erst durch die
direkte Sequenzierung im Rahmen dieser Arbeit entdeckt wurden (34).

Die Beobachtung, dass die SSCP in der zuletzt genannten Arbeit offenbar
weniger sensitiv war, als einige Studien vermitteln, sollte bei der Interpretation

von Ergebnissen aus Klinik und Studien berucksichtigt werden, wenn eine
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SSCP angewendet wurde. Die in Studien publizierten Anzahlen von
Sequenzvarianten sind moglicherweise hoher, wenn eine SSCP zum
Screening verwendet wurde. Bisher abgeleitete Hypothesen zur Beziehung
von Genotyp und Phanotyp sind unter Umstadnden dann unzutreffend, wenn
Mutationen im Gen bei Patienten nicht erkannt wurden, und andere Varianten
fur krankheitsauslosend gehalten wurden.

Eine zu geringe Sensitivitat der SSCP kann auch eine Erklarung dafur sein,
dass bei linksventrikularer Hypertrophie nur in ca. 50-60% der Falle
Mutationen in Sarkomerproteinen gefunden werden (139); denn eine direkte
Sequenzierung wurde, so weit bekannt, als initiale Untersuchung zum
Auffinden von Varianten in einer Gesamtsequenz von Sarkomergenen in
keiner Arbeit vorgenommen. Es wurden entweder die SSCP oder andere
Screeningverfahren verwendet.

Weitere Moglichkeiten dafiur, dass Ursachen einer HCM unentdeckt bleiben,
konnen Mutationen in nicht untersuchten Genen sein. Auch der Einfluss
bisher unbekannter Gene oder Fehler bei der Bestimmung des Phanotyps
kommen in Frage (125).

Die fur diese Arbeit durchgefuhrten SSCP-Analysen wurden unter anderer
Zielsetzung als zum Screening moglicher HCM-Patienten durchgefuhrt; denn
bereits vor Durchfuhrung der SSCP war durch direkte Sequenzierung
bekannt, dass die DNA bestimmter Patienten Varianten enthalt. Es sollte
untersucht werden, ob Probanden, bei denen keine HCM bekannt war,
ebenfalls Trager der Variante sind. Die SSCP wurde daher unter
verschiedenen Temperaturbedingungen getestet, bis ein abweichendes
Laufverhalten der Patienten-DNA gegenuber DNA auftrat, die nachweislich
nicht die Variante enthielt.

So ist davon auszugehen, dass der hier verwendete Versuchsaufbau keinen
Einfluss auf die Sensitivitdt haben sollte, nachdem die Bedingungen zum
Darstellen der Variante geschaffen waren. Dennoch bietet auch diese
Herangehensweise keine absolute Gewahr, Varianten nicht zu Ubersehen.
Denn bei der Sequenzierung im Rahmen dieser Arbeit fiel auf, dass zwei
Patienten Trager von Varianten waren (p.T1041X und p.Q1233X), die bei der
SSCP von Erdmann et al. nicht gefunden wurden (34). In derselben Studie

69



Diskussion

konnte die SSCP aber identische Varianten bei anderen Patienten
identifizieren. Die Ursache hierfur ist unklar. Moglicherweise lagen in der DNA
der Patienten weitere Varianten vor, die die Ausbildung eines auffalligen
Bandenmusters  beeinflussten. Denkbar ist  auch, dass die
Versuchsbedingungen nicht konstant waren, wenn beispielsweise die

Raumtemperatur wahrend der Dauer der Experimentierphase schwankte.

4.3 Varianten in Exons des MYBPC3-Gens

In allen hier zitierten Studien und in den fur diese Arbeit verwendeten
Computerprogrammen fanden sich keine Hinweise darauf, dass die
nachfolgend genannten exonischen Varianten bereits beschrieben wurden.
Es ist daher davon auszugehen, dass sie neu sind. Drei der Mutationen
fuhren zu trunkierten Proteinen. Mutationen, die die Bildung von trunkierten
Proteinen bewirken, sind die haufigsten Varianten des MYBPC3 bei Patienten
mit HCM (148).

4.3.1 Exon 11 C/A, p.S311X

Eine 48-jahrige Patientin aus dem Kollektiv war alleinige heterozygote
Tragerin fur diese Nonsense-Mutation in Exon 11. Anhand der Position des
Tripletts in der cDNA kann die Stelle vorausgesagt werden, an der das
Stopcodon in der mRNA erscheint. Die Stelle befindet sich zwischen den
Doménen C1 und C2 im MYBPC-Motiv (s. a. Abb. 1.9) (153). Die in Richtung
des C-terminalen Ende liegenden Anteile des Proteins werden nicht
synthetisiert, so dass ein trunkiertes Protein entsteht.

Nach Cotton et al. erfullen Mutationen, die bei der Translation zu einem
trunkierten Protein fuhren, ein wichtiges Kriterium fur die Definition von
pathogenen Mutationen (22). Dabei bleibt die Pathogenese, die den Weg vom
trunkierten MYBPC3 zur HCM erklart, unklar (9, 148).

