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Abstract 1

1 Abstract 

1.1 English 

Heart failure is of growing medical and economic importance. Dilated cardiomyopathy (DCM) is a 

significant cause of heart failure, often leading to cardiac transplantation. 20-30 % of DCM cases 

are familial. Using genetic strategies mutations in genes encoding various cytoskeletal proteins 

have been identified. These findings led to the hypothesis, that DCM is a disease caused by an im-

pairment of force transduction from the sarcomere to the sarcolemma. Additionally, a reduced pro-

duction of force caused by mutations in sarcomeric proteins could lead to DCM. On the other hand 

mutations in lamin A/C and G4.5 do not exactly fit into this model. To understand the entire com-

plexity of genetic defects leading to DCM, it is important to identify further DCM genes. 

In the first project a four generation pedigree (DCM-I) including 16 affected family members with 

autosomal dominant inheritance of dilated cardiomyopathy has been investigated. After exclusion 

of already known DCM loci, a whole genome screen was performed, using the Weber 10.0 screen-

ing set. The linkage analysis allowed an exclusion of linkage for 80 % of the human genome 

whereas several adjacent markers on the long arm of chromosome 7 showed co-segregation be-

tween marker alleles and disease. A maximal Lod-score of 4.20 was obtained at D7S471 and 

D7S501. Fine mapping with additional markers defined a candidate region spanning 9.73 Mb be-

tween markers D7S2545 and D7S2554. The minimal candidate region contains 32 known genes 

and 6 predicted transcripts – non of them coding for a cytoskeletal or sarcomeric protein. Mutation 

screening identified an A to G transition at nucleotide position 100 (A100G) in exon 2 of the gene 

DLD that codes for a mitochondrial protein named dihydrolipoamide dehydrogenase. The mutation 

changed the second last amino acid of the leader peptide which is essential for mitochondrial im-

port. We hypothesized that either the transport reaction or the processing might be affected. There-

fore we cloned the leader peptide of DLD N-terminal to GFP and examined the localisation of the 

fusion protein in transfected mamalian cells and in isolated mitochondria. These results showed 

that the fusion protein with the mutated leader peptid has been transported to the mitochondria in 

the same way as the fusion protein with the wildtype leader peptide. There were also no differences 

concerning the cleavage of the leader peptide after import. The enzyme activity of the dihydroli-

poamide dehydrogenase in lymphocytes carying the mutation A100G is not reduced compared to 

the enzyme activity in normal lymphocytes. 

The identification of DLD as a novel DCM causing gene which is involved in the energy metabo-

lism of the cell provides a new and important piece of information, which will help to understand 

the complex pathophysiology of dilated cardiomyopathy and heart failure. 
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In the second project we investigated a four generation pedigree of a German family with varying 

degrees of early atrial fibrillation, subsequent stroke, AV-Block, cardiomyopathy and limb girdle 

muscular dystrophy. Familial dilated cardiomyopathy associated with conduction disturbances and 

variable degrees of myopathies has been correlated with mutations in the gene coding for the A-

type lamins (LMNA). In addition, mutations in LMNA have been shown to cause Emery-Dreifuss-

muscular dystrophy, Limb-girdle muscular dystrophy type 1B, partial lipodystrophy type 2, man-

dibuloacral dysplasia type A with partial lipodystrophy, Charcot-Marie-Tooth type 2B1 and Hut-

chinson-Gilford progeria syndrome. Because more than 90 % of the mutations in LMNA represent 

missense mutations it has been proposed that the disease causing mechanism would primarily be a 

dominant negative effect of the mutated “poison polypeptides” that disrupt the three dimensional 

structure of the filaments.  

Molecular analysis of the coding sequence of LMNA identified a C to T transition at nucleotide 

position 700 (C700T) in exon 4 which co-segregates with the phenotype in an autosomal-dominant 

pattern. The mutation introduces a stop codon at amino acid position 234 (Q234X). RT-PCR of 

lymphocyte RNA from affected individuals failed to detect the transcript from the mutant allele but 

not from the wildtype allele indicating that the mutated transcript is subjected to nonsense-

mediated decay (NMD). Inhibition of NMD by treatment of patient lymphocytes with both cyclo-

heximide and emetine stabilized the message from the mutated allele. Quantification of the lamin 

transcripts in fibroblasts by using a Real-Time-PCR approach showed a marked decrease of the 

transcripts in cells from affected family members. In addition, we demonstrated a reduced expres-

sion of lamin A and lamin C by Western Blot analysis. 

These results demonstrate that the transcript carrying the premature stop codon is degraded by non-

sense-mediated mRNA decay, and that DCM in this family is caused by haploinsufficiency of 

lamin A and lamin C. 

 

 

1.2 Deutsch  

Herzinsuffizienz ist eine Krankheit mit wachsender medizinischer und ökonomischer Bedeutung. 

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist eine der Hauptursachen für Herzversagen und führt in 

den meisten Fällen zu einer Herztransplantation. 20-30 % der DCM-Erkrankungen haben einen 

genetischen Hintergrund. Durch die Anwendung molekulargenetischer Methoden konnte bereits 

eine Reihe DCM-verursachender Gene identifiziert werden. Mutationen in Zytoskelettproteinen 

führten zu der Hypothese, dass eine Beeinträchtigung der Kraftübertragung vom Sarkomer auf be-
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nachbarte Myozyten eine Ursache für die DCM sein könnte. Zusätzlich scheint auch eine reduzierte 

Kraftentwicklung, ausgelöst durch Mutationen in den Proteinen des Sarkomers die Entwicklung 

der DCM zu begünstigen. Darüber hinaus wurden Mutationen in Proteinen gefunden, wie z.B. im 

Lamin A/C- oder Tafazzin-Gen, deren Rolle in der Pathophysiologie der DCM noch nicht geklärt 

sind. Um die Komplexität der genetischen Defekte, die eine DCM verursachen, besser zu verste-

hen, ist es notwendig weitere krankheitsverursachende Gene zu identifizieren. 

Im ersten Projekt untersuchten wir eine Familie (DCM-I) mit 16 an DCM erkrankten Familienmit-

gliedern. Der Phänotyp folgte einem autosomal-dominanten Erbgang. Nach Ausschluss aller be-

kannter DCM-Loci, führten wir eine genomweite genetische Suche mit den Mikrosatellitenmarkern 

der 10. Version des Weber-Screeningsets durch. Durch die Kopplungsanalyse war es möglich, ge-

netische Kopplung für 80 % des Genoms auszuschließen. Mehrere benachbarte Marker auf dem 

langen Arm von Chromosom 7 zeigten hingegen Kosegregation mit dem Krankheitsstatus. Ein 

maximaler LOD-Score von 4,20 wurde für die Marker D7S471 und D7S501 erzielt. Die Feinkartie-

rung mit zusätzlichen Markern identifizierte eine Kandidatenregion, die von den beiden Markern 

D7S2545 und D7S2554 begrenzt wird und ein Intervall von 9,73 Mb umschließt. In dem minima-

len Intervall sind 32 Gene sowie 6 aufgrund von Sequenzvergleichen vorhergesagte Transkripte 

kodiert. Keines dieser Gene kodiert für ein Zytoskelett- oder Sarkomerprotein. Durch Sequenzana-

lyse konnten wir eine neue DCM-verursachende Mutation (A100G) in Exon 2 des Gens DLD iden-

tifizieren, das für das mitochondriale Protein Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) kodiert. Die 

Mutation veränderte die vorletzte Aminosäure des Signalpeptids, das den Import des Proteins in die 

Mitochondrien dirigiert. Daher hatten wir die Hypothese, dass möglichweise der Transport oder die 

Prozessierung des Signalpeptids beeinträchtigt sein könnte. Dazu haben wir das DLD-Signalpeptid 

mit GFP markiert und die Verteilung des Fusionsproteins in transfizierten humanen Zellen und in 

isolierten Mitochondrien untersucht. Die Resultate zeigten, dass die Fusionsproteine mit dem mu-

tierten Signalpeptid genauso in die Mitochondrien transportiert und prozessiert wurden, wie die 

Fusionsproteine mit dem Wildtyp-Signalpeptid. Die Enzymaktivität der Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase in Lymphozyten mit der Mutation A100G liegt innerhalb der normalen Brandbreite 

und ist im Vergleich zu der Enzymaktivität in Kontroll-Lymphozyten nicht reduziert. 

Die Identifikation von DLD, einem Protein des Energiemetabolismus, als neues DCM-

verursachendes Gen in Familie DCM-I, kann zu einem besseren Verständnis der komplexen Pa-

thophysiologie der dilatativen Kardiomyopathie beitragen.  

Im zweiten Projekt haben wir eine Familie (DCM-II) untersucht, in der die erkrankten Familien-

mitglieder eines oder meherer der folgende Symptome aufwiesen: Reizleitungsstörungen, Schlag-

anfall, dilatative Kardiomyopathie, Gliedergürtel-Muskeldystrophie. Dilatative Kardiomyopathie 
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assoziiert mit Reizleitungsstörungen und Skelettmyopathie ist mit Mutationen im Gen für Lamin A 

und Lamin C (LMNA) korreliert. Zusätzlich wurden Mutationen im LMNA in Zusammenhang mit 

der Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie, der Gliedergürtel-Muskeldystrophie, Lipodystrophie, dem 

Charcot-Marie-Tooth-Syndrom und der Hutchinson-Gilford Progerie beschrieben. Da über 90 % 

der LMNA-Mutationen Missense-Mutationen sind, resultierte daraus die Hypothese, dass die mu-

tierten Proteine über einen dominant-negativen Effekt die dreidimensionale Struktur der Lamin-

Intermediärfilamente zerstören.  

Durch Sequenzanalyse der proteinkodierenden Exons des LMNA konnten wir einen Basenpaaraus-

tausch von C nach T an Position 700 (C700T) in Exon 4 identifizieren, der mit dem Phänotyp in 

der Familie segregierte. Die Mutation führte zum Einbau eines vorzeitigen Stop-Codons (PTC) an 

Position 234 (Q234X) der Aminosäuresequenz. Bei der Sequenzanalyse der Lamintranskripte aus 

Lymphozyten von erkrankten Individuen konnten wir nur das Wildtyp-Allel detektieren, aber nicht 

das mutierte Allel, was darauf schließen ließ, dass das mutierte Allel möglicherweise durch einen 

Kontrollmechanismus (nonsense-mediated mRNA decay, NMD) degradiert wurde. Nach Inhibition 

des NMD durch Inkubation der Lymphozyten mit Cycloheximid oder Emetin, akkumulierte das 

mutierte Transkript wieder in der Zelle. Die Quantifizierung der Lamintranskripte durch Amplifi-

kation mittels Real-Time-PCR zeigte eine deutliche Reduktion der Menge an Transkripten in Fi-

broblasten von erkrankten Familienmitgliedern. Die Western-Blot-Analyse konnte eine reduzierte 

Expression von Lamin A und Lamin C bestätigen. Die Ergebnisse zeigen, dass das Transkript mit 

dem PTC durch die NMD-Maschinerie degradiert wird und eine Haploinsuffizienz von Lamin A 

und Lamin C die DCM in dieser Familie verursacht. 
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2 Einführung 

2.1 Dilatative Kardiomyopathie (DCM) 

In den westlichen Industriestaaten zählen Kardiomyopathien zu den größten Gesundheitsproblemen 

unserer Zeit. Schätzungen zur Folge liegt die Prävalenz der Herzinsuffizienz in europäischen Län-

dern zwischen 0,4 % und 2 % und nimmt mit höherem Alter stetig zu [Remme and Swedberg 

2001]. Bei Menschen über 65 Jahren liegt die Prävalenz bereits bei bis zu 10 %. Durch die hohen 

Gesundheitskosten, die sie verursacht, stellt die Herzinsuffizienz auch eine große ökonomische 

Belastung dar. In den USA werden jährlich über 5 % des gesamten Gesundheitsetats für die Be-

handlung von Herzkrankheiten aufgewendet [Hunt et al. 2002]. Die Prognose für Menschen mit 

Herzinsuffizienz ist immer noch schlecht, da ungefähr die Hälfte aller Patienten innerhalb der er-

sten vier Jahre versterben [Remme and Swedberg 2001]. Die Herzinsuffizienz kann viele pa-

thophysiologische Ursachen haben; zu den häufigsten zählen Erkrankungen der Herzkranzgefäße, 

Atherosklerose, Kardiomyopathien, Herzklappenfehler oder erblich bedingte Fehlbildungen. 

 

 

normales Herz         dilatiertes Herz 

Abbildung 2.1: Krankhafte Veränderungen bei einer dilatativen Kardiomyopathie (rechts). Zu erkennen sind die 
vergrößerten Ventrikel bei gleichzeitiger Abnahme der Wanddicke. [Abbildung entnommen aus “The Genetic 
Basis for Cardiomyopathy: from mutation identification to mechanistic paradigms”, J.G. Seidman, C.Seidman.] 
 

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist mit einem Anteil von bis zu 30 % eine der Hauptformen 

der Herzinsuffizienz [Cowie et al. 1997]. Studien in den USA ergaben, dass die Prävalenz der 

DCM bei 36/100.000 Personen liegt [Codd et al. 1989]. Die DCM ist charakterisiert durch eine 

Reduzierung der Wanddicke (Abbildung 2.1), eine erheblicher Erweiterung des linken oder beider 
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Ventrikel (Dilatation) und eine Reduktion der linksventrikulären Pumpleistung (verminderte Ejek-

tionsfraktion). Die Histopathologie der dilatativen Kardiomyopathie ist nicht spezifisch; es finden 

sich hypertrophe Kardiomyozyten sowie eine intertestinelle Fibrose und oft kommt es zu einem 

massiven Myozytenverlust. Häufig sind auch Ansammlungen inflammatorischer Zellen wie Ma-

krophagen und T-Lymphozyten zu beobachten. 

 

 

Mitochondrium

Abbildung 2.2: Übersicht der Proteine, in denen DCM-verursachende Mutationen identifiziert wurden. Die funk-
tionelle Einheit der Herzmuskelzelle ist das Sarkomer, aufgebaut aus überlappenden Myosin- und Aktinfilamen-
ten. Die Z-Scheiben sind von einem komplexen Netzwerk aus Zytoskelettproteinen (Desmin, Aktin und Mikrotu-
buli) umgeben, die die Sarkomere mit dem Sarkolemma und dem Nukleus verbinden. Die Kraftübertragung auf 
die extrazelluläre Matrix erfolgt u.a. über Fokalkontakte und Dystrophin-Glykoprotein-Komplexe, in denen die 
Zytoskelettproteine über Transmembranproteine mit Bestandteilen der extrazellulären Matrix, wie z.B. Kollagen 
und Laminin, interagieren. Die Mitochondrien sind zwischen den Myofibrillen lokalisiert, so dass eine räumliche 
Nähe zwischen dem Ort der ATP-Produktion und des ATP-Verbrauchs besteht. [Abbildung modifiziert nach 
“Desmin cytoskeleton: a potential regulator of muscle mitochondrial behavior and function”, Capetanaki 2002.] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=12536120&query_hl=8&itool=pubmed_DocSum
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Locus / Gen Funktion zusätzlicher Phänotyp OMIM 

Lamin A/C 
(LMNA) 

Nukleus, Stabilität, Einfluss auf Genex-
pression kardiale Reizleitungsstörungen 115200 

kardiales Tro-
ponin T 

Kontraktiler Apparat, Regulation der Kon-
traktion keiner 191045 

α-Actinin-2 
(ACTN2) 

Z-Scheibe, Organisation von Aktinfilamen-
ten Keiner 102573 

2q14-22  kardiale Reizleitungsstörungen 604288 

Titin (TTN) Sarkomer, Stabilität und Elastizität keiner 604145 

Desmin (DES) Zytoskelett; Kraftübertragung Skelettmuskelschwäche 604765 

3p23  ARVD 604400 

3q22-25  kardiale Reizleitungsstörungen 601154 

δ-Sarcoglycan 
(SGCD) 

Dystrophin-assoziierter Glykoproteinkom-
plex, Kraftübertragung keiner 601411 

Desmoplakin 
(DSP) 

Desmosomen, Kraftübertragung und Inte-
grität des Zellverbandes Naxos-Syndrom 605676 

6q12-16  keiner 605582 
Phospholamban 

(PLN) Ca2+-Regulator, inhibiert SERCA Keiner 172405 

6q23  kardiale Reizleitungsstörungen, 
Skelettmuskelschwäche 602067 

Eyes absent 
(EYA4) 

Interagiert mit Transkriptionsfaktoren, Kar-
diomyozytenentwicklung sensoneuraler Hörverlust 605362 

9q13-22  keiner 600884 

9q22-31  keiner  

10p12-14  ARVD 604401 
Metavinculin 

(VCL) 
Zytoskelett, Zell-Zell-Kontakte, Kraftüber-

tragung keiner 601493 

Cypher/ZASP 
(LDB3) 

Zytoskelett, Anordnung und Verteilung von 
Membranproteinen Noncompaction 605906 

Muscle LIM 
protein (MLP) 

Z-Scheibe, Verankerung von Titin, Stretch-
Sensor Keiner 600824 

ATP-sensitive 
K+-channel 

Regulatorische Untereinheit des kardialen 
KATP-Kanals  601439 

β-Myosin 
(MYH7) Kontraktiler Apparat, Krafterzeugung Keiner 160760 

14q12-22  ARVD 602086 

14q23-24  ARVD 107970 
kardiales Aktin 

(ACTC) Kontraktiler Apparat, Krafterzeugung Keiner 602540 

α-Tropomyosin 
(TPM1) 

Kontraktiler Apparat, Regulation der Kon-
traktion Keiner 191010 

Cardiotrophin 1 
(CTF1) 

Zytokin, stimuliert Kardiomyozytenwach-
stum Keiner 66435 

Kardiales Tro-
ponin I (TNNI3) 

Kontraktiler Apparat, Regulation der Kon-
traktion Keiner 101044 

Dystrophin 
(DMD) 

Dystrophin-assoziierter Glykoproteinkom-
plex, Kraftübertragung keiner 302045 

Taffazin (G4.5) Mitochondriale Acyltransferase Barth-Syndrom, endokardiale Fi-
broelastose 302060 

Tabelle 2.1: Bekannte Gene und Loci für familiäre dilatative Kardiomyopahtie. ARVD = arrythmogene rechts-
ventrikuläre Dysplasie 
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Eine dilatative Kardiomyopathie kann sich als primäre Erkrankung manifestieren oder sekundär als 

Konsequenz anderer Erkrankungen, wie z.B. einer Entzündungen des Herzmuskels mit viralem 

(meistens Coxsackie B-Virus) Ursprung, einer Autoimmunerkrankung oder eines schlecht einge-

stellten Bluthochdruckes. Aber auch hohe körperliche Belastungen durch Umweltgifte, übermäßi-

ger Alkoholgenuss oder Einwirkung anderer Toxine, wie z.B. einige Antikrebs-Medikamente, kön-

nen zur Manifestation einer sekundären DCM führen. Unabhängig von diesen individuellen Risiko-

faktoren hat die primäre DCM genetische Ursachen. Statistische Auswertungen der Familien von 

DCM Patienten ergaben, dass 25-30 % aller DCM-Erkrankungen genetisch bedingt sind [Grünig et 

al. 1998]. Die Erbgänge der familiären DCM sind größtenteils autosomal dominant. Aber auch 

autosomal rezessive, X-chromosomal gekoppelte und maternale Erbgänge, verursacht durch Muta-

tionen der mitochondrialen DNA, wurden beschrieben [Mestroni et al. 1999]. 

Bisher konnten DCM-verursachende Mutationen in Proteinen mit ganz unterschiedlichen Funktio-

nen und Aufgaben in der Zelle identifiziert werden (Tabelle 2.1 und Abbildung 2.2). Die ersten 

DCM-verursachenden Mutationen wurden im Aktin-Gen identifiziert. Aktin ist ein Hauptbestand-

teil der dünnen Filamente im Sarkomer. Die Aktinfilamente sind in der Z-Scheibe verankert und 

ragen zu beiden Seiten in die Mitte des Sarkomers, wobei sie mit den Myosinfilamenten überlap-

pen. Die Kontraktion wird durch Wechselwirkungen zwischen Aktin und Myosin ausgelöst. Die 

ersten im Aktin beschriebenen Missense-Mutationen betrafen konservierte Aminosäuren in einer 

Domäne des Proteins, die in die Bindung an die Z-Scheibe involviert ist. Die gestörte Interaktion 

des Aktins mit Proteinen der Z-Scheibe könnte möglicherweise die Übertragung der im Sarkomer 

erzeugten Kraft auf die benachbarten Myozyten und die extrazelluläre Matrix beeinträchtigen [Ol-

son et al. 1998].  

Weitere DCM-verursachende Mutationen in Sarkomerproteinen konnten u.a. in den Genen für 

Myosin, α-Tropomyosin und Troponin identifiziert werden. Die drei Troponin-Untereinheiten Tro-

ponin T (TnT), Troponin I (TnI) und Troponin C (TnC) bilden einen Komplex, der, zusammen mit 

Tropomyosin, die Ca2+-abhängige Interaktion zwischen Aktin und Myosin reguliert. Bei steigenden 

Ca2+-Konzentrationen führt die Bindung von Ca2+-Ionen an TnC zu Konformationsänderungen im 

Troponinkomplex und im Tropomyosin, was Myosin-Aktin Interaktionen und damit eine Kontrak-

tion des Sarkomers ermöglicht (Abbildung 2.3). Im Gen für Tropomyosin sind bisher nur drei 

DCM-assoziierte Mutationen bekannt, welche die elektrostatischen Wechselwirkungen zum Ak-

tinmolekül beeinflussen [Olson et al. 2001] und eine Beeinträchtigung der Kraftentwicklung be-

wirken. Reduzierte Kraftentwicklung als Pathomechanismus wird auch für die DCM-

verursachenden Mutationen in den Troponin-Untereinheiten diskutiert. Die Mutationen in den Tro-

ponin-Untereinheiten sind assoziiert mit einer verminderten Ca2+-Sensitivität und einer Abnahme 

der ATPase-Aktivität im Myosinkopf [Chang and Potter 2005]. Mutationen im Myosin (MYH7) 
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wurden sowohl in der Kopf-, Hals- als auch in der Schwanzregion identifiziert [Kamisago et al. 

2000] und vermindern möglicherweise die Effizienz der Krafterzeugung. Mutationen in der Kopf-

domäne könnten die Interaktion mit Aktin oder die Hydrolyse von ATP beeinflussen, während 

Mutationen in den anderen Myosindomänen die Struktur und Ausrichtung der Myosinfilamente 

oder die Interaktion mit anderen Sarkomerproteinen (z.B. Myosin-binding Protein C) betreffen 

könnten [Chang and Potter 2005].  

 

 
 

Abbildung 2.3: Krafterzeugung im Sarkomer. Die Bindung von Ca2+-Ionen an den Troponin-Komplex löst im 
Tropomyosin eine Konformationsänderung aus, wodurch die Bindung der Myosinköpfchen an das Aktin ermög-
licht wird. [Abbildung entnommen aus „Mutations in sarcomere protein genes as a cause of dilated cardiomyo-
pathy“, Kamisago et al. 2001.] 

 

Ein weiteres Protein, in dem DCM-assoziierte Mutationen identifiziert wurden, ist das Titin – ein 

riesiges Protein, das sich von der Z-Scheibe bis zur Mitte des Sarkomers erstreckt. Titin spielt eine 

wichtige Rolle bei der korrekten Anordnung der kontraktilen Proteine und der Aufrechterhaltung 

der Spannung und der Elastizität im Sarkomer. Durch seine Kinasedomänen ist Titin auch Teil 

zellulärer Signalwege. Mutationen im Titin, die die Verankerung in der Z-Scheibe schwächen oder 

trunkierte Titinmoleküle kodieren, könnten die Integrität der Sarkomere zerstören und die Anfäl-

ligkeit für mechanischen Stress erhöhen [Itoh-Satoh et al. 2002].  

Die Z-Scheiben sind die seitlichen Begrenzungen der Sarkomere und nehmen eine zentrale Rolle 

bei vielen Funktionen der Herzmuskelzellen ein. In den Z-Scheiben sind die Filamente des kon-

traktilen Apparates – Aktin, Titin und Nebulin – verankert und miteinander verknüpft. Die Z-

Scheiben benachbarter Myofibrillen sind untereinander und mit dem Sarkolemma über Desminfi-

lamente verbunden (Abbildung 2.2). Somit wird die erzeugte Kraft von den Z-Scheiben auf die 

Muskelmembran übertragen [Clark et al. 2002]. Aufgrund ihrer Lage und Funktion wird diskutiert, 

ob Proteine der Z-Scheiben möglicherweise Teil der Signalwege sind, die die mechanische Bela-

stung der Zelle wahrnehmen. Hinweise für eine Assoziation von Proteinen der Z-Scheibe mit DCM 
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wurden sowohl bei DCM-Patienten als auch in Tiermodellen gefunden. Mäuse, denen das muskel-

spezifische LIM Protein (MLP) fehlt, entwickeln eine dilatative Kardiomyopathie und Defekte in 

der Anordnung von Zytoskelett und Sarkomer werden deutlich [Arber et al. 1997]. Knöll et al. 

(2002) konnten zeigen, dass MLP wichtig ist für die Verankerung von Titin in der Z-Scheibe, und 

dass sich bei Kardiomyozyten von MLP defizienten Mäusen Defekte bei der Wahrnehmung von 

mechanischem Stress zeigen.  

Nicht nur Mutationen in Proteinen des kontraktilen Apparates, sondern auch Proteine des Zytoske-

letts spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der DCM. Mutationen wurden u.a. in den 

Genen für Desmin (DES), Metavinculin (VCL), und im Dystrophin-Glykoprotein-Komplex identi-

fiziert (Abbildung 2.2). Desmin, ein muskelspezifisches Intermediärfilament, bildet ein dreidimen-

sionales Netzwerk, das sowohl die Sarkomere mit Fokalkontakten, Spektrin-haltigen Strukturen 

und Dystrophin-Glykoprotein-Komplexen verbindet als auch die Plasmamembran mit der Kern-

membran. Eine in der C-terminalen Domäne identifizierte Mutation verursacht eine Änderung der 

Sekundärstruktur, die möglicherweise eine Beeinträchtigung der Entwicklung und des Wachstums 

der Myozyten bewirkt oder aber die Kraftübertragung auf die extrazelluläre Matrix negativ beein-

flusst [Li et al. 1999]. Metavinculin wird spezifisch in Herz- und Skelettmuskelzellen exprimiert 

und konnte in den Adhärenspunkten der Glanzstreifen nachgewiesen werden. Bisher konnten drei 

DCM-assoziierte Mutationen im Metavinculin identifiziert werden. Für zwei dieser Mutationen 

wurde gezeigt, dass mutiertes Metavinculin in vitro die Aktinorganisation beeinflusst und in vivo 

die Ausbildung funktionsfähiger Glanzstreifen verhindert [Olson et al. 2002]. Der Dystrophin-

Glykoprotein-Komplex, bestehend aus Zytoskelett-, Transmembran- und extrazellulären Proteinen, 

verbindet das intrazelluläre Zytoskelett-Netzwerk mit der extrazellulären Matrix. Mutationen im 

Dystrophin wurden zuerst bei Patienten mit Dychennscher Muskeldystrophie identifiziert [Koenig 

et al. 1987], später aber auch bei Patienten mit isolierter dilatativer Kardiomyopathie ohne Anzei-

chen einer Muskelschwäche [Towbin et al. 1993]. In diesen Fällen war entweder das 5´-Ende des 

Dystrophingens (DMD) durch Deletion des muskelspezifischen Promotors und eines Teils des er-

sten Exons betroffen oder die mittleren Proteindomänen, in denen Deletionen, Insertionen und In-

versionen nachgewiesen wurden. Die Mutationen beeinträchtigen die Wechselwirkungen zwischen 

Dystrophin und den Glykoproteinkomplexen [Franz et al. 2000; Ortiz-Lopez et al. 1997]. 

Dass DCM nicht nur durch eine fehlerhafte Krafterzeugung im Sarkomer oder durch eine Beein-

trächtigung der Kraftübertragung auf die extrazelluläre Matrix verursacht werden kann, wurde 

deutlich, nachdem DCM-assoziierte Mutationen in einer Reihe von Genen gefunden wurden, die in 

den Metabolismus der Zelle, in die Ca2+-Homöostase oder in Signalwege und in der Transkripti-

onsregulation involviert sind. Eine DCM-verursachende Mutation konnte z.B. im Phospholamban 

(PLN) identifiziert werden, dem Inhibitor der sarkoplasmatischen Ca2+-ATPase (SERCA2), die die 
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Kontraktilität des Herzens reguliert (Abbildung 2.4). Die Mutation verhindert die Phosphorylierung 

des PLN durch die Protein-Kinase A (PKA) nach einem β-adrenergen Stimulus. Dadurch kommt es 

zu einer verzögerten Wiederaufnahme der Ca2+-Ionen aus dem Zytosol in das SR [Schmitt et al. 

2003].  

Der hohe ATP-Bedarf der Kardiomyozyten wird von den Mitochondrien gedeckt. Mutationen in 

mitochondrialen Proteinen, die den Energiehaushalt beeinträchtigen, sind daher mit einer Reihe 

von Multisystem-Krankheiten, einschließlich kardialer Abnormalitäten, assoziiert [Brega et al. 

2001]. Dass auch die Regulation der Genexpression zur Pathogenese der DCM beitragen kann, 

zeigt eine Mutation im Gen für EYA4, die eine DCM und einen Hörverlust verursacht. EYA4 ko-

diert für einen transkriptionellen Koaktivator, der mit den Transkriptionsfaktoren Six und Dach 

interagiert. Zu den von der Eya-Familie regulierten Genen gehören u.a. solche, die bei der Muskel-

entwicklung eine essentielle Rolle spielen [Schönberger et al. 2005].  

 

 

Abbildung 2.4: Ca2+-Kreislauf in der Herzmuskelzelle. Ausgelöst durch eine Depolarisation strömt Ca2+ durch 
Kanäle in der Plasmamembran (DHPR) ins Zytosol. Die steigende intrazelluläre Ca2+-Konzentration stimuliert die 
Ca2+-Ausschüttung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) durch den Ryanodinrezeptor (RyR). Durch Bin-
dung an Troponin C aktiviert Ca2+ die Muskelkontraktion. Anschließend wird das Ca2+ durch die Aktivität des 
Na+/Ca2+-Austauschers (NCX) und von Ca2+-ATPasen (PMCA und SERCA2a) wieder aus dem Zytosol entfernt. 
[Abbildung entnommen aus “Phospholamban: a crucial regulator of cardiac contractility”, MacLennan and 
Kranias, 2003.] 
 

Aufgrund dieser Vielzahl an Mutationen und den noch fehlenden geeigneten Tiermodellen werden 

momentan zwei Hypothesen diskutiert, wie die morphologischen Veränderungen des Herzens in-

duziert werden, die zur Manifestation einer DCM führen. Nach der ersten Hypothese ist die DCM 

das Resultat eines einzigen Pathomechanismus, der von den meisten Mutationen und Faktoren 
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schlussendlich aktiviert wird. In dem alternativen Modell führen mehrere voneinander unabhängige 

Signalwege zum gleichen Phänotyp der DCM [Ahmad et al. 2005]. 

 

 

2.2 Mitochondrien 

Mitochondrien sind zytoplasmatische Organellen, deren Hauptaufgabe die Versorgung der Zelle 

mit ATP ist, dem universellen Energieträger der Zelle. Die Anzahl der Mitochondrien pro Zelle ist 

proportional zum Energiebedarf der Zelle. In Zellen mit einem hohen Energiebedarf (Muskelzellen, 

Nervenzellen, Sinneszellen) nehmen Mitochondrien teilweise bis zu 25 % des Zytoplasmas ein. 

Die Mitochondrien sind von einer Doppelmembran begrenzt. Die äußere Membran enthält Trans-

membranproteine (Porine), durch die Ionen und kleinere Moleküle diffundieren können sowie Re-

zeptoren für den spezifischen Proteinimport. Die Oberfläche der inneren Membran wird durch Ein-

faltungen (Cristae) stark vergrößert, ist im Gegensatz zur äußeren Membran aber nicht permeabel. 

Dafür sind in der inneren Membran aber spezielle Transportsysteme lokalisiert, wie der ATP-ADP-

Austauscher oder die Transporter für Malat, Phosphat und Pyruvat. Außerdem enthält die innere 

Membran die Enzyme der Atmungskette und die ATP-Synthase (F1F0-ATPase). Die beiden Mem-

branen sind durch den Intermembranraum separiert, der ebenfalls spezifische Enzyme enthält, wie 

z.B. die Adenylatzyklase. Im Innenraum der Mitochondrien (Matrix) sind die Enzyme des Zitrat-

zyklus, die β-Oxidation oder der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex lokalisiert (Abbildung 2.5). 

 

 

Abbildung 2.5: Schemazeichnung eines typischen Mitochondriums (links) und Übersicht der wichtigsten Ener-
giestoffwechselwege in der Matrix (rechts). Der Pyruvat-Dehydrogenase Komplex (PDH) katalysiert die Dekar-
boxylierung von Pyruvat und überträgt die Acetyl-Gruppe auf das CoenzymA. Im Zitratzyklus katalysiert der 
Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (KDC) die Dekarboxylierung von Ketoglutarat, wobei Succinat entsteht 
und die freiwerdenden Elektronen im NADH gespeichert werden. [Abbildung modifiziert nach www.interklasa.pl/ 

meteo/komorka/images/] 

http://www.interklasa.pl/
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Der oxidative Metabolismus in den Mitochondrien beginnt durch die Aufnahme von Pyruvat und 

Fettsäuren aus dem Zytosol in die Matrix. Das Pyruvat wird durch den Pyruvat-Dehydrogenase-

Komplex dekarboxyliert und die verbleibende Acetyl-Gruppe auf Coenzym A übertragen. Der wei-

tere oxidative Abbau des so entstandenen Acetyl-CoA erfolgt im Zitratzyklus. Der Zitratzyklus ist 

eine Abfolge von sieben aufeinander folgenden Reaktionen, wobei die beiden Kohlenstoffatome 

der Acetyl-Gruppe zu CO2 oxidiert und die energiereichen Elektronen in drei Molekülen NADH 

sowie einem Molekül FADH2 gespeichert werden. NADH und FADH2 übertragen ihre Wasser-

stoffatome auf die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte Atmungskette. Die At-

mungskette besteht aus einer Serie von Redoxsystemen, die die Elektronen schrittweise auf mole-

kularen Sauerstoff übertragen. Die dabei freiwerdende Energie nutzen Protonenpumpen, um Proto-

nen durch die innere Membran von der Matrix in den Intermembranraum zu befördern. Es entsteht 

ein elektrochemischer Gradient über der inneren Membran. Der Rückfluss von Protonen entlang 

des Gradienten treibt die ATP-Synthase an, die die Umwandlung von ADP + Pi zu ATP katalysiert.  

