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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Es wurden unter Anwendung molekulargenetischer Methoden zwei Familien (Familie A
und B) untersucht, bei denen genetisch bedingte Herzmuskelerkrankungen bekannt
waren. Beide Familien waren fiir eine Kopplungsanalyse nicht gro3 genug, so dass die
krankheitsverursachenden =~ Mutationen  durch  direkte =~ Sequenzierung  von
Kandidatengenen identifiziert werden sollten. Bei Familie A wurde eine arrhythmogene
rechtsventrikuldre Kardiomyopathie diagnostiziert. Es wurden die eineiigen
Zwillingsbriider 1I-2 und II-3 untersucht. Patient II-2 war klinisch an einer
fortgeschrittenen ARVC erkrankt und hatte einen Defibrillator (ICD) implantiert. Sein
Zwillingsbruder 11-3 besall noch keine klinischen Symptome, zeigte aber bereits zum
Zeitpunkt der Untersuchung in der Echokardiographie Fetteinlagerungen im Myokard
und eine eingeschrinkte Pumpfunktion des leicht vergroflerten rechten Ventrikels. Bei
der ARVC wird in bis zu 80% aller Félle eine genetische Komponente vermutet.
(Gemayel et al. 2001) Sequenzanalysen ergaben, dass mehr als 25% der untersuchten
ARVC-Patienten eine heterozygote Mutation im Gen fiir Plakophilin 2 tragen (Gerull et
al. 2004) und somit am haufigsten bei ARVC-Patienten sind, weshalb fiir Familie A das

Plakophilin-2-Gen fiir die molekulargenetische Untersuchung gewihlt wurde.

Die Mitglieder der Familie B waren an der seltenen restriktiven Kardiomyopathie
erkrankt. Die Tochter