70



Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass das MYBPC3 mit einer Nonsense-Mutation in
einer Spleilldonorseite die mutierte mMRNA exprimierte. In Myokardbiopsien
konnte das erwartete defekte Protein jedoch nicht nachgewiesen werden
(130). Bei einer anderen Mutation, die zu einer veranderten Spleil3donorseite
im MYBPC3 fuhrte, blieb der Nachweis des trunkierten Proteins ebenfalls aus
(100). Eine Erklarung dafur, warum mutierte mRNA exprimiert wird, aber der
Einbau ihrer Proteine in das Sarkomer nicht nachweisbar ist, kann ein
vorzeitiger Abbau der trunkierten Proteine sein (35). Es ist auch mdglich, dass
die mutierte mRNA Strukturen ausbildet, die eine Translation unmoglich
macht (13, 130). Eine weitere Hypothese geht dahin, dass das Ubiquitin-
Proteasom-System maligeblich am Abbau trunkierter MYBPC3 beteiligt ist,
und dass diesem System eine Rolle bei der Pathogenese der HCM zukommt
(131). Fur den Fall eines vorzeitigen Abbaus von mutierter mRNA oder
trunkierter Proteine konnte die HCM Folge veranderter Stoichiometrie der
Sarkomerbestandteile  bei Haploinsuffizienz ~ sein (130). Unter
Haploinsuffizienz versteht man das UnvermoOgen eines nicht veranderten

Allels, den Funktionsausfall des mutierten Allels zu kompensieren.

Im Gegensatz zu der Beobachtung, dass trunkierte Proteine im Sarkomer
menschlicher Kardiomyozyten nicht nachweisbar sind, stehen Tierversuche
mit transgenen Mausen. In diesen Versuchen waren sowohl trunkierte
Proteine als auch ihr Einbau in das Sarkomer nachweisbar (162). Andere
Autoren vermuten daher, dass trunkierte Proteine auch im Sarkomer
erkrankter Menschen enthalten sind. Ihre Menge kdnne aber so gering sein,
dass sie nicht nachweisbar ist. Diese geringe Menge mutierter Proteine konne
ausreichen, einen dominant-negativen Effekt auszuuben, der den Phanotyp
einer HCM bewirkt (41). Unter dominant-negativem Effekt versteht man, dass

mutierte Proteine die Funktion des gesunden Allels storen.

Bei der Patientin mit der Nonsense-Mutation findet sich als
echokardiographisches Korrelat zur HCM eine asymmetrische und maRige
Hypertrophie (IVS: 19 mm, HW: 12 mm). Die Patientin gibt als Beschwerden
lediglich Dyspnoe an. Dieses Symptom ist typisch fur eine HCM (157). Es
kann aber auch Ausdruck einer anderen kardiologischen oder pulmonalen
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Erkrankung sein. Die Patientin hatte die Beschwerden erstmals im Alter von
45 Jahren bemerkt.

Die Angaben der Anamnese stimmen mit den Beobachtungen Uberein, dass
Patienten, die an einer HCM durch eine Mutation im MYBPC3 erkrankt waren,
eine reduzierte Penetranz bis zur funften Lebensdekade hatten und eine
mildere  Hypertrophie  entwickelten als bei  Mutationen anderer
Sarkomerproteine (110).

Um zu belegen, dass die Mutation zum vorhergesagten trunkierten Protein
fuhrt, kdnnen in anschlielenden Versuchen zunachst Sequenzanalysen der
MRNA-Sequenz vorgenommen werden. In der mRNA-Sequenz musste das

mutierte Triplett nachweisbar sein.

Da die Patientin angibt, eine positive Familienanamnese zu haben, bietet sich
ferner eine Stammbaum-Analyse mit Genotypisierung der Verwandten an, um
eine Kosegregation des Merkmals zu Uberprufen. Es sollte dabei der Frage
nachgegangen werden, welche Familienmitglieder mit gleichem Genotyp den
Phanotyp einer HCM ausbilden. Dabei ist zu beachten, dass die Penetranz
der HCM durch MYBPC3-Mutationen altersabhangig sein kann. Ein Genotyp
mit der Mutation schlief3t bei fehlender HCM nicht aus, dass sich im

fortgeschrittenen Alter eine Hypertrophie entwickelt (110).

Die Patientin ist Tragerin einer weiteren Variante in Exon 28. Die Variante
verursacht eine synonyme Substitution. Das bedeutet, dass das neu
entstandene Codon sehr wahrscheinlich fur dieselbe Aminosaure kodiert. Die
Variante stellt daher einen harmlosen Polymorphismus dar, der die Struktur
und Funktion des Proteins sehr wahrscheinlich nicht beeinflusst.

Die Patientin ist Tragerin sieben weiterer Varianten in Introns. Die Bedeutung
intronischer Varianten wird ab Kapitel 4.4 beschrieben.

Es ist nicht bekannt, ob die Patientin Tragerin weiterer Mutationen in anderen

Sarkomerproteinen ist.
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4.3.2 Exon 14 ins (C), p.P452X

Die Variante der 46-jahrigen Patientin besteht aus einer heterozygoten
Insertion eines Cytosinmolekuls in Exon 14. Die Insertion bewirkt einen frame
shift mit Bildung eines vorzeitigen Stopcodons nach 21 Tripletts. Wie in
Kapitel 4.3.1 beschrieben, kann der Effekt des vorzeitigen Stopcodons
sicherer beurteilt werden, wenn die Sequenz der mRNA untersucht wird.

Die Insertion und das daraus resultierende Stopcodon befinden sich beide in
der Doméane C3 (153). Ab dieser Position wird das Protein bei der Translation
nicht mehr weiter synthetisiert werden, so dass ein trunkiertes Protein
entsteht.

Da die Variante relativ nahe zur vorher genannten Mutation liegt, ist ein
ahnlicher Phanotyp zu erwarten. In beiden Fallen fehlen namlich die
Doménen des MYBPC3 zur Bindung an Myosin und Titin (41, 113). Somit
sind die Strukturen zur physiologischen Verankerung des MYBPC3 in das
Sarkomer nicht vorhanden. Tatsachlich aber befindet sich die Patientin im
Zustand nach einer TASH. Derartige invasive Eingriffe werden nur bei stark
symptomatischen und therapierefraktaren Patienten mit HOCM vorgenommen
(90). Auch wenn die Patientin zum Zeitpunkt der Blutentnahme nur eine
maldige Hypertrophie zeigte (IVS: 18 mm, HW: 14 mm), ist davon
auszugehen, dass sie vor dem Eingriff eine starkere Hypertrophie mit
Obstruktion des Ausflusstrakts besal’. Ein SAM ist auch nach dem Eingriff

weiter nachweisbar.