Mitochondrien sind die einzigen eukaryontischen Organellen mit einem eigenen Genom. Das mito-

chondriale Genom besteht aus mehreren Kopien eines doppelsträngigen, zirkulären DNA-Moleküls 

mit einer Größe von 16,6 kb, das für 13 Polypeptidketten der Atmungskette kodiert, sowie für 2 

rRNAs und 22 tRNAs. Alle anderen Enzyme, die für die mitochondrialen Funktionen benötigt wer-

den, sind im Kerngenom kodiert  

Mitochondriale Proteine, die im Kerngenom kodiert sind, werden im Zytoplasma translatiert und 

dann spezifisch in die Mitochondrien transportiert. Dafür tragen die Proteine eine 20 - 80 Amino-

säure lange Präsequenz am N-Terminus, die ein Signalpeptid enthält und für den Transport des 

Proteins in die Mitochondrien essentiell ist. Die Signalpeptide haben keine Konsensus-Sequenz, 

allerdings gibt es bestimmte einheitliche Motive in der Primär- und Sekundärstruktur der Präse-

quenzen. Sie besitzen normalerweise einen hohen Anteil basischer, hydrophober und hydroxylier-

ter Aminosäuren [von Heijne et al. 1989] und bilden in der Regel eine amphipatische α-Helix mit 

einer positiv geladenen und einer hydrophoben Seite [Neupert 1997]. Proteine mit einem mito-

chondrialen Signalpeptid werden im Zytoplasma von Chaperonen gebunden, um die Struktur zu 

stabilisieren und den Kontakt zu den Translokationskomplexen zu vermitteln. Das Proteintrans-

portsystem der äußeren mitochondrialen Membran ist der TOM-Komplex, der als Rezeptor für die 

Signalpeptide dient und die Translokationspore für die Proteine bildet. Im Intermembranraum bin-

det die Präsequenz an die Translokationskomplexe der inneren mitochondrialen Membran (TIM-

Komplex) [Truscott et al. 2003]. Die Translokation über die innere Membran ist energieabhängig. 

Zum einen wirken die elektrostatischen Kräfte des Membranpotentials, das auf der Innenseite nega-

tiv ist, auf die positiv geladene Präsequenz [Martin et al. 1991]. Zum anderen wird die Präsequenz, 

sobald sie in die Matrix gelangt, von dem Chaperon mtHSP70 gebunden. Durch Hydrolyse von 
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ATP wird im mtHSP70 eine Konformationsänderung ausgelöst, die dabei hilft, das Protein durch 

die Translokationspore zu ziehen [Voisine et al. 1999]. Nach dem Transport werden die amino-

terminalen Präsequenzen von Zink-abhängigen Metalloendopeptidasen prozessiert [Gakh et al. 

2002] (Abbildung 2.6).  

 

Abbildung 2.6: Import von Proteinen aus dem Zytosol in die mitochondriale Matrix. Die neu synthetisierten 
Proteine binden im Zytosol an Chaperone (1) und die aminoterminale Signalsequenz wird von Importrezeptoren 
in der äußeren Mitochondrienmembran erkannt (2), die gleichzeitig auch die Transportpore bilden (3). Der ener-
gieabhängige Transport über die innere Membran wird zum einen von dem elektrochemischen Gradienten ange-
trieben und andererseits von ATP-abhängigen Chaperonen in der Matrix (4 + 5). Nach dem Transport wird die 
Signalsequenz von Metalloproteasen prozessiert (6). [Abbildung entnommen aus „Molecular Cell Biology, 5th 
Edition“, Lodish et al.] 
 

 

2.2.1 Mitochondriopathien 

Mitochondriopathien (MCP) sind Erkrankungen mit Störungen in folgenden Stoffwechselwegen: 

im Bereich des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes, im Zitratzyklus, in der Atmungskette, der 

ATP-Synthase sowie den zahlreichen mitochondrialen Transportsystemen. MCPs haben eine Prä-

valenz von 1:25.000 [Finsterer 2004] und können ein großes Spektrum klinischer Phänotypen ver-

ursachen, verschiedene Organe betreffen und zu jedem Zeitpunkt in der Entwicklung auftreten, von 

der frühen Embryogenese bis ins hohe Alter [Leonard and Sschapira 2000; Wolf and Smeitnik 



Einführung 15

2002] (Tabelle 2.2). Da die Hauptaufgabe der Mitochondrien die ATP-Erzeugung ist, sind beson-

ders energieabhängige Organe wie Muskeln, Herz, Gehirn und Leber betroffen. Daher sind bei 

vielen Patienten neuromuskläre Störungen zu beobachten [Wolf and Smeitink 2004].  

 

Neurologische Migräne, Schlaganfall, Epilepsie, Demenz, Myopathie, periphere Neuropa-
thie (Ataxie), Sprachstörungen, zentrale Hörstörungen 

Gastro-Intestinale Verstopfung, Reizdarm, Erbrechen, Schluckstörungen 

Kardiale Herzinsuffizienz, Kardiomyopathie, Reizleitungsstörungen, biventrikuläre 
Hypertrophie 

Respiratorische Atembeschwerden, Hypoventilation, Pneumonie, Apnoe 

Endokrinologische Diabetes mellitus, Schilddrüsenstörungen, Defekte der Eierstöcke, Störun-
gen der Nebenniere, Kleinwüchsigkeit 

Hämatologische Anämie 

Renale Nierenversagen 

Hepatische Leberversagen 

Ophthalmologishche Optikusatrophie, Linsentrübung, Lähmung der Augenmuskeln 

Tabelle 2.2: Häufige Symptome von Mitochondriopathien. [entnommen und modifiziert aus Mitochondriopa-
ties“, J. Finsterer, 2004] 
 

MCPs haben häufig eine genetische Ursache und werden entweder als primäre MCPs bezeichnet, 

wenn die pathogene Mutation im mitochondrialen Genom lokalisiert ist, oder aber bei Mutationen 

im Kerngenom als sekundäre MCPs. Zusätzlich zu den genetischen Unterschieden werden MCPs 

anhand biochemischer oder klinischer Kriterien klassifiziert. Bei den biochemischen Kriterien wer-

den Defekte im mitochondrialen Transport, Defekte des Zitratzyklus, Defekte der Atmungskette 

oder der oxidativen Phosphorylierung unterschieden. Die klinischen Kriterien werden unterteilt in 

Krankheiten, die nur ein Organ betreffen oder bei denen mehrere Organsysteme beeinträchtigt sind 

[Finsterer 2004]. 

Zu den ersten Syndromen, die auf Mutationen im mitochondrialen Genom zurück geführt wurden, 

zählten das Kearns-Sayre-Syndrom (KSS) und die Lebersche hereditäre Optikusneuroretinopathie 

(LHON), eine spezielle Form der Sehnervschädigung [Wallace et al. 1988]. KSS ist charakterisiert 

durch Defekte in der Augenentwicklung, einer Degeneration des zentralen Nervensystems und 

Reizleitungsstörungen im Herzen. Ausgelöst wird das KSS durch große Deletionen in der mito-

chondrialen DNA [Schapira and Cock 1999].  
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Da aber ein Großteil der mitochondrialen Proteine im Kerngenom kodiert ist, ist es nicht verwun-

derlich, dass bis heute schon mehr als 30 nukleäre Gene bekannt sind, die mitochondriale Krank-

heiten verursachen. Zu den MCPs, die auf Mutationen in nukleären Genen zurückzuführen sind, 

gehört u.a. das Leigh-Syndrom. Das Leigh-Syndrom ist eine schon früh in der Kindheit auftretende 

neurodegenerative Erkrankung, die u.a. charakterisiert ist durch Muskelschwäche, Hypotonie, Au-

gensymptome und Atemstörungen. Rutledge et al. konnten 1981 nachweisen, dass bei vielen Pati-

enten zusätzlich noch eine hypertrophe Kardiomyopathie diagnostiziert werden kann. Das Leigh-

Syndrom wird durch Mutationen in nukleären Genen verursacht, die eine wichtige Rolle im Ener-

giemetabolismus, der oxidativen Phosphorylierung und ATP-Produktion spielen. Mutationen fin-

den sich in Genen, die für die Komplexe der Atmungskette kodieren oder im Pyruvat-

Dehydrogenase-Komplex.  

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Mausmodellen generiert, um humane mitochondriale 

Krankheiten nachzuahmen, das Verständnis von deren Pathogenese zu verbessern und um mögli-

che therapeutische Ansätze zu finden [Wallace 2001]. Die genetische Inaktivierung des mitochon-

drialen Transkriptionsfaktors (Tfam) im Herzen, der für die Replikation der mtDNA essentiell ist, 

war neonatal letal, ausgelöst durch dilatative Kardiomyopathie [Wang et al. 1999]. Auch Mäuse 

mit einer Defizienz im Gen für Mn-Superoxid-Dismutase (MnSOD), die für die Vernichtung von 

Sauerstoffradikalen in den Mitochondrien wichtig ist, starben innerhalb der ersten Tage nach der 

Geburt an dilatativer Kardiomyopathie [Li et al. 1995]. Die genetische Inaktivierung des Adenin-

Nukleotid-Austauschers (Ant1) bewirkte eine Inhibierung der Atmungskette und eine damit ver-

bundene Abnahme an ATP sowie eine gesteigerte Produktion gefährlicher Sauerstoffradikale und 

resultierte in der Entwicklung einer hypertrophen Kardiomyopathie [Graham et al. 1997].  

 

 

2.3 Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (DLD) 

Das Gen für Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (DLD) umfasst 14 Exons, die sich über etwa 20 kb 

auf Chromosom 7q31.1 erstrecken. Die mRNA, bestehend aus 1527 bp, kodiert für ein etwa 55 

kDa großes Protein [Feigenbaum and Robinson 1993]. Die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (EC 

1.8.1.4) gehört zur Familie der Pyridin-Nukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen. In der aktiven Form 

bildet die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase ein Homodimer mit jeweils einem reaktiven Disulfid 

und einem kovalent gebundenen Flavin als Kofaktor [Toyoda et al. 1998]. In Eukaryonten ist die 

Dihydrolipoamid-Dehydrogenase an vier verschiedenen Multienzymkomplexen beteiligt – dem 

Glycin-Abbau-System (GCS) und drei α-Ketosäure-Dehydrogenase-Komplexen: dem Pyruvat-
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Dehydrogenase-Komplex (PDC), dem α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (KDC) und dem 

Branched-Chain α-Ketosäure-Dehydrogenase-Komplex (BCKDC). Alle vier Komplexe sind in der 

mitochondrialen Matrix lokalisiert, assoziiert mit der inneren Mitochondrienmembran. Die Kom-

plexe bestehen aus jeweils drei katalytischen Komponenten: der α-Ketosäure-Dehydrogenase (E1), 

der Dihydrolipoamid-Acyltransferase (E2) und der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) (Abbil-

dung 2.7 A). Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex besteht aus einem Kern von 60 E2-Proteinen, 

auf dem sich dann 30 E1-Dimere und 6 E3-Dimere zusammensetzen [Robinson 2001]. Die E1-

Komponente katalysiert die Dekarboxylierung des jeweiligen Substrates und überträgt dabei eine 

Acetylgruppe auf die kovalent an E2 gebundene Lipoylgruppe. Die E2-Komponente überträgt die 

Acetylgruppe auf Coenzym A bei gleichzeitiger Reduktion der Liponsäure. Die Reoxidation der 

Liponsäure erfolgt im letzten Schritt durch E3, wobei die Elektronen auf NAD+ übertragen werden 

(Abbildung 2.7 B). Zwei der vier Multienzymkomplexe katalysieren Reaktionen bei der Oxidation 

von Aminosäuren, Fettsäuren und Kohlenhydraten. PDC katalysiert die Dekarboxylierung von 

Pyruvat und das dabei entstehende Produkt Acetyl-Coenzym A dient dann als Ausgangsprodukt für 

den Zitratzyklus. KDC katalysiert im Zitratzyklus die Dekarboxylierung von α-Ketoglutarat zu 

Succinyl-CoA. Die beiden anderen Komplexe, in denen die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase aktiv 

ist, katalysieren wichtige Schritte im Katabolismus spezieller Aminosäuren. Der BCKDC kataly-

siert einen irreversiblen Schritt im Metabolismus von Leucin, Isoleucin und Valin und das GCS ist 

in die Synthese und Degradation von Glycin involviert [Patel and Harris 1995].  

 

 

Abbildung 2.7: A: Modell des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes (PDC). Die Transacetylase (E2) ist orange 
dargestellt, die Pyruvat-Dehydrogenase (E1) rosafarben und die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E2) grün. B: 
Der PDC katalysiert die Dekarboxylierung des Pyruvats und überträgt die Acetyl-Gruppe auf CoenzymA. Dabei 
werden Elektronen auf NAD+ übertragen. [Abbildung entnommen aus „Molecular Cell Biology 4th ed (2000)”, 
Lodish et al.] 
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Da E3 an wichtigen enzymatischen Reaktionen des Energie- und Aminosäuremetabolismus betei-

ligt ist, wirken sich Mutationen in dem Enzym schädlich auf den Organismus aus. Mäuse, denen 

das DLD-Gen fehlt (DLD-/-), sterben schon vor der Geburt; allerdings erscheinen heterozygote 

Mäuse mit einem normalen Wildtyp-Allel (DLD+/-) phänotypisch normal [Johnson et al. 1997].  

 

Mutation Enzym- 
aktivität Lokalisation Klinischer Phänotyp Kommentar Referenz 

K37E 6% FAD-Bindungs 
Domäne 

MSUD, neurologische De-
fekte 

Compound Heterozygotie 
mit P453L 

Liu et al. 
1993 

I47T  FAD-Bindungs 
Domäne 

Encephalopathie, Micro-
cephalie, Laktatazidose 

Compound Heterozygotie 
mit G229C oder E375K 

Cameron et al. 
2006 

105InsA 14% Stop-Codon im 
Signalpeptid 

MSUD, Entwicklungsstö-
rung, Hypotonie, Azidose 

Compound Heterozygotie 
mit R460G 

Hong et al. 
1996 

G229C 9-21% Dimerisation 
MSUD, Encephalopathy, 
Neurologisch Schäden, 

Muskelhypotonie 

Homozygot oder Com-
pound Heterozygotie mit 

105InsA 

Shaag et al. 
1999 

M361V 5% FAD-Bindungs 
Domäne 

MSUD, Hypotonie, Laktata-
zidose 

Compound Heterozygotie 
mit E375K 

Cerna et al. 
2001 

E375K 5% FAD-Bindungs 
Domäne 

MSUD, Hypotonie, Laktata-
zidose 

Compound Heterozygotie 
mit M361V 

Cerna et al. 
2001 

I393T 29% Dimerisation Leigh-Syndrom Compound Heterozygotie 
mit IVS9+1G-A 

Grafakou et al. 
2003 

P453L 6% Aktives Zen-
trum 

MSUD, neurologische De-
fekte 

Compound Heterozygotie 
mit K37E 

Liu et al. 
1993 

R460G 14% Dimerisation MSUD, Entwicklungsstö-
rung, Hypotonie, Azidose 

Compound Heterozygotie 
mit 105InsA 

Hong et al. 
1996 

D479V 7-15% Dimerisation Neurologische Schäden homozygot Odievre et al. 
2005 

R482G 20% Dimerisation Cortical Atrophy, Hypotonie, 
HCM homozygot Odievre et al. 

2005 

IVS9+1G-
A 29%  Leigh-Syndrom Compound Heterozygotie 

mit I393T 
Grafakou et al. 

2003 

Tabelle 2.3: Pathogene Mutationen im Gen DLD; MSUD = maple syrup urine disease; HCM = hypertrophe Kar-
diomyopathie 
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Bisher sind mehrere Mutationen im DLD-Gen beim Menschen bekannt, die in einer E3-Defizienz 

resultieren (Tabelle 2.3). Bei allen bisher bekannten Fällen tragen beide Allele eine Mutation im 

DLD. Klinisch ist eine E3-Defizienz durch eine Vielzahl verschiedener Phänotypen gekennzeich-

net. Die meisten Patienten entwickeln schon kurz nach der Geburt erste neurologische Defekte wie 

Mikrocephalie und Leigh-Syndrom, die dann in ihrem Verlauf zu geistigen Behinderungen, Ataxie, 

Muskelhypotonie und Laktatazidose führen können. Begleitet werden diese Symptome in der Re-

gel durch einen erhöhten Plasmaspiegel an Pyruvat sowie eine erhöhte Konzentration von α-

Ketonsäuren im Urin. Es wurden aber auch Patienten beschrieben, bei denen kein erhöhter Pyru-

vatspiegel und keine gesteigerte Ausscheidung von α-Ketonsäuren nachweisbar war [Odievre et al. 

2005]. Selten manifestiert sich die Krankheit erst später im Leben und ist dann häufig mit Leber-

versagen und Myoglobinuria assoziiert. Soweit bisher bekannt ist die E3-Defizienz eine rezessive 

Erkrankung. In den häufigsten Fällen sind die beiden Allele von zwei verschiedenen pathogenen 

Mutationen betroffen (Compound Heterozygotie) und es ist noch eine geringe Enzymaktivität 

nachweisbar. Interessanterweise sind auch Patienten mit einer E3-Defizienz beschrieben worden, in 

denen keine Verminderung der Aktivität des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes nachweisbar war 

[Cameron et al. 2006]. 

 

 

2.4 A-Typ Lamine 

Lamine gehören zur Familie der Intermediärfilament-Proteine und sind Hauptbestandteil der Lami-

na, einem unterhalb der inneren Kernmembran liegenden Netzwerk aus Proteinen (Abbildung 2.8). 

Es gibt zwei Typen von Laminen: die A- und B-Typ Lamine. Die vier A-Typ Proteine – Lamin A, 

C, Aδ10 und C2 – entstehen durch alternatives Spleißen von einem einzigen Gens. Das Lamin 

A/C-Gen (LMNA) ist auf dem langen Arm von Chromosom 1 lokalisiert (1q21.2) [Wydner et al. 

1996], umfasst 12 Exons und erstreckt sich über 24 kb [Lin und Worman 1993]. Die Expression 

der A-Typ Lamine ist entwicklungsabhängig und beschränkt sich größtenteils auf bereits differen-

zierte und nicht mehr proliferierende Zellen [Broers et al. 1997]. 

Die Lamina dient als mechanische Stütze für den Nukleus und erfüllt multiple funktionelle Aufga-

ben. Lamine interagieren mit vielen Proteinen der inneren Kernmembran (INM), wie z.B. mit Eme-

rin [Clemens et al. 2000] und den Lamina-assoziierten Proteinen (LAP) [Chu et al. 1998], wodurch 

sie eine wichtige Rolle bei deren Lokalisation spielen. In Lamin-defizienten Zellen konnte eine 

Fehlverteilung der Kernporen beobachtet werden [Lenz et al. 1997] und durch eine zunehmende 

Änderung der Zellkernmorphologie kann auch der Import einzelner Kernproteine beeinträchtigt 
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werden [Nikolova et al. 2004]. Darüber hinaus können Lamine spezifische DNA-Sequenzen [Lude-

rus et al. 1994] oder Chromatin-assoziierte Proteine wie Histone binden [Taniura et al. 1995] und 

wirken an der Organisation des Chromatins mit. Da die Chromatin-Organisation Einfluss auf die 

Genexpression hat, könnte die Regulation spezifischer Gene von der Lamina abhängig sein [Spann 

et al. 2002]. Lamina-Proteine könnten auch die DNA-Replikation beeinflussen. Die Expression 

mutierter Lamine führt zu einer Reorganisation der endogenen Laminstrukturen und inhibiert die 

DNA-Replikation [Moir et al. 2000]. Außerdem interagiert die Lamina mit dem muskelspezifi-

schen Intermediärfilament Desmin. In Kardiomyozyten von LMNA-defizienten Mäusen lässt sich 

eine Disorganisation des Desminnetzwerkes beobachten und damit auch eine Destabilisierung der 

Myofibrillen. [Nikolova et al. 2004]. 

 

 

Abbildung 2.8: Lokalisation und Interaktionspartner der Lamine. Lamine binden direkt an die Lamina-
assoziierten Proteine (LBR, LAP2, Emerin, MAN1, Nesprins-1 and -2), aber auch an Histone und DNA. [Ab-
bildung entnommen aus “Nuclear Lamins: Laminopathies and Their Role in Premature Ageing”, Broers et al.] 
 

Träger pathogener Mutationen im LMNA sind charakterisiert durch eine extrem variabele Ausprä-

gung klinischer Phänotypen, die unter dem Begriff der Laminopathien zusammengefasst werden. 

Diese Krankheiten können den Skelettmuskel oder die Herzmuskulatur betreffen. Dazu zählen die 

Emery-Dreifuss Muskeldystrophie (EDMD, OMIM 181350), die Gliedergürtel-Muskeldystrophie 

(LGMD-1B, OMIM 159001) und die dilatative Kardiomyopathie mit Reizleitungsstörungen 

(DCM-CD, OMIM 115200). Zwei weitere Krankheitsbilder sind die Dunnigan`s familiäre Lipody-

strophie (FPLD, 151660) und die Mandibuloakral Dysplasie (MAD, OMIM 248370), die charakte-

risiert sind durch eine Fehlverteilung von Fettgewebe. Auch eine Neuropathie, das Charcot-Marie-
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Tooth Syndrom (CMT2B1, OMIM 605588), bei der die peripheren Nerven geschädigt sind und es 

zu einem Abbau der betroffenen Muskulatur kommt, sowie die Hutchinson-Gilford Progerie 

(OMIM 176670), eine Krankheit, die vorzeitiges Altern verursacht und die zum Tod durch Herzin-

farkt oder Schlaganfall führt, wurden mit Mutationen im LMNA assoziiert. Interessanterweise gibt 

es Überlappungen der Phänotypen zwischen den verschiedenen Laminopathien. Bei einem Großteil 

der Patienten mit Skelettmuskelschwäche entwickeln sich zusätzlich kardiale Anomalien wie Reiz-

leitungsstörungen, Arrhythmien und DCM. Die Dilatative Kardiomyopathie ist in Trägern von 

LMNA-Mutationen auch mit Lipodystrophie und Neuropathien assoziiert [Sylvius and Tesson 

2006]. 

Die erste pathogene LMNA-Mutation wurde in Zusammenhang mit der autosomal-dominanten 

Form der Emery-Dreifuss Muskeldystrophie beschrieben [Bonne et al. 1999], die durch Verkür-

zungen der Nacken-, Ellbogen- und Achillessehnen sowie Reizleitungsstörungen im Herzen cha-

rakterisiert ist. Bisher wurden annährend 200 Mutationen im Gen für Lamin A/C identifiziert [Syl-

vius and Tesson 2006]. Die meisten der beschriebenen autosomal-dominanten LMNA-Mutationen 

sind Missense-Mutationen. Es wird angenommen, dass die mutierten Proteine exprimiert werden 

und über einen dominant-negativen Mechanismus wirken. Das bedeutet, dass die mutierten Protei-

ne in die Lamina integriert werden, wodurch die Struktur der Lamina gestört oder die Interaktionen 

der Lamina mit anderen Proteinen beeinträchtigt werden könnten. Ein geringer Teil der LMNA-

Mutationen sind Nonsense-Mutationen oder Frameshift-Mutationen, die zur Insertion eines vorzei-

tigen Stop-Codons führen. Es wird diskutiert, ob diese Mutationen exprimiert werden und dann 

über einen dominant-negativen Mechanismus wirken. Allerdings gibt es auch Hinweise darauf, 

dass Transkripte mit einem vorzeitigen Stop-Codon erkannt und abgebaut werden [Muchir et al. 

2003].  

Korrelationen zwischen dem Ort der Mutation innerhalb des Gens und der klinischen Ausprägung 

– Genotyp-Phänotyp-Korrelationen – konnten bislang nicht hergestellt werden. Es gibt verschiede-

ne Hypothesen, die versuchen, die Mechanismen der Pathogenese von LMNA-Mutationen zu be-

schreiben und zu erklären, wie sich verschiedene Krankheitsbilder durch Mutationen in nur einem 

Gen entwickeln können. Erstens könnten mutierte Lamine durch abnormale Interaktionen mit an-

deren Proteinen der Lamina oder der INM strukturelle Veränderungen der Lamina begünstigen, 

wodurch die Stabilität der INM geschwächt werden könnte. Die Schwächung könnte besonders in 

Zellen mit hoher mechanischer Beanspruchung, wie z.B. in Kardiomyozyten oder im Skelettmus-

kel, zur Zerstörung des Nukleus und nachfolgend zur Apoptose führen. Unterstützt wird diese The-

se durch die Beobachtung, dass in Fibroblasten von Patienten mit LMNA-Mutationen Nuklei mit 

unnormaler Morphologie beschrieben wurden [Favreau et al. 2003]. Zweitens könnte eine beein-

trächtigte Interaktion der Lamine mit Chromosomen und Transkriptionsregulatoren, wie z.B. dem 
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Retinoblastoma-Protein [Ozaki et al. 1994] oder SREBP1 [Lloyd et al. 2002], Einfluss auf die zell-

typ-spezifische Genexpression haben. Das Retinoblastoma-Protein greift in die Differenzierung 

von Muskel-Stammzellen ein, während SREBP1 für die Aktivierung von Genen, die im Lipidme-

tabolismus involviert sind, benötigt wird. So könnten verschiedene LMNA-Mutationen die Expres-

sion unterschiedlicher gewebsspezifischer Gene regulieren. Zusammen mit anderen individuellen 

Faktoren der Genexpression wäre dies auch eine mögliche Erklärung, warum durch eine einzige 

Mutation verschiedene Gewebe betroffen sein können [Sylvius et al. 2005]. Drittens wird über eine 

Störung der Verbindung zwischen Lamina und Zytoskelettproteinen (Desminfilamente) spekuliert, 

resultierend in einer Degeneration des Desminnetzwerkes. Desminfilamente verbinden die Z-

Scheiben der Sarkomere sowohl mit dem Sarkolemma als auch der Kernmembran. Wird die Ver-

ankerung der Desminfilamente an die Kernmembran geschwächt, könnte dies eine Desorganisation 

der Myofibrillen und damit eine mangelhafte Kraftübertragung in den Kardiomyozyten zur Folge 

haben [Nikolova et al. 2004] [Broers et al. 2004].  

Mittlerweile wurde eine Reihe von Tiermodellen generiert mit dem Ziel, die molekularen Patho-

mechanismen von LMNA-Mutationen zu erklären. LMNA-defiziente Mäuse (LMNA-/-) sind bei 

Geburt von Wildtyp-Mäusen nicht zu unterscheiden, entwickeln aber nach zwei bis drei Wochen 

einen Phänotyp, der dem einer Emery-Dreifuss Muskeldystrophie ähnlich ist, gefolgt von einer 

dilatativen Kardiomyopathie mit Reizleitungsstörungen. Fibroblasten von LMNA-/- Mäusen zeigen 

Abnormalitäten der Kernmembran, ähnlich denen in Fibroblasten von FPLD-Patienten [Vigouroux 

et al. 2001]. Interessanterweise zeigen heterozygote Mäuse zu Beginn keine auffälligen Verände-

rungen [Sullivan et al. 1999]. Gezielte Inaktivierung der Metalloprotease Zmpste24, die in die Pro-

zessierung des C-terminalen Endes von Lamin A involviert ist, führt bei Mäusen zur Entwicklung 

von Muskeldystrophie und dilatativer Kardiomyopathie [Pendas et al. 2002]. 

 

 

2.5 Kopplungsanalyse 

Die somatischen Zellen des Menschen sind diploid. Die Keimzellen der Eltern dürfen allerdings 

nur einen haploiden Chromosomensatz aufweisen, da sich der Chromosomensatz sonst in jeder 

Generation verdoppeln würde. Während der Reifung der Gameten muss der Chromosomensatz also 

halbiert werden. Diese als Meiose bezeichnete Reduktionsteilung beginnt mit der Paarung der ho-

mologen Chromosomen. Dabei bilden die jeweiligen mütterlichen und väterlichen Homologe 

Überkreuzungsstrukturen (Crossover), die den Austausch von genetischem Material ermöglichen. 

Die dadurch entstehenden neuen Allelkombinationen tragen erheblich zur genetischen Variabilität 
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der Spezies bei. Rekombinationen treten mit einer Regelmäßigkeit auf, die wenigstens zwei Cros-

sover-Ereignisse pro Chromosom und Meiose garantiert. 

Nach den mendelschen Regeln werden Allele auf verschiedenen Chromosomen mit einer Wahr-

scheinlichkeit von 50 % zusammen vererbt. Dagegen werden Allele, die auf einem Chromosom 

liegen, häufig zusammen vererbt (Genkopplung). Allerdings können durch die auftretenden Re-

kombinationsereignisse auch Allele eines Chromosoms unabhängig voneinander vererbt werden. 

Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Allele auf demselben Chromosom gemeinsam vererbt werden, 

steht in Relation zu ihrem Abstand. Je geringer die physikalische Distanz zwischen zwei Allelen 

auf einem Chromosom, desto unwahrscheinlicher ist die Trennung durch ein Rekombinations-

ereignis. Die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Rekombinationsereignis zwischen zwei gegebenen 

Allelen stattfindet, wird als Rekombinationsfraktion θ bezeichnet. Die Werte für die Rekombina-

tionsfraktion variieren zwischen θ = 0 für dicht benachbarte Allele, die nur zusammen vererbt wer-

den, und θ = 0,5 für Allele, die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Die Rekombina-

tionsfraktion wird zur Bestimmung genetischer Distanzen und zur Erstellung der linearen Anord-

nung von genetischen Loci auf einem Chromosom herangezogen. Nach der Definition von Morgan 

entspricht eine Rekombinationsfraktion von 1 % der genetischen Distanz von 1 Zentimorgan (cM).  

Ein Ziel der Kopplungsanalyse ist die Kartierung eines Locus, der mit einem speziellen phänotypi-

schen Merkmal segregiert. Dies ermöglicht die Eingrenzung eines krankheitsverursachenden Gens 

auf einen bestimmten chromosomalen Abschnitt. Als genetische Marker für die Kopplungsanalyse 

werden bevorzugt polymorphe Mikrosatelliten verwendet. Mikrosatelliten sind Folgen repetitiver 

Sequenzeinheiten, bestehend aus zwei bis vier Basenpaaren. Aufgrund ihrer gleichmäßigen Vertei-

lung über das gesamte Genom [Tautz 1989] und ihrer Heterozygotie haben Mikrosatelliten einen 

hohen Informationsgehalt für die Kopplungsanalyse [Weber und Wong 1993]. Die Heterozygotie 

der Mikrosatellitenmarker variiert abhängig von der Länge und Basenzusammensetzung der Wie-

derholungseinheit [Chakraborty et al. 1997], der Anzahl der Wiederholungseinheiten [Wierdl et al. 

1997] und der Genauigkeit der Wiederholungen [Petes et al. 1997]. 

Für die statistische Auswertung der Kopplungsanalyse werden informative Meiosen benötigt, d.h. 

dass die Allele des Kindes eindeutig dem jeweiligen Elternteil zuzuordnen sind. Da dies aber nicht 

in jedem Fall gegeben ist, wird für die Gesamtheit aller Familienmitglieder einerseits die Wahr-

scheinlichkeit L(θ) berechnet, mit der ein gegebener Genotyp mit der Krankheit gekoppelt ist, und 

andererseits die Wahrscheinlichkeit L(0,5), dass keine Kopplung zwischen Marker und dem beo-

bachteten Genotyp besteht. Das Verhältnis dieser beiden Wahrscheinlichkeiten drückt die Chance 

für eine Kopplung aus (odds of linkage).  
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Der Wert des Quotienten, gewöhnlich als Logarithmus angegeben, wird als LOD-Score (logarithm 

of the odds) bezeichnet. 

Z(θ) = log10 L(θ)/L(0,5) 
 

Bei autosomal dominanten Erbgängen wird allgemein ein LOD-Score ≥ 3 als Evidenz für eine 

Kopplung gewertet, bei einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 %. Das entspricht einer Wahrschein-

lichkeit von 1.000:1, dass ein Marker mit der Krankheit zusammen vererbt wird. Für einen LOD-

Score ≤ -2 kann Kopplung ausgeschlossen werden [Ott 1999]. 

 

 

2.6 Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) 

In eukaryontischen Zellen durchlaufen die primären mRNA-Transkripte eine Reihe von Prozessie-

rungsschritten, bevor sie in Proteine translatiert werden. Kontrolliert werden diese Schritte durch 

den Prozess der mRNA-Überwachung. Dieser Prozess sortiert unter anderem Transkripte aus, die 

noch Introns enthalten, bei denen Exons fälschlicherweise herausgespleißt wurden oder Transkripte 

mit fehlerhaften regulatorischen Elementen in der 5`-UTR und der 3`-UTR. Ein weiterer wichtiger 

Aspekt der mRNA-Überwachung ist die Erkennung vorzeitiger Stop-Codons (PTC) und der Abbau 

der entsprechenden mRNA (nonsense-mediated mRNA decay – NMD; Abbildung 2.9).  