Die Anamnese der Patientin stimmt mit der Beobachtung uberein, dass
Patienten mit Mutationen im MYPBC3, die zu trunkierten Proteinen fuhren,
haufiger einer konservativen Therapie gegenuber refraktar waren, als solche

Patienten, die eine Missense-Mutation im Gen hatten (36).

Die Frage stellt sich, warum die Patientin trotz einer Nonsense-Mutation, die
in relativer Nahe zu der vorbeschriebenen Variante steht, einen offensichtlich
ausgepragteren Phanotyp entwickelte. Eine Begrindung hierfir kann sein,
dass bei der Variante p.P452X funktionelle Elemente im trunkierten Protein
vorhanden sind, die mit der Funktion eines ,poison peptide* die
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Sarkomerfunktion beeinflussen konnen. Diese Hypothese steht aber im
Widerspruch zu der Uberlegung, dass trunkierte Proteine nicht exprimiert
werden oder vorzeitig abgebaut werden. Deshalb ist auch denkbar, dass die
Patientin Tragerin weiterer pathogener Mutationen in Sarkomerproteinen ist
(engl. double heterozygoty). Man hat bei mehrfach heterozygoten Mu-
tationstragern festgestellt, dass ihr Phanotyp haufig ausgepragter ist als bei
Tragern nur einer Mutation (29, 126). Varianten in weiteren Sarkomergenen
sind bei der Patientin nicht bekannt.

Die Patientin ist aber Tragerin einer Variante in Exon 6 des MYBPC3
(p-S236G). Die Variante wird in der Literatur als neutraler Polymorphismus
bewertet (65). Auch wenn die Variante selbst nicht als pathogen gilt, ist zu
bericksichtigen, dass auch Polymorphismen innerhalb von Sarkomer-
proteinen einen Einfluss auf die HCM haben konnten (155). Weitere sechs
Varianten der Tragerin liegen in Introns. lhre Bedeutung wird in Kapitel 4.4
besprochen.

Da auch die Familienanamnese dieser Patientin positiv ist, sind zur weiteren

Diagnostik die bereits oben beschriebenen Verfahren empfehlenswert.

4.3.3 Exon 25 C/G, p.T956S

Die Variante wurde bei einem 57-jahrigen Patienten gefunden. Sie besteht
aus einer Substitution von Guanin gegen Cytosin in Exon 25.

Die Substitution bewirkt, dass das Triplett nun fir die Aminosaure Serin
anstelle von Threonin kodiert. Sowohl Serin als auch Threonin sind polare
Aminosauren mit ungeladenen Seitenketten. Die Folgen der Substitution fur
die Struktur und Funktion des MYBPC3 sind noch nicht klar. Wegen der
ahnlichen chemischen Eigenschaften ist es unwahrscheinlich, dass die
Struktur des Proteins und damit auch seine Funktion beeinflusst werden.

Der Aminosaureaustausch betrifft die Domane C7 des MYBPC3 (153). Sie ist
eine Fibronectindomane. Die Funktion der Domane ist unklar. lhre Bindung
mit der Domane C10 wird diskutiert (41).

Die Auswirkungen von Missense-Mutationen auf das MYBPC3 sind offen.
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Sie sollen aber wie Nonsense-Mutationen auch pathogen fur eine HCM sein
(101, 111). Es ist vorstellbar, dass Proteine mit einer Missense-Mutation in
das Sarkomer eingebaut werden, da sie die Proteingrof3e nicht beeinflussen.
Hier kdnnten sie wie ,poison peptides” wirken, indem sie die normale Funktion
des Sarkomers stéren (41). Wegen der Ahnlichkeit der beiden Aminosauren
ist jedoch fraglich, ob in diesem Fall Uberhaupt ein pathogener Effekt vom
mutierten Protein ausgeht. Es konnte sich daher auch um einen neutralen
Polymorphismus handeln. Um diese These zu bestatigen, konnten DNA-
Kontrollen gesunder Probanden untersucht werden. Sollte sich hierbei
dieselbe Variante bei nicht erkrankten Probanden finden, ist dies ein Indiz fur
das Vorliegen eines neutralen Polymorphismus.

Der Patient ist nicht Trager weiterer exonischer Varianten im MYBPCS3.
Andere Sarkomerproteine konnten daher ursachlich fur seine Erkrankung

sein, wenn die gefundene Variante ein Polymorphismus ist.

Im Gegensatz zu den bisher zitierten Beobachtungen gibt es auch
Erkenntnisse, nach denen sich Missense-Mutationen hinsichtlich des
Phanotyps und der Notwendigkeit fur invasive MaRnahmen nicht voneinander
unterscheiden (29). Fur den Patienten dieser Variante konnen hierzu keine
Angaben gemacht werden. Es lagen von ihm nur unvollstandige Datensatze
vor.

Da die Familienanamnese des Patienten positiv ist, kann eine
Kopplungsanalyse helfen, einen genetischen Fokus fur die HCM auch an

anderer Stelle im Genom zu finden.

Der Patient ist Trager einer weiteren intronischen Variante. Ihre Bedeutung
wird ab Kapitel 4.4 erlautert.

4.3.4 Exon 28 del (G), p.G1078X

Ein 35-jahriger Patient ist Trager der Deletion in Exon 28. Die Deletion fuhrt
zunachst zu einer veranderten Triplettzusammensetzung stromabwarts in der

MmRNA. Nach 109 Tripletts kommt es zur Bildung eines vorzeitigen Stop-
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codons in Hohe von Exon 30. An der Position des Stopcodons befindet sich
im Protein die Domane C10 (153).

Da 86% Prozent der Aminosauren der Domane C9 durch die Deletion
verandert wurden, ist ein Funktionsverlust der Domane wahrscheinlich. Die
Doméane C10 durfte vollstandig fehlen. Nach Oakley et al. soll ihre Funktion
die Bindung an Mysoin und Titin sein (111). Der Verlust der Struktur konnte
eine Einbindung in das Sarkomer unmoglich machen. Es ist denkbar, dass
das Protein dennoch in das Sarkomer eingebaut wird, da zusatzliche
Strukturen zur Bindung an Myosin weiterhin vorhanden sind (111). Der
Nachweis vom Einbau trunkierter Proteine kann durch eine Biopsie von

Myokard mit dem Nachweis der Proteine erfolgen.

Die Hypertrophie dieses Patienten ist verglichen mit den anderen Patienten
starker ausgepragt. Er leidet an einer belastenden Symptomatik mit Dyspnoe
und pectangindosen Beschwerden. Er befindet sich im Zustand nach einer
TASH. Im EKG sind Zeichen eines Vorhoffimmerns zu finden. Die
Echokardiographie zeigt Werte fur das IVS von 23 mm und fur die HW von
13 mm. Das Alter der Erstmanifestation ist mit 35 Jahren im Vergleich zu den
bisher besprochenen Erkrankten deutlich junger. Der Befund verdeutlicht,
dass die Auspragung des Phanotyps der HCM durch Sarkomerproteine
deutlich heterogen ist. Eine Beteiligung weiterer Varianten in anderen Genen
kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Familienanamnese des Patienten ist, soweit bekannt, negativ.

Der Patient ist weiterhin Trager zweier intronischer Mutationen. lhre

Bedeutung wird im folgenden Kapitel erklart.

4.4 Intronische Varianten des MYBPC3-Gens

Die Untersuchung der DNA von 44 Patienten, die an einer HCM erkrankt sind,
zeigte insgesamt 27 verschiedene Varianten in den Intronsequenzen des
MYBPC3. Im Vergleich dazu fanden sich 20 exonische Varianten des Gens in
demselben Kollektiv. Die beobachtete Mutationsrate liegt damit fur Introns mit
61,4% hoher als fur Exons mit 45,5%. Dabei ist zu bedenken, dass die
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Intronsequenzen nicht vollstandig sequenziert wurden. l|hre tatsachliche
Mutationsrate konnte noch groRer sein.

Ziel der Arbeit ist es, Varianten in Introns zu finden, die Einfluss auf den
Phanotyp einer HCM haben konnen. Eine solche Variante stellen die
Mutationen in der SpleiRakzeptorstelle von Intron 11 dar (Intron 11 -2 A/G).
Eine weitere intronische Variante mit mutmallicher pathologischer Bedeutung
ist ebenfalls in Intron 11 gefunden worden (Intron 11 -111 G/T). Eine Variante
mit moglichem Einfluss auf den Phanotyp befindet sich in einem stark
konservierten Areal in Intron 32 (Intron 32 -91 G/A).

Die daruber hinaus gefundenen Varianten werden als unwahrscheinliche
Ursache einer HCM eingestuft. Im Folgenden soll die genauere Bedeutung

der intronischen Variante interpretiert werden.

4.4.1 Int. 11 -2 A/G: SpleiRstellenmutation mit Bedeutung fiir den
Phanotyp einer HCM

Bei zwei Patienten im Patientenkollektiv fand sich eine Veranderung im
Bereich einer Spleilakzeptorstelle von Intron 11.

Das Dinukleotid AG einer Spleillakzeptorstelle ist von entscheidender
Bedeutung fur den SpleilRvorgang. Fur den regelrechten Spleilvorgang muss
ein sog. GU-AU-SpleiRosom die Kennsequenz fur die Spleil3stellen aufsuchen
(143). Bei Fehlen oder Veranderung der Sequenz ist eine Bindung an diese
Stelle nicht moglich. Zwei Folgen sind denkbar. Zum einen kann das Intron
beibehalten werden und bei der Translation mit Ubersetzt werden (engl. intron
retention). Zum anderen ist es moglich, dass die nachstliegende
Akzeptorstelle zum Spleilden benutzt wird. Neben dem Intron wurde auch das
folgende Exon beim Splei3en entfernt werden (engl. exon skipping) (144).
Das Beibehalten von Introns hat zur Folge, dass die mRNA den Zellkern zur
Translation im Plasma nicht verlassen kann (81). Gelingt es gleichwohl, dass
die mRNA an den Ribosomen translatiert wird, sind sowohl fir den Fall der
.intron retention“ als auch des ,exon skipping“ fehlerhafte Translationen zu

erwarten, die meist in einem trunkierten Protein muinden. Fur andere
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Mutationen der Spleillakzeptorseite im MYBPC3-Gen konnte bereits ein
»exon skipping“und eine Assoziation mit der HCM nachgewiesen werden (8).
Zum Nachweis, dass es sich bei der Variante um eine Mutation handelt und
nicht um einen der haufigeren Polymorphismen, wurde mittels SSCP das
Fragment mit der Variante mit DNA gleicher Position von 432 Chromosomen
verglichen. Nur die Patienten mit der Variante zeigten ein charakteristisches
Wanderungsverhalten der Banden. Definitionsgemal handelt sich bei den

veranderten SpleiRakzeptorstellen daher um eine Mutation.