Im Nukleus binden Cap-bindende Proteine (CBP80 und CBP20) an das 5`-Ende der Prä-mRNA 

und an das 3`-Ende Poly(A)-bindende Proteine (PABP2) [Maquat 2004]. Bei der Prozessierung der 

Prä-mRNA werden die Introns entfernt und gleichzeitig initiieren die Spleißosomen 20-24 Nukleo-

tide stromaufwärts der Exon-Exon Grenze die Anlagerung eines Proteinkomplexes (exon junction 

complex – EJC) [Le Hir et al. 2000]. Der resultierende Komplex aus mRNA und Ribonukleopro-

teinen (mRNP) wird aus dem Nukleus in das Zytoplasma transportiert und bindet Translationsini-

tiationsfaktoren, wodurch die Ribosomen rekrutiert werden, die die erste Translationsrunde initiie-

ren [Ishigaki et al. 2001]. Ist die mRNA funktionsfähig und kodiert kein PTC, kommt es zu einer 

Umgestaltung des mRNPs, so dass letztendlich ein stabiler Translations-Komplex entsteht [Lejeune 

et al. 2002]. Dagegen wird der NMD initiiert, wenn das Ribosom während der ersten Runde der 

Translation ein PTC erreicht, das mindestens 50-55 Nukleotide stromaufwärts der letzten Exon-

Exon Grenze kodiert ist, so dass während der ersten Runde der Translation nicht alle gebildeten 

EJCs durch die Ribosomen entfernt werden [Nagy and Maquat 1998]. Der NMD auslösende Me-

chanismus bleibt noch zu identifizieren. Allerdings kommt es zur Assoziation der NMD-Faktoren 

Upf1, Upf2 und Upf3, die für den NMD essentiell sind, mit dem Translationskomplex [Le Hir et al. 
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2001]. Die Bindung der NMD-Faktoren stimuliert die Hydrolyse der Peptidkette und fördert die 

Dissoziation der ribosomalen Untereinheiten [Amrani et al. 2006]. Die Degradation der mRNA 

erfolgt vom 5`-Ende her durch Entfernung der Cap-Struktur, gefolgt von einem Exonuklease-

Abbau in 5`-3`-Richtung als auch vom 3`-Ende her durch Abbau des Poly(A)-Schwanzes, gefolgt 

einem Exonuklease-Abbau in 3`-5`-Richtung [Lejeune et al. 2003]. 

 

 
 

Abbildung 2.9: Nonsense-mediated mRNA decay (NMD). Der Speißvorgang platziert Proteinkomplexe (EJC) 20-
22 nt stromaufwärts der Exon-Exon Grenzen. Während der ersten Runde der Translation entfernen die Ribosomen 
alle EJCs von der mRNA und es entsteht ein stabiler Translationskomplex. Können nicht alle EJCs entfernt wer-
den, weil die Translation an einem vorzeitigen Stop-Codon (PTC) inhibiert wird, führt dies zur Degradation der 
fehlerhaften mRNA. [Abbildung modifiziert nach Nonsense-mediated mRNA decay: terminating erroneous gene 
expression, Baker and Parker 2004.] 

 

Eine der ersten bekannten genetischen Erkrankungen, bei der NMD durch den Abbau mutierter 

Transkripte die Ausprägung des Phänotyps beeinflusst, war eine rezessive Variante der β-

Thalassämie. Die Krankheit wird durch Mutationen im Gen für β-Globin verursacht. Patienten mit 

PTCs in den ersten beiden Exons dieses Gens sind klinisch asymptomatisch, und es sind kaum 

Transkripte vom mutierten Allel nachweisbar [Baserga and Benz 1988]. Dagegen entwickeln Pati-

enten mit PTCs im letzten Exon des β-Globin Gens einen ausgeprägteren Phänotyp, da die 

Transkripten des mutierten Allels nicht mehr vom NMD erkannt werden können. Es kommt zur 

Expression trunkierter Proteine, die mit den normalen funktionsfähigen Proteinen des Wildtyp-

Allels interferieren.  
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3 Methoden 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

3.1.1 DNA-Isolation 

Zur Isolation genomischer DNA wurden Leukozyten aus 10 ml Vollblut isoliert, in 1 ml Lysispuf-

fer mit 5 µl Proteinase K (100 mg/ml) resuspendiert und 3 h bei 50°C verdaut. Um die Proteine von 

der DNA zu trennen, wurde die Lösung mit dem gleichen Volumen eines Gemisches aus Phe-

nol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und gründlich gemischt. Ein Zentrifugati-

onsschritt für 15 min bei 1.500 g führte zur Trennung in eine untere organische Phase und eine 

obere wässrige Phase. Die Proteine sammelten sich in der Interphase. Die obere wässrige Phase mit 

den gelösten Nukleinsäuren wurde vorsichtig abgenommen und mit einem gleichen Volumen Chlo-

roform gemischt, um Phenolreste zu entfernen. Durch einen erneuten Zentrifugationsschritt für 15 

min bei 1.500 g wurde die wässrige und organische Phase abermals getrennt. Die Fällung der DNA 

erfolgte durch Zugabe von 0,1 Volumen Natriumacetat (3 M; pH 5,2) und zwei Volumen 100 % 

Ethanol zur oberen wässrigen Phase. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, 10 

min bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in H2O resuspendiert. Die DNA-Lösung 

wurde bei 4°C, oder für längere Perioden bei -20°C, gelagert. 

 
Lysispuffer  10 mM Tris-Cl, pH 8,0 
   0,1 M EDTA, pH 8,0 
   0,5 % (w/v) SDS 
 

 

3.1.2 RNA-Isolation 

Die RNA-Extraktion aus Leukozyten erfolgte mit peqGOLD RNAPure (peqlab), einer einphasigen 

Lösung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat (GTC). GTC ist ein chaotropes Salz und denaturiert 

Proteine, während durch Zugabe von Phenol und Chloroform die Proteine und DNA-Fragmente 

von der RNA getrennt werden.  

5 x 106 Zellen wurden in 500 µl peqGold RNAPure lysiert und 5 min bei Raumtemperatur inku-

biert. Nach der Zugabe von 100 µl Chloroform und einer anschließenden Zentrifugation für 5 min 

bei 12.000 g trennte sich das Homogenat in drei Phasen. Die untere Phenol-Chloroform Phase und 

die Interphase enthielten hauptsächlich Proteine und DNA, während sich die RNA in der oberen 

wässrigen Phase anreicherte. Nach Überführung der wässrigen Phase in ein frisches Gefäß wurde 

die RNA durch Zugabe von 250 µl Isopropanol gefällt und in einem Zentrifugationsschritt für 10 
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min bei 10.000 g präzipitiert. Das RNA-Pellet wurde mit 75 % Ethanol gewaschen, 5 min bei 

Raumtemperatur getrocknet und in 50 µl RNase freiem Wasser resuspendiert. 

 

 

3.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen 

Konzentrationen von Nukleinsäurelösungen wurden durch Messung der optischen Dichte bei einer 

Wellenlänge von 260 nm in dem Spektrophotometer UV-1601 (Shimadzu) bestimmt. Die Nuklein-

säurekonzentration (c) errechnete sich aus der gemessenen OD bei 260 nm (OD260), dem Verdün-

nungsfaktor (V) und einem spezifischen Multiplikationsfaktor (F) für DNA (F = 50) oder RNA (F 

= 40). 

c [µg/ml] = OD260 x V x F [µg/ml] 

Durch eine zusätzliche Bestimmung der OD bei 280 nm erhielt man aus dem Verhältnis der 

OD260nm und der OD280nm eine Aussage über die Verunreinigung der Lösung mit Proteinen. In der 

Regel weisen proteinfreie Nukleinsäurelösungen ein Verhältnis von 1,8 – 2,0 auf.  

 

 

3.1.4 Reverse Transkription 

Die Reverse Transkription ist eine Methode, um von einer RNA cDNA-Kopien herzustellen. Dabei 

hybridisiert zuerst ein Primer an die RNA, den anschließend eine RNA-abhängigen DNA-

Polymerase verlängert. In der Regel werden Oligo-dT- oder Random-Hexamer-Primer verwendet. 

Oligo-dT-Primer binden selektiv an die Poly-A-Schwänze von mRNA, während die zufälligen 

Hexamer-Primer irgendwo an die RNA hybridisieren. 

Für die die cDNA-Synthese wurden 2 µg Gesamt-RNA mit 1 µl Hexamer-Primern (50 ng/µl) und 1 

µl dNTPs (10 mM each) gemischt und für 5 min bei 65°C denaturiert. Anschließend wurden 4 µl 5 

x RT-Puffer (Invitrogen), 1 µl 0,1 M DTT, 1 µl SuperScript III Reverse-Transkriptase (200 U/µl) 

(Invitrogen) und 1 µl RNase-Inhibitor RNaseOUT (40 U/µl) (Invitrogen) dazu pipettiert und die 

Reaktion 10 min bei 25°C inkubiert, um eine Anlagerung der Primer an die RNA zu ermöglichen. 

Die Synthese der cDNA erfolgte bei 50°C für 60 min. Die Reverse-Transkriptase wurde durch eine 

Erwärmung der Reaktion auf 70°C für 15 min inaktiviert.  

 
5 x RT-Puffer 250 mM Tris-HCl, pH 8,3 
  375 mM KCl 
  15 mM MgCl2
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3.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es möglich, selektiv eine DNA-Sequenz spezi-

fischer Länge in vitro zu amplifizieren. Die Verwendung einer Hotstart-Polymerase ermöglicht es, 

die Anzahl unspezifischer Artefakte zu verringern. Die Hotstart-Polymerase ist mit einem Antikör-

per gekoppelt, der die Polymeraseaktivität inhibiert. Beim Erhitzen der Reaktion für 15 min auf 

95°C denaturiert der Antikörper und dissoziiert von der Polymerase. Dies garantiert, dass die Po-

lymerase erst bei einer ausreichend hohen Temperatur aktiv wird, bei der die Primer spezifisch an 

die DNA binden.  

Ein typisches PCR-Programm, dass in einem Thermocycler (Biometra) durchgeführt wurde, be-

stand aus einer initialen Aktivierung der Hotstart-Polymerase für 15 min bei 95°C. Es folgten 35 

Zyklen, bestehend aus jeweils einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und einem 

Elongationsschritt, gefolgt von einem letzten Elongationsschritt für 10 min bei 72°C. Die Annea-

lingtemperatur variierte je nach den verwendeten Primern zwischen 62°C und 55°C. Um eine höhe-

re Spezifität der Reaktion zu garantieren, wurde in einigen Fällen auch eine Touch-Down-PCR 

angewendet. Dabei wurde die Annealingtemperatur, ausgehend von einer hohen Temperatur in den 

ersten 10 Zyklen schrittweise (1°C / 2 Zyklen) gesenkt. Bei der Touch-Down-PCR werden in den 

ersten Zyklen weniger PCR-Produkte gebildet, dafür binden die Primer aber mit einer höheren 

Spezifität. Die Elongationszeit (1 min pro 1 kb) wurde an die Länge des zu erwartenden PCR-

Produktes angepasst.  

 

PCR-Ansatz (20 µl): PCR-Programm  

1 x PCR-Puffer BD 
2,5 mM MgCl2
4 pmol je Primer 
4 nmol dNTPs (Fermentas) 
6 % (v/v) DMSO 
80 ng genomische DNA 
1 U HotFire DNA-Polymerase (Solis Biodyne) 

1. Aktivierung 
 

2. Denaturierung 
3. Annealing 
4. Elongation 
 
 

5. Elongation 

95°C 15 min 
 

95°C 30 sek 
60°C 30 sek 
72°C 1 min/kb 
35 Zyklen: Schritt 2 – 4 
 

72°C 10 min 
 

Primer für die Amplifikation der entsprechenden DNA-Sequenzen wurden unter Verwendung der 

Primer3-Software des Whitehead Instituts1 ausgewählt. Dabei wurde auf folgende Parameter ge-

achtet: die Primerlänge betrug normalerweise 18 - 25 bp, die Primer sollten nicht mehr als vier 

gleiche Basen hintereinander enthalten und die Länge des PCR-Produktes nicht größer als 600 bp 

sein, die Schmelztemperatur der Primer sollte um 60°C liegen, um eine ausreichend hohe Annea-

lingtemperatur zu ermöglichen und die Primer durften nicht miteinander hybridisieren können und 

keine intramolekularen Haarnadelstrukturen bilden. 
                                                 
1 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi)
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10 x PCR-Puffer BD 800 mM Tris-HCl 
   200 mM (NH4)2SO4
   pH 9,4 – 9,5 
 

 

3.1.6 Real-Time-PCR 

Die Real-Time-PCR ermöglicht eine Quantifizierung der in einer Probe enthaltenen Transkripte 

eines Gens. Für eine Real-Time-PCR werden zwei Primer und eine dazwischenliegende Sonde be-

nötigt, die spezifisch mit der gesuchten cDNA-Sequenz hybridisieren. Die Sonde ist am 5`-Ende 

mit einem Fluoreszenzfarbstoff und am 3`-Ende mit einem Quencher markiert, der durch die räum-

liche Nähe die Lichtemission des Fluoreszenzfarbstoffes unterdrückt. Die 5`-Nukleaseaktivität der 

DNA-Polymerase führt zu einer Spaltung der Sonde und bewirkt damit die Trennung von Farbstoff 

und Quencher. Die resultierende Zunahme der Fluoreszenz wird detektiert und ist proportional zum 

gebildeten Produkt und erlaubt die Berechnung der relativen Menge der in der Probe vorhandenen 

cDNA.  

Die Real-Time-PCR wurde mit Hilfe des LightCycler® 2.0 Systems (Roche) durchgeführt. Für jede 

Probe wurde die Reaktion im Triplett angesetzt und der Mittelwert zur Berechung der cDNA Men-

ge herangezogen. 

 

Reaktionsansatz (20 µl): LightCycler-Programm 

1 x Detektionsmix (beinhaltet Primer + Sonde) 
4 mM MgCl2 
100 ng cDNA 
5 U FastStart Taq DNA-Polymerase (Roche) 

1. Aktivierung 
 
2. Denaturierung 
3. Annealing 
4. Elongation 
 

95°C 10 min 
 
95°C 15 sek 
54°C 15 sek 
72°C 15 sek 
45 Zyklen: Schritt 2 - 4 

 

Für die Quantifizierung der cDNA wurde die Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Zu 

Beginn der exponentiellen Phase überschreitet die Fluoreszenz einen festgelegten Detekti-

onsschwellenwert. Der Zyklus, in dem dieser Wert erreicht wurde, war der Schwellenwertzyklus 

(Ct). Die Normalisierung der Transkripte des Gens LMNA (Hs01108897, Applied Biosystems) er-

folgte gegen das ubiquitär exprimierte Kontrollgen ALAS1 (d-Aminolevulinate Synthase, Artnr.: 

3302504, Roche) nach folgender Formel: 

Relative LMNA-Expression = LMNA : ALAS1 = 2 Ct(ALAS1) – Ct(LMNA)

 
Auf diese Weise ließ sich die cDNA-Menge des LMNA-Gens in den Patientenproben direkt mit 

den Kontrollen vergleichen.  
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3.1.7 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese ermöglicht eine schnelle Trennung von DNA-Fragmenten und die 

Bestimmung ihrer Größe sowie deren Quantifizierung.  

Für das Gel wurde Standard-Agarose (Sigma) in 1 x TAE-Puffer aufgekocht und Ethidiumbromid 

(Endkonzentration 0,5 µg/ml) zugegeben. Je nach zu erwartenden Fragmentgrößen wurden Agaro-

sekonzentrationen zwischen 0,8 % für größere Fragmente (> 1 kb) und 2 % für kleinere Fragmente 

(~ 100 bp) verwendet. Die Proben wurden mit 1/6 Volumen Ladepuffer versetzt. Der Ladepuffer 

erhöhte die Dichte der Proben und diente der Kontrolle des Laufverhaltens der Proben. Als Grö-

ßenstandard und zur Bestimmung von DNA-Konzentrationen wurde der 100 bp- oder 1 kb-Marker 

von Fermentas verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 100 Volt in einer 

MINI-SUB-Elektrophoresekammer von BioRad. Die Gele wurden unter UV-Licht mit dem GelJet 

Imager (INTAS, Göttingen) dokumentiert. 

 
6 x Ladepuffer  0,25 % Bromphenol Blau 
   0,25 % Xylen-Cyanol FF 
   15 % Ficoll in Wasser 

50 x TAE  2 M Tris-Acetat 
   0,05 M EDTA 
   auf pH 8,0 mit NaOH 

 
100 bp DNA Marker:  3000bp, 2000bp, 1500bp, 1200bp, 

1000bp, 900bp, 800bp, 700bp, 
600bp, 500bp, 400bp, 300bp, 
200bp, 100bp 

 
 

1 kb DNA Marker 10.000bp, 8000bp, 6000bp, 5000bp, 
4000bp, 3500bp, 3000bp, 2500bp, 
2000bp, 1500bp, 1000bp, 750bp, 
500bp, 250bp 

 
 

 

3.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

DNA-Fragmente wurden mit Anionen-Austauscher-Säulen (Qiagen Gel Extraction Kit) aus Agaro-

segelen isoliert. Die DNA bindet dabei in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an eine Silikat-

Membran, während Agarosereste und andere Verunreinigungen ausgewaschen werden. 

Das gewünschte DNA-Fragment wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in einem 3-fachen 

Volumen Hochsalzpuffer QG bei 50°C vollständig gelöst. Anschließend wurde die Suspension auf 

eine Säule mit Silikat-Membran pipettiert. Die DNA bindet an die Säule, während Verunreinigun-

gen durch Zentrifugation für 1 min bei 12.000 g entfernt werden konnten. Nach einem Wasch-

schritt mit 750 µl PE-Puffer wurde die DNA mit 30 µl H2O von der Membran eluiert. 

 
QG-Puffer 6M Guanidinthiocyanat 
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3.1.9 DNA-Sequenzierung 

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Cycle-Sequencing-Methode, einer Weiterentwicklung 

der enzymatischen Didesoxy-Methode von Sanger et al. (1977). Dabei synthetisierte eine DNA-

Polymerase anhand von DNA-Matrizen (PCR-Produkte) in einer zyklischen, enzymatischen Reak-

tion DNA-Fragmente. Zusätzlich zu den normalen Desoxynukleotiden (dNTP) enthält die Reaktion 

aber noch Didesoxynukleotide (ddNTP). Der Einbau eines ddNTP während der Elongation, ver-

hindert die Ausbildung einer weiteren Phosphodiesterbindung und führt zu einem vorzeitigen Ab-

bruch der Elongationsreaktion. Durch einen Überschuss an dNTPs gegenüber ddNTPs im Reakti-

onsansatz treten die Kettenabbrüche statistisch gesehen an jeder möglichen Basenposition in der 

Sequenz auf. So entstehen DNA-Fragmente jeder Länge, die jeweils mit der Primersequenz begin-

nen und mit einem ddNTP enden. In dem verwendeten Reaktionskit sind die ddNTPs entsprechend 

ihrer Basen mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt, die nach Anregung durch einen 

Laser detektiert werden können. 

Die Sequenzierreaktion erfolgte mit dem BigDye Terminator Mix 3.1 nach dem entsprechenden 

Protokoll von Applied Biosystems in einem Thermocycler (Biometra).  

 
Sequenzierreaktion (20 µl): Sequenzierprogramm  

1 x Sequenzierpuffer (ABI) 
0,5 µl BigDye 3.1 Terminator Mix (ABI) 
5 pmol Primer 
400 ng Plasmid oder 
40 ng aufgereinigtes PCR-Produkt 

1. Denaturierung 
2. Annealing 
3. Elongation 
 

96°C 10 sek 
50°C 5 sek 
60°C 4 min 
27 Zyklen Schritt 1 – 3 
 

 

Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden durch Zugabe von 1/10 Volumen Natriumacetat (3 M; 

pH 5,2) und zwei Volumen Ethanol (100 %) gefällt und anschließend in einem Zentrifugati-

onsschritt für 30 min bei 13.000 g und 4°C präzipitiert. Das entstandene Pellet wurde mit 70 % 

(v/v) Ethanol gewaschen, erneut für 10 min bei 13.000 g abzentrifugiert und abschließend für 5 

min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.  

Für die Auftrennung und Analyse der DNA-Fragmente mit dem DNA Sequenzer 377 (Applied Bio-

systems) wurde das Pellet in 2 µl Probenpuffer resuspendiert und in die Geltaschen pipettiert. Die 

Auftrennung erfolgte elektrophoretisch in einem 6 %igen Polyacrylamidgel (Herstellung des Gel 

siehe Kapitel 3.2.2). 

Erfolgte die Auftrennung und Analyse der DNA-Fragmente mit dem Kapillarsequenzer Genetic 

Analyzer 3130 (Applied Biosystems), wurde das Pellet in 10 µl HiDi Formamid (Applied Biosy-

stems) resuspendiert. Bei der Kapillar-Elektrophorese diente das Polymer POP7 (Applied Biosy-

stems) als Trennmedium. Die im Formamid aufgenommene DNA wurde durch elektrostatische 
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Wechselwirkungen in die Kapillaren injiziert und elektrophoretisch aufgetrennt. Die fluoreszenz-

markierten DNA-Fragmente wurden am Ende der Kapillare angeregt, das emittierte Licht von einer 

CCD-Kamera registriert und die Daten mit Hilfe der Sequencing Analysis Software v5.0 (Applied 

Biosystems) analysiert und ausgewertet.  

 
Probenpuffer (377): 5 Volumen Formamid 
   1 Volumen 25 mM EDTA (pH 8,0) 
     50 mg/ml Dextranblau 
 

 

3.1.10 Mutationsanalyse von Kandidatengenen 

Die innerhalb der Kandidatenregion liegenden Gene und ihre Exon-Intron Struktur wurden der 

humanen Referenzsequenz des International Human Sequencing Consortium (NCBI Build 35, May 

2004) entnommen. Zur Mutationanalyse wurden die proteinkodierenden Exons der Kandidatenge-

ne sowie wenigstens 50 bp der flankierenden Introns sequenziert. Primer für die Amplifikation der 

entsprechenden DNA-Sequenzen wurden unter Verwendung der Primer3-Software des Whitehead 

Instituts2 ausgewählt. Dabei wurde auf folgende Parameter geachtet: die Primerlänge betrug nor-

malerweise 18 - 25 bp, die Primer sollten nicht mehr als vier gleiche Basen hintereinander enthal-

ten und die Länge des PCR-Produktes nicht größer als 600 bp sein, die Schmelztemperatur der 

Primer sollte um 60°C liegen, um eine ausreichend hohe Annealingtemperatur zu ermöglichen und 

die Primer durften nicht miteinander hybridisieren können und keine intramolekularen Haarnadel-

strukturen bilden. Die PCR-Amplifikation der proteinkodierenden Exons erfolgte in einer 20 µl-

Reaktion. Überschüssige Primer und dNTPs wurden anschließend durch einen Verdau der PCR-

Reaktion mit einer Mischung aus 0,2 Units Exonuklease (New England Biolabs) und 0,4 Units 

alkalischer Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase, GE Healthcare) für 30 min bei 37°C ent-

fernt. Nach der Inaktivierung der Enzyme für 15 min bei 80°C erfolgte die Sequenzierreaktion. 

 

 

3.1.11 Restriktionsverdau 

Restriktionsendonukleasen haben die Fähigkeit, doppelsträngige DNA an spezifischen Stellen zu 

schneiden. Die Aktivität von Restriktionsendonukleasen wird in Units angegeben. Eine Unit (1 U) 

entspricht der Enzymmenge, die benötigt wird, um 1 µg Lambda-DNA in 1 h zu verdauen.  

                                                 
2 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi)
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Eine Restriktionsanalyse erfolgte nach folgendem Reaktionsansatz:  
1 µg Plasmid DNA 

   1 x Reaktionspuffer 
   5 U Enzym 
   mit H2O auf 30 µl auffüllen 
 

Puffer und Enzyme wurden von New England Biolabs oder Fermentas bezogen. Je nach Enzym 

wurde der empfohlene Puffer gewählt und die Reaktion bei 37°C für 1 h im Thermoblock inku-

biert. Wenn angezeigt, wurde dem Verdau BSA (Bovine Serum Albumin) zugesetzt. Bei einem 

Verdau mit zwei Enzymen wurde ein Puffer verwendet, in dem beide Enzyme mindestens eine 

Aktivität von 75 % besitzen. Fand sich kein geeigneter Puffer, wurde die Plasmid-DNA nach dem 

ersten Verdau mit einer Natriumacetat/Ethanol-Fällung präzipitiert, bevor mit dem zweiten Enzym 

verdaut wurde. Für den Verdau von PCR-Fragmenten wurde das Enzym mit dem entsprechenden 

Puffer einfach zu dem fertigen Reaktionsansatz gegeben und für 1 h bei 37°C im Thermoblock 

inkubiert. Die Analyse der Restriktionsfragmente erfolgte elektrophoretisch auf einem Agarosegel. 

 

 

3.1.12 Dephosphorylierung der 5`-Enden von DNA 

Endständige 5`-Phosphatgruppen eines linearen doppelsträngigen DNA-Moleküls wurden durch 

Dephosphorylierung entfernt. Durch die Dephosphorylierung eines Vektros kann die Religation des 

geschnittenen Vektors ohne Aufnahme des gewünschten Inserts verhindert werden.  

Dazu wurde das mit Restriktionsendonukleasen geschnittene Plasmid mit 1 Unit alkalischer 

Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase, GE Healthcare) für 1 h bei 37°C inkubiert. Die 

Phosphatase wurde durch eine Hitzeinaktivierung für 15 min bei 85°C inaktiviert. Die Plasmid-

DNA wurde durch eine Natriumacetat/Ethanol-Fällung aufgereinigt. 

 

 

3.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten 

Das Standardenzym für die Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor ist die T4-DNA Liga-

se. Die Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwi-

schen einer 5`-Phosphatgruppe und einer 3`-OH-Gruppe.  
 
Ligationsansatz 1 x Ligationspuffer 
   200 U T4-DNA-Ligase (Invitrogen) 
   25 ng Vektor-DNA 
   DNA-Fragment (5 fache molare Masse der Vektor-DNA) 
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Der Ansatz wurde über Nacht bei 16°C inkubiert. 

Standardmäßig wurde für eine Ligation molar fünfmal mehr DNA-Fragment als Vektor-DNA ein-

gesetzt. Wurden 25 ng Vektor-DNA verwendet, errechnete sich die Menge an benötigtem Insert 

aus folgender Formel:  

MasseDNA-Fragment [ng] = (5 x 25 ng) x LängeFragment [bp] / GrößeVektor [bp] 

 
5 x Ligationspuffer  250 mM Tris-HCl (pH 7,6) 
   50 mM MgCl2
   5 mM ATP 
   5 mM DTT 
   25 % (w/v) Polyethylenglykol 
 

 

3.1.14 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 

Um E.coli-Bakterien (DH5α) transformationskompetent zu machen, wurde die Calciumchlorid-

Methode verwendet. Dazu wurden 100 ml LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben mit einer Ein-

zelkolonie angeimpft und bei 37°C in einem Schüttler inkubiert. Die Kultur wurde inkubiert, bis sie 

eine OD600nm von 0,5 erreicht hatte. Anschließend wurden die Bakterien bei 3.000 g für 10 min 

abzentrifugiert, in 10 ml kalter CaCl2-Lösung (60 mM) resuspendiert und erneut bei 3.000 g für 10 

min pelletiert. Das Pellet wurde in 2 ml CaCl2-Lösung + 20 % Glycerin aufgenommen, aliquotiert, 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

 
LB-Medium  1 % (w/v) Trypton 
   0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
   0,5 % (w/v) NaCl 
 

 

3.1.15 Bakterientransformation 

Für die Transformation wurden 25 µl chemisch kompetente E.coli-Bakterien (DH5α) mit 2 µl eines 

Ligationsansatzes (siehe Kapitel 3.1.13) gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde 

der Transformationsansatz für 45 Sekunden auf 42°C gestellt und noch mal 1 min auf Eis inkubiert, 

bevor der Ansatz mit 250 µl vorgewärmtem SOC-Medium vorsichtig gemischt und für 1 h bei 

37°C inkubiert wurde. Anschließend konnte die Bakteriensuspension auf selektiven LB-Platten mit 

dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen werden. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C 

inkubiert.  
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LB-Agar  1 % (w/v) Trypton 
  0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
  0,5 % (w/v) NaCl 
  1,5 % (w/v) Agar 
 
 
 

SOC-Medium  2 % (w/v) Trypton 
  0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
  0,5 % /w/v) NaCl 
  2,5 mM KCl 
  10 mM MgCl2
  20 mM Glucose 
  auf pH 7,0 einstellen 

 

Antibiotikum Arbeitskonzentration Stocklösung 

Ampicillin 50 µg/ml 50 mg/ml in H2O 

Kanamycin 50 µg/ml 50 mg/ml in H2O 

 

 

3.1.16 Präparation von Plasmid-DNA 

Die Anzucht größerer Mengen Bakterien aus einer Einzelkolonie erfolgte in Flüssigkulturen mit 

LB-Medium und dem entsprechenden Antibiotikum. Für Minipräparationen wurden 5 ml Bakteri-

enkultur und für Midipräparationen 30 ml Bakterienkultur verwendet. Die Kulturen wurden über 

Nacht bei 37°C in einem Schüttler inkubiert.  

Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte entweder mit dem QIAPrep Spin Miniprep Kit oder dem 

Plasmid Midi Kit von Qiagen. Nach der Lyse der Bakterienzellen beruhte das Prinzip der Aufreini-

gung auf einer alkalischen Denaturierung der chromosomalen DNA und der anschließenden Bin-

dung der Plasmid-DNA an eine Anionenaustauschersäule. Proteine und andere Verunreinigungen 

wurden durch eine Lösung mit mittlerer Salzkonzentration ausgewaschen. Zum Schluss kann die 

Plasmid-DNA dann durch eine Lösung mit hoher Salzkonzentration von der Säule eluiert werden. 

Für eine Midipräparation wurden die Bakterien einer 30 ml Übernachtkultur durch einen Zentrifu-

gationsschritt für 10 min bei 6.000 g pelletiert und anschließend in 4 ml P1 Puffer lysiert. Nach der 

Zugabe von 4 ml Alkali-Puffer P2 wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und für 3 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Die Lösung wurde durch Zugabe von 4 ml Puffer P3 neutralisiert. Die ausge-

fallenen Zelltrümmer, die chromosomale DNA und Proteine sowie SDS wurden durch einen Zen-

trifugationsschritt für 30 min bei 20.000 g präzipitiert. Der Überstand, der die Plasmid-DNA ent-

hielt, wurde abgenommen und auf eine vorher mit 4 ml QBT äquilibrierte Qiagen-tip100-Säule 

geladen. Der Puffer floss durch die Gravitationskraft selbstständig ab. Anschließend wurde die 

Säule zweimal mit 10 ml QC-Puffer gewaschen. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 5 ml 

QF-Puffer. Durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol zu dem Eluat wurde die DNA gefällt und in ei-

nem Zentrifugationsschritt für 30 min bei 15.000 g bei 4°C präzipitiert. Das Plasmid-Pellet wurde 

einmal mit 2 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, 5 min bei Raumtemperatur getrocknet und an-

schließend in 100 µl Wasser resuspendiert.  
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Puffer P1  50 mM Tris-HCl, pH 7,8 
  10 mM EDTA, pH 8,0 
  100 µg/ml RNase A 
 
Puffer P2  200 mM NaOH 
  1 % (w/v) SDS  
 
Puffer P3  3 M Kaliumacetat, pH 5,5 
 
 
 
 

Puffer QBT 750 mM NaCl 
  50 mM MOPS, pH 7,0 
  15 % (v/v) Isopropanol 
  0,15 % (v/v) Triton-X-100 
 
Puffer QC 1 M NaCl 
  50 mM MOPS, pH 7,0 
  15 % (v/v) Isopropanol 
 
Puffer QF 1,25 M NaCl 
  50 mM Tris-HCl, pH 8,5 
  15 % (v/v) Isopropanol 

 

 

 

3.2 Kopplungsanalyse (Linkage Analysis) 

3.2.1 Mikrosatellitenmarker 

Das Ziel der Kopplungsanalyse ist die Kartierung eines Gens, das mit einem speziellen phänotypi-

schen Merkmal in einer Familie segregiert. Für die Kopplungsanalyse wurden die Mikrosatelliten-

marker des CHLC/Weber-Screeningsets (10. Version)3 verwendet (ResGen, Invitrogen Corporati-

on). Die 405 Mikrosatellitenmarker waren gleichmäßig über das gesamte nukleäre Genom verteilt, 

mit einem durchschnittlichen Abstand von 9 cM. Von den Markern hatten 88 % Tri- oder Tetra-

nukleotid-Wiederholungseinheiten mit einer durchschnittlichen Heterozygotie von 74 %. Von den 

Primerpaaren für die Mikrosatelliten-Marker war jeweils ein Primer am 5`-Ende mit einem von 

drei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (FAM, TET, HEX) gekoppelt.  

Die Position der verwendeten Mikrosatellitenmarker basierte auf genetischen Karten von Marsh-

field4 [Broman et al. 1998] oder DeCode Genetics [Kong et al. 2002]. 

 

 

3.2.2 Genotypisierung 

Die Amplifikation der Mikrosatelliten-DNA erfolgte mittels Touch-Down-PCR in 10 µl-

Reaktionen. Abhängig von ihrer Größe und Fluoreszenzmarkierung konnten die PCR-Produkte in 

Panel aufgeteilt werden, was es ermöglichte, mehrere Marker eines Probanden auf einer Spur des 

Sequenziergels zu analysieren. Dazu wurden je 2 µl der entsprechenden PCR-Reaktionen gemischt. 

                                                 
3 ftp://ftp.resgen.com/pub/mappairs/humanset/Version10.txt 
4 http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/compMaps.asp 
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Von diesem Gemisch wurden wiederum 0,6 µl mit 1,5 µl des Größenstandards TAMRA-500 (Ap-

plied Biosystems) zusammen pipettiert und für 3 min bei 95°C denaturiert. Von diesen Proben wur-

den 0,3 µl auf einen Papierkamm (MWG Biotech AG) aufgetragen.  

Die Bestimmung der Allellängen der Mikrosatelliten erfolgte auf einem 6 %igen denaturierenden 

Polyacrylamidgel. Zur Herstellung des Gels wurde eine Monomerlösung, die Acrylamid und Bisa-

crylamid enthielt, und eine Pufferlösung, bestehend aus TBE-Puffer und TEMED, im Verhältnis 

4:1 gemischt und 0,08 % Ammoniumperoxidsulfat (APS, AppliChem) als Polymerisationskatalysa-

tor zugesetzt. Die Gellösung wurde zwischen zwei sorgfältig mit Detergenz (Alconox) gesäuberte 

Glasplatten mit Abstandshalter gegossen. Nach dem Polymerisieren wurde das Gel in den ABI 

Prism 377 Genetic Analyzer gespannt, die Pufferkammern mit 1 x TBE-Puffer befüllt und der Pro-

benkamm vorsichtig auf die obere Kante des Gels gesetzt. 

Die fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte wurden entsprechend ihrer Länge per Elektrophorese 

aufgetrennt, am Ende des Gels durch einen Laser angeregt und das emittierte Licht mit einer CCD-

Kamera (charged-coupled devise camera) detektiert. Aus den Daten errechnete die Analyse-

Software (GeneScan Analysis) im Vergleich zu dem mitgelaufenen Größenstandard die Länge der 

jeweiligen Markerallele und die Genotyper-Software erstellte daraus für jeden Marker Elektrophe-

rogramme, aus denen die entsprechenden Genotypen für die Probanden ersichtlich waren. 

 
TAMRA-500   70 % (v/v) Formamid 
   15 % (v/v) GENE SCAN-Puffer 
   15 % (v/v) GENE-SCAN-500 
 

10 x TBE   0,89 M TRIS-Base 
   0,89 M Borsäure 
   0,02 M EDTA 
   pH-Wert 8,3 

 
6 % Polyacrylamidgel 80 % (v/v) Pufferlösung SequagelXR (National Diagnostic) – enthält Harnstoff Acrylamid und 

N`N`-Methylen-Bisacrylamid 
20 % (v/v) Pufferlösung Sequagel Complete Buffer Reagent (National Diagnostic) – enthält TBE 
und TEMED 

   0,08 % (w/v) APS 
 

 

3.2.3 LOD-Score Berechnung 

Bei der Zweipunkt LOD-Score Berechnung wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass zwei Loci 

miteinander gekoppelt vererbt werden [L(θ)] oder die Wahrscheinlichkeit, dass keine Kopplung 

besteht [L(0,5)]. Das Verhältnis dieser beiden Wahrscheinlichkeiten drückt die Chance für eine 

Kopplung aus (odds of linkage). Der Wert dieses Quotienten, gewöhnlich als Logarithmus angege-

ben, wird als LOD-Score Z (logarithm of the odds) bezeichnet. Dabei sind die LOD-Werte eine 

Funktion der Rekombinationsfraktion θ und werden für mehrere Werte (zwischen 0 und 0,5) von θ 

berechnet. Die Signifikanzschwelle für eine Kopplung liegt für 
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Z(θ) = log10 L(θ)/L(0,5)

bei Z > 3,0. Ein Lod-Score Z < -2,0 schließt eine Kopplung aus.  

Für die parametrische Zweipunkt LOD-Score Berechnung wurde ein genaues genetisches Modell 

benötigt, in dem Vererbungsmodus, Genhäufigkeit und Penetranz eines jeden Genotyps enthalten 

waren. Aufgrund der klinischen Daten und der Stammbaumanalyse haben wir für die LOD-Score 

Berechnung einen autosomal-dominanten Erbgang zu Grunde gelegt. Außerdem sind wir von einer 

Allelfrequenz des Krankheitsgens von 0,1 % und eine Gleichverteilung der Allelfrequenzen der 

einzelnen Mikrosatellitenmarker ausgegangen. Aufgrund der altersabhängigen Penetranz haben wir 

nur die Patienten mit einer gesicherten DCM-Diagnose bei der Berechnung des LOD-Scores als 

affected eingestuft. Alle anderen Familienmitglieder haben wir als unknown klassifiziert. Daher 

konnten wir bei unseren Berechnungen eine Penetranz von 100 % annehmen („affected-only“-

Methode). Das Auftreten von Phänokopien wurde ausgeschlossen.  

Die statistische Auswertung der Genotypen erfolgte durch eine parametrische Zweipunkt LOD-

Score Berechnung [Terwilliger, Ott 1994] mittels des Moduls FASTLINKv4.1 [Cottingham et al. 

1993], welches in der LINKAGEv2.10 Software [Lindner, Hoffmann 2005] implementiert ist. In-

formationen über den Stammbaum wurden dabei in einer Datei (Pedfile) angelegt, in der für jedes 

Individuum folgende Informationen gespeichert waren: ID-Nummer, ID-Nummern beider Eltern-

teile, das Geschlecht, der Krankheitsstatus und der Markergenotyp. Das FASTLINK-Modul ent-

hielt u.a. die Programme MLINK und UNKNOWN. Das Programm UNKNOWN identifizierte 

widersprüchliche Markergenotypen, die keinem mendelschen Erbgang folgten. Das MLINK-

Programm berechnete die Zweipunkt LOD-Scores auf der Basis variierender Rekombinationsfrak-

tionen (θ = 0; 0,001; 0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5). 

 

 

 

 

3.3 Proteinbiochemische Methoden 

3.3.1 Gesamtzellextrakt 

Die konfluent gewachsenen eukaryontischen Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit einem Zell-

schaber abgelöst und durch Zentrifugation bei 1.000 g für 10 min pelletiert. Das Pellet wurde in 

einem dreifachen Volumen hypotonem Puffer aufgenommen. Das Aufbrechen der Zellen wurde 



Methoden 39

durch drei Zyklen Einfrieren auf -80°C und anschließendes Wiederauftauen erreicht. Grobe Zell-

trümmer wurden durch eine Zentrifugation bei 1.000 g für 3 min entfernt. 

 
Hypotoner Puffer  10 mM HEPES 
   10 mM KCl 
   15 mM EDTA 
   200 mM Sucrose 

PBS  2 mM KCl 
  1,5 mM KH2PO4
  8 mM Na2HPO4
  135 mM M NaCl 

 

 

3.3.2 Isolierung von Mitochondrien 

Die Isolierung von Mitochondrien aus kultivierten eukaryontischen Zellen erfolgte mit einer Diffe-

rentialzentrifugation nach dem Protokoll von Attardi und Ching [1979] und Rice und Lindsay 

[1997].  

Die konfluent gewachsenen Zellen wurden mit PBS gewaschen, bevor sie mit einem Zellschaber 

geerntet und durch eine Zentrifugation bei 300 g für 10 min pelletiert wurden. Der Überstand wur-

de verworfen, während das Zellpellet in einem 6-fachen Volumen Homogenisierungs-Puffer 

(CHM-Puffer) resuspendiert wurde. Die im Puffer enthaltenen Mg2+- und K+-Ionen verhinderten 

die Zerstörung des Zellkerns sowie die Aggregation einiger zytoplasmatischer Proteine. Das Auf-

brechen der Zellen erfolgte mit einem Teflon-Glas-Homogenisator. Anschließend wurde die Sus-

pension vorsichtig mit 1/3 Volumen CHMS-Puffer gemischt. Das so entstandene Homogenat wurde 

durch eine Differentialzentrifugation in mehrere Pellets und Überstände geteilt. Im ersten Zentrifu-

gationsschritt bei 800 g für 5 min wurden Zelltrümmer und Zellkerne pelletiert (Pellet P1). Der 

Überstand (Überstand Ü1) wurde erneut bei 12.000 g für 20 min zentrifugiert. Das so erhaltende 

Pellet (Pellet P2) enthielt die angereicherten Mitochondrien. Die Mitochondrien wurden je nach 

weiterer Analyse in verschiedenen Puffern resuspendiert. 

Für die spätere Analyse mit SDS-PAGE und Immunfärbung wurden die Mitochondrien in SDS-

Probenpuffer resuspendiert. Für den in vitro Transport wurden die Mitochondrien in Importpuffer 

aufgenommen. 

 
CHM    150 mM MgCl2
   10 mM KCl 
   10 mM Tris-Cl 
   pH auf 6,7 einstellen 
 
3 x Probenpuffer  200 mM Tris-Base; pH 6,7 
   6 % (w/v) SDS 
   15 % (v/v) Glycerin 
   10 (v/v) β-Mercaptoethanol 
   Bromphenolblau 
 

CHMS  CHM-Puffer 
250 mM Sucrose 

 
Importpuffer 220 mM Mannitol 
  70 mM Saccharose 
  2 mM Hepes-KOH (pH 7,4) 

1 mM ATP 
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3.3.3 Proteinfällung 

Die denaturierende Fällung mit Chloroform und Methanol diente der Konzentration von Proteinen 

aus stark verdünnten Lösungen. Dazu wurden 150 µl Proteinlösung mit 600 µl Methanol und 150 

µl Chloroform gemischt. Die Zugabe von 450 µl Wasser und einer anschließenden Zentrifugation 

bei 12.000 g für 2 min trennte das Gemisch in zwei Phasen. An der Interphase sammelten sich die 

Proteine. Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Der verbleibende Rest 

(untere Phase und Interphase) wurde mit 450 µl Methanol gemischt und die ausgefällten Proteine 

durch eine Zentrifugation bei 12.000 g für 2 min sedimentiert. Das Proteinpellet wurde für 3 min in 

der Vakuumzentrifuge getrocknet und anschließend in hypotonem Puffer resuspendiert. 

 
Hypotoner Puffer  10 mM HEPES 
   10 mM KCl 
   15 mM EDTA 
   200 mM Sucrose 
 

 

3.3.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen 

Die Konzentration von Proteinlösungen wurde durch den BCA-Test bestimmt [Smith et al. 1985]. 

In einer alkalischen Lösung bilden Cu2+-Ionen mit Proteinen und Bicinchonininsäure (BCA) einen 

violetten Farbkomplex. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den unbekannten Proben 

wurde eine Eichkurve aus verschiedenen BSA-Konzentrationen erstellt. Für den Test wurden die 

bei Pierce erhältlichen Reagenzien – BCA Protein Assay Reagenz A und B – im Verhältnis 50:1 

gemischt. Von dieser Farbstoffmischung wurden 200 µl mit 10 µl der Proteinprobe für 30 min bei 

37°C inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte bei 595 nm in einem Mikroplatten-Lesegerät 

von MWG Biotech.  

 

 

3.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Auftrennung von Proteingemischen 

erfolgte nach Laemmli. Das negativ geladene Sodiumdodecylsulfat (SDS) wirkt denaturierend auf 

die Proteine und wird von den Proteinen mit einem konstanten Verhältnis von 1,4 Gramm SDS pro 

Gramm Protein gebunden. Die entstehenden Komplexe unterscheiden sich dadurch nur noch in 

ihrer Größe und können nach ihrem Molekulargewicht in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt 

werden. Durch unterschiedliche Konzentrationen von Acrylamid und Bisacrylamid kann die Wan-

derungsgeschwindigkeit der Proteine variiert werden. 
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Zur Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels wurde zuerst ein 8-12 %iges Trenngel zwischen 

zwei Glasplatten mit Abstandshalter (1,5 mm) gegossen, bis eine Höhe von ca. 80 % der gesamten 

Gellänge erreicht war. Das Gel wurde mit Isopropanol überschichtet, um eine ebene Geloberfläche 

zu erhalten. Nach dem Polymerisieren konnte das Isopropanol abgegossen werden und das Trenn-

gel mit einem Sammelgel überschichtet werden. Das Sammelgel besitzt im Gegensatz zum Trenn-

gel größere Poren und einen anderen pH-Wert, dadurch wandern die Proteine bis zum Erreichen 

der Grenzfläche zum Trenngel alle auf einer Höhe. 

 

Trenngel (20 ml)  8 %  12%   Sammelgel (5 ml) 
30 % Polyacrylamidlösung 5,35 ml  8 ml   0,7 ml 30 % Polyacrylamidlösung 
H2O    11,75 ml 9,1 ml   3,4 ml H2O 
Puffer B    2,5 ml  2,5 ml   0,65 ml Puffer A 
10% SDS   200 µl  200 µl   50 µl 10 % SDS 
TEMED    10 µl  10 µl    2,5 µl TEMED 
10% APS   200 µl  200 µl   200 µl 10% APS 
 

Vor dem Auftragen wurden die Proteine mit 1/3 Volumen Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 

95°C denaturiert. Um die Größe der Proteine abzuschätzen, wurde zusätzlich ein Proteinmarker-

gemisch (SM0671 Fermentas) auf das Gel aufgetragen. Im Sammelgel erfolgte die Elektrophorese 

bei 70 Volt und im Trenngel bei 150 Volt.  

 
Puffer A   0,5 M Tris-HCl; pH 6,7 
 
Puffer B   3 M Tris-HCl; pH 8,9 
 
10 x Elektrophoresepuffer  240 mM Tris-Base 
   2 M Glycin 
   1 % (w/v) SDS 
 
 
 
 
 

3 x Probenpuffer  200 mM Tris-Base; pH 6,7 
   6 % (w/v) SDS 
   15 % (v/v) Glycerin 
   10 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
   Bromphenolblau 
 
Proteinstandard SM 0671 (Fermentas): 170 kDa, 130 kDa, 
100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 40 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa, 
10 kDa 
 
 

3.3.6 Western-Blot-Analyse 

Für die Immunfärbung wurden die in einem Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine elektrophore-

tisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Proteinübertragung erfolgte mit einem Elek-

troblotter (Biometra) nach der Methode des „Halb-Trocken-Blottens“. Dazu wurden zwei Lagen 

mit Transferpuffer äqulibriertes Whatman-Filterpapier (Dicke 1,2 mm) auf der Anode platziert. Auf 

das Filterpapier wurden nacheinander die mit Transferpuffer benetzte Membran und das Proteingel 

gelegt. Abschließend wurden wiederum zwei Lagen feuchtes Filterpapier auf das Gel gelegt. Der 

Proteintransfer erfolgte für 30 min bei 5 mA / cm2.  
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Der Transfer wurde durch eine Färbung der Membran mit dem Farbstoff PonceauS kontrolliert. 

Dazu wurde die Membran 2 - 3 Minuten in PonceauS-Lösung inkubiert. Der überschüssige Farb-

stoff wurde mit Wasser abgewaschen. Da die Färbung reversibel war, konnte sie nach der Doku-

mentation des Transfers durch mehrmaliges waschen mit TBS wieder entfernt werden. 

Für den Nachweis von Proteinen mit Antikörpern wurde die Membran zunächst für 1 h in Block-

medium (TBS + 3 % (w/v) Milchpulver) inkubiert, um die Proteinbindungsstellen der Membran 

abzusättigen. Anschließend wurde die Membran dreimal für jeweils 10 min mit TBS-T gewaschen, 

bevor sie mit dem 1. Antikörper (verdünnt in TBS-T + 3% (w/v) Milchpulver) über Nacht bei 4°C 

oder 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Der 1. Antikörper erkannte das gesuchte Protein 

(Antigen). Ungebundene Antikörper wurden durch 3 x 10 min waschen mit TBS-T entfernt und der 

Blot danach mit dem 2. Antikörper (verdünnt in TBS-T + 3 % (w/v) Milchpulver) für 1 h inkubiert. 

Der 2. Antikörper band spezifisch an den ersten und war mit Peroxidase markiert. Nach einem wei-

teren Waschschritt mit TBS-T erfolgte die Auswertung des Blots mit der ECL-Methode (Enhanced 

Chemical Limunescence-Detektionsystem, Amersham). Gemäß den Herstellerangaben wurden die 

Reagenzien 1 und 2 zu gleichen Teilen gemischt und auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Da-

bei katalysierte die an den 2. Antikörper gekoppelte Peroxidase die Oxidation von Luminol. Nach 1 

min Inkubationszeit wurde die ECL-Lösung wieder von der Membran entfernt. Nach der Oxidation 

befand sich das Luminol in einem angeregten Zustand und das emittierte Licht konnte über einen 

Röntgenfilm (FujiFilm SuperRX) detektiert werden. Die Entwicklung des Films erfolgte mit dem 

Kodak-Entwicklungsgerät X-OMAT M35. 

Um die Membran mehrmals mit verschiedenen Antikörpern zu färben, mussten die gebundenen 

Antikörper abgewaschen werden (strippen). Dazu wurde der Blot für 1 h bei 50°C in Strip-Puffer 

inkubiert, nochmals blockiert und konnte dann mit der neuen Antikörperkombination inkubiert 

werden. 

 
Transferpuffer  25 mM Tris-Base 
   192 mM Glycin 
   0,1 % (w/v) SDS 
 
PonceauS-Lösung  5 % (v/v) Trichloressigsäure 
   0,5 % (w/v) PonceauS 
 
TBS   50 mM Tris-Base pH 8,0 
   150 mM NaCl 

TBS-T  TBS + 0,1 % (v/v) Tween20 
 
Strip-Puffer 3 M Natriumthiocyanat 
  0,5 % (w/v) β-Mercaptoethanol 
  0,05 % (v/v) Tween20 
  pH 9,5 
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3.3.7 Bestimmung der Enzymaktivität von Dihydrolipoamid-Dehydrogenase 

Die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (EC 1.8.1.4) katalysiert die Oxidation von proteingebunde-

nen Dihydrolipoamid-Gruppen, wobei zwei Elektronen auf NAD+ übertragen werden. 

Dihydrolipoamid + NAD+ ↔ Lipoamid + NADH + H+

Die Reduktion von NAD+ zu NADH kann spektroskopisch gemessen werden als Veränderung der 

Absorption bei 340 nm.  

Für die Messung der Enzymaktivität wurden EBV-transformierte Lymphozyten in hypotonem Puf-

fer resuspendiert. Die Reaktion wurde durch das Mischen von 20 µl Proteinextrakt (2 µg/µl Prote-

in) mit 980 µl Assaymix gestartet und die Änderung der Absorption bei 340 nm in einem Spek-

trophotometer verfolgt. Da bekannt ist, dass das Endprodukt NADH die Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase inhibiert, wurden nur die ersten 30 Sekunden der Reaktion für die Bestimmung der 

Enzymaktivität verwendet. Eine deutliche Inhibition der Reaktion trat nach 90 – 120 Sekunden auf. 

Die Enzymaktivität errechnete sich aus folgender Formel mit einem Extinktionskoeffizienten von 

6,3 x 103 M-1 cm-1: 

ΔA min-1 x Verdünnungsfaktor IU mg-1 = Extinktionskoeffizient x Probenvolumen x mg Protein ml-1

 

 
Puffer A   5 mM HEPES 
   1 mM EGTA 
   210 mM Mannitol 
   70 mM Sucrose 
 
Assay-Mix  3 mM NAD+

   4 mM Dihydrolipoamid  
   1,5 mM EDTA 
   in Phosphatpuffer  
 

Hypotoner Puffer  10 mM HEPES 
   10 mM KCl 
   15 mM EDTA 
   200 mM Sucrose 
 
0,1 M Phosphatpuffer  80 mM K2HPO4
   20 mM KH2PO4 
   pH 7,4 
 
 

 

 

3.3.8 Bestimmung der Enzymaktivität der Succinat-Dehydrogenase 

Die Succinat-Dehydrogenase (EC 1.3.99.1) katalysiert im Zitratzyklus die Oxidation von Succinat 

zu Fumarat. Als Elektronenakzeptor dient in dieser Reaktion FAD+, das kovalent an das Enzym 

gebunden ist. Die Succinat-Dehydrogenase ist direkt mit der Atmungskette verbunden und kann so 

die Elektronen von FADH2 an die Fe-S-Zentren der Enzyme weitergeben. 

E-FAD + Succinat ↔ E-FADH2 + Fumarat 

Für den Enzymassay wurden 300 µl Succinat-Lösung mit 20 µl Proteinextrakt (2 µg/µl Protein) für 

10 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 µl p-Iodonitrotetrazolium-
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Lösung (INT-Lösung) gestartet, wobei das INT als artifizieller Elektronenakzeptor diente. Nach 

einer Inkubation von 20 min bei 37°C wurde die Reaktion mit 1 ml Stop-Lösung inhibiert. Die 

Reduktion von INT konnte spektrophotometrisch bei 490 nm bestimmt werden. Die Berechnung 

der Enzymaktivität erfolgte nach folgender Formel mit dem Exktinktionskoeffizienten für reduzier-

tes INT: 19,3 M-1 cm-1: 

ΔA x Verdünnungsfaktor IU mg-1 = Extinktionskoeffizient x Probenvolumen x mg Protein ml-1

 

 
Phosphatpuffer  50 mM Na2HPO4
   50 mM KH2PO4
 
Succinat-Lösung  10 mM Succinat in 
   Phosphat-Puffer 
 

INT-Lösung Phosphatpuffer + 2,5 mg/ml 
  p-Iodonitrotetrazolium Violet 
 
Stop-Lösung 1 % (w/v) Trichloressigsäure 
  50 % (v/v) Ethylacetat 
  50 % (v/v) Ethanol 

 

 

3.3.9 In vitro Transkription und Translation 

Für die in vitro Synthese radioaktiv markierter Proteine wurde das TnT Coupled Reticulocyte Lysat 

System von Promega verwendet, das die gekoppelte Transkription und Translation von Plasmid-

DNA in einem Reaktionsansatz erlaubt. Als Matrize wurde der pT7-Vektor (Sigma) verwendet, in 

den die zu exprimierende Sequenz unter der Kontrolle eines T7-Promotors kloniert war. 

Reaktionsansatz (25 µl) 12,5 µl TnT Rabbit Reticulocyte Lysat 
    1 µl TnT Reaktionspuffer 
    0,5 µl T7 RNA-Polymerase 
    0,5 µl Aminosäure-Mix (ohne Methionin) (1 mM) 
    1 µl 35S-Methionin (15 mCi/ml) 
    0,5 µl RNase Inhibitor RNaseOUT (40 U/µl) 
    5 µl Plasmid-DNA (100 ng/µl) 
    4 µl H2O  

 
Der Ansatz wurde für 90 min bei 30°C inkubiert und anschließend sofort für einen in vitro Protein-

import in Mitochondrien verwendet. 

 

 

3.3.10 In vitro Proteinimport in Mitochondrien 

Für den in vitro Proteinimport wurden 50 µg Mitochondrien in 18 µl Importpuffer mit 6 µl Transla-

tionsmix bei 27°C inkubiert. Um die Importreaktion zu stoppen, wurden die Proben mit 30 µM 

Carbonyl-Cyanid m-Chlorophenylhydrazon (CCCP) gemischt, wodurch das Membranpotential 

über der inneren Mitochondrienmembran zerstört und der Import inhibiert wurde. Anschließend 
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wurden die Mitochondrien durch Zentrifugation für 10 min bei 12.000g bei 4°C pelletiert, in 20 µl 

CHM-Puffer resuspendiert und nicht importierte Proteine durch Zugabe von 5 µM Proteinase K 

(Inkubation für 30 min auf Eis) verdaut. Der Verdau wurde durch einen Proteinase-Inhibitor ge-

stoppt und die Mitochondrien in einem Zentrifugationsschritt für 20 min bei 12.000 g bei 4°C rei-

soliert. Die Mitochondrien wurden in SDS-Probenpuffer resuspendiert und auf einem 12 %igen 

SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde anschließend für 30 min bei Raumtemperatur 

auf einem Schüttler in Fixierer 1 inkubiert, gefolgt von 5 min Inkubation in Fixierer 2. Nach dem 

Fixieren wurde das Gel luftblasenfrei in befeuchtete Ceran-Plastikfolie gewickelt und unter Vaku-

um für 120 min bei 80°C in einem Geltrockner getrocknet. Zur Detektion der Autoradiographie 

wurde ein Röntgenfilm (Kodak X-OMAT AR) auf das getrocknete Gel gelegt und über Nacht bei -

70°C exponiert. Die Entwicklung des Röntgenfilms erfolgte am nächsten Tag mit dem Kodak-

Entwicklungsgerät X-OMAT M35. 

 
Importpuffer  220 mM Mannitol 
   70 mM Saccharose 
   2 mM Hepes-KOH (pH 7,4) 
   1 mM ATP 
 
3 x Probenpuffer  200 mM Tris-Base; pH 6,7 
   6 % (w/v) SDS 
   15 % (v/v) Glycerin 
   10 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
   Bromphenolblau 
 
Fixierer 1   50 % (v/v) Methanol 
   10 % (v/v) Essigsäure 
   40 % H2O 

Fixierer 2  7 % (v/v) Methanol 
  7 % (v/v) Essigsäure 
  1 % (v/v) Glycerol 
  85 % H2O 
 
CHM-Puffer 150 mM MgCl2
  10 mM KCl 
  10 mM Tris-Cl 
  pH auf 6,7 einstellen 
 
 
 
 

 

 

 

3.4 Zellkultur 

3.4.1 Isolation von Leukozyten aus Vollblut 

Leukozyten können aus Vollblut durch eine Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden.  

Dazu wurden 25 ml Vollblut in einem Verhältnis von 1:1 mit Hanks-Salzlösung (AppliChem) ge-

mischt und langsam auf 15 ml Ficoll-Natriumdiatrizoat-Lösung (Ficoll-Paque; Pharmacia Bio-

tech) geschichtet. Durch einen Zentrifugationsschritt bei 500 g für 30 Minuten etablierte sich ein 

Konzentrationsgradient, indem sich die im Blut enthaltenden Zelltypen entsprechend ihrer Dichte 

auftrennten. Die unterste Phase enthielt aggregierte Erythrozyten und Granulozyten. Leukozyten 

sammelten sich mit Partikeln ähnlicher Dichte wie Thrombozyten und Monozyten in einer Schicht 

zwischen Plasma- und Ficollphase. Die Leukozytenphase wurde vorsichtig mit einer Pipettenspitze 
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abgenommen und in ein neues Gefäß überführt. Die Leukozyten wurden einmal mit Hanks-

Salzlösung gewaschen und anschließend bis zur weiteren Verwendung in 1 ml Einfriermedium bei 

-70°C gelagert.  

 
Ficoll-Paque  5,7 % (w/v) Ficoll 400 
  9 % /w/v) Natriumdiatrizoat 
 
Einfriermedium 90 % (v/v) FCS 
  10 % (v/v) DMSO 
 
 

Hanks-Lösung 25 mM Kalziumchlorid 
 5,25 mM Kaliumchlorid 
 0,6 mM Kaliumhydrogencarbonat 
 0,8 mM mg Magnesiumsulfat 
 67,5 mM Natriumchlorid 
 0,35 mM di-Natriumhydrogenphosphat 

  5,5 mM D(+)-Glucose 
 

 

3.4.2 Übernachtkultur primärer Leukozyten 

Leukozyten wurden aus EDTA-Blut mittels einer Dichtegradientenzentrifugation in einem Ficoll-

Natriumdiatrizoat-Gradienten isoliert (siehe Kapitel 3.4.1). Die Zell-Konzentration wurde in einer 

Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dazu wurden 10 µl Zellsuspension mit 10 µl 0,4 % (w/v) Try-

panblau-Lösung gemischt und die Quadrate der Zählkammer ausgezählt. Die Zellen wurden in 

einer Dichte von 7 x 105 Zellen pro Vertiefung in einer 48-Well-Platte ausgesät und über Nacht in 

RPMI1640-Medium + 10 % FCS + 1 % Antibiotika bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert.  

 

 

3.4.3 EBV-Transformation von Leukozyten 

Als Folge der Transformation mit Epstein-Barr-Viren (EBV) werden primäre Leukozyten immorta-

lisiert. Das zirkuläre EBV-Genom bleibt in den transfizierten Leukozyten in episomaler Form la-

tent erhalten. Die Expression spezifischer Genprodukte, die vom EBV-Genom kodiert werden, 

führt zu einem unbegrenzten Wachstum der infizierten Zellen in Kultur. Es entsteht eine permanen-

te Zelllinie. 

Für die EBV-Transformation wurden frische Leukozyten aus Vollblut isoliert (s. Kapitel 3.4.1) und 

in 10 ml RPMI1640-Medium + 15 % FCS gewaschen, resuspendiert und die Zellzahl in einer Neu-

bauer-Zählkammer bestimmt. Von dieser Zellsuspension wurden 4 x 106 Zellen in eine Vertiefung 

einer 24-Well-Platte gegeben und mit 1 ml Kulturüberstand einer EBV-transfizierten B95-8 Zellli-

nie gemischt. Anschließend wurden 10 µl Cyclosporin A (20 µg/ml) hinzugefügt. Die Zellsuspen-

sion wurde in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach ungefähr zwei Wochen 

war die lymphoblastoide Zelllinie (LCL) etabliert und konnte in RPMI1640-Medium + 15 % FCS 

+ 1 % Antibiotika (Penecillin und Streptomycin) im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 weiter 

kultiviert werden. 
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3.4.4 Zellkultur eukaryontischer Zellen 

Für die Untersuchung des Transportverhaltens von GFP-Fusionsproteinen haben wir SKOV-Zellen 

verwendet, eine aus Ovarkarzinom generierte Zelllinie. SKOV-Zellen wurden in RPMI1640-

Medium + 10 % FCS + 1 % Antibiotika (Penecillin und Streptomycin) bei 37°C und 5 % CO2 kul-

tiviert. Primäre Hautfibroblasten von Patienten wurden in DMEM-Medium + 10 % FCS + 1 % 

Antibiotika bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert.  

Adhärente Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz geteilt und in neuen Zellkulturflaschen 

ausgesät. Hierzu wurde das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann 

für 2 – 3 Minuten bei 37°C in Trypsin-EDTA inkubiert, was einen enzymatischen Abbau der Ad-

häsionsproteine bewirkte und zum Ablösen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche führte. Die 

abgelösten Zellen wurden durch eine Zentrifugation bei 300 g für 5 Minuten pelletiert. Das Zellpel-

let wurde in dem entsprechenden Nährmedium resuspendiert und die Zellen im Verhältnis von 1:2 

bis 1:5 in neuen Zellkulturflaschen angesetzt. 

 

 

3.4.5 Zellen einfrieren und auftauen 

Zur langfristigen Lagerung wurden die adhärenten eukaryontischen Zellen in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Dazu wurden die in einer T75-Zellkulturflasche konfluent gewachsenen Zellen trypsi-

niert, abzentrifugiert und in 3 ml Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen wurden in 1 ml Ali-

quots aufgeteilt, in Kryoröhrchen überführt und über Nacht bei -20°C gelagert. Am nächsten Tag 

konnten die Zellen dann in flüssigen Stickstoff überführt werden. 

Das Auftauen der Zellen erfolgte in 10 ml vorgewärmten Kulturmediums. Die aufgetauten Zellen 

wurden bei 300 g für 5 min abzentrifugiert, in 5 ml frischem Kulturmedium aufgenommen und in 

einer T25-Kulturflasche im Brutschrank inkubiert.  

 
Einfriermedium 90 % (v/v) FCS 
  10 % (v/v) DMSO 
 

 

3.4.6 Transfektion eukaryontischer Zellen 

Eine Transfektion eukaryontischer Zellen erfolgte mit kationischen Liposomen und ermöglichte die 

heterologe Proteinexpression. Dabei bilden die Liposomen aus kationischen Lipiden mit der zu 
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transfizierenden DNA Komplexe, die mit der Zellmembran fusionieren können und die DNA in die 

Zelle einschleusen. 

24 Stunden vor der Transfektion wurden konfluent gewachsene SKOV-Zellen 1:2 geteilt und in 

RPMI1640-Medium + 10 % FCS in 6-Well-Platten ausgesät, so dass die Kultur am Tag der Trans-

fektion eine Konfluenz von ca. 80-90 % erreicht hatte. Für die Transfektion wurden 2 µg Plasmid-

DNA (500 ng/µl) mit 250 µl serumfreiem RPMI1640-Medium gemischt. Anschließend wurden 5 

µl Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ebenfalls mit 250 µl serumfreiem RPMI1640-Medium ge-

mischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die DNA-Lösung mit der Lipo-

fectamine-Suspension vorsichtig gemischt und für weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die 500µl DNA-Liposomen-Mischung wurde zu den Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit 

von 6 h wurde das Transfektionsmedium gegen frisches RPMI1640-Medium + 10 % FCS ausge-

tauscht und die Zellen für weitere 18 h kultiviert, bevor sie durch Fluoreszenzmikroskopie oder 

Western-Blot analysiert wurden.  

 

 

3.4.7 Fluoreszenzmikroskopie 

Für die Fluoreszenzmikroskopie wurden SKOV-Zellen in PBS resuspendiert, auf einen Objekträger 

gegeben und mit einem Deckglas versehen. Die Proben wurde bei 100facher Vergrößerung und 

Ölimmersion sowohl im Pasenkontrast als auch im Fluoreszenzlicht durch ein Axioskop (Axiovert 

200, Speziallichtquelle HBO50, Filtersatz 15, Zeiss) betrachtet. Die Dokumentation der Bilder er-

folgte über eine aufgesetzte Digitalkamera (Nikon DS-M5), die mit einem Computer (Nikon DS-

L1) verbunden war. 

 

 

 

 

3.5 Kriterien zur Diagnose von familiärer DCM 

Familiäre dilatative Kardiomyopathie wurde nach den von Mestroni et al. (1999) aufgestellten 

Richtlinien diagnostiziert. Die Erkrankung wird als familiär eingestuft, wenn zusätzlich zum In-

dexpatienten noch zwei weitere Familienmitglieder mit DCM dokumentiert werden können oder 

ein Verwandter ersten Grades unter 35 Jahren an einem plötzlichen Herztod verstarb.  
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Die Diagnose für DCM basierte auf folgenden Haupt- und Nebenkriterien. Zu den beiden Haupt-

kriterien zählte erstens ein linksventrikulärer enddiastolischer Durchmesser (LVEDD) oberhalb der 

98. Perzentile einer Kontrollpopulation (LVEDD Klasse 3 und 4) [Vasan et al. 1997] und zweitens 

eine Verkürzung des Herzens während des Pumpvorgangs (Fractional Shortening, FS) um weniger 

als 25 %. Neben den beiden Hauptkriterien wurden mehrere Nebenkriterien definiert: erstens ein 

LVEDD zwischen der 95. und 98. Perzentile einer Kontrollpopulation (LVEDD Klasse 1 und 2), 

zweitens eine FS um weniger als 28 %, drittens zählte das Auftreten ungeklärter Arrhythmien oder 

Reizleitungsstörungen zu den Nebenkriterien und viertens ein ungeklärter Herztod vor dem 50. 