Wie sich erst im Verlauf der Arbeit herausstellte, ist eine Variante an
identischer Position bereits entdeckt und publiziert worden (dort IVS12 -2 A/G
genannt) (110). Die Nomenklatur des Gens und die Positionsangaben von
DNA und cDNA sind in Studien zur HCM nicht einheitlich und haben in der
Vergangenheit zu Doppelnennungen von Varianten gefuhrt (60). Es existieren
daher vermutlich weniger Varianten im MYBC3, wenn alle Doppelnennungen
aufgedeckt werden.

Niimura et al. konnten nachweisen, dass die Variante IVS12 -2 G/A das
vorhergesagte abweichende SpleifRmuster der mRNA zeigt (110).

Es konnte weiter gezeigt werden, dass die Mutation in insgesamt zwei
Familien eine HCM verursacht hatte. Beide Familien zeigten einen
gemeinsamen Haplotyp. Es wurde der Verdacht vom Vorliegen einer Founder
Mutation bei den Familien geaufRert (110).

Die Familienanamnese eines Patienten aus der vorliegenden Arbeit ist
negativ. Es liegt bei ihm wahrscheinlich eine sporadische Mutation vor. Der
andere Patient hat eine positive Familienanamnese.

Die echokardiographischen Befunde sind heterogen. Wahrend ein Patient
eine vergleichsweise ausgepragte Hypertrophie (IVS 30 mm, HW 15 mm) mit
Dyspnoe entwickelt hat, ist der andere Patient asymptomatisch und hat eine
mildere Hypertrophie (IVS 20 mm, HW 11 mm). Letztgenannter Patient ist 20
Jahre junger. Ein Progress der Hypertrophie ist bei ihm vorstellbar.

Bei beiden Patienten wurden ICD-Schrittmacher implantiert.

Schrittmacher wurden nur dann bei Patienten aus dem Kollektiv eingesetzt,
wenn mindestens einmal lebensbedrohliche symptomatische Tachyar-

rhythmien vorgekommen waren. Es kann daher vermutet werden, dass diese
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Variante mit einer erhdohten Mortalitat durch SCD bei Tachyarrhythmien

assoziiert ist.

Der Fund der Mutation zeigt, dass es sinnvoll ist, bei der Suche nach
pathologischen Varianten neben den Exons auch die Ubergénge zu den
Introns zu untersuchen. Nicht nur die Dinukleotide der Splei3akzeptor- und
Spleilldonorseite, sondern auch die benachbarten Nukleotide der Konsensus-
Sequenz in Richtung des Introns kdnnen bei Veranderung den Spleil3vorgang
beeinflussen. Auch die Regionen, die sich an die Konsensus-Sequenzen der
Spleil3stellen in unterschiedlicher Lange anschlieRen, konnen Einfluss auf
Erkrankungen haben. So sollen veranderte Polythymidinregionen in Introns

Auswirkungen auf den Phanotyp einer zystischen Fibrose haben (77).

4.4.2 Int. 11 -111 G/T: tiefe intronische Mutation als Ursache fiir HCM

Ein Patient aus dem Kollektiv zeigte 111 Nukleotide vom folgenden Exon
entfernt eine intronische Variante mit einer heterozygoten Substitution von
Thymin. Folge des Basenaustausches ist eine Sequenz, die nur in einer
Position von der Sequenz der natlrlichen Spleidonorstelle am Ubergang
zwischen Intron und Exon abweicht, so dass sich hier eine kryptische
Spleillstelle gebildet haben kann.

In der Literatur werden Falle von Tuberosklerose und Ataxia Teleangiektasia
beschrieben, in denen die Aktivierung derartiger kryptischer Spleil-
donorstellen zu einem Phanotyp fuhren konnten (19, 95).

Zwar entspricht die hier gefundene Sequenz mit der Variante nicht vollstandig
der Konsensus-Sequenz der SpleiRdonorseite. Eine Aktivierung ist aber
dennoch madglich, da die natirlichen benachbarten SpleiRdonorstellen
geringere Ubereinstimmungswerte mit der Konsensus-Sequenz aufweisen.
Uberdies kann gezeigt werden, dass eine Aktivierung einer kryptischen
SpleiBakzeptorseite im MYBPC3 auch bei nicht vollstandiger

Ubereinstimmung wirksam sein kann (65).
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Der Beweis fur fehlerhaftes SpleiRen durch Aktivierung kryptischer
Spleil3stellen kann durch eine Analyse von cDNA oder mRNA erfolgen.
Derartige Untersuchungen konnten bei diesem Patienten nicht durchgefuhrt
werden. Die Vorrate seiner DNA waren im Rahmen der Arbeiten zur
Sequenzierung erschopft. Es war bis zum Abschluss der Arbeit nicht moglich
gewesen, eine weitere Blutprobe des Patienten zu beschaffen.

Es ist aber daraufhinzuweisen, dass die Ergebnisse der mRNA-
Untersuchungen keine allgemeine Gultigkeit fur alle Patienten mit derselben
Variante hatten. So konnten im Zusammenhang mit Melanomen, die mit
Aktivierung einer kryptischen SpleiRdonorstelle assoziiert sind, festgestellt
werden, dass trotz identischer Mutation unterschiedliches SpleiRverhalten bei

den einzelnen Patienten auftrat (54).

Fur die HCM ist dies der vermutlich erste entdeckte Fall, bei dem eine
Mutation eine Aktivierung einer kryptischen SpleilRdonorseite in einem Intron
bewirkt.

Dafur, dass 12 Jahren nach Entdeckung des MYBPC3 als Lokus fur eine
HCM erst jetzt eine kryptische SpleiRdonorstelle in einem Intron des Gens
entdeckt wurde, gibt es verschiedene Erklarungsmoglichkeiten. Zum einen
sollen Mutationen, die eine Anderung des Spleiens bewirken, selten sein.
Sie sollen nur 15% aller pathogenen Mutationen ausmachen (54, 75). Eine
weitere Erklarung fur die geringe Zahl bisher gefundener kryptischer
Spleillstellen in Introns von Sarkomergenen ist vermutlich die Fokussierung

auf exonische Sequenzen bei der Suche nach HCM-Mutationen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass intronische Sequenzen eine hohere
Mutationsrate als exonische Sequenzen haben. Wenn diese Beobachtung
grundsatzlich fur die Mutationsrate des MYBPC3 zutrifft, ist es wahrscheinlich,
dass weitere kryptische Splei3stellen existieren, die durch Varianten aktiviert
werden. Kryptische Spleil3stellen sind dann als eine haufige Ursache einer
HCM denkbar.

Im Falle der Ataxia Teleangiektasia bilden Patienten mit Mutationen, die
kryptische Spleildstellen aktivieren, einen milderen Phanotyp aus, als
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Patienten mit Mutationen einer veranderten Exonsequenz. Als Ursache wird
eine teilweise erhaltene Funktion des mutierten Allels mit normaler Wildtyp-
Spleiltfunktion angenommen (19, 149). Bei dem untersuchten Patienten
sprechen jedoch die Herzechowerte (IVS 32 mm, HW 16 mm), der Zustand
nach Myektomie und die Symptome dagegen, dass es sich um eine milde
Form der HCM handelt. Es ist daher vorstellbar, dass bei ihm das mutierte
Allel keine normale Wildtyp-Splei3funktion mehr besitzt.

Auch im Falle der tief intronischen Mutation, die mit Melanomen assoziiert ist,
konnte keine Verminderung der Penetranz festgestellt werden (54). Die
Familienanamnese des Patienten mit HCM ist unbekannt, so dass zur

Penetranz keine vergleichenden Aussagen gemacht werden konnen.

Der Patient ist Trager weiterer intronischer Mutationen, die das Spleil3en
vermutlich nicht beeinflussen. Zudem ist er Trager einer synonymen
exonischen Mutation (p.E1095E). Sie durfte keinen Einfluss auf den Phanotyp

haben.

4.4.3 Weitere Intronvarianten

Die ubrigen gefundenen Intronvarianten sind wahrscheinlich bedeutungslos
fur den Phanotyp einer HCM. Eine zuverlassige Einschatzung ihrer genauen
Bedeutung ist allerdings schwieriger als bei exonischen Varianten. Denn
typische Kennsequenzen wie die der Splei3stellen sind fur funktionell
bedeutsame Intronelemente bislang kaum bekannt. Zudem ist es unbekannt,
ob funktionelle Elemente Uberhaupt mehrfach in nicht kodierender DNA
vorhanden sind. Uberdies ist offen, ob derartige Sequenzen einzigartig im

Genom sind (5).

Die Deutung moglicher Konsequenzen von intronischen Varianten wird
zusatzlich durch das unvollstandige Verstandnis der Intronfunktion erschwert
(114). Hypothesen, nach denen Introns bedeutungslos fur die
Proteinsynthese sind, gelten jedoch mittlerweile als widerlegt.

Einzelnen Introns wird inzwischen eine Rolle bei der Genregulation
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zugeschrieben (138). Beispielsweise konnen Introns Sequenzen enthalten,
die cis-regulatorische Elemente bestimmter Gene darstellen (7, 109). Bei
diesen Elementen handelt es sich um Sequenzen, die durch Interaktion mit
weiteren Strukturen die Transkription beeinflussen.

Ebenso ist erwiesen, dass Introns auch fur Sequenzen von regulatorischer
miRNA kodieren. MiRNAs sind Molekule einer Grolle von etwa 22
Nukleotiden. Sie kdnnen die Genexpression einschranken (2). In der Literatur
wird bemerkt, dass einzelne Introns fur Proteine kodieren kdnnen (146). Auch
die mogliche Rolle von Introns als alternative Promotoregionen in einem
bestimmten Gen wird diskutiert. Diese Vermutung bestatigt sich aber offenbar
nicht (147).

Ferner kann vermutet werden, dass Introns neben den beschriebenen
Funktionen weitere bislang unbekannte Aufgaben bei der Genexpression
ubernehmen.

Unter Berucksichtigung der bisher bekannten Funktionen in Introns ist
vorstellbar, dass Anderungen in Intronsequenzen zur Funktionsbeeinflussung
der Genexpression fuhren. Die veranderte Genexpression kann die
Ausbildung von Phanotypen beeinflussen.

Neben Veranderungen, die funktionelle Elemente der Introns beeinflussen, ist
auch denkbar, dass durch Varianten strukturelle Anderungen der mRNA
entstehen, die weitere Schritte der Proteinsynthese, wie den Transport zu den
Ribosomen, die Regulation des Spleilens oder die Bindung von mRNA an
Ribosomen beeinflussen.