Lebensjahr. Ein Patient wurde als betroffen klassifiziert, wenn er mindestens eines der Hauptkrite-

rien erfüllte oder drei Nebenkriterien diagnostiziert wurden. Patienten mit weniger als drei diagno-

stizierten Nebenkriterien wurden als unsicher eingestuft. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Positionelle Klonierung eines DCM-Gens 

4.1.1 Phänotypische Charakterisierung der Familie DCM-I 

Wir haben eine portugiesische Familie (Familie DCM-I) untersucht, in der 16 Familienmitglieder 

in 3 Generationen an dilatativer Kardiomyopathie erkrankt waren (Abbildung 4.1). Der Phänotyp 

folgte einem autosomal-dominanten Erbgang. Die Diagnose der familiären dilatativen Kardiomyo-

pathie wurde gestellt, als die beiden Indexpatienten II.6 und III.8 (Onkel und Neffe) in einer portu-

giesischen Klinik untersucht wurden. Klinische und körperliche Daten der in die Kopplungsanalyse 

integrierten Probanden sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Von den beiden Familiengründern der 

ersten Generation (I.1 und I.2) lagen keine klinischen Daten mehr vor; es gab jedoch Berichte von 

Atemnot (Dyspnoe) beim Vater I.1, der im Alter von 71 Jahren verstarb. Bei vier der sieben Ge-

schwister der zweiten Generation (II.1, II.2, II.4 und II.6) konnte eine DCM diagnostiziert werden. 

Die beiden Patienten II.3 und II.5 verstarben vor Beginn der Studie mit 61 Jahren bzw. mit 50 Jah-

ren. Nach Berichten über Vorfälle von Dyspnoe bei beiden Patienten und aufgrund der Tatsache, 

dass bei Kindern (III.8 bzw. III.14/III.15) beider Probanden DCM diagnostiziert wurde, stuften wir 

sie als Krankheitsträger ein. Proband II.7 war zum Zeitpunkt der Studie 52 Jahre alt und zeigte 

keine Symptome einer DCM; auch die Tochter III.18, die zum Zeitpunkt der Untersuchung 22 Jah-

re alt war, zeigte keine Anzeichen der DCM. In der 3. Generation hatte sich zum Zeitpunkt der 

Studie bereits bei neun Probanden (III.1, III.2, III.3, III.4, III.5 III.7, III.8, III.14 und III.15) eine 

DCM manifestiert. Die beiden Probanden III.2 und III.14 verstarben leider im Verlauf der Studie 

mit 43 Jahren bzw. mit 31 Jahren. Die an Patientin III.14 vorgenommene Autopsie bestätigte eine 

DCM. Die restlichen Probanden der 3. Generation (III.6, III.9, III.10, III.11, III.12, III.13, III.16, 

III.17 und III.18) und alle Familienmitglieder der 4. Generation, von denen keiner älter als 36 Jahre 

war, waren zum Zeitpunkt der Untersuchung asymptomatisch. Allerdings variierte in der Familie 

DCM-I das Alter, in dem die Erkrankung zum ersten Mal auftrat, zwischen 25 und 47 Jahren (al-

tersabhängige Penetranz). Daher konnte die Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass sich 

bei einigen dieser Probanden zu einem späteren Zeitpunkt noch eine Kardiomyopathie entwickelt.  
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Abbildung 4.1: Stammbaum und klinischer Status der Mitglieder von Familie DCM-I. Der Phänotyp wird auto-
somal dominant vererbt. Ausgefüllte Symbole repräsentieren Patienten mit diagnostizierter DCM; offene Symbole 
repräsentieren gesunde Individuen oder Individuen ohne gesicherte DCM-Diagnose. Kreise symbolisieren Frauen 
und Quadrate Männer. 
 

 

4.1.2 Kopplungsanalyse 

Das Ziel der Kopplungsanalyse ist die Kartierung eines Locus, der mit einem speziellen phänotypi-

schen Merkmal segregiert. Als genetische Marker für die Kopplungsanalyse kamen polymorphe 

Mikrosatelliten aus dem Weber-Screeningset zum Einsatz. Die Amplifikation der DNA der Mikro-

satellitenmarker erfolgte durch eine PCR von genomischer DNA der einzelnen Familienmitglieder. 

Von den verwendeten Primerpaaren war jeweils ein Oligonukleotidprimer am 5`-Ende mit einem 

Fluoreszenzfarbstoff (FAM, TET, HEX) gekoppelt. Die Auswertung der Allelgrößen der amplifi-

zierten Mikrosatellitenmarker erfolgte mit dem ABI Prism 377 Genetic Analyzer (Applied Biosy-

stems). Dazu wurden die PCR-Produkte zusammen mit dem Größenstandard TAMRA-500 (Ap-

plied Biosystems) auf einem Polyacrylamidgel entsprechend ihrer Größe elektrophoretisch aufge-

trennt und am Ende des Gels über ihre Fluoreszenzmarkierung von einer CCD-Kamera detektiert. 

Im Vergleich zu dem mitgelaufenen Größenstandard errechnete eine Analyse-Software (GeneScan 

Analysis und Genotyper-Software, Applied Biosystems) die Länge der jeweiligen Markerallele und 

erstellte daraus anschließend die entsprechenden Marker-Genotypen für die Probanden. Die Geno-

typen bildeten die Grundlage für die Berechnung des Zweipunkt LOD-Scores mit dem Programm 

FASTLINKv4.1 [Cottingham et al. 1993]. Für die Berechnung des LOD-Scores bekamen die Pati-

enten mit einer gesicherten Diagnose für DCM den Status affected, während alle anderen Proban-

den aufgrund der altersabhängigen Penetranz als unknown gewertet wurden („affected-only“-

Methode). Darüber hinaus wurden für die Berechnung des LOD-Scores folgende Annahmen ge-
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troffen: autosomal dominanter Erbgang, 100 % Penetranz, eine Allelfrequenz des Krankheitsgens 

von 0,1 % und eine Gleichverteilung der Allelfrequenzen der einzelnen Mikrosatellitenmarker. 

Pro-
band Sex Alter Größe 

[cm] 
Klinscher Phäno-

typ 
LVEDD 
[mm] 

LVEDD 
Klasse FS [%] Status 

I-1 M 71† N/A Dyspnoe N/A N/A N/A affected 

I-2 F N/A N/A asymptomatisch N/A N/A N/A unaffected 

II-1 M 73 150 Dyspnoe 84 4 13 affected 

II-2 M 69 155 Dyspnoe 71 4 10 affected 

II-3 M 61† N/A Dyspnoe N/A N/A N/A affected 

II-4 M 64 164 Pulmonare Ödeme 70 4 19 affected 

II-5 F 50† N/A Dyspnoe N/A N/A N/A affected 

II-6 M 54 164 asymptomatisch 64 4 28 affected 

II-7 F 52 155 asymptomatisch 48 0 38 unaffected 

III-1 F 40 153 asymptomatisch 55 4 35 affected 

III-2 M 43† 164 Herzversagen 83 4 5 affected 

III-3 M 37 168 Dyspnoe 63 3 19 affected 

III-4 M 42 162 asymptomatisch 63 4 25 affected 

III-5 M 35 172 asymptomatisch 62 3 34 unknown 

III-6 F 31 157 asymptomatisch 53 2 34 unknown 

III-7 F 25 160 Dyspnoe 61 4 26 affected 

III-8 M 41 169 Dyspnoe; Kammer-
flimmern 83 4 15 affected 

III-9 M 36 165 asymptomatisch 57 2 42 unknown 

III-10 M 30 168 asymptomatisch 55 1 31 unknown 

III-11 F 27 155 asymptomatisch 47 0 28 unknown 

III-12 M 25 153 asymptomatisch 56 2 38 unknown 

III-13 M 36 166 asymptomatisch 58 2 32 unknown 

III-14 F 31† N/A Autopsie N/A N/A N/A affected 

III-15 M 18 170 asymptomatisch 58 2 27 affected 

III-16 F 26 160 asymptomatisch 48 0 39 unknown 

III-17 F 21 158 asymptomatisch 44 0 39 unknown 

III-18 F 22 167 asymptomatisch 45 0 38 unaffected 

Tabelle 4.1: Klinische Daten der Mitglieder von Familie DCM-I. F = Frau; M = Mann; Alter = Alter zum Zeit-
punkt der klinischen Untersuchung oder Alter bei Tod; LVEDD = linksventrikulärer enddiastolischer Durchmes-
ser; FS = Verkürzung der Herzens beim Pumpvorgang; betroffen = LVEDD-Klasse 3+4 oder LVEDD-Klasse 2 + 
FS < 28%; nicht betroffen = LVEDD-Klasse 0 + FS > 28%; N/A = keine Daten vorhanden; † = verstorben 
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Da bereits 20 DCM-verursachende Gene und 10 weitere Loci bekannt sind, untersuchten wir vor 

der genomweiten Kopplungsanalyse, ob eine Assoziation zwischen diesen Loci und dem Phänotyp 

in der Familie DCM-I bestand. Dazu wurde für jeden dieser Loci zwei in der Literatur beschriebene 

Mikrosatellitenmarker ausgewählt und ihre physikalische Position sowie ihr Abstand zu den Kan-

didatenloci mit Hilfe der Genkarte aus der elektronischen Datenbank The Genome Database5 be-

stimmt. Von den getesteten Markern erreichte keiner einen Zweipunkt LOD-Score, der größer als 

1,5 war (Tabelle 4.2). Die getesteten Marker sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Für jeden Locus 

wurde bei mindestens einem der Mikrosatellitenmarker ein negativer LOD-Score Z < -1,6 errech-

net (Tabelle 4.2). Bei 21 der 23 Loci war der LOD-Score mit Z < -2,0 sogar signifikant negativ. 

Daher konnte eine Kopplung für alle bisher bekannten DCM-verursachenden Gene und Loci mit 

dem Phänotyp in der Familie DCM-I ausgeschlossen werden, was darauf hindeutete, dass die 

Krankheit in dieser Familie durch eine Mutation in einem neuen DCM-Gen verursacht wird. 

Für die genomweite Kopplungsanalyse wurden 379 hochpolymorphe Mikrosatellitenmarker aus 

der 10. Version des Weber-Screeningsets6 vom Cooperative Human Linkage Center (CHLC) ver-

wendet. Da der Phänotyp in der Familie DCM-I einem autosomal-dominanten Erbgang folgte, 

wurden nur die Mikrosatellitenmarker, die auf den 22 Autosomen lokalisiert sind, amplifiziert. Die 

Marker hatten einen durchschnittlichen Abstand von 9 cM und wiesen eine durchschnittliche Hete-

rozygotie von 74 % auf. Die Position der verwendeten Mikrosatellitenmarker basierte auf den ge-

netischen Karten von Marshfield7 [Broman et al. 1998] und DeCode Genetics [Kong et al. 2002]. 

Von den Markern des Screeningsets waren 54 nicht informativ oder es wurde kein Amplifikat er-

halten. Als Ersatz wurden zusätzliche Marker, die in unmittelbarer Nachbarschaft der ausgefallenen 

Marker annotiert waren, aus den genetischen Karten von DeCode Genetics ausgewählt und genoty-

pisiert, was es uns ermöglichte diese Regionen trotzdem zu evaluieren. Für ca. 80 % des Genoms 

konnte eine Kopplung mit dem Phänotyp ausgeschlossen werden. Keiner der genotypisierten Mar-

ker erreichte einen signifikant positiven LOD-Score Z > 3,0 (Abbildung 4.2). Allerdings war es 

möglich drei Loci mit einem LOD-Score Z > 1,5 zu identifizieren (Abbildung 4.2): auf Chromo-

som 6p23.1 Marker D6S1051 (51 cM) mit Z = 1,67 bei θ = 0,00; auf Chromosom 7q23 zwei Mar-

ker mit einem Abstand von 19 cM – D7S821 (109 cM) mit Z = 2,11 bei θ = 0,00 und D7S3061 

(128 cM) mit Z = 2,59 bei θ = 0,05 und auf Chromosom 12q24 zwei Marker mit einem Abstand 

von 41 cM – PAH (109 cM) mit Z = 1,69 bei θ = 0,10 und GATA41E12 (150 cM) mit Z = 1,76 bei 

θ = 0,10.  

                                                 
5 http://www.gdb.org/ 
6 http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/sets/Combo10Frames.htm 
7 http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/compMaps.asp 
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Locus Genetischer Marker Genetische  
Position [cM] LOD-Score 

D1S305 159 -2,01 1q22 (LMNA) 
D1S1653 164 0,41 
D1S1660 212 1,00 

1q32 (TNNT2) 
GATA124F08 226 -1,66 

D1S2678 256 0,19 
1q42-43 (RYR2) 

D1S517 263 -3,21 
D2S1328 133 -8,70 

2q14-22 
D2S2215 142 -6,25 
D2S1776 173 -7,31 

2q31 (TTN) 
D2S335 178 -6,19 

D2S1391 184 -6,40 
2q31.1–32.3 

D2S1384 200 -8,67 
D2S163 221 -6,54 

2q35 (DES) 
D2S1363 227 -1,41 
D3S1304 22 -3,02 

3p22-25 
D3S1560 19 -3,70 
D3S2403 37 0,39 

3p23 
D3S4545 26 -5,92 
D5S1978 156 -8,60 

5q33 (SGCD) 
D5S820 159 -7,58 
D6S263 15 -6,30 

6p24 (DSP) 
F13A1 9 0,40 

D6S1652 93 -1,73 
6q12-16 

D6S1056 103 -1,19 
D6S262 130 -0,96 

6q23 
D6S1040 129 -4,01 
D6S262 130 -1,50 

6q23-24 (EYA4) 
D6S1009 138 -4,41 
D9S922 80 -4,43 

9q13-22 
D9S167 83 -6,30 

D10S191 38 -0,96 
10p12-14 

D10S1430 33 -3,34 
D10S2327 101 -3,38 

10q21-23 (VCL) 
D10S1686 105 -4,61 
D14S990 15 -2,57 

14q11 (MYH7) 
D14S1280 26 -4,42 
D14S608 28 -8,29 

14q12-22 
D14S587 56 -3,06 
D14S980 60 -3,00 

14q23-24 
D14S592 67 -1,16 

GAAA1C11 31 0,53 
15q14 (ACTC) 

GATA50C03 35 -4,18 
D15S987 59 0,41 

15q22 (TPM1) 
D15S159 59 -3,31 

D17S2195 107 -6,30 
17q21 (JUP) 

D17S2180 67 -1,85 

Tabelle 4.2: Zweipunkt LOD-Score für bekannte DCM-verursachende Gene und mit DCM-assoziierte Loci. Ein 
LOD-Score von Z < -2,0 war hinreichend für einen Ausschluss des Locus. 
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Abbildung 4.2: Zweipunkt LOD-Scores der Mikrosatellitenmarker aus dem Weber-Screening-Set und ihre chro-
mosomale Position. Viel versprechende Marker mit einem LOD-Score von Z > 1,5 wurden auf Chromosom 6, 7 
und 12 identifiziert. Die roten Markierungen symbolisieren Marker mit einem negativen LOD-Score. 
 

Auf Chromosom 6 hatten die beiden D6S1051 flankierenden Marker D6S2439 (42 cM) und 

D6S2410 (73 cM) jeweils einen negativen LOD-Score von Z = -3,31 bzw. von Z = -1,51 bei θ 

=0,00 (Tabelle 4.3) und erzielten auch bei höheren Werten für die Rekombinationsfraktion θ kei-

nen positiven LOD-Score. Daher konnte dieser Locus auf Chromosom 6 als Kandidatenregion aus-

geschlossen werden.  

 
  Rekombinationsfraktion 

Marker Physikalische 
Position [Mb] 0.00 0.05 0.10 0.20 0.30 max LOD 

D6S1959 34,23 0,90 0,90 0,84 0,66 0,40 0,90; θ = 0,01 

D6S2439 42,27 -3,31 -0,57 -0,09 0,19 0,17 0,19; θ = 0,20 

D6S1051 50,75 1,67 1,54 1,38 1,02 0,60 1,67; θ = 0,00 

D6S2410 73,13 -1,51 -0,67 -0,40 -0,15 -0,04 0,00; θ = 0,50 

D6S1053 80,45 -5,64 -1,49 -0,77 -0,20 -0,03 0,00; θ = 0,40 

D6S1031 88,63 -1,18 -0,38 0,01 0,28 0,26 0,28; θ = 0,20 

D6S1652 92,85 -1,73 -0,13 0,07 0,15 0,11 0,15; θ = 0,20 

D6S1056 102,81 -1,21 -0,72 -0,48 -0,21 -0,07 0,00; θ = 0,50 

D6S1021 112,20 -3,91 -1,58 -0,99 -0,42 -0,15 0,00; θ = 0,50 

D6S474 118,64 -4,07 -0,83 -0,38 -0,07 0,00 0,01; θ = 0,40 

D6S262 130,00 -0,96 0,53 0,63 0,52 0,31 0,63; θ = 0,10 

D6S1009 137,74 -4,41 -1,12 -0,63 -0,23 -0,08 0,00; θ = 0,50 

Tabelle 4.3: Zweipunkt LOD-Scores von Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom 6. Signifikante LOD-Scores 
mit Z < -2,0 sind fett gedruckt. 
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Für die Loci auf Chromosom 7 und 12 wurden zusätzliche Mikrosatellitenmarker (Tabelle 4.4 und 

4.5: mit Sternchen markiert) zur Verifizierung der Kandidatenregion genotypisiert. Es wurden 

Marker aus den genetischen Karten von DeCode Genetics oder Marshfield ausgewählt, die eine 

hohe Heterozygotie aufwiesen und zwischen den beiden Markern mit den positiven LOD-Scores 

annotiert waren. Auf Chromosom 12 konnten neben den Markern PAH und GATA41E12 noch 

weitere Mikrosatellitenmarker mit einem positiven LOD-Score identifiziert werden: Marker 

D12S2073 (140 cM) mit Z = 1,45 bei θ = 0,10 und Marker D12S2082 (131 cM) mit einem maxi-

malen Z = 1,83 bei θ = 0,00 (Tabelle 4.4). Für die anderen fünf zusätzlich genotypisierten Marker 

errechnete sich ein signifikant negativer LOD-Score von Z < -3,0 (Tabelle 4.4). Dass keine zwei 

benachbarten Marker mit einem positiven LOD-Score gefunden werden konnten, machte es un-

wahrscheinlich, dass die Kandidatenregion auf Chromosom 12 lokalisiert war.  

 

  Rekombinationsfraktion 

Marker Physikalische 
Position [Mb] 0.00 0.05 0.10 0.20 0.30 max LOD 

D12S1294 79,00 -0,61 0,24 0,38 0,38 0,24 0,40; θ = 0,15 

D12S1052 83,19 -3,18 -0,70 -0,27 0,02 0,07 0,07; θ = 0,30 

D12S1064 95,03 -2,73 0,13 0,49 0,58 0,39 0,60; θ = 0,15 

PAH 109,47 0,10 1,61 1,69 1,48 1,06 1,69; θ = 0,10 

D12S338* 111,87 -3,14 0,00 0,37 0,48 0,35 0,48; θ = 0,20 

D12S1339* 118,00 -3,29 -0,05 0,39 0,63 0,58 0,63; θ = 0,20 

D12S1583* 119,60 -4,50 0,04 0,66 0,95 0,80 0,95; θ = 0,20 

D12S1341* 123,00 -3,91 -0,91 -0,44 -0,09 -0,02 0,00; θ = 0,50 

D12S79 125,26 -4,80 -0,24 0,40 0,75 0,65 0,75; θ = 0,20 

D12S2082* 130,94 1,83 1,66 1,48 1,09 0,67 1,83; θ = 0,00 

D12S86* 134,54 -4,50 0,04 0,66 0,95 0,80 0,95; θ = 0,20 

D12S395 137,00 -3,59 -0,33 0,13 0,43 0,43 0,43; θ = 0,30 

D12S2073* 140,00 -0,05 1,41 1,45 1,20 0,76 1,45; θ = 0,10 

GATA41E12 149,60 0,59 1,74 1,76 1,44 0,94 1,76; θ = 0,10 

Tabelle 4.4: Zweipunkt LOD-Scores von Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom 12. Die mit Sternchen markier-
ten Marker sind nicht im Weber-Screeningset enthalten, sondern wurden zur Verifizierung der Kandidatenregion 
zusätzlich genotypisiert. Signifikante LOD-Scores mit Z < -2,0 sind fett gedruckt. 
 

Die Genotypisierung zusätzlicher Marker auf Chromosom 7 identifizierte zwei Mikrosatelliten-

marker mit einem maximalen LOD-Score von Z = 4,20 für θ = 0,00: Marker D7S501 (119 cM) und 

D7S471 (123 cM) (Tabelle 4.5). Auch der Marker D7S523 erzielte einen signifikant positiven 

LOD-Score von Z = 3,54 bei θ = 0,00. Die Anzahl der dicht benachbarten Marker mit einem posi-
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tiven LOD-Score, deutete daraufhin, dass die Kandidatenregion mit hoher Wahrscheinlichkeit auf 

Chromosom 7 lokalisiert ist. 
 

  Rekombinationsfraktion 

Marker Physikalische 
Position [Mb] 0.00 0.05 0.10 0.20 0.30 max LOD 

D7S1799 103,79 0,29 1,48 1,55 1,34 0,95 1,55; θ = 0,10 

D7S2545* 104,31 -0,51 0,73 0,85 0,76 0,52 0,85; θ = 0,10 

D7S2453* 105,25 0,54 0,49 0,44 0,34 0,23 0,54; θ = 0,00 

D7S501* 106,03 4,20 3,87 3,52 2,75 1,88 4,20; θ = 0,00 

D7S2418* 109,57 2,84 2,56 2,27 1,68 1,07 2,84; θ = 0,00 

AFM287vc9* 109,99 1,68 1,55 1,41 1,12 0,79 1,68; θ = 0,00 

D7S523* 111,30 3,54 3,48 2,93 2,26 1,51 3,54; θ = 0,00 

D7S471* 111,63 4,20 3,87 3,52 2,75 1,88 4,20; θ = 0,00 

D7S2554* 114,04 1,06 2,46 2,28 2,26 1,44 2,46; θ = 0,05 

D7S2847* 118,41 0,96 2,36 2,18 1,95 1,35 2,36; θ = 0,05 

D7S3061 122,88 1,20 2,59 2,56 2,15 1,52 2,59; θ = 0,05 

D7S1804 131,74 -4,04 -0,80 -0,36 -0,07 0,00 0,01; θ = 0,40 

D7S1824 139,47 -3,90 -0,61 -0,13 0,19 0,24 0,24; θ = 0,30 

Tabelle 4.5: Zweipunkt LOD-Scores von Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom 7. Signifikante LOD-Scores 
mit Z > 3,0 sind fett gedruckt. Der maximale LOD-Score von Z = 4,20 bei θ = 0,00 wird mit den Markern 
D7S501 und D7S471 erreicht. Die mit Sternchen markierten Marker sind nicht im Weber-Screeningset enthalten, 
sondern wurden zur Verifizierung der Kandidatenregion zusätzlich genotypisiert. 
 

Zusätzlich zu der LOD-Score Berechnung haben wir eine Haplotypenanalyse durchgeführt, um 

Rekombinationsereignisse bei den Familienmitgliedern zu identifizieren. Bei der Haplotypenanaly-

se kann ein minimaler chromosomaler Abschnitt definiert werden, der mit dem Phänotyp vererbt 

wird und in dem die krankheitsverursachende Mutation lokalisiert ist. Die Erstellung der Haploty-

pen erfolgte mit Hilfe der Merlin-Software8. Dabei wurden die Allele nach den mendelschen Ver-

erbungsregeln so auf die beiden Chromatiden verteilt, dass die Rekombinationsrate möglichst ge-

ring blieb. Aufgrund fehlender DNA-Proben wurden die Haplotypen für die Probanden I.1, I.2, II.3 

und II.5, so weit möglich, rekonstruiert.  

Für Chromosom 6 Haplotypen ließ sich kein Haplotyp identifizieren, den alle erkrankten Famili-

enmitglieder gemeinsam hatten (Abbildung 4.3). Die Patienten III.8 und III.15 besaßen keine Mar-

kerallele, die mit dem möglichen krankheits-assoziierten Haplotyp der anderen an DCM erkrankten 

Familienmitgliedern überlappten. Damit ließ sich Chromosom 6 als Kandidatenregion ausschlie-

ßen.  
                                                 
8 http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Merlin/index.html 
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Abbildung 4.3: Genetische Daten der Mitglieder von Familie DCM-I auf Chromosom 6. Ausgefüllte Symbole 
repräsentieren Patienten mit diagnostizierter DCM; offene Symbole repräsentieren gesunde Individuen oder Indi-
viduen ohne gesicherte DCM-Diagnose. Kreise symbolisieren Frauen und Quadrate Männer. Die physikalische 
Position der Marker ist in Mb angegeben, basierend auf der genetischen Karte des International Human Genome 
Sequencing Consortium vom Mai 2004 (NCBI Build 35). Lücken in den Genotypen treten dort auf, wo es nicht 
möglich war die Allele aufgrund technischer Probleme zu bestimmen oder zu rekonstruieren. Der mögliche 
krankheits-assoziierte Haplotyp ist grau unterlegt. Der Indexpatient III.8 und Patient III.15 teilen den möglichen 
krankheits-assoziierten Haplotyp nicht mit den anderen erkrankten Familienmitgliedern. 
 
Auch auf Chromosom 12 besaßen nur 14 der 16 erkrankten Patienten einen gemeinsamen Haplotyp 

zwischen den Marker D12S1294 und PAH. Dieser Haplotyp segregierte aber nicht mit Patient II.1 

und seiner Tochter III.1 (Abbildung 4.4). Da aber sowohl beim Vater II.1 als auch bei der Tochter 

III.1 DCM diagnostiziert wurde, schlossen wir eine Phänokopie in diesem Fall aus und damit auch 

Chromosom 12 als mögliche Kandidatenregion.  

Die Bestimmung der Haplotypen auf Chromosom 7 identifizierte einen chromosomalen Abschnitt 

auf dem langen Arm, der vollständig mit dem Phänotyp in der Familie DCM-I segregierte. Die 

Haplotypenanalyse erlaubte die Eingrenzung einer minimalen krankheits-assoziierten Region, die 

distal durch ein Rekombinationsereignis bei Patient III.5 zwischen den Markern D7S471 und 

D7S2554 begrenzt wurde, und proximal durch ein Rekombinationsereignis bei den beiden Patien-

ten III.14 und III.15 zwischen den Markern D7S2545 und D7S2453 (Abbildung 4.5). Die Kandida-

tenregion erstreckte sich damit über 9,09 cM oder 9,73 Mb zwischen Marker D7S2545 und Marker 

D7S2554 (Abbildung 4.6). Eine weitere Eingrenzung der Kandidatenregion war mit den verfügba-

ren Meiosen und Rekombinationsereignissen und den getesteten Markern nicht möglich. 
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Abbildung 4.4: Genetische Daten der Familienmitglieder auf Chromosom 12. Ausgefüllte Symbole repräsentie-
ren Patienten mit diagnostizierter DCM; offene Symbole repräsentieren gesunde Individuen oder Individuen ohne 
gesicherte DCM-Diagnose. Kreise symbolisieren Frauen und Quadrate Männer. Die physikalische Position der 
Marker ist in Mb angegeben, basierend auf der genetischen Karte des International Human Genome Sequencing 
Consortium vom Mai 2004 (NCBI Build 35). Lücken in den Genotypen treten dort auf, wo es nicht möglich war 
die Allele aufgrund technischer Probleme zu bestimmen oder zu rekonstruieren. Der mögliche krankheits-
assoziierte Haplotyp ist grau unterlegt. Der Patient II.1 und seine Tochter III.1 haben dagegen einen anderen Ha-
plotyp, ohne Überlappung mit dem krankheits-assoziierten Haplotyp. 
 

 

4.1.3 Mutationsanalyse der Kandidatengene 

In der UCSC-Genomdatenbank9 (Assembly Mai 2004) waren 32 bekannte Gene innerhalb der Kan-

didatenregion annotiert sowie 6 weitere aufgrund von Sequenzvergleichen vorhergesagte mögliche 

Transkripte (Tabelle 4.6). Die Gene wurden anhand der in den GeneCards10, der in der OMIM-

Datenbank11 und der Literatur vorhandenen Informationen in funktionelle Gruppen unterteilt: A-

poptose / oxidativer Stress, Zellwachstum / Zellzyklus, extrazelluläre Matrix, ribosomale Proteine, 

Ionen-Transport, Metabolismus, RNA-Prozessierung, Signaltransduktion, Translationsregulation / 

Proteinmodifikation  und  Transkriptionsfaktoren.  Darüber  hinaus  wurden  Daten  über  bekannte 

                                                 
9 http://genome.ucsc.edu/
10 http://www.genecards.org 
11 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM 

http://www.genome.ucsc.edu/index.html
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Abbildung 4.5: Genetische Daten der Familienmitglieder auf Chromosom 7. Ausgefüllte Symbole repräsentieren 
Patienten mit diagnostizierter DCM; offene Symbole repräsentieren gesunde Individuen oder Individuen ohne 
gesicherte DCM-Diagnose. Kreise symbolisieren Frauen und Quadrate Männer. Die physikalische Position der 
Marker ist in Mb angegeben, basierend auf der genetischen Karte des International Human Genome Sequencing 
Consortium vom Mai 2004 (NCBI Build 35). Lücken in den Genotypen treten dort auf, wo es nicht möglich war 
die Allele aufgrund technischer Probleme zu bestimmen oder zu rekonstruieren. Der krankheits-assoziierte Haplo-
typ ist grau unterlegt. Alle mit DCM diagnostizierten Familienmitglieder besitzen einen gemeinsamen Haplotyp. 

 

 

Abbildung 4.6: Die minimale DCM-assoziierte Kandidatenregion erstreckt sich über 9,73 Mb auf dem langen 
Arm von Chromosom 7. Das Intervall wird durch Rekombinationsereignisse in den betroffenen Patienten III.5 
und III.14 definiert. Die Region wird durch den Marker D7S2545 proximal und durch den Marker D7S2554 distal 
begrenzt. Weiße Balken symbolisieren den Krankheits-assoziierten Haplotyp und schwarze davon abweichende. 
Nicht-informative Genotypen sind gestreift dargestellt. 
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Tiermodelle, mit den Genen assoziierte humane Krankheiten und Expressionsdaten aus der vor-

handenen Literatur gesammelt.  

Anhand dieser Daten haben wir eine Rangliste der Gene in der Kandidatenregion erstellt, mögliche 

DCM-Gene zu indentifizieren. Da keines der Gene für Proteine des Zytoskeletts oder für Proteine 

des Sarkomers kodierte, haben wir uns zuerst auf die Gene für Laminin beta-1 (LAMB1) und La-

minin beta-4 (LAMB4) konzentriert. Laminine sind Bestandteil der Basallamina von Kardiomyo-

zyten und binden an Kollagen, Proteoglykane und Transmembran-Rezeptoren. Aufgrund ihrer Lo-

kalisation in der extrazellulären Matrix und der Tatsache, dass sie wie andere Komponenten der 

extrazellulären Matrix durch mechanischen Stress reguliert werden, passen Laminine gut zu der 

Hypothese, dass DCM durch eine Beeinträchtigung der Kraftübertragung verursacht werden kann.  

Für das nächste Kandidatengen nach LAMB-1 und LAMB-4, die Phosphoinosit-3-Kinase 

(PIK3CG) konnte gezeigt werden, dass es die Kontraktilität von Kardiomyozyten negativ beein-

flusst [Crackower et al. 2002]. Außerdem wurden bei PIK3CG-defizienten Mäusen kardiale Schä-

den nach Aorten-Abschnürung (TAC) beobachtet, einer effizienten Methode, um linksventrikuläre 

Hypertrophie zu induzieren [Patrucco et al. 2004].  

Aber auch die in der Region lokalisierten Transkriptionsfaktoren HBP1, ZNF277 und FOXP2 stan-

den oben auf der Liste der interessanten Kandidatengene, da Schönberger et al. (2005) zeigen 

konnten, dass eine Deletion im transkriptionellen Koaktivator EYA4 dilatative Kardiomyopathie 

verursacht. Die Kandidatengene, die als nächstes folgten, waren die Kinase PRKAR2B und die 

Phosphatase PPP1R3A. PRKAR2B kodiert für eine Untereinheit der cAMP-abhängigen Proteinki-

nase, und PPP1R3A kodiert für eine muskelspezifische Untereinheit der Proteinphosphatase 1, die 

in den Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus involviert ist. Weitere interessante Gene in der mi-

nimalen Kandidatenregion waren die im Zellmetabolismus involvierten Gene DLD und IPLA2, da 

eine Reihe von Studien existieren, die einen Zusammenhang zwischen dem mitochondrialen Ener-

giemetabolimus und der Progression von Kardiomyopathien beschreiben [Corbett et al. 1998] 

[Fountoulakis et al. 2004]. 

Die Exon-Intron Strukturen der innerhalb der Kandidatenregion liegenden Gene wurden der huma-

nen Referenzsequenz des International Human Sequencing Consortium (NCBI Build 35, May 

2004) entnommen. Primer für die Amplifikation der entsprechenden DNA-Sequenzen wurden un-

ter Verwendung der Primer3-Software12 des Whitehead Instituts ausgewählt. Ausgehend von ge-

nomischer DNA wurden  nacheinander die proteinkodierenden Exons aller 38 in der Kandidatenre- 

 

                                                 
12 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi)
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Gen OMIM Tiermodell Funktion 
MLL5  608444   Zellwachstum / Zellzyklus 

SRPK2 602980   RNA-Prozessierung 
FLJ20485     Zellwachstum / Zellzyklus 

RINT-1        
ATXN7L4        
FLJ23834       

SYPL      Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

PBEF1      Metabolimus 
FLJ36031       

PIK3CG 601232 
Isoproterenol behandelte KO-

Mäuse haben verminderte 
Hypertrophie 

Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

PRKAR2B 176912 PRKAR2B -/- Mäuse schei-
nen gesund 

Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

HBP1     Transkriptionsfaktor  

COG5 606821   Proteinmodifikation / Protein-
transport 

GPR22 601910   Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

PP35     Apoptose 
BCAP29     Apoptose 
SLC26A4 Pendred-Syndrom (605646) Pds -/- Mäuse sind taub Ionen-Transporter 

CBLL1 606872   Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

SLC26A3 Kongenitale Chlorid Diarrhoe (126650)   Ionen-Transporter 

DLD Leigh-Syndrom; Lactic Acidose 
(246900) 

DLD-/- Mäuse embryonal 
lethal; DLD+/- ohne Phänotyp Metabolimus 

LAMB1 Cutis Laxa, kardiale Abnormalitäten, 
diaphragmatic hernia (150240)   extrazelluläre Matrix 

LAMB4     extrazelluläre Matrix 

NRCAM 601581   Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

IPLA2     Metabolimus 
THAP5       

DNAJB9 602634   Proteinmodifikation / Protein-
transport 

IMMP2L Tourette-Syndrom (605977)     

LRRN3     Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

DOCK4 607679   Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

ZNF277 605465   Transkriptionsfaktor  
IFRD1 603502   Zellwachstum / Zellzyklus 

FLJ39575       
FLJ13576       
FLJ31818       
NPM1P14       

GPR 85     Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

PPP1R3A     Signaltransduktion / Zell-Zell-
Kommunikation 

FOXP2     Transkriptionsfaktor  

Tabelle 4.6: Gene in der Kandidatenregion auf Chromosom 7 zwischen den Markern D7S2545 und D7S2554. 
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gion liegenden Gene sowie wenigstens 50 bp der flankierenden Introns durch PCR amplifiziert und 

die PCR-Produkte direkt sequenziert. Für die viel versprechenden Kandidatengene LAMB1 und 

LAMB4, PIK3CG, PRKAR2B sowie PPP1R3A haben wir zusätzlich zu den proteinkodierenden 

Exons auch die 5´- und 3´-untranslatierten Regionen (UTR) sequenziert.  

Insgesamt konnten wir bei der Mutationsanalyse in den proteinkodierenden Exons der Kandidaten-

gene acht neue Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) identifizieren (Tabelle 4.7). Allerdings 

führten nur vier von denen zu einem Aminosäureaustausch. Die Variante Isoleucin/Valin an Ami-

nosäureposition 25 in Exon 2 von FLJ39575 sowie die beiden Polymorphismen Leucin/Isoleucin 

an Position 807 und Threonin/Alanin an Position 822 in Exon 4 von PPP1R3A segregierten nicht 

mit dem Phänotyp in der Familie und konnten daher als krankheitsverursachend ausgeschlossen 

werden. Der Polymorphismus Serin/Phenylalanin an Position 128 in Exon 4 von FLJ39575 segre-

gierte mit dem Phänotyp und war nicht in der SNP-Datenbank dbSNP13 des National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) annotiert. Der Polymorphismus mutierte eine Erkennungsse-

quenz für das Restriktionsenzym HinfI. Der Restriktionsverdau des 395bp-langen PCR-Produktes 

von Exon 4 des Wildtyp-Allels erzeugte 4 Fragmente mit Längen von 183, 165, 24 und 23 bp. Da-

gegen entstanden bei dem Verdau des PCR-Produktes von Exon 4 des mutierten Allels mit HinfI 

nur 3 Fragmente mit Längen von 206, 165 und 24 bp. Der Polymorphismus konnte durch den Ver-

dau in zwei von 200 gesunden Kontrollen identifiziert werden, wodurch wir eine Assoziation des 

Polymorphismus mit dem Phänotyp in Familie DCM-I ausschließen konnten.  

 

NCBI SNP-ID 
ss# Gen Exon DNA-

Polymorphismus 
Aminosäure-

Polymorphismus 

46566496 RINT-1 10 T1374C Keine Auswirkungen 

46566499 COG5 16 T1782G Keine Auswirkungen 

46566506 IPLA2 11 C1971A Keine Auswirkungen 

46566507 DOCK4 51 A5406G Keine Auswirkungen 

46566509 FLJ39575 2 A73G Ile25Val 

46566510 FLJ39575 4 C383T Ser128Phe 

46566512 PPP1R3A 4 T2419A Leu807Ile 

46566513 PPP1R3A 4 A2464G Thr822Ala 

Tabelle 4.7: Neue DNA-Polymorphismen in proteinkodierenden Exons der Kandidatengene, die noch nicht in der 
SNP-Datenbank dbSNP des National Center for Biotechnology Information (NCBI) annotiert waren und ihre 
Auswirkungen auf die Aminosäuresequenz. 
 

                                                 
13 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
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Wir haben alle proteinkodierenden Exons der 38 Gene, die innerhalb der minimalen Kandidatenre-

gion lokalisiert waren, sequenziert. Als einzigen Polymorphismus, der mit dem Phänotyp in Fami-

lie DCM-I segregierte, konnten wir einen Basenpaaraustausch von Adenin zu Guanin an Position 

100 (Nummerierung ausgehend vom Startkodon ATG, NM000108) in Exon 2 von DLD, das für 

die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) kodiert, identifizieren (Abbildung 4.7). Der Basenpaar-

austausch bewirkte einen Austausch von der polaren Aminosäure Threonin (Thr, T) zur hydropho-

ben Aminosäure Alanin (Ala, A) an Position 34 des Proteins (Abbildung 4.7). Bei der Sequenzana-

lyse von 438 Kontrollchromosomen konnten wir den Basenpaaraustausch A100G in keiner der 

Kontrollen detektieren. Auch bei einem Sequenzvergleich mit der Datenbank dbSNP14 des Natio-

nal Center for Biotechnology Information (NCBI) konnte der Polymorphismus A100G nicht identi-

fiziert werden. Daher schlossen wir die Möglichkeit aus, dass es sich um einen seltenen auftreten-

den Polymorphismus handelte. Diese Daten machen es sehr wahrscheinlich, dass die Mutation 

T34A ursächlich für die DCM in dieser Familie ist und damit DLD als ein neues DCM-

verursachendes Gen identifiziert werden konnte.  

 

Abbildung 4.7: Mutation im DLD bei Familie DCM-I mit dilatativer Kardiomyopathie. Das DLD-Gen besteht 
aus 14 Exons, die sich über 20 kb auf Chromosom 7q31.1 erstrecken (oben). Ausgehend von genomischer DNA 
wurden die 12 Exons durch PCR amplifiziert und direkt sequenziert. In Exon 2 wurde ein Basenpaaraustausch von 
Adenin zu Guanin an Position 100 (A100G) identifiziert. Die Mutation führte zu einer Änderung der Aminosäure 
34 von Threonin zu Alanin (Thr34Ala).  

                                                 
14 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
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4.1.4 Funktionelle Untersuchung der Mutation T34A im DLD 

DLD kodiert für ein mitochondriales Protein, welches an verschiedenen Multienzymkomplexen 

beteiligt ist: am Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDC), am α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-

Komplex (KDC), am Branched-Chain α-Ketosäure-Dehydrogenase-Komplex (BCKDC) und am 

Glycin-Abbau-System (GCS). Der PDC katalysiert die Dekarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-

Coenzym A, welches dann als Ausgangsprodukt für den Zitratzyklus dient. Der KDC katalysiert im 

Zitratzyklus die Dekarboxylierung von α-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA. BCKDC katalysiert einen 

irreversiblen Schritt im Metabolismus von Leucin, Isoleucin und Valin. Das GCS ist für die Syn-

these und Degradation von Glycin verantwortlich. Alle vier Multienzymkomplexe katalysieren also 

wichtige Reaktionen bei der Oxidation von Aminosäuren, Fettsäuren und Kohlenhydraten und 

nehmen eine zentrale Stellung im Energiemetabolismus der Zelle ein. Mit der Beteiligung an die-

sen Enzymkomplexen und aufgrund von Studien, die beschrieben, dass die Entwicklung von Kar-

diomyopathien von Störungen des mitochondrialen Energiemetabolimus begleitet wird, ist es 

durchaus wahrscheinlich, dass Mutationen im DLD zur Pathogenese der DCM beitragen können 

[Corbett et al. 1998] [Fountoulakis et al. 2004].  

Ein Vergleich der Aminosäuresequenz der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase verschiedener Spezies 

zeigte, dass das Threonin an Position 34 in der Evolution hochkonserviert war (Abbildung 4.8).  

 
1          34 

Homo sapiens   MQSWSRVYCSLAKRGHFNRISHGLQGLSAVPLRTYADQP 

Pongo pygmaeus   MQSWSRVYCSLAKRGHFNRISHGLQGLSAVPLRTYADQP 

Macaca fascicularis   MQSWSRVYCSLAKRGHFNRISHGLQGLSAVPLRTYADQL 

Mus musculus   MQSWSRVYRSLAKKGHFNRISHGLQGVSSVPLRTYADQP 

Rattus norvegicus   MQSWSRVYCSLAKKGHFNRLSHGLQGASSVPLRTYSDQP 

Canis familaris   MQSWSRVYCSLAKRGHFSRISHGLQAVSAVPLRTYADQP 

Sus scrofa    MQSWSRVYCTLAKRGHFNRIAHGLQGVSAVPLRTYADQP 

Cricetulus griseus   MQSWSRVYCSLAKRGHFNRISHGLQGVSSVPLRTYADQP 

Gallus gallus    MQRWGRVSCALARRSHFDRVHHGLQGGCAVPQRTYADQ- 

Abbildung 4.8: Vergleich von Proteinsequenzen der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase verschiedener Spezies. Die 
in Familie DCM-I mutierte Aminosäure 34 ist rot markiert und in der Evolution hoch konserviert. 
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Die Mutation T34A änderte den vorletzten Aminosäurerest des 35bp-langen Signalpeptids der Di-

hydrolipoamid-Dehydrogenase. Diese Präsequenz am N-terminalen Ende ist essentiell für den spe-

zifischen Transport der Proteine vom Zytoplasma in die Mitochondrien. Nach erfolgtem Import 

wird das Signalpeptid von einer Metalloprotease abgespalten. Aufgrund der Position der Mutation 

war anzunehmen, dass durch die Mutation möglicherweise der Transport des Proteins in die Mito-

chondrien betroffen sein könnte. Eine weitere mögliche Konsequenz der Mutation könnte die Inhi-

bierung der Abspaltung des Signalpeptids sein, was wiederum die Faltung des E3-Proteins oder 

seine Wechselwirkung mit den anderen Komponenten der Multienzymkomplexe beeinträchtigen 

könnte.  

Zuerst haben wir den Einfluss der Mutation auf die subzelluläre Lokalisation von DLD in vivo un-

tersucht. Da für den Import von Proteinen in die Mitochondrien das Signalpeptid ausreichend ist, 

haben wir das 35bp-lange Signalpeptid von DLD vor das Reportergen GFP kloniert (Abbildung 

4.9). Dazu wurde zuerst das GFP-Gen über die BamHI- und EcoRI-Restriktionsschnittstellen in den 

Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen) kloniert (pcDNA-GFP). Anschließend haben wir das 

35bp-lange Signalpeptid von DLD, ausgehend von der cDNA amplifiziert und über die KpnI- und 

BamHI-Schnittstellen am N-terminalen Ende des GFP eingefügt. Wir haben zwei verschiedene 

Konstrukte generiert. Erstens ein Konstrukt mit der Wildtypsequenz des Signalpeptids 

(DLD_SPwt-GFP) und zweitens ein Konstrukt, in dem das Signalpeptid die Mutation A100G ent-

hielt (DLD_SPmut-GFP). Die Konstrukte wurden sequenziert, um die Sequenz der klonierten 

cDNA zu verifizieren und zusätzliche Mutationen auszuschließen.  

 

 

Abbildung 4.9: Klonierungsstrategie für das DLD-Signalpeptid (DLD_SP) und das GFP-Gen. Das GFP-Gen 
wurde zunächst über die BamHI- und die EcoRI-Schnittstelle in den pcDNA3-Expressionsvektor (Invitrogen) 
kloniert. Anschließend wurde das DLD_SP über die KpnI- und die BamHI-Schnittstelle vor das GFP-Gen klo-
niert. Erstens wurde eine Konstrukt mit der Wildtyp-Sequenz des Signalpeptides erzeugt (DLD_SPwt) und zwei-
tens ein Konstrukt, in dem das Signalpeptid die Mutation A100G trug (DLD_SPmut).  
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Mit den Konstrukten DLD_SPwt-GFP, DLD_SPmut-GFP und pcDNA-GFP wurden humane 

SKOV-Zellen transfiziert und die Verteilung des GFP-Proteins in den Zellen nach 24 h mit dem 

Fluoreszenzmikroskop analysiert. Wie in Abbildung 4.10 zu sehen ist, war in den Zellen, die nur 

mit dem GFP-Protein (pcDNA-GFP) transfiziert wurden, das GFP-Protein diffus in den Zellen 

verteilt. Dagegen waren die Fusionsproteine DLD_SPwt-GFP und DLD_SPmut-GFP in punktuel-

len Kompartimenten konzentriert.  

 

 
 

Abbildung 4.10: Lokalisation des GFP-Proteins durch Immunfluoreszenzmikroskopie in SKOV-Zellen, die ent-
weder GFP exprimierten oder das Fusionsprotein DLD_SPwt-GFP bzw. DLD_SPmut-GFP. Nach 24 h wurde die 
Lokalisation der Proteine unter dem Fluoreszenzmikroskop dokumentiert. In den Kontrollzellen ist das GFP 
gleichmäßig in der gesamten Zelle verteilt. Dagegen ist in den Zellen, die eines der Fusionsproteine DLD_SPwt-
GFP oder DLD_SPmut-GFP exprimierten, eine Lokalisation des GFP in den Mitochondrien zu beobachten. Das 
bedeutet, dass sowohl das Signalpeptid mit der Wildtyp-Sequenz als auch jenes mit der mutierten Sequenz den 
Transport von GFP in die Mitochondrien dirigieren kann.  
 

Anschließend haben wir aus den transfizierten SKOV-Zellen die Mitochondrien isoliert und in 

einer Western-Blot-Analyse GFP mit dem Antikörper anti-GFP JL-8 (Clonetech) detektiert. Als 

Kontrolle für die aufgetragenen Proteinmengen diente die endogene Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase. Im Homogenat der Zellen, die die Fusionsproteine DLD_SPwt-GFP und 

DLD_SPmut-GFP exprimierten, konnten wir zwei Banden identifizieren (Abbildung 4.11, Linie 1 

+ 2). Die obere schwächere Bande bei 31 kDa entsprach jeweils den Fusionsproteinen DLD_SPwt-

GFP bzw. DLD_SPmut-GFP, während die untere Bande bei 27 kDa das prozessierte GFP-Protein 

repräsentierte, von dem nach dem Import in die Mitochondrien das Signalpeptid abgespalten wur-

de. In dem Gesamtzellextrakt war fast nur prozessiertes GFP-Protein und lediglich ein geringer 

Rest der Fusionsproteine DLD_SPwt-GFP oder DLD_SPmut-GFP nachweisbar. Passend dazu 

konnte eine deutliche Anreicherung des prozessierten GFP-Proteins in den Mitochondrien der Zel-
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len, die die Fusionsproteine DLD_SPwt-GFP oder DLD_SPmut-GFP exprimierten, beobachtet 

werden. (Abbildung 4.11, Linie 4 - 6). Die zusätzliche Inkubation der Mitoplastenfraktion mit Pro-

teinase K sollte die nur partiell importierten Proteine oder solche, die außen noch mit den Mito-

chondrien assoziiert waren, verdauen. Dagegen sollten die in die Mitochondrien importierten Pro-

teine durch die Mitochondrienmembran vor einem Verdau geschützt sein. Tatsächlich war in den 

Zellen, die nur mit pcDNA-GFP transfiziert wurden, kein GFP mehr nachweisbar. Im Gegensatz 

dazu blieb die GFP-Menge in den Zellen, die das Fusionsprotein DLD_SPwt-GFP oder 

DLD_SPmut-GFP exprimierten, unverändert, dies im Vergleich zu der Mitochondrienfraktion ohne 

Behandlung mit ProteinaseK (Abbildung 4.11, Linie 7 - 9). Diese Ergebnisse der Fluoreszenzmi-

kroskopie und der Western-Blot-Analyse zeigten, dass sowohl das Wildtyp-Signalpeptid als auch 

das mutierte Signalpeptid den Import des GFPs in die Mitochondrien dirigieren kann. Das GFP 

ohne DLD-Signalpeptid verbleibt dagegen im Zytoplasma. Auch gab es keine sichtbaren Unter-

schiede in der Prozessierung des Fusionsproteins nach dem Import zwischen dem Signalpeptid mit 

der Wildtypsequenz und dem Signalpeptid mit der Mutation T34A.  

 

 
Abbildung 4.11: Lokalisation der Fusionsprotein DLD_SPwt-GFP und DLD_SPmut-GFP sowie GFP nach 
Transfektion und Expression in SKOV-Zellen. Die Western-Blot-Analyse zeigte im Homogenat der Zellen, die 
die Fusionsproteine DLD_SPwt-GFP und DLD_SPmut-GFP exprimierten, zwei Banden. Die obere schwächere 
Bande bei 31 kDa entsprach jeweils den Fusionsproteinen DLD_SPwt-GFP bzw. DLD_SPmut-GFP, während die 
untere Bande bei 27 kDa das prozessierte GFP-Protein repräsentierte, von dem nach dem Import in die Mitochon-
drien das Signalpeptid abgespalten wurde (Linie 1 - 3). Mitochondrien wurden durch Differentialzentrifugation 
isoliert. In der Mitochondrienfraktion ist eine deutliche Anreicherung der Fusionsproteine DLD_SPwt-GFP und 
DLD_SPmut-GFP zu beobachten (Linie 4 – 6). Nach Zerstörung der äußeren Mitochondrienmembran wurden die 
Proben zusätzlich noch mit Proteinase K verdaut (Linie 7 – 9). Die Fusionsproteine DLD_SPwt-GFP und 
DLD_SPmut-GFP sind vor dem Proteinase-Verdau geschützt, während das im Zytoplasma lokalisierte GFP-
Protein vollständig verdaut wurde. Zur Detektion des GFP wurde der Antikörper JL-8 (Clonetech) verwendet. Als 
interne Ladungskontrolle wurde DLD mit dem Antikörper anti-Lipoamid-Dehydrogenase (Rockland) detektiert. 
Die Positionen der Molekulargewicht-Marker sind auf der rechten Seite angegeben. 



Ergebnisse 69

Da die Mutation den Transport des Proteins in die Mitochondrien per se nicht veränderte, war die 

nächste Frage, ob die Mutation möglicherweise die Transportkinetik beeinflussen kann, d.h. ob der 

Transport des Proteins mit dem mutierten Signalpeptid beschleunigt oder verzögert wird. Dazu 

haben wir die Basenpaare 1 - 395 des DLD (gezählt vom Startkodon ATG, NM000108), ausgehend 

von der cDNA, amplifiziert und über die HindIII-Schnittstelle in den Expressionsvektor pT7-Flag2 

(Sigma) kloniert. Wir haben wieder zwei Konstrukte hergestellt – ein Konstrukt mit der Wildtypse-

quenz (DLDwt-Flag) und ein Konstrukt, das die Mutation A100G enthielt (DLDmut-Flag). Die 

Konstrukte wurden sequenziert, um die Sequenz der klonierten cDNA zu verifizieren und zusätzli-

che Mutationen auszuschließen. Die beiden Fusionsproteine DLDwt-Flag und DLDmut-Flag wur-

den in einem Retikulozyten-Lysat in vitro exprimiert und dabei durch Einbau von 35S radioaktiv 

markiert. Im Translationsmix konnten wir nur die eine erwartete Bande bei 15 kDa detektieren, die 

den Fusionsproteinen DLDwt-Flag bzw. DLDmut-Flag entsprach (Abbildung 4.12, Linie 1 + 2). 

Um die Transportkinetik zu studieren, wurden die in vitro exprimierten Proteine mit frisch isolier-

ten Mitochondrien im Transportpuffer gemischt und bei 27°C inkubiert. Nach 2 Minuten bzw. 10 

Minuten wurde die Importreaktion durch Zugabe von Carbonyl-Cyanid m-Chlorophenylhydrazon 

(CCCP) inhibiert und die Mitochondrien reisoliert. In beiden Proben konnte nur eine Bande bei 15 

kDa identifiziert werden (Abbildung 4.12, Linie 3 – 6). Nach Inkubation der Importreaktion mit 

Proteinase K, die alle nicht transportierten Proteine außerhalb der Mitochondrien verdauen sollte, 

war keines der beiden Fusionsprotein mehr zu detektieren (Abbildung 4.12, Linie 7 + 8). Das be-

deutet, dass die beiden Fusionsproteine DLDwt-Flag und DLDmut-Flag zwar mit den Mitochon-

drien assoziiert waren, weil sie mit den Mitochondrien pelletiert wurden. Allerdings wurden die 

Fusionsproteine nicht in die Mitochondrien transportiert, was das Fehlen eines prozessierten Prote-

ins und der komplette Verdau der Fusionsproteine durch Proteinase K zeigte. 
 

 

Abbildung 4.12: In vitro Import der Fusionsproteine DLDwt-Flag und DLDmut-Flag in Mitochondrien. Das 
Autoradiogramm zeigte im Translationsmix nur eine Bande bei 15 kDa (Linie 1 + 2). Auch nach 2 Minuten bzw. 
10 Minuten Transportreaktion konnte nur eine Bande bei 15 kDa detektiert werden (Linie 3 – 6). Durch Inkubati-
on der Transportreaktion mit Proteinase K wurden alle Fusionsproteine verdaut (Linie 7 + 8). 
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Zusätzlich zu der Analyse der Importreaktion wollten wir die Enzymaktivität der Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase in EBV-transformierten Lymphozyten der Patienten II.6 und II.8 (DLDT34A/+) mit 

der in Lymphozyten von gesunden Kontrollpersonen (DLD+/+) vergleichen. Wir haben zunächst 

Zellhomogenate aus DLDT34A/+ und DLD+/+ EBV-Lymphozyten auf einem 10 %igen Polyacryla-

midgel aufgetrennt und in der anschließenden Western-Blot-Analyse DLD mit dem polyklonalen 

anti-Lipoamid-Dehydrogenase Antikörper (Rockland) detektiert. Wir konnten eine erwartete Bande 

bei 55 kDa identifizieren, die der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase entsprach und belegen, dass die 

DLD-Expression in DLDT34A/+ und DLD+/+ gleich hoch war (Abbildung 4.13). Die Detektion von 

Prohibitin mit anti-Prohibitin (Abcam) zeigte, dass gleiche Mengen an Protein geladen wurden.  

 

 
 

Abbildung 4.13: Expression von DLD in EBV-transformierten Lymphozyten DLDT34A/+ der Patienten II.6 und 
III.8 im Vergleich zu einer gesunden Kontrollperson (DLD+/+). 10 µg Zellhomogenat wurden auf einem 10 % 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Zur Detektion des DLD wurde der polyklonale Antikörper anti-Lipoamid-
Dehydrogenase (Rockland) verwendet. Als interne Ladungskontrolle wurde Prohibitin (Abcam) detektiert. Die 
Positionen der Molekulargewicht-Marker sind auf der rechten Seite angegeben. Die Western Blot Analyse bestä-
tigte, dass es keine Unterschiede in der DLD-Expression zwischen LymphozytenT34A/+ und Lymphozyten+/+ gibt.  
 

Die Bestimmung der DLD-Aktivität erfolgte in Phosphatpuffer, der NAD+ und Dihydrolipoamid 

enthielt. Die Enzymaktivität konnte indirekt über die Reduktion von NAD+ zu NADH, die spek-

trophotometrisch als Veränderung der Absorption bei 340 nm messbar ist, ermittelt werden. Als 

interner Kontrollstandard wurde die Aktivität der Succinat-Dehydrogenase (SD) bestimmt, die im 

Zitratzyklus die Oxidation von Succinat zu Fumarat katalysiert. Dabei diente p-

Iodonitrotetrazolium Violet (INT) als artifizieller Elektronenakzeptor, dessen Reduktion spek-

trophotometrisch bei 490 nm gemessen wurde. In Zellhomogenaten aus DLDT34A/+ und DLD+/+ 

EBV-Lymphozyten schwankten die absoluten DLD-Aktivitäten einzelner Individuen zwischen 

verschiedenen Assays, und auch bei DLDT34A/+ von verschiedenen Patienten gab es erhebliche Dif-
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ferenzen in der Enzymaktivität. Insgesamt lagen die DLD-Aktivitäten in einem Bereich zwischen 

80 nmol min-1 mg-1 und 140 nmol min-1 mg-1 und entsprachen damit in etwa dem Intervall (43 – 

109 nmol min-1 mg-1), das von Hong et al. (1997) für Lymphozyten in einer Kontrollpopulation 

bestimmt wurde. Nach Normalisierung der DLD-Aktivität gegen die SD-Aktivität (DLD / SD) 

waren keine signifikanten Aktivitätsunterschiede zwischen DLDT34A/+ und DLD+/+ messbar (Abbil-

dung 4.14). Aufgrund der erheblichen Schwankungen der DLD-Aktivität zwischen den einzelnen 

Individuen, die allerdings auch bei verschiedenen Personen innerhalb einer Kontrollpopulation 

beobachtet werden können, ließ sich keine verlässliche Aussage darüber machen, ob die Mutation 

einen Einfluss auf die Aktivität der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase hat. Mit hoher Wahrschein-

lichkeit wird die Aktivität der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase aber nicht durch die Mutation 

T34A beeinflusst. 
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Abbildung 4.14: DLD-Enzymaktivität in EBV-transformierten Lymphozyten von Patient II.6 und III.8 im Ver-
gleich zur Enzymaktivität in EBV-transformierten Lymphozyten einer gesunden Kontrolle. Die DLD-
Enzymaktivität wurde gegen die Aktiviät der Succinat-Dehydrogenase, einem Enzym aus dem Zitratzyklus, nor-
malisiert. Es waren keine signifikanten Unterschiede in der Enzymaktivität zwischen DLDT34A/+ (Patient II.6) und 
DLD+/+ (Patient II.6A) messbar. 
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4.2 Kandidatengen-Analyse 

4.2.1 Phänotypische Charakterisierung der Familie DCM-II 

Wir haben eine deutsche Familie (Familie DCM-II) untersucht, bei deren erkrankten Familienmit-

gliedern dilatative Kardiomyopathie, Reizleitungsstörungen und Muskeldystrophie diagnostiziert 

wurden. Die Symptome traten zum einen isoliert auf und zum anderen konnten aber bei einzelnen 

Patienten auch mehrere Phänotypen gleichzeitig beobachtete werden. Darüber hinaus gab es Unter-

schiede in der Ausprägung eines Phänotyps zwischen verschiedenen Familienmitgliedern. Diese 

Kombination von Phänotypen wird häufig durch Mutationen im Gen für Lamin A/C (LMNA) ver-

ursacht [Genschel and Schmidt 2000]. Die Vererbung der Phänotypen in Familie DCM-II folgte 

einem autosomal-dominanten Erbgang (Abbildung 4.15). 

 

 

Abbildung 4.15: A: Stammbaum Familie DCM-II. Der Phänotyp wird autosomal-dominant vererbt. Ausgefüllte 
Symbole repräsentieren Patienten mit diagnostizierter DCM; offene Symbole repräsentieren gesunde Individuen 
und gestreifte Symbole Individuen ohne gesicherte Diagnose. Kreise symbolisieren Frauen und Quadrate Männer. 
P = Schrittmacher; A = Reizleitungsstörungen. B: Durch den Basenpaaraustausch mutierte eine Erkennungsse-
quenz für das Restriktionsenzym Sat I. Der Verdau des PCR-Produktes von Exon 4 des Wildtyp-Allels erzeugte 
fünf Fragmente mit einer Länge von 33, 57, 62, 63 und 120bp, während der Verdau des mutierten Allels nur vier 
Fragmente mit einer Länge von 62, 63, 90 und 120bp erzeugte. 

 

Bei der Indexpatientin III.1 wurden eine dilatative Kardiomyopathie und Gliedergürtel-

Muskeldystrophie diagnostiziert. Bei der Patientin konnte ein vergrößerter linker Ventrikel, ver-

größerte Vorhöfe sowie eine eingeschränkte Pumpfunktion des linken Ventrikels beobachtet wer-
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den. Aufgrund permanenten Vorhofflimmerns musste bei der Patientin III.1 auch ein Schrittmacher 

implantiert werden. Die Implantation von Schrittmachern war auch bei fünf weiteren Familienmit-

gliedern (II.1, II.3, II.4, II.5, II.6) notwendig. Deutliche Reizleitungsstörungen wurden ebenfalls bei 

den Patienten III.5, III.7 und IV.1 diagnostiziert. Im Holter-EKG erschienen bei den Patienten III.5 

und IV.1 supraventrikuläre Extrasystolen, die häufig ein Vorzeichen für Vorhofflimmern sind. Pa-

tientin III.7 erlitt im Rahmen von Vorhofflimmern einen Schlaganfall. Außerdem bestand bei den 

Patientinnen III.7 und IV.1 sowie bei den beiden Brüdern IV.3 und IV.4 der Verdacht auf Glieder-

gürtel-Muskeldystrophie.  

 

 

4.2.2 Mutationsscreening im Lamin A/C-Gen 

Wegen des gemeinsamen Auftretens von dilatativer Kardiomyopathie, Reizleitungsstörungen und 

Muskeldystrophie sowie der hohen Prävalenz von Reizleitungsstörungen erschien es sinnvoll, das 

Lamin A/C-Gen als Kandidatengen nach krankheitsverursachenden Mutationen zu untersuchen. 

Dazu haben wir genomische DNA aus Lymphozyten der Indexpatientin III.1 isoliert. Ausgehend 

von der genomischen DNA wurden alle 12 proteinkodierenden Exons des LMNA einschließlich 

der jeweiligen Exon-Intron Grenzen durch PCR15 amplifiziert und direkt sequenziert. Dabei konn-

ten wir bei der Indexpatientin III.1 einen Basenpaaraustausch von Cytosin nach Thymin an Positi-

on 700 (C700T) (ausgehend von ATG; NM170707) in Exon 4 identifizieren (Abbildung 4.16). Auf 

Proteinebene führte der Polymorphismus C700T zu einer Änderung des Codon 234 von Glutamin 

(CAG) zu einem vorzeitigen Stop-Codon (TAG).  

Um zu zeigen, dass der Polymorphismus mit dem Phänotyp in der Familie segregierte, wurde ein 

Restriktionsverdau etabliert. Durch den Polymorphismus C700T mutierte eine Erkennungssequenz 

für das Restriktionsenzym SatI. Der Verdau des 335bp-langen PCR-Produktes von Exon 4 des 

Wildtyp-Allels mit SatI erzeugte fünf Fragmente mit Längen von 33, 57, 62, 63 und 120 bp. Dage-

gen entstanden bei dem Verdau des PCR-Produktes von Exon 4 des mutierten Allels mit SatI nur 

vier Fragmente mit Längen von 62, 63, 90 und 120 bp. Der Polymorphismus segregierte bei allen 

untersuchten Patienten mit kardialen und/oder muskulären Abnormalitäten (III.1, III.5, III.7; IV.1, 

IV.3, IV.4). Dagegen konnte der Polymorphismus bei keinem der untersuchten gesunden Famili-

enmitglieder (III.2, III.3, III.4, III.6, IV.2) identifiziert werden (Abbildung 4.15). Auch in 360 

Chromosomen von gesunden Kontrollpersonen konnte die Variante C700T nicht nachgewiesen 

werden. Ebenso war der Polymorphismus weder in der Literatur beschrieben, noch wurde er bei 

                                                 
15 Sequenzen der verwendeten Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der Exons von LMNA: 
http://genetics.med.harvard.edu/~seidman/primersequence.html 
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einem Sequenzvergleich mit der NCBI-Datenbank dbSNP16, in der im Sommer 2006 (NCBI-Build 

126) mehr als 12 Millionen SNPs registriert waren, gefunden. Diese Ergebnisse ließen es unwahr-

scheinlich erscheinen, dass der Basenpaaraustausch ein seltener vorkommender Polymorphismus 

war.  

 

 

Abbildung 4.16: LMNA Mutation in Familie DCM-II. Oben: Das auf Chromosom 1 lokalisierte LMNA-Gen 
besteht aus 12 Exons. Die weiß unterlegten Exons kodieren für Lamin A und Lamin C, der letzte Teil von Exon 
10 (grau) ist spezifisch für Lamin C, Exon 11 und 12 (schwarz) sind spezifisch für Lamin A. Ein Basenpaaraus-
tausch von Cytosin nach Thymin an Position 700 (C700T) in Exon 4 des LMNA-Gens führt zur Insertion eines 
vorzeitigen Stop-Codons. A: Genomische Sequenz vom gesunden Familienmitglied III.6. B: Genomische Sequenz 
von Patientin III.1, bei der DCM und Gliedergürtel-Muskeldystrophie diagnostiziert wurden.  
 