4.4.4 Auffinden funktioneller Sequenzen in Introns

Eine suffiziente Methode, funktionelle Elemente in nicht kodierender DNA
aufzuspuren, ist der Sequenzvergleich mit DNA unterschiedlicher Tierspezies
(53, 64, 122). Sequenzhomologie zwischen menschlicher und tierischer DNA
gilt als wahrend der Evolution konserviertes Erbmaterial mit funktioneller
Bedeutung. Homologe Sequenzen wurden im Gegensatz zu neutralen

Sequenzen bewahrt, die einer raschen Veranderung unterlagen.
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Die Suche nach konservierten Sequenzen wird entscheidend von der Art der
zu vergleichenden Spezies beeinflusst. So zeigen Mensch und Fugu
(Kugelfisch) als phylogenetisch wenig verwandte Lebewesen relativ wenige
gemeinsame Sequenzen. Dabei wird angenommen, dass auch funktionell
bedeutsame Sequenzen im Laufe der Evolution verandert worden sind (122).
Im Gegensatz dazu ist beim Vergleich mit DNA menschlicher Primaten eine
hohe Ubereinstimmung an Sequenzen zu erwarten. Die groe Homologie
macht die Unterscheidung zwischen funktionell bedeutender und
unbedeutender DNA aber problematisch, weil auch funktionell unbedeutende
Elemente sich wahrend der Evolution nicht verandert haben kdonnen (122).

In der Literatur werden zwei Moglichkeiten angegeben, Sensitivitdt und
Spezifitat fur Homologien zu optimieren. Zunachst kann eine ausreichend
grolle Sequenzlange gewahlt werden, die Ubereinstimmend sein muss
(6, 160). So werden nur Homologien als konserviert gewertet, die eine
ausreichende Sequenzlange betreffen. Es ist jedoch bekannt, dass cis-
Elemente sehr kurz sein konnen und nur aus wenigen Nukleotiden bestehen
konnen. Solche cis-Elemente sind u. a. die TATA-Box oder die GC-Box. Sie
bestehen aus nur funf bzw. sechs bp. Zudem gibt es im MYBPC3 sehr kurze
Introns. Bei der hier verwendeten Arbeit wurde beim Homologievergleich die
Konservierungen deshalb fur jede einzelne Base angezeigt. So war es

maoglich, auch sehr kurze konservierte Elemente darzustellen.

Das Erkennen konservierter und damit eventuell funktioneller Sequenzen
kann daruber hinaus verbessert werden, wenn ein gleichzeitiger Abgleich mit
mehreren Spezies vorgenommen wird (engl. multi species alignment).
Funktionell unbedeutende Sequenzen durften dann im Laufe der Evolution
ausgeglichen worden sein (160).

Der Vergleich intronischer Sequenzen des MYBPC3 erfolgte bei dieser Arbeit
mit orthologen Sequenzen desselben Gens von 27 Wirbeltieren. Die grof3e
Anzahl verglichener Sequenzen durfte daher geeignet sein, auch
Sequenzubereinstimmmungen mit sehr fern verwandten Spezies zu
entdecken.

Der Meinung Rechnung tragend, dass ein geeigneter Vergleich menschlicher
DNA nur mit Saugetieren moglich sei, weil andere Wirbeltiere genetisch zu
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divergent seien, wurde die Homologie fur die Saugetiere der 27 Wirbeltiere
auch getrennt untersucht (20).

Die Homologie der intronischen Sequenzen, innerhalb derer sich die
Varianten der Patienten befinden, zeigte, dass keine Variante in einem
Bereich lag, der ahnlich stark konserviert war wie der der Exons. Eine
Veranderung funktioneller Intronsequenzen ist daher als sehr
unwahrscheinlich anzusehen.

Die Betrachtung von Arealen in Introns, die keine Variante enthielten, zeigte
allerdings, dass derartige stark konservierte Sequenzen im Gen durchaus
vorliegen.

Varianten, die diese stark konservierten Sequenzen verandern, konnten

Einfluss auf die Ausbildung des Phanotyps haben.

Die Vermutung, dass die gefundenen intronischen Varianten unbedeutend
sind, wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass die meisten
Intronvarianten bei vielen Patienten zu finden waren. Haufig lagen die
Varianten homozygot vor. Es erscheint daher wahrscheinlicher, hier neutrale
Polymorphismen und keine Mutationen gefunden zu haben.

Eine Ausnahme stellte die Variante in Position -2 des Exon 11 dar. Die
Variante befindet sich in einer Intronsequenz, die beinahe ebenso stark wie
das flankierende kodierende Areal konserviert ist. Der Befund unterstutzt die
These, dass konservierte Sequenzen funktionell bedeutsam sind und ihre
Veranderung pathogen sein kann. Zudem zeigt die Mutation, dass die
Substitution eines einzelnen Nukleotids pathogen sein kann.

Lediglich ein weiterer Patient wies eine Variante auf, die in einem Bereich lag,
der unter Saugetieren eine auffallige Konservierung zeigt (Intron 32 -91 G/A).
Mit SSCP konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Variante um eine
Mutation handelt. Die Konsequenz der Variante fur den Phanotyp kann nur
geschatzt werden, da nicht bekannt ist, welche Funktion dieser Abschnitt
ubernimmt, und ob seine Funktion beeinflusst wird.

Weitere Untersuchungen der mRNA konnen Hinweise auf eine qualitativ oder
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quantitativ veranderte Genexpression geben. Eine weitere Mdglichkeit, die
Bedeutung der intronischen Mutation abzuschatzen, ist der selektive Knock
down der Dbetroffenen Intronsequenz im  Transkript mit sog.
,Morpholinotechnik® (59). Am Tiermodell lieBen sich so direkt die
Konsequenzen aus dem Funktionsverlust fur den Phanotyp studieren.

Im Falle des erwahnten Patienten besteht beim Nachweis auf Ebene der
mRNA das Problem, dass er gleichzeitig Trager der Variante Intron 11 -2 A/G

ist. Die Variante fuhrt in jedem Fall zu veranderter mMRNA-Bildung.

Bei der Interpretation von Homologievergleichen sollte beachtet werden, dass
eine Konservierung von Sequenzabschnitten bei vielen Spezies nicht
uneingeschrankt als Charakteristikum fur Funktionalitat angesehen werden
kann; auch solche Sequenzen konnen funktionell bedeutsam sein, die bei
sehr nahen Verwandten einer Spezies fehlen und somit nicht konserviert sind
(42). Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass die gefundenen
intronischen Varianten trotz fehlender Konservierung gleichwohl Einfluss auf
den Phanotyp haben. Schliel3lich sollten Hinweise darauf berlcksichtigt
werden, dass ein gesundheitsschadigender Effekt tendenziell eher von
mehreren Mutationen in nicht kodierender DNA abhangt, als von einer

einzelnen (76).

4.5 Schlussfolgerung

Die Rolle des MYBPC3 innerhalb des Sarkomers ist nicht abschlielfend
geklart. Die bislang vorgenommenen Experimente geben Anlass zu der
Vermutung, dass es eine komplex-regulierte Rolle bei der Sarkomerfunktion
einnimmt.

Fur die Pathogenese der HCM durch Mutationen im MYBPC3-Gen existieren
verschiedene Erklarungsmodelle. Unstrittig ist jedenfalls der Zusammenhang
von Mutationen im MYBPC3-Gen und der Ausbildung einer HCM.

Bei klinischem Verdacht auf eine HCM werden bislang aus

wissenschaftlichem Interesse Screeningverfahren zur Mutationssuche
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angewendet. Dabei ist als Methode u. a. die SSCP in gro3en Studien
verwendet worden. Die SSCP ist zwar prinzipiell ein hoch sensitives
Verfahren. lhre Verlasslichkeit ist aber vom Versuchsaufbau abhangig. Dies
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestatigt werden, indem durch
direkte Sequenzierung Varianten gefunden wurden, die in zuvor
durchgefuhrter SSCP nicht entdeckt wurden. Drei der Varianten liegen in
Exons. Sie sind vermutlich pathogen fur eine HCM. Zum Nachweis mussen
aber weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden. Zwei weitere Varianten
betreffen eine Spleilistelle. Sie sind nachgewiesen ursachlich fur eine HCM.

Es sollte beachtet werden, dass durch SSCP in zuruckliegenden Studien
Varianten vermutlich Ubersehen worden sind. Die Beziehungen zwischen

Genotyp und Phanotyp mussten mit Blick darauf neu interpretiert werden.

Die Funktion der Introns ist bislang nicht vollstandig geklart. Es existieren
jedoch intronische Mutationen, die einen Phanotyp einer HCM verursachen
konnen. Sie verandern Spleil3stellen oder aktivieren kryptische Spleilstellen.
Zwei derartige Varianten wurden im Rahmen der Arbeit gefunden. Im Fall der
kryptischen Splei3stelle sind weitere Untersuchungen notwendig, um deren
tatsachlichen Effekt festzustellen.

Die weiteren gefundenen intronischen Varianten haben wahrscheinlich keinen
Einfluss auf den Phanotyp einer HCM. Sie liegen in Bereichen des Gens, die
gering konserviert sind. Vermutlich kommt es daher zu keiner
Sequenzanderung eines funktionellen Elements.

Solange die Funktion einzelner Intronabschnitte in Genen weiterhin unklar ist,
ist das Multi Sequence Alignment eine Moglichkeit, funktionelle Sequenzen in

Form konservierte Areale zu finden.

Gegen eine Bedeutung der Ubrigen intronischen Varianten fur den Phanotyp
einer HCM spricht zudem, dass die meisten Varianten mehrfach gefunden
worden. Die gro3e Haufigkeit spricht fur das Vorliegen eines eher neutralen
Polymorphismus. Das Vorliegen pathogener intronischer Mutationen kann
dennoch nicht vollig ausgeschlossen werden, da auch nicht konservierte
Areale funktionell bedeutsam sein konnen. Eventuell hat auch ein kumulativer

Effekt mehrerer intronischer Varianten Auswirkungen auf den Phanotyp.
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Die weiteren Untersuchungsergebnisse haben Bedeutung fur die Screening-
Strategien bei klinisch begrindetem Verdacht auf HCM. Zunachst sollten die
am haufigsten betroffenen Sarkomergene auf Varianten untersucht werden.
Hierzu gehort auch das MYBPC3-Gen. Der Fund einer Mutation sollte
zumindest bei ausgepragter HCM kein Grund sein, das Screening zu
beenden. Wegen der Moglichkeit einer mehrfachen Heterozygotie oder des
Einflusses von Polymorphismen sollte ausgeschlossen werden, dass weitere
Mutationen vorliegen. Aus gleichem Grund sollte im Falle einer familiaren
HCM mit bekannter Mutation nicht nur nach der bereits bekannten Mutation
gesucht werden.

Empfehlenswert ist die direkte Sequenzierung von DNA. Sie stellt den
Goldstandard zum Auffinden von Varianten dar. Die Gefahr, bei der SSCP

Varianten zu Ubersehen, ist grof3.

Die vorliegende Arbeit bestatigt zudem, dass die Sequenzierung der Intron-

Exon-Ubergange zum Ausschluss von SpleiRmutationen ebenfalls nétig ist.
Als Ergebnis der Arbeit ist festzuhalten, dass bei Verdacht auf HCM, im Ge-

gensatz zu anderen Erkrankungen, die Suche nach tiefen intronischen Mu-

tationen derzeit nicht erforderlich erscheint.
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