Die Mehrheit der im LMNA identifizierten Mutationen sind Missense-Mutationen. Bisher sind nur 

drei weitere Mutationen im LMNA beschrieben worden, die in der Insertion eines vorzeitigen 

Stop-Codons (PTC) resultieren. Allerdings wurde für keine dieser Mutationen beschrieben, wel-

chen Einfluss das PTC auf die Struktur der Proteine oder die Stabilität der mRNA hat. PTCs kön-

nen über verschiedene Mechanismen die Expression des Proteins beeinflussen. Erstens könnte ein 

trunkiertes Protein durch einen dominant-negativen Effekt auch die Funktion des verbleibenden 

Wildtyp-Proteins beeinträchtigen. Zweitens ist bekannt, dass ein vorzeitiges PTC die Stabilität der 

mRNA-Transkripte vermindern kann, da die fehlerhaften Transkripte von einem Kontrollmecha-

nismus der Zelle (nonsense-mediated mRNA decay, NMD) erkannt und für einen raschen Abbau 

                                                 
16 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
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markiert werden. Drittens wurde beschrieben, dass PTCs einen alternativen Spleißvorgang (non-

sense-associated altered splicing, NAS) induzieren können, indem die Mutation möglicherweise 

Sequenzen betrifft, die für die Definition der Exongrenzen notwendig sind. Als Folge des NAS 

kommt es zu einer Zunahme an alternativ gespleißten Transkripten [Vuoristo et al. 2004].  

Als erstes haben wir die Möglichkeit untersucht, ob die Mutation einen alternativen Spleißvorgang 

initiiert. Die vier A-Typ Proteine – Lamin A, C, Aδ10 und C2 – entstehen durch alternatives Splei-

ßen der mRNA eines Gens. Die beiden Hauptvarianten Lamin A und Lamin C unterscheiden sich 

im C-terminalen Bereich. Lamin C entsteht durch einen alternativen Spleißvorgang in Exon 10. 

Dementsprechend sind die Exons 11 und 12 spezifisch für Lamin A. Für die Analyse der mRNA-

Transkripte haben wir RNA aus Lymphozyten der Indexpatientinnen III.1 und III.7, die heterozy-

got für die Mutation Q234X waren (LMNAQ234X/+), isoliert. Die RNA wurde revers transkribiert 

und die LMNA cDNA durch PCR amplifiziert. Für die PCR kamen Primer zum Einsatz, die im 

ersten Exon und in Exon 12 des Gens lokalisiert waren, wodurch nur die Spleißvariante des Lamin 

A spezifisch amplifiziert wurde. Da tatsächlich nur das eine Fragment mit der erwarteten Größe 

von 2009 bp amplifiziert wurde, konnte ein alternativer Spleißvorgang als krankheitsverursachen-

der Mechanismus ausgeschlossen werden (Abbildung 4.17).  

 

Abbildung 4.17: Amplifikation von Lamintranskripten aus Lymphozyten durch RT-PCR mit Primern, die in 
Exon 1 und Exon 12 des LMNA-Gens lokalisiert waren. Sowohl in den Kontrolllymphozyten LMNA+/+ der Pati-
entinnen III.3 und III.6 als auch in den LMNAQ234X/+ Lymphozyten der Patienten III.7 und IV.1 konnte nur das 
erwartete 2009 bp lange Fragment identifiziert werden. Das Fehlen alternativer Spleißprodukte schloss NAS als 
Pathomechanismus aus. 
 

Bei der anschließenden Sequenzanalyse des PCR-Produktes der Lamintranskripte konnten wir nur 

das Wildtyp-Allel mit Cytosin an Position 700 detektieren. Dagegen konnten wir die Sequenz des 

mutierten Allels mit Thymin an Position 700 nicht nachweisen (Abbildung 4.18 A). Die Sequenz-

analyse ließ vermuten, dass nonsense-mediated mRNA decay als Pathomechanismus in Frage 

kommt. Um diese Möglichkeit zu untersuchen, haben wir eine Übernachtkultur von Lymphozyten 

der Indexpatientin III.1 und Patientin IV.1 angelegt. Am nächsten Tag wurden die Leukozyten für 
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8 Stunden entweder mit 100 µg/ml Cycloheximid bzw. 100 µg/ml Emetin inkubiert oder als Kon-

trolle mit H2O. Cycloheximid blockiert die Translokation der Polypeptidkette und Emetin hemmt 

die Elongation der Polypeptidkette. Die Folge ist in beiden Fällen eine Hemmung der Proteinsyn-

these. Da aber die Funktionsfähigkeit der Translation für die Aktivierung des NMD notwendig ist, 

resultiert eine Hemmung der Proteintranslation dementsprechend auch in der Hemmung des NMD. 

Folglich können fehlerhafte mRNAs mit PTC nicht mehr abgebaut werden und akkumulieren im 

Zytoplasma. Nach der Inkubation mit Cycloheximid, Emetin oder H2O haben wir aus den 

LMNAQ234X/+ Lymphozyten RNA isoliert und revers transkribiert. Anschließend wurde die LMNA 

cDNA mit Primern, die in Exon 3 und Exon 6 lokalisert waren, durch PCR amplifiziert und direkt 

sequenziert. Tatsächlich war in den LMNAQ234X/+ Lymphozyten nach Inkubation mit Cycloheximid 

oder Emetin das mutierte Allel bei der Sequenzanalyse der LMNA-Transkripte nachweisbar (Ab-

bildung 4.18C + 4.18D). Das mutierte Allel wurde also nach Hemmung des NMD nicht mehr ab-

gebaut. Dagegen konnte in den LMNAQ234X/+ Lymphozyten, die mit H2O behandelt wurden, nur die 

Sequenz des Wildtyp-Allels identifiziert werden (Abbildung 4.18B). Dieses Ergebnis zeigte, dass 

die NMD-Maschinerie die Transkripte des mutierten Allels tatsächlich erkennen kann und zu deren 

Abbau führt.  

 

 

Abbildung 4.18: Detektion des mutierten Allels nach Hemmung des NMD. Bei der Sequenzanalyse der Lamin-
transkripte aus LMNAQ234X/+ Lymphozyten konnten wir nur das Wildtyp-Allel mit Cytosin an Position 700 detek-
tieren, nicht aber die Sequenz des mutierten Allels mit Thymin an Position 700 (A). Frisch isolierte LMNAQ234X/+ 
Lymphozyten wurden über Nacht kultiviert und für 8 h mit H2O (B), 100 µg/ml Cycloheximid (C) oder 100 µg/ml 
Emetin (D) inkubiert. Aus den Lymphozyten isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben, die Lamintranskripte 
durch PCR amplifiziert und anschließend sequenziert. Nach Inhibition der Translation und dementsprechend auch 
des NMD konnte das mutierte Allel in den LMNAQ234X /+ Lymphozyten wieder detektiert werden. 
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Da nur die Transkripte des Wildtyp-Allels in der Zelle stabil sind, sollte in LMNAQ234X/+ Zellen 

dementsprechend die Anzahl der LMNA-Transkripte und die Menge an Laminproteinen reduziert 

sein. Die Quantifizierung der Lamintranskripte und die Quantifizierung der Proteinexpression er-

folgte in Hautfibroblasten und nicht in Lymphozyten, weil die A-Typ Lamine hauptsächlich in 

differenzierten Epithelzellen (Bindegewebs-Fibroblasten) exprimiert werden, während die Expres-

sion der A-Typ Lamine in undifferenzierten und proliferierenden Zellen (inflammatorische Zellen, 

Lymphozyten) stark reduziert ist [Broers et al. 1997]. Bei der Western-Blot-Analyse von Zellho-

mogenaten aus Lymphozyten konnten wir keines der beiden Laminproteine (Lamin A und Lamin 

C) detektieren. 

Die Quantifizierung der LMNA-Transkripte in LMNAQ234X/+ Hautfibroblasten von Patientin IV.1 

erfolgte durch eine Real-Time-PCR. Dazu wurde die RNA aus den Hautfibroblasten isoliert und 

revers transkribiert. Nach Synthese der cDNA wurden die Proben durch Real-Time-PCR mit dem 

LightCycler® 2.0 System (Roche) analysiert. Für die Amplifikation der Lamintranskripte wurde der 

TaqMan Gene Expression Assay HS00153462 (Applied Biosystems) verwendet. Die Sonde war am 

Übergang zwischen Exon 2 und Exon 3 lokalisiert, was gewährleistete, dass nur LMNA cDNA, 

aber keine genomische DNA amplifiziert werden konnte. Als interner Kontrollstandard wurde die 

ubiquitär exprimierte 5-Aminolevulinat-Synthase (ALAS1) mit dem LightCycler h-ALAS House-

keeping Gene Set (Roche) detektiert. Die Expression von LMNA wurde gegen die interne Kontrol-

le ALAS1 normalisiert. Die relative LMNA-Expression in den Hautfibroblasten LMNAQ234X/+ war 

deutlich reduziert und betrug nur 66 % der relativen LMNA-Expression in Fibroblasten LMNA+/+ 

einer gesunden Kontrollperson (Abbildung 4.19).  
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Abbildung 4.19: Analyse der Menge an Lamintranskripten in kultivierten Hautfibroblasten LMNAQ234X/+ von 
Patientin IV.1 mit Real-Time-PCR. Als interne Kontrolle diente ALAS1 (Roche). Die Laminexpression ist bei 
Patientin IV.1 deutlich reduziert im Vergleich zur Kontrolle.  

 
Die verringerte Anzahl an mRNA-Transkripten, bedingt durch den Abbau der PTC-kodierenden 

Transkripte, sollte schlussendlich zu einer Verringerung der Proteinexpression führen. Um diese 



Ergebnisse 78

Hypothese zu bestätigen, wurden Zellhomogenate aus kultivierten LMNAQ234X/+ Hautfibroblasten 

von Patientin IV.1 und einer gesunden Kontrollperson (LMNA+/+) auf einem 8 %igen Polyacryla-

midgel aufgetrennt. Die anschließende Western-Blot-Analyse erfolgte mit dem monoklonalen anti-

Lamin Antikörper JoL5 (abcam), der gegen die N-terminale Domäne (Aminosäurereste 1 – 171) 

des Proteins gerichtet ist. Mit diesem Antikörper können auch C-terminal trunkierte Laminproteine 

detektiert werden. Zwei Banden bei 74 kDa und 64 kDa, die Lamin A bzw. Lamin C entsprachen, 

konnten identifiziert werden (Abbildung 4.20). Es wurde die gleiche Menge an Proteinen geladen, 

was die Detektion von β-Aktin zeigte. In LMNAQ234X/+ Hautfibroblasten war die Menge sowohl 

von Lamin A als auch von Lamin C tatsächlich deutlich reduziert, dies im Vergleich zu den Prote-

inmengen in Wildtyp-Fibroblasten (Abbildung 4.20). Darüber hinaus konnte in den LMNAQ234X/+ 

Hautfibroblasten der Patientin IV.1 auch kein potentiell trunkiertes Protein bei 27 kDa detektiert 

werden (Abbildung 4.20). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Haploinsuffizienz von La-

min A und Lamin C, ausgelöst durch den Abbau der mutierten mRNA durch NMD, als Pathome-

chanismus für DCM in Frage kommt. 

 
Abbildung 4.20: Expression von Lamin A und Lamin C in kultivierten Hautfibroblasten LMNAQ234X/+ von Pati-
entin IV.1 im Vergleich zu einer gesunden Kontrollperson LMNA+/+. 20 µg Zellhomogenat wurden auf einem 8 % 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Zur Detektion der Laminproteine wurde der Antikörper JoL5 (Abcam) ver-
wendet, der gegen die ersten 171 Aminosäuren am N-terminalen Ende gerichtet ist. Als interne Ladungskontrolle 
wurde β-Aktin mit dem Antikörper I-19 (Santa Cruz) detektiert. Die Positionen der Molekulargewicht-Marker 
sind auf der rechten Seite angegeben. Die Western-Blot-Analyse bestätigte, dass in den Hautfibroblasten 
LMNAQ234/+ die Expression von Lamin A und Lamin C deutlich reduziert war (A). Darüber hinaus konnte auch 
kein potentiell trunkiertes Protein bei 27 kDa detektiert werden.  
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Es ist bekannt, dass LMNA-Mutationen die Stabilität der Kernmembran verringern und dadurch 

gerade Nuklei in Geweben mit hoher mechanischer Belastung, wie im Myokardium oder in der 

Skelettmuskulatur, zerstört werden (Broers et al. 2004).  

Wir haben die Folgen der Mutation Q234X auf die Morphologie des Nukleus und die Stabilität der 

Kernmembran untersucht. Abnormale Strukturen der Kernmembran wurden von Nikolova et al. 

(2004) in Kardiomyozyten von LMNA+/- Mäusen beschrieben sowie von Muchir et al. (2004) in 

Fibroblasten von Patienten mit Missense-Mutationen im LMNA. Elektronenmikroskopische Auf-

nahmen von Kernen aus LMNAQ234X/+ Hautfibroblasten zeigten allerdings keine auffälligen mor-

phologischen Veränderungen der Kernmembran oder eine Fehlverteilung der Kernporen (Abbil-

dung 4.21). 

 

 

Abbildung 4.21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Nukleus aus LMNAQ234X/+ Fibroblasten. A: Diese 
Aufnahme zeigt einen Schnitt durch einen Nukleus. Es sind keine morphologische Veränderungen der Kernhülle 
oder eine Erweiterung des Intermembranraumes zu erkennen. B: Diese Aufnahme zeigt einen vergrößerten Aus-
schnitt der Kernhülle und eine Kernpore. 
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5 Diskussion 

5.1 Positionelle Klonierung eines neuen DCM-Gens 

Die familiäre dilatative Kardiomyopathie ist eine genetisch heterogene Herzerkrankung mit hoher 

Sterblichkeitsrate, gekennzeichnet durch eine Vergrößerung des linken Ventrikels und einer Ver-

minderung der Pumpleistung. Mit Hilfe molekulargenetischer Methoden wurden mittlerweile 

zwanzig Gene und zehn weitere chromosomale Loci identifiziert, die ursächlich für eine primäre 

DCM sein können. Pathologische Mutationen in Zytoskelettproteinen, wie z.B. im Dystrophin, im 

δ-Sarcoglykan und Desmin oder in Proteinen des Sarkomers, wie z.B. im Aktin und Myosin, führ-

ten zu der Hypothese, dass eine Beeinträchtigung der Kraftübertragung oder eine reduzierte Kraft-

entwicklung die Entstehung der DCM begünstigen. Allerdings scheint dies eine etwas vereinfachte 

Sichtweise zu sein, da darüber hinaus auch Mutationen in Proteinen gefunden wurden, wie z.B. im 

Lamin A/C- oder EYA4-Gen, die auf den ersten Blick nicht dem kraftübertragenden Zytoskelett 

zuzuordnen sind und deren Funktion in der Pathophysiologie der DCM noch nicht geklärt ist. Die 

Zahl der bisher identifizierten Gendefekte zeigt, wie vielfältig die Mechanismen sind, die zu einer 

dilatativen Kardiomyopathie führen können.  

Wir haben eine Familie (DCM-I) mit familiärer dilatativer Kardiomyopathie untersucht, in der 16 

Mitglieder in drei Generationen erkrankt waren. Nach Ausschluss aller Gene und Loci, die bisher 

für familiäre Formen der DCM bekannt waren, lokalisierten wir in einer genomweiten Kopplungs-

analyse einen neuen krankheitsverursachenden Locus auf dem langen Arm von Chromosom 7 mit 

einem maximalen LOD-Score von Z = 4,20 bei θ = 0,00 für die Marker D7S471 und D7S501. 

Durch Feinkartierung und Haplotypenanalyse ließ sich die Kandidatenregion auf 10 Mb zwischen 

den Markern D7S2545 und D7S2554 eingrenzen, die mit keiner bisher beschriebenen Kandidaten-

region für DCM überlappte.  

In dem Intervall waren keine Zytoskelettproteine oder Proteine des Sarkomers annotiert. Anhand 

von funktionellen Daten, Tiermodellen oder bekannten humanen Krankheitsbildern haben wir von 

den in der Kandidatenregion annotierten Genen eine Prioritätsliste erstellt. So waren in dem Inter-

vall die Gene für Laminin beta-1 (LAMB1) und Laminin beta-4 (LAMB4) lokalisiert. Da Laminine 

ein Bestandteil der extrazellulären Matrix sind, könnten Mutationen in diesen Genen die Kraftüber-

tragung beeinträchtigen. Für die Phosphoinosit-3-Kinase (PIK3CG) konnte gezeigt werden, dass 

sie die Kontraktilität von Kardiomyozyten negativ beeinflusst [Crackower et al. 2002]. Auch 

Transkriptionsfaktoren wie die in der Kandidatenregion kodierten HBP1, ZNF277 und FOXP2 

könnten zur Pathophysiolgie der DCM beitragen, wie Schönberger et al. für den transkriptionellen 

Koaktivator EYA4 zeigen konnten. Weitere interessante Gene in der minimalen Kandidatenregion 



Diskussion 81

waren die im Energiemetabolismus involvierten Gene DLD und IPLA2, da mittlerweile mehrere 

Studien gezeigt haben, dass bei Kardiomyopathien auch Veränderungen im Energiemetabolismus 

der Zelle zu beobachten sind [Corbett et al. 1998] [Fountoulakis et al. 2004]. 

Durch Sequenzanalyse der proteinkodierenden Exons aller Kandidatengene gelang es eine Mutati-

on im zweiten Exon des Gens für die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (DLD) zu identifizieren. 

Die Mutation verursacht einen Basenpaaraustausch von Adenin zu Guanin an Position 100 der 

mRNA (Nummerierung ausgehend vom Startkodon ATG, NM000108). Diese Variante bewirkt 

auch eine Änderung der Aminosäuresequenz an Position 34 von Threonin zu Alanin (T34A). Ein 

Vergleich der Aminosäuresequenzen mit anderen Spezies zeigte, dass das Threonin während der 

Evolution hoch konserviert ist.  

DLD kodiert für ein mitochondriales Protein, welches an verschiedenen Multienzymkomplexen 

partizipiert. Zu den Komplexen zählt der im Metabolismus der verzweigtkettigen Aminosäuren 

involvierte Branched-Chain-α-Ketosäure-Dehydrogenase-Komplex (BCKDC) und zwei Komple-

xe, die Reaktionen des Zitratzyklus katalysieren – der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDC) 

und der α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (KDC). Mit der Beteiligung an diesen beiden 

Enzymkomplexen, die an der Oxidation von Glukose und Fettsäuren beteiligt sind, nimmt DLD 

eine wichtige Stellung im Energiemetabolismus der Zelle ein, insbesondere im adulten Myokard, in 

dem die Energiegewinnung fast vollständig von der Oxidation von Fettsäuren und Glukose ab-

hängt. Die Bedeutung von DLD für den oxidativen Metabolismus zeigte sich im Tiermodell. Mäu-

se, denen das DLD komplett fehlte (DLD-/-), starben schon vor der Geburt. Im Gegensatz zu den 

DLD-/--Mäusen erschienen heterozygote Tiere (DLD+/-) phänotypisch normal [Johnson et al. 1997], 

trotz verringerter Aktivität aller Enzymkomplexe, an denen DLD beteiligt ist. Allerdings sind die 

DLD+/--Tiere nicht über einen längeren Zeitraum beobachtet worden, erhöhten körperlichen Bela-

stungen ausgesetzt worden oder speziell auf kardiale Phänotypen untersucht worden.  

Die Erforschung der Pathophysiologie von dilatativer Kardiomyopathie hat sich hauptsächlich auf 

die mechanischen Aspekte wie Krafterzeugung und Kraftübertragung konzentriert. Die Rolle des 

Energiemetabolismus während der Entwicklung von DCM hat dagegen bisher wenig Beachtung 

gefunden [Carvajal and Moreno-Sanchez 2003]. Dabei verursachen Störungen des Energiemetabo-

lismus oder der ATP-Produktion eine Reihe neuromuskulärer Krankheitsbilder. Mutationen in En-

zymen der Atmungskette können Ursache für die Entwicklung des Leigh-Syndroms sein, dessen 

klinisches Bild von Hypotonie, Krämpfen und Verzögerungen in der Entwicklung geprägt ist [Leo-

nard and Schapira 2000]. Mutationen im Gen ATP6, einer Untereinheit der mitochondrialen ATP-

Synthase, sind assoziiert mit dem NARP-Syndrom, für das Neuropathie, Ataxie und Retinitis Pig-

mentosa charakteristisch sind [Holt et al. 1990]. Auch bei kardiovaskulären Krankheiten wurden 
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morphologische Abnormalitäten der Mitochondrien beschrieben und damit einhergehend Defizite 

in der Energieproduktion. Die reduzierte Energieproduktion führt sekundär dann zu Funktionsstö-

rungen verschiedener anderer zellulärer Prozesse, die kritisch für die kardiale Pumpfunktion sind, 

wie der Ca2+-Transport oder die Kontraktion der Sarkomerproteine [Huss and Kelly 2005]. So 

wurden bei hypertropher oder dilatativer Kardiomyopathie Zellen mit einer erhöhten Mitochondri-

enanzahl beobachtet oder Mitochondrien mit einer verringerten Größe und strukturellen Verände-

rungen der Membran [Ventura-Clapier et al. 2004].  

In Studien an Mäusen wurden Korrelationen zwischen dilatativer Kardiomyopathie und Änderun-

gen im Energiemetabolismus beschrieben. Mäuse mit einer herzspezifischen homozygoten Deleti-

on des Transkriptionfaktors Tfam, der für die Proliferation der Mitochondrien essentiell ist, weisen 

eine Reduktion der respiratorischen Kapazität auf. Das Resultat ist ein Ungleichgewicht zwischen 

Energieproduktion und Energieverbrauch und eine verringerte Leistungsfähigkeit des Herzens, was 

zu einer Entwicklung von dilatativer Kardiomyopathie bei den Tfam-/--Mäusen führt [Li et al. 

2000]. Fountoulakis et al. (2004) verglichen das mitochondriale Proteom von Wildtyp-Mäusen mit 

jenem von Desmin-defizienten Mäusen, die DCM entwickelten. Dabei konnten signifikante Ände-

rungen im Acetat-Metabolismus, bei NADH-Transportproteinen, im Aminosäuremetabolismus und 

in Proteinen der Atmungskette identifiziert werden. Auch die Aktivität der Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase war in den Desmin-defizienten Mäusen auf 70 % des Wertes in Wildtyp-Tieren 

verringert. Ähnliche Verringerungen in der Expression von Genen, die in der Energieproduktion 

involviert sind, inklusive der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase, wurden auch in Herzen von DCM-

Patienten beschrieben [Corbett et al. 1998]. Aufgrund dieser Ergebnisse und seiner zentralen Stel-

lung im Energiemetabolismus der Zelle ist DLD ein plausibeles Kandidatengen, in dem Mutationen 

durchaus zur Pathogenese der DCM beitragen können. 

DLD ist im Kerngenom kodiert und muss daher nach der Proteintranslation gezielt in die Mito-

chondrien transportiert werden. Dafür trägt DLD eine Präsequenz am N-terminalen Ende, die den 

Import des Proteins in die Mitochondrien dirigiert und nach dem Transport durch Proteasen ab-

gespalten wird.  Die Mutation T34A betrifft den vorletzten Aminosäurerest dieses 35bp-langen 

Signalpeptids der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (Abbildung A.16). Aufgrund der Position der 

Mutation wollten wir die Hypothese testen, ob die Mutation den Transport des Proteins in die Mi-

tochondrien beeinträchtigt, oder ob die Prozessierung des Signalpeptides betroffen sein könnte. 

Dazu haben wir den Import zunächst anhand von Fusionsproteinen studiert, bei denen entweder das 

Wildtyp-Signalpeptid (DLD_SPwt-GFP) oder das Signalpeptid mit der Mutation T34A 

(DLD_SPmut-GFP) vor das Reportergen GFP kloniert wurde. Beide Fusionsproteine wurden nach 

Transfektion und Expression in SKOV-Zellen in die Mitochondrien transportiert und das Signal-
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peptid normal prozessiert. Der Import des Proteins in die Mitochondrien scheint also per se nicht 

beeinträchtigt zu sein.  

Außerdem haben wir die Auswirkung der Mutation auf die Enzymaktivität der Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase (E3) in Lymphozyten der Patienten II.6 und III.8 (DLDT34A/+) untersucht. Wir 

konnten keine Verminderung der Aktivität der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase in DLDT34A/+ ge-

genüber DLD+/+ nachweisen. Allerdings sind Lymphozyten als Modellsysteme nicht optimal ge-

eignet, um die spezifischen Anforderungen in Kardiomyozyten unter extremen körperlichen Stress-

situationen zu simulieren. So beschrieben Grafakou et al. (2003) einen Jungen mit Leigh-Syndrom, 

der Mutationen in beiden Allelen des DLD trug. Die Aktivität der Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase und des Pyruvat-Dehydrogenase Komplexes waren im Muskelgewebe dieses Jun-

gen auf 29 % bzw. auf 14 % der Kontrollwerte reduziert. Dagegen war die Aktivität des Pyruvat-

Dehydrogenase-Komplexes in den Fibroblasten des Jungen normal. Ähnliche Ergebnisse beschrie-

ben Kirby et al. (1999), die mehrere Defekte in Enzymen der Atmungskette in Skelettmuskelzellen 

diagnostizierten. Allerdings konnten sie nur ungefähr die Hälfte dieser Enzymdefekte auch in kul-

tivierten Fibroblasten nachweisen. Das bedeutet, dass eine mögliche Änderung in der Enzymaktivi-

tät der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase nicht diagnostiziert werden kann, wenn nicht Gewebe 

analysiert wird, in dem auch pathologische Veränderungen zu beobachten sind. Da Kardiomyozy-

ten ganz spezielle Funktionen haben und bei körperlicher Belastung auch großen Stresssituationen 

ausgesetzt sind, wäre es insbesondere bei Kardiomyopathien wichtig, das Verhalten der Enzyme in 

dem betroffenen Gewebe untersuchen zu können. Aufgrund der engen Korrelation zwischen der 

oxidativen Kapazität der Mitochondrien und der Arbeitsleistung des Herzens könnte schon ein mi-

nimales Ungleichgewicht in der ATP-Produktion genügen, um in extremen Stresssituationen die 

Pumpleistung des Myokards zu limitieren. Über einen längeren Zeitraum betrachtet könnten die 

dadurch ausgelösten kompensatorischen Mechanismen aber pathologische Veränderungen im Her-

zen verursachen. In unserem Fall wäre die Bestimmung der Enzymaktivität in Kardiomyozyten nur 

mit sehr schwer zu erhaltenen Herzbiopsien möglich gewesen. Ein Ausweg könnte die Erzeugung 

einer Knock-in Maus mit der Mutation T34A im DLD sein und die anschließende Analyse der 

Konsequenzen der Mutation für das Mäuseherz. Allerdings ist es unwahrscheinlich, dass die Muta-

tion T34A einen Einfluss auf die Enzymaktivität der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase hat. Da die 

Mutation im Signalpeptid lokalisiert ist und weder den Import noch die Abspaltung des Signalpep-

tides beeinträchtigt, sollte die Faltung des Proteins oder seine Wechselwirkungen mit den anderen 

Komponenten der Multienzymkomplexe nicht gestört sein. 

Die bisher beim Menschen identifizierten Mutationen im DLD verursachen eine Reihe neurologi-

scher Phänotypen wie Mikrocephalie oder das Leigh-Syndrom, allerdings wurde bei keinem der 

Patienten eine dilatative Kardiomyopathie diagnostiziert. Bei der genetischen Analyse dieser Pa-
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tienten zeigte sich, dass es sich grundsätzlich um rezessive Erkrankungen handelte. Bei allen Be-

troffenen waren beide Allele des DLD mutiert (compound heterozygot) und die Enzymaktivität der 

Dihydrolipoamid-Dehydrogenase war deutlich reduziert. Im Gegensatz dazu ist die von uns be-

schriebenen Mutation T34A eine dominante Mutation,  da wir keine weitere Mutation im DLD 

identifizieren konnten und die Proteinexpression in DLDT34A/+ Lymphozyten identisch war mit der 

DLD-Expression in Wildtyp-Lymphozyten. 

Das Fehlen neurologischer Defekte bei den Patienten der Familie DCM-I, die Träger der Mutation 

T34A sind und eine normale Enzymaktivität der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase stehen im Ein-

klang mit den bisher in der Literatur beschriebenen Patienten mit Mutationen im DLD, bei denen 

eine Reduktion der Enzymaktivität der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase in erster Linie neurologi-

sche Phänotypen verursacht. Darüber hinaus scheint auch ein gewisser Zusammenhang zwischen 

der Schwere des neurologischen Phänotyps und der restlichen Aktivität der Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase bzw. der ATP-Produktion zu bestehen. Saada et al. (2000) verglichen die DLD-

Aktivität und die ATP-Produktion in drei Patienten mit Dihydrolipoamid-Dehydrogenase Defi-

zienz, die compound heterozygot für unterschiedliche Mutationen im DLD waren. Der Patient mit 

der niedrigsten ATP-Syntheserate (30 % des Normalwertes) hatte schwere neurodegenerative 

Krankheiten und war seit seiner Geburt in einem vegetativen Zustand. Dagegen war der Patient, 

dessen ATP-Syntheserate bei 46 % des Normalwertes lag, weitgehend geistig gesund. Anhand der 

Daten spekulierten Saada et al., dass schon geringe Änderungen der Energieproduktion ausreichend 

sind, um neuronale Gewebe vor degenerativen Veränderungen zu schützen. Aufgrund dieser Studie 

sind bei den Patienten mit der Mutation T34A keine neurologischen Defizite zu erwarten, da die 

Enzymaktivität durch die Mutation nicht verringert wird. Allerdings gibt es bisher in der Literatur 

noch zu wenige Patienten mit einer DLD-Defizienz, um verlässliche Aussagen über eine Korrelati-

on zwischen Genotyp und Phänotyp zu treffen.  

Die Mutation T34A ist also eine dominante Mutation ohne Einfluss auf den mitochondrialen Im-

port des Proteins und ohne Einfluss auf die Enzymaktivität der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase. 

Das bedeutet, dass die Mutation T34A über einen anderen Pathomechanismus wirken muss als die 

rezessiven Mutationen, die bei anderen Patienten mit Mutationen im DLD identifiziert wurden und 

alle eine Reduktion der Enzymaktivität zur Folge haben. Ein neuer Pathomechanismus könnte auch 

das Fehlen neurologischer Defekte und die Entwicklung der dilatativen Kardiomyopathie erklären, 

wenn die Folgen der Mutation die Funktionsfähigkeit von Neuronen weniger beeinträchtigen als 

die der Kardiomyozyten. Eine denkbare Möglichkeit, wie die Mutation zu pathologischen Konse-

quenzen führen könnte, wäre ein unvollständiger oder verzögerter Abbau des abgespaltenen Si-

gnalpeptides. Nach der Abspaltung des Signalpeptides durch die Metalloprotease, werden die Si-

gnalpeptide weiter prozessiert und degradiert [Stahl et al. 2000]. Der verzögerte Abbau des Signal-
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peptides und die daraus folgende Akkumulation des Signalpeptides innerhalb der Mitochondrien 

könnte dann möglicherweise zur Zerstörung der mitochondrialen Membranen führen [Nicolay et al. 

1994] oder zur Reduktion des Membranpotentials, verbunden mit einer Beeinträchtigung der oxi-

dativen Phosphorylierung bzw. der ATP-Produktion [Hugosson et al. 1994]. Die durch die Akku-

mulation der Signalpeptide verursachten morphologischen Veränderungen der Mitochondrien 

könnten durch elektronenmikroskopische Aufnahmen in Gewebeschnitten nach einer Autopsie 

dokumentiert werden. Denkbar wäre aber auch, dass das abgespaltene Signalpeptid eine Rolle bei 

der Kommunikation zwischen Mitochondrium und Nukleus spielt. Für PARL (Presenilins-

associated Rhomboid-like protein), ein Protein der äußeren mitochondrialen Membran, konnte ge-

zeigt werden, dass die Abspaltung eines Peptides von der N-terminalen Domäne des Proteins zum 

einen abhängig ist von der Entwicklung der Zelle und zum anderen, dass das abgespaltene Peptid 

in den Nukleus transportiert wird [Sík et al. 2004]. Um die Akkumulation des Signalpeptides in den 

Mitochondrien oder einen Transport des Signalpeptides aus den Mitochondrien in den Nukleus 

nachzuweisen, gäbe es zwei Möglichkeiten. Zum einen könnte das Signalpeptid N-terminal mar-

kiert werden, was dann aber wahrscheinlich den Transport des Proteins nach der Translation aus 

dem Zytoplasma in die Mitochondrien beeinträchtigen würde. Die andere Möglichkeit wäre die 

Herstellung eines Antikörpers, der spezifisch gegen die 35 Aminosäuren des Signalpeptides gerich-

tet ist. Allerdings wäre auch dies durch die hohe Homologie des Signalpeptides, die zischen den 

Spezies besteht, nicht ohne Probleme.  

Da wir bisher noch keine funktionellen Konsequenzen der Mutation T34A nachweisen konnten, 

bleibt natürlich die Frage, ob diese Mutation tatsächlich ursächlich für die dilatative Kardiomyo-

pathie in Familie DCM-I ist. Allerdings sprechen die statistischen und genetischen Daten dafür, 

dass die Mutation T34A die pathogene Mutation in Familie DCM-I ist. Erstens haben wir die pro-

teinkodierenden Exons aller Gene innerhalb der Kandidatenregion sequenziert und außer der Muta-

tion T34A im DLD keine weitere Mutation identifiziert, die mit dem Krankheitsstatus in der Fami-

lie segregiert. Zweitens konnten wir die Mutation in 438 Kontrollchromosomen von gesunden Pro-

banden nicht nachweisen. Und darüber hinaus ist die Mutation A100G nicht in der Literatur be-

schrieben und auch nicht in der Datenbank dbSNP (NCBI) annotiert.  

Trotz der vorliegenden genetischen Daten für die Mutation T34A im DLD, kann nicht vollständig 

ausgeschlossen werden, dass es in der Kandidatenregion weitere Mutationen gibt, die mit dem 

Phänotyp in der Familie segrerieren; die wir aber mit den von uns verwendeten Screeningmethoden 

nicht identifizieren konnten. Wir haben alle proteinkodierenden Exons der Kandidatengene se-

quenziert und uns erstmal auf diese Methode konzentriert, da ein Großteil der pathogenen Mutatio-

nen Einzel-Nukleotid-Polymorphismen sind, die in den proteinkodierenden Sequenzen lokalisiert 

sind. Mögliche pathogene Mutationen könnten allerdings auch in den 5`-UTRs oder 3`-UTRs ko-
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diert sein, die zur Genregulation oder zur Genexpression beitragen. Clop et al. (2006) konnten zei-

gen, dass eine Mutation in der  3`-UTR  des Gens für Myostatin eine  Bindungsstelle für  zwei 

miRNAs beeinflusst und so zur phänotypischen Variabilität beitragen kann. Ebenso könnten Muta-

tionen in den Promotorregionen die Wechselwirkungen von Transkriptionsfaktoren mit der DNA 

verändern und die Expression und Regulation von Genen beeinflussen. Auch größere chromosoma-

le Abnormalitäten wie Inversionen, Duplikationen oder Deletionen konnten wir durch die DNA-

Sequenzierung nicht ausschließen. Auch wenn durch diese chromosomalen Umlagerungen die 

Genstruktur nicht zerstört wird, kämen die Gene trotzdem unter den Einfluss anderer Promotoren 

oder Enhancer-Sequenzen, wodurch die Genregulation erheblich gestört werden kann. Ein weiterer 

möglicher Pathomechanismus, der bei der DNA-Sequenzierung unentdeckt bliebe, könnte die ab-

normale Methylierung von CpG-Sequenzen sein. Die Methylierung der DNA inhibiert die Expres-

sion von Genen entwicklungs-spezifisch oder gewebs-spezifisch. So beschrieben D´Cruz et al. 

(2000) in Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie Mutationen im Gen für Troponin T (TNT), 

die das Methylierungsmuster von CpG-Dinukleotiden verändern und in einer Domäne des Proteins 

lokalisiert sind, die mit α-Tropomyosin interagiert. Zusätzlich zu den proteinkodierenden Exons 

oder den Sequenzen, die direkt die Genregulation und Genexpression beeinflussen, sind Sequenz-

bereiche bekannt, die zwar während der Evolution konserviert wurden, denen aber keine bekannte 

Funktion zugewiesen werden konnte. Es ist daher wahrscheinlich, dass diese konservierten Se-

quenzen zur phänotypischen Variabilität beitragen und Mutationen in diesen Sequenzen mögli-

cherweise pathogene Konsequenzen haben können [Dermitzakis et al. 2005]. Die meisten dieser 

möglichen pathogenen Mutationen beträfen demnach die Regulation und/oder Expression von Ge-

nen. Allerdings ist der Nachweis funktioneller Konsequenzen bei diesen Mutationen erheblich 

schwieriger und aufwendiger als bei Polymorphismen in proteinkodierenden Sequenzen. Die Gen-

regulation und Genexpression ist spezifisch für jeden Zelltyp und zu dem abhängig von der Ent-

wicklungsphase oder den Bedürfnissen des Organismus – gerade in Kardiomyozyten, die extremen 

Stresssituationen ausgesetzt sein können. Außerdem können regulatorische Sequenzen die Expres-

sion von weit entfernt liegenden Genen regulieren, was die Eingrenzung der möglichen fuktionel-

len Konsequenzen von Mutationen in solchen Sequenzbereichen erheblich erschwert. Der Nach-

weis pathogener Auswirkungen dieser Mutationen wäre dann wahrscheinlich nur über Mausmodel-

le oder über die Analyse der Genexpression in Kardiomyozyten mit Hilfe von mRNA-Chips mög-

lich. 

Bisher wurde eine Reihe von Krankheitsgenen identifiziert, die Ursache einer dilatativen Kardio-

myopathie sein können. Doch aufgrund individueller Unterschiede im Verlauf der Krankheit oder 

in der Ausprägung des klinischen Erscheinungsbildes, sogar bei Familienmitgliedern mit iden-

tischer Mutation, bleibt die komplexe Pathogenese der dilatativen Kardiomyopathie größtenteils 



Diskussion 87

noch ungeklärt und wird sicherlich auch durch zusätzliche Faktoren wie Umwelteinflüsse, Le-

benswandel oder genetische Prädispositionen beeinflusst. Daher ermöglicht die Identifizierung 

weiterer für die Funktion des Herzens relevanter Krankheitsgene ein besseres Verständnis der mo-

lekularen Mechanismen, die bei der Entstehung von Kardiomyopathien eine Rolle spielen. 

 

 

 



Diskussion 88

5.2 Kandidatengen-Analyse 

Mutationen im Gen für Lamin A und Lamin C (LMNA) wurden in Zusammenhang mit mehreren 

verschiedenen klinischen Phänotypen beschrieben, die kollektiv als Laminopathien bezeichnet 

werden. LMNA-Mutationen können phänotypische Auswirkungen auf Skelettmuskeln und kardiale 

Muskeln (Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie, Gliedergürtel-Muskeldystrophie, dilatative Kardio-

myopathie mit Reizleitungsstörungen) haben. LMNA-Mutationen können auch pathologische Ver-

änderungen im Fettgewebe (Dunnigan`s familiäre Lipodystrophie, Mandibuloakral Dysplasie) oder 

im periphere Nervensystem (Charcot-Marie-Tooth Syndrom) verursachen. LMNA-Mutationen 

können einen vorzeitigen Alterungsprozess auslösen (Hutchinson-Gilford Progerie) [Capell and 

Collins 2006]. Häufig treten bei Trägern von LMNA-Mutationen mehrere dieser Phänotypen 

gleichzeitig auf. Erstaunlich ist, dass diese so unterschiedlichen Phänotypen durch Mutationen in 

einem Gen verursacht werden, das in differenzierten Zellen ubiquitär exprimiert wird. Die identifi-

zierten pathogenen Mutationen sind gleichmäßig über das gesamte Gen verteilt und es gibt bislang 

keine Genotyp-Phänotyp Korrelation.  

Lamine sind wichtige Bestandteile der Lamina, einem Netzwerk aus zahlreichen Proteinen, das mit 

der inneren Kernmembran assoziiert ist. Die Lamina gewährleistet die strukturelle Integrität des 

Nukleus, ist an der Transkriptionsregulation beteiligt sowie an der Organisation des Chromatins 

und der Kontrolle des Zellzyklus. Für ein besseres Verständnis der Pathogenese von Lamino-

pathien und für die Entwicklung potentieller therapeutischer Strategien ist es notwendig die mole-

kularen Mechanismen zu identifizieren, wie sich spezifische Mutationen auf die Funktion der La-

mina auswirken.  

Wir haben in einer deutschen Familie (DCM-II) eine neue pathogene Nonsense-Mutation im La-

min A/C-Gen identifiziert, die mit dilatativer Kardiomyopathie, Reizleitungsstörungen sowie Glie-

dergürtel-Muskeldystrophie assoziiert ist. Wir konnten in Exon 4 von LMNA einen Basenpaaraus-

tausch von Cytosin nach Thymin an Position 700 (ausgehend von ATG; NM170707) identifizieren. 

Die Mutation führte zur Insertion eines Stop-Codons an Position 234 der Aminosäuresequenz. Die-

se Nonsense-Mutation Gln234Stop (Q234X) segregierte in der Familie DCM-II mit dem Phänotyp 

und konnte in 180 Chromosomen von gesunden Kontrollen nicht detektiert werden.  

Vorzeitige Stop-Codons (PTC) können unterschiedliche Konsequenzen haben. Erstens könnte ein 

trunkiertes Protein gebildet werden, das durch einen dominant-negativen Effekt auch die Funktion 

des verbleibenden Wildtyp-Proteins beeinträchtigen kann. Zweitens wurde beschrieben, dass PTCs 

einen alternativen Spleißvorgang (nonsense-associated altered splicing, NAS) induzieren können 

[Vuoristo et al. 2004]. Drittens könnte ein PTC die Stabilität von mRNA-Transkripten vermindern, 
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da die fehlerhafte mRNA von einem Kontrollmechanismus der Zelle (nonsense-mediated mRNA 

decay, NMD) erkannt und für einen raschen Abbau markiert wird.  

Bei dem Großteil der mehr als 100 im LMNA identifizierten pathogenen Mutationen, handelt es 

sich um Missense-Mutationen. Da Lamin-Monomere miteinander interagieren, um höher geordnete 

Intermediärfilamente zu bilden und auch Wechselwirkungen zwischen Laminen und anderen Kern- 

oder Laminaproteinen beschrieben wurden, ergab sich daraus die Hypothese, dass Laminopathien 

durch einen dominant-negativen Effekt verursacht werden. Bisher sind nur drei weitere Nonsense-

Mutationen im LMNA beschrieben worden. Arbustini et al. (2002) identifizierten die Nonsense-

Mutation E111X in einem Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und Reizleitungsstörungen. In 

Hautfibroblasten dieser Patienten tauchte in der Western-Blot-Analyse eine unerwartete Bande bei 

30 kDa auf, aber keine Bande von dem potentiell trunkierten Protein bei 12 kDa. Das deutete dar-

auf hin, dass das mutierte Protein zum einen instabil war und zum anderen zu einem erhöhten Ab-

bau des Wildtyp-Proteins beitrug, wodurch die Hypothese eines dominant-negativen Effektes als 

Pathomechanismus gestützt wurde.  

Muchir et al. (2003) identifizierten in einem Patienten mit LGMD-1B im LMNA die heterozygote 

Mutation Y259X. In der Western-Blot-Analyse wurde eine Reduktion der Expression von Lamin A 

und Lamin C beobachtet. Das potentiell trunkierte Laminprotein konnte nicht detektiert werden. 

Allerdings haben Muchir et al. nicht gezeigt, ob das Protein unstabil war, oder ob schon die mutier-

te mRNA durch NMD oder einen anderen Mechanismus abgebaut wurde. Auch Becane et al. 

(2000) zeigten in Herzgewebe von Patienten mit Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie, die heterozy-

got für die Mutation Q6X waren, eine Reduktion der Proteinexpression. Beim Pathomechanismus 

der Mutation Q6X handelt es sich wahrscheinlich nicht um einen dominant-negativen Effekt, da 

das möglicherweise exprimierte Proteinfragment mit einer Länge von nur 6 Aminosäure wohl zu 

klein ist, um die Wechselwirkungen zwischen Laminmolekülen untereinander oder Interaktionen 

von Laminen mit anderen Proteine zu behindern. Es bleibt aber anzumerken, dass für keine der drei 

Nonsense-Mutationen gezeigt wurde, dass das PTC zu einem Abbau der mutierten Transkripte 

durch NMD führt. 

Bei der Sequenzanalyse der Lamintranskripte aus Lymphozyten LMNAQ234X/+ konnten wir nur das 

Allel mit der Wildtypsequenz identifizieren, nicht aber das Allel mit der Mutation Q234X. Nach 

Inkubation der LMNAQ234X/+ Lymphozyten mit Cycloheximid oder Emetin, wodurch der NMD und 

die Degradation der mutierten Lamintranskripte inhibiert wurde, waren die Transkripte mit dem 

PTC bei der Sequenzanalyse wieder nachweisbar. Bei der PCR-Analyse der LMNA cDNA mit 

Primern im ersten und letzte Exon der cDNA, konnten wir nur ein erwartetes Fragment identifizie-

ren, aber keine alternativen Spleißprodukte. Die Analyse der Proteinexpression mittels Western-
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Blot zeigte, dass die Menge an Lamin A und C in LMNAQ234/X Fibroblasten im Vergleich zu Wild-

typzellen (LMNA+/+) von gesunden Individuendeutlich reduziert war. Außerdem konnten wir mit 

dem Western-Blot das möglicherweise vom mutierten Allel gebildete trunkierte Laminprotein mit 

einem potentiellen Molekulargewicht von etwa 27 kDa nicht detektieren, obwohl ein Antikörper 

verwendet wurde, der spezifisch die ersten 171 Aminosäuren der N-terminalen Domäne der La-

minproteine erkannte. Damit konnten wir für die Mutation Q234X sowohl ausschließen, dass ein 

trunkiertes Protein gebildet wurde, als auch, dass ein alternativer Spleißvorgang induziert wurde. 

Dagegen konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass die Transkripte mit dem vorzeitigen PTC tat-

sächlich vom NMD erkannt und abgebaut werden. Das bedeutete, dass Laminopathien nicht nur 

durch einen dominant-negativen Effekt verursacht werden können. Sondern auch eine Haploinsuf-

fizienz von Lamin A und Lamin C Proteinen, bedingt durch die Degradation der mutieren 

Transkripte mittels NMD, kann zu einer Entwicklung von dilatativer Kardiomyopathie führen. 

In den meisten Fällen erfüllt der NMD eine Schutzfunktion in der Zelle, da die Zelle mit dem Ab-

bau der mutierten Transkripte die Expression trunkierter Proteine vermeidet, die durch einen domi-

nant-negativen Effekt möglicherweise einen schädlicheren Effekt für die Zelle hätten als eine Re-

duktion der Proteinexpression [Frischmeyer, Dietz 1999]. Es gibt Schätzungen, wonach ein Drittel 

der familiären genetischen Erkrankungen und viele Krebsarten durch Mutationen verursacht wer-

den, die in einem vorzeitigen Stop-Codon resultieren, welches durch NMD erkannt und degradiert 

wird. Dementsprechend führen PTCs in der Regel zu keinem klinischen Krankheitsbild oder we-

nigstens zu einem milderen Phänotyp als Missense-Mutationen, wie z.B. beim Marfan-Syndrom 

gezeigt werden konnte. Das Marfan-Syndrom ist eine autosomal-dominant vererbte Bindegewebs-

erkrankung, die durch Mutationen im Fibrillingen (FBN1) verursacht wird. Dominant-negative 

Interaktionen zwischen mutierten und Wildtyp-Fibrillinmonomeren resultieren in einer Zerstörung 

der extrazellulären Mikrofibrillen und machen sich phänotypisch durch Abnormalitäten im Herz- 

und Gefäßsystem, im Augenapparat sowie im Skelettsystem bemerkbar. Im Gegensatz zu Patienten 

mit Missense-Mutationen entwickeln Patienten mit einer Nonsense-Mutation, die mit einer Reduk-

tion der mutierten Transkripte assoziiert ist, einen erheblich milderen Phänotyp, z.B. ohne Gefäß- 

oder Augenerkrankungen [Frischmeyer, Dietz 1999]. Auch bei der β-Thalassämie zeigt sich die 

medizinsche Bedeutung des NMD. Patienten mit der rezessiven Form der β-Thalassämie, die durch 

NMD-sensitive PTCs verursacht wird, sind klinisch asymptomatisch. Die mutierten Allele werden 

durch NMD degradiert, so dass keine trunkierten Proteine gebildet werden. Und die vom gesunden 

Allel exprimierte Proteinmenge ist für die Funktionsfähigkeit der Zelle ausreichend. Allerdings 

zeigen die Patienten einen klinischen Phänotyp, wenn das PTC im letzten Exon des β-Globin Gens 

lokalisiert ist, wodurch es dem NMD entgeht und trunkierte Proteine exprimiert werden, die die 

Funktion der Wildtyp-Proteine beeinträchtigen [Baserga, Benz 1988]. 
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Allerdings ist der Abbau des mutierten Transkriptes nur so lange von Vorteil für die Zelle bis die 

Menge des verbleibenden Wildtyp-Proteins nicht mehr ausreicht, um die Funktionsfähigkeit auf-

recht zu erhalten. Über einen längeren Zeitraum betrachtet scheint die verringerte Konzentration an 

Laminproteinen nicht mehr ausreichend zu sein, so dass die Lamina ihre komplexen strukturellen 

und/oder funktionellen Aufgaben nicht mehr erfüllen kann. In elektronenmikroskopischen Auf-

nahmen von Kernen aus LMNAQ234X/+ Fibroblasten konnten wir zwar keine strukturellen Verände-

rungen der Kernhülle beobachten. Allerdings beschrieben Nikolova et al. (2004), dass in Kardio-

myozyten von Mäusen, die heterozygot für LMNA waren (LMNA+/-), Zellkerne mit einer abnor-

malen Morphologie, einer Fehlverteilung von Chromatin und einer Erweiterung des Intermembran-

raumes zwischen äußerer und innerer Kernmembran auftreten. Auch Lammerding et al. (2006), die 

Mausembryo-Fibroblasten mit einer LMNA-Defizienz auf einer Fibronektin beschichteten Sili-

konmembran ausplattierten und dann mechanischem Stress ausgesetzt haben, beobachteten in ei-

nem Großteil der Fibroblasten deformierte Zellkerne. Allerdings kam es nur bei einem geringen 

Prozentsatz der Zellen (3–5 %) zu einer Ruptur des Nukleus. Einen ähnlich geringen Prozentsatz an 

zerstörten Kernen fanden Markiewicz et al. (2002) in Muskelgewebe von Patienten mit Emery-

Dreifuss-Muskeldystrophie. Aber auch eine sehr kleine Anzahl apoptotischer Kardiomyozyten (23 

von 105) ist schon ausreichend, um eine lethale dilatative Kardiomyopathie zu verursachen, wie 

Wencker et al. (2003) in transgenen Mäusen zeigen konnten, die eine konditionell aktive Kaspase 

im Myokard exprimierten. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass eine verringerte Expression der 

Laminproteine nicht in jeder Zelle zwangsläufig sichtbare negative Folgen für die Stabilität der 

Kernmembran haben muss. Erst in Zellen, die hoher mechanischer Belastung ausgesetzt sind, wie 

Kardiomyozyten und Skelettmuskelzellen, kann diese Reduktion über einen längeren Zeitraum zu 

einer Schwächung der Integrität des Nukleus beitragen. Da die Lamina mit dem muskelspezifi-

schen Intermediärfilament Desmin interagiert zieht eine Ruptur des Nukleus auch eine Disorgani-

sation des Desminnetzwerkes und der Myofibrillen nach sich. Das Resultat dieser verminderten 

Spannung des Zytosklelettes wäre wahrscheinlich eine Beeinträchtigung der Kraftübertragung und 

damit eine kontraktile Dysfunktion. Auch Mäuse mit einer heterozygoten Lamin-Deletion waren 

anfänglich nicht unterscheidbar von den Wildtyp-Tieren und zeigten bis sechs Wochen nach der 

Geburt keine Anzeichen einer dilatativen Kardiomyopathie [Nikolova et al. 2004]. Erst einjährige 

LMNA+/- Mäuse entwickelten Reizleitungsstörungen und Kardiomyopathie [Burke and Stewart 

2006].  

Laminmutationen können ein weites Spektrum an klinischen Phänotypen verursachen, die nicht 

alle durch die Schwächung der Kernmembran und des Zytoskelletes zu erklären sind. Insbesondere 

in der Pathophysiologie von Lipodystrophien wird deutlich, dass die Lamina nicht nur strukturelle 

Aufgaben hat. Mutationen, die Lipodystrophien verursachen, beeinträchtigen vielmehr die Bindung 
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zum Chromatin oder an andere Proteine, wodurch spezifische Signalwege oder Zellfunktionen be-

troffen sein könnten. So konnten Capanni et al. (2003) in einem Lipodystrophie-Patienten zeigen, 

dass die LMNA-Mutation R482L unter anderem auch die Funktion der RNA-PolymeraseII negativ 

beeinflusst. Bisher gibt es noch keine abschließende Erklärung, warum Mutationen in einem Gen 

so viele verschiedene Phänotypen verursachen können. Selbst innerhalb einer Familie mit einer 

einzigen Mutation tritt eine erhebliche Variabilität des Phänotyps auf [Mercuri et al. 2004]. Auch 

Mausmodelle, mit denen versucht wurde die Pathophysiologie der LMNA-Mutationen zu ergrün-

den, führten nicht immer zu dem erwarteten Ergebnis. Zum Beispiel wurden bei den in letzter Zeit 

erzeugten Knock-in Mäusen mit spezifischen humanen LMNA-Mutationen andere Phänotypen 

beobachtet als bei den Patienten. Die heterozygote Mutation L530P verursacht beim Menschen 

eine Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie. Mäuse, die heterozygot für L530P waren, zeigten dagegen 

bis 6 Monate nach der Geburt keine Anzeichen einer Muskelschwäche. Homozygote Knock-in 

Mäuse (LMNAL530P/L530P) entwickelten klinische Symptome von Progerie und verstarben bereits 

nach 4 Wochen [Mounkes et al. 2003].  

Mit der Identifikation weiterer Mutationen im LMNA, oder wie der kürzlich ersten Mutation im 

Gen für Lamin B1 [Padiath et al. 2006], werden wahrscheinlich zusätzliche überlappende Phänoty-

pen beschrieben, die einen Beitrag zum Verständnis der Dynamik der Kernlamina und der Pa-

thophysiologie von Laminopathien leisten können [Capell and Collins 2006].  
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7 Anhang

7.1 Material 

7.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial 

Agar      Becton,Dickinson and Company 
Agarose low EEO    Sigma 
Ammoniumpersulfat (APS)   AppliChem 
Ampicillin     Sigma 
ATP      Fermentas 
Big Dye Terminator Mix 3.1   Applied Biosystems 
Borsäure     Merck 
Bromphenol-Blau    Serva 
Calciumchlorid     AppliChem 
CCCP      Sigma 
Chloroform     AppliChem 
Cycloheximid     Sigma 
Cyclosporin A     Sigma 
Dextranblau     Fluka 
Dihydrolipoamid     Sigma 
Dimethylsulfoxid     Sigma 
DNA-Marker     MBI-Fermentas 
dNTP-Mix (10 mM)    MBI Fermentas 
EDTA      Merck 
EGTA      Sigma 
Emetin      Sigma 
Essigsäure     J.T.Baker 
Ethanol      Sigma 
Ethidiumbromid     Sigma 
Ethylacetat     Sigma 
Falcon-Röhrchen (50 ml, 15 ml)   Greiner 
FCS      Sigma 
Ficoll PaqueTM Plus    Amersham Bioscience 
Formamid     Applied Biosystems 
GeneScan-500 (TAMRA Größenstandard)  Applied Biosystems 
Glucose      Sigma 
Glycerol      Sigma 
Glycin      Merck 
H2O HPLC     AppliChem 
Hank´s gepufferte Salzmischung (HBSS)  AppliChem 
Hefeextrakt     Becton,Dickinson and Company 
HEPES      Sigma 
INT      Sigma 
Isopropanol     AppliChem 
Kaliumacetat     Merck 
KCl      Merck 
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KH2HPO4     Merck 
K2HPO4      Merck 
KOH      Merck 
Klebedeckel für PCR-Platten    PeqLab 
Ladepuffer     MBI-Fermentas 
Lipofectamine 2000    Invitrogen 
Mannitol     Fluka 
Mercaptoethanol     Sigma 
Methanol     J.T.Baker 
Methionin 35S     Amersham 
MgCl2 (25 mM)     Applied Biosystems 
MOPS      Sigma 
Na2HPO4     Merck 
NaCl      Merck 
NAD+      Sigma 
NaOH      Merck 
Natriumacetat     Sigma 
Natriumthiocyanat    Merck 
Papierkamm ABI Sequenzer 377   MWG Biotech AG 
PCR-Platten 384er    AppliedBiosystems 
PCR-Platten 96er     Nerbe Plus 
Performance Optimizer Polymer (POP7)   Applied Biosystems 
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) AppliChem 
Pipettenspitzen     StarLab 
PonceauS     Sigma 
Reaktionsgefäße (1,5ml; 2ml)   Sarstedt 
RNase Inhibitor RNaseOUT   Stratagene 
RPMI 1640 Medium    Gibco 
Röntgenfilm SuperXR    FujiFilm 
SDS      Serva 
Succinat      Sigma 
Sucrose      AppliChem 
TAE-Puffer 50x     AppliChem 
TEMED      Sigma 
Template Suppression reagent    Applied Biosystems 
Tris(hydromethyl)aminomethan   Merck 
Triton X-100     Sigma 
Trypsin      Sigma 
Tryptone     Becton,Dickinson and Company 
Tween 20     Sigma 
Ultra Pure SequaGel Complete Buffer reagent National diagnostics 
Ultra Pure SequaGel XR    National Diagnostics 
Xylen Cyanol FF     Sigma 
Zellkulturgefäße T25, T75, 6-Well-Platte  Greiner 
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7.1.2 Enzyme 

DNA-Polymerase (HotFire Polymerase)  Solis Biodyne 
Exonuklease     New England Biolabs 
Proteinase K     Sigma 
Restriktionsenzyme    New England Biolabs 
RNase A     Qiagen 
Shrimp Alkaline Phosphatase   Amersham Biosciences 
SuperScript III Reverse Transkriptase  Invitrogen 
T4-DNA-Ligase     Invitrogen 
T7-RNA-Polymerase    Promega 
 

 

7.1.3 Antikörper 

Anti-β-Actin I-19    Santa Cruz Biotechnology 
Anti-GFP JL-8     Clonetech 
Anti-Lamin A/C JoL5    Abcam 
Anti-Lipoamid-Dehydrogenase (#100-4160) Rockland 
Anti-Prohibitin (ab2996)    Abcam 
Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate Biorad 
Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate Biorad 
 

 

7.1.4 Geräte 

ABI-Prism DNA Sequenzer 377   Perkin Elmer 
ABI-Prism Genetic Analyzer 3730   Perkin Elmer 
Bakterienschüttler Certomat   Braun 
Brutschrank B12 (Bakterien)   Heraeus 
Digitalkamera DS-M5    Nikon 
Fastblot Elektroblotter    Biometra 
Feinwaage Analytic AC 120S   Satorius 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200  Zeiss 
Geldokumentationsgerät GelJet Imager  Intas 
Gelkammer MINISUB (DNA-Gele)  BioRad 
Gelkammer (Proteingele)    Phase 
Geltrockner 583     BioRad 
Inkubator (Zellen)    Labotect 
LightCycler 2.0     Roche 
Mikroplatten-Lesegerät    MWG Biotech 
Mikroskop Axiovert 25    Zeiss 
Multikanalpipette (10 µl, 100 µl, 1000 µl)  Eppendorf 
PCR-Maschine GeneAmp PCR-System 9700 Applied Biosystems 
PCR-Maschine (96er)    Biorad 
pH-Meter PHM 92    Meterlab 
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Pipette SL 2 µl     Rainin 
Pipetten (20 µl, 200 µl, 1000 µl)   Gilson 
Pipettierhilfe accu-jet    Brand 
Powersupply     Biometra 
Röntgenfilmentwickler X-OMAT 35  Kodak 
Spektrophotometer UV-1601   Shimadzu 
Sterilbank SG-600E    The Baker Company 
Thermomixer 5436    Eppendorf 
Vakuumpumpe     ABM 
Vakuumzentrifuge Speed Vac Plus SC110A Savant 
Vortex      Scientific Industries 
Waage Laboratory LC 4800P   Satorius 
Wasserbad GFL 1083    Heinse + Ziller 
Zentrifuge 5415 C    Eppendorf 
Zentrifuge 5804     Eppendorf 
Zentrifuge ROTIXA    Hettich 
Zentrifuge Sorval RC5B    DuPont 
Zentrifuge Sorval RT 6000D   DuPont 
 

 

7.2 Abkürzungsverzeichnis 

θ  Rekombinationsfraktion 
°C  Grad Celcius 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 
A  Adenin 
ADP  Adenosindiphosphat 
ALAS1  d-Aminolevulinate Synthase 
Ant1  Adenin-Nukleotid-Austauscher 
APS  Ammoniumpersulfat 
ATP  Adenosintriphosphat 
BCA  Bicinchoninic acid 
BCKDC  Branched-Chain α-Ketosäure-Dehydrogenase-Komplex 
bp  Basenpaar 
BSA  bovine serum albumin 
c  Konzentration 
C  Cytosin 
CCCP  Carbonyl-Cyanid m-Chlorophenylhydrazon 
cDNA  komplementäre DNA 
CHLC  Cooperative Human Linkage Center 
cM  Centi-Morgan 
CMT2B1 Charcot-Marie-Tooth Syndrom 
CO2  Kohlendioxid 
DCM  Dilatative Kardiomyopathie 
DCM-CD dilatative Kardiomyopathie mit Reizleitungsstörungen  
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DES  Desmin-Gen 
ddNTP  didesoxy-Nukleosidtriphosphate 
DLD  Dihydrolipoamid-Dehydrogenase 
DMD  Dystrophingen 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  desoxy-Nukleosidtriphosphate 
DTT  Dithiothreitol 
EBV  Eppstein-Barr-Virus 
ECL  Enhanced Chemical Limunescence-Detektionsystem 
EDMD  Emery-Dreifuss Muskeldystrophie  
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EJC  exon junction complex 
EtBr  Ethidiumbromid 
EtOH  Ethanol 
EYA4  Gen für eyes absent 4 
FAD+  Flavin-Adenin-Dinukleotid 
FCS  fecal calf serum 
FPLD  Dunnigan`s familiäre Lipodystrophie 
FS  fractional shortening 
g  Erdbschleunigung 
G  Guanin 
GCS  Glycin-Abbau-System 
GFP  grün fluoreszierendes Protein 
GTC  Guanidinisothiocyanat 
INM  inneren Kernmembran 
INT  p-Iodonitrotetrazolium-Lösung 
kb  Kilobasen 
kDa  Kilodalton 
KDC  α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex 
KSS  Kearns-Sayre-Syndrom 
L  Wahrscheinlichkeit 
LAP  Lamina-assoziierten Proteinen 
LB-Medium lysogeny broth-Medium 
LCL  lymphoblastoide Zelllinie 
LGMD   Gliedergürtel Muskeldystrophie 
LHON  Lebersche hereditäre Optikusneuroretinopathie 
LMNA  Lamingen 
LOD  Logarithms of the Odds 
LVEED  linksventrikulärer enddiastolischer Durchmesser 
M  Molar 
mA  Milliamper 
MAD  Mandibuloakral Dysplasie 
MCP  Mitochondriopathien 
mg  Milligramm 
min  Minuten 
ml  Milliliter 
MLP  Muskel-spezifisches LIM Protein 
mm  Millimeter 



Anhang 107

mM  Millimolar 
MnSOD  Mn-Superoxid-Dismutase 
mtDNA  mitochondriale DNA 
MYH7  Myosin schwere Kette 7 
NAD+  Nikotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid 
ng  Nanogramm 
NLS  Zellkernlokalisationssignal 
nm  Nanometer 
NMD  nonsense-mediated mRNA decay 
OD  Optische Dichte 
OMIM  Online Mendelian in Man 
PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS  Phosphate-buffered Saline 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion 
PDC  Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex 
Pi  anorganisches Phosphat 
PKA  Proteinkinase A 
PLN  Phospholamban-Gen 
PTC  vorzeitiges Stop-Codon 
RNA  Ribonukleinsäure 
rRNA  ribosomale Ribonukleinsäure 
SDS  Sodiumdodecylsulfat 
SERCA2 sarkoplasmatische Ca2+-ATPase 
SKOV  Ovarkarzinom Zelllinie 
SR  sarkoplasmatisches Reticulum 
SNP  Einzelnucleotid-Polymorphismus 
T  Thymin 
TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBE  Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TBS  Tris-buffered Saline 
TEMED  N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin 
Tfam  mitochondrialer Transkriptionsfaktor 
TnC, TnT, TnI Troponin 
Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
tRNA  Transfer-Ribonukleinsäure 
U  Units 
UTR  untranslatierte Region 
VCL  Metavinculin-Gen 
v/v  volume / volume 
w/v  weight / volume 
Z  LOD-Score 
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7.3 Internetverzeichnis 

10. Version des Weberscreeningsets  
 ftp://ftp.resgen.com/pub/mappairs/humanset/Version10.txt 
 
Bestimmung von Restriktionsschnittstellen 
 www.restrictionmapper.org/
 
BRENDA – Enzymdatenbank 
 http://www.brenda.uni-koeln.de/index.php4
 
Datenbank zur Genexpression 
 http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/
 
GeneCards 
 www.genecards.org/index.shtml
 
Internationales HapMap Projekt 

http://snp.cshl.org/
 
Kopplungsanalyse User Guide 
 http://linkage.rockefeller.edu/soft/linkage/right.html 
 
Lamin-Primer  

http://genetics.med.harvard.edu/~seidman/lamin.html  
 
MERLIN-Haplotypenanalyse 

www.sph.umich.edu/csg/abecasis/Merlin/index.html 
 
Mitochondriales Genom 
 www.mitomap.org/
 
National Center for Biotechnological Information 
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov
 
NCBI SNP-Datenbank 

www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
 
OMIM-Datenbank 
 www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM
 
Programm zur Auswahl von Primern 
 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi
 
The Genome Database 

www.gdb.org 
 
The Welcome Trust Sanger Institute 
 www.ensembl.org 
 
UCSC Genome Bioinformatics 
 www.genome.ucsc.edu/
 

http://www.restrictionmapper.org/
http://www.brenda.uni-koeln.de/index.php4
http://symatlas.gnf.org/SymAtlas/
http://www.genecards.org/index.shtml
http://snp.cshl.org/
http://www.mitomap.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi)
http://www.genome.ucsc.edu/
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7.4 Publikationsverzeichnis 

7.4.1 Originalarbeiten 

SCHÖNBERGER J, KÜHLER L, MARTINS E, LINDNER TH, SILVA-CARDOSO J, ZIMMER M.  
A novel locus for autosomal-dominant dilated cardiomyopathy maps to chromosome 7q22.3-
31.1. Hum Genet. 118(3-4):451-7, 2005 

 

KÜHLER L, SCHÖNBERGER J, BAYAS A, REINERS K, STÖRK S, STRÖBEL P, ANGERMANN C, ERTL 
G, ZIMMER M 

A novel truncating mutation in LMNA leads to nonsense-mediated decay and causes early atrial 
fibrillation, stroke, AV Block, dilated cardiomyopathy and limb girdle muscular dystrophy 
through haploinsufficiency (in preparation) 

 

 

7.4.2 Poster 

A novel locus for autosomal-dominant dilated cardiomyopathy maps to chromosome 7q22.3-31.1. 

Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Humangenetik, Halle (2005) 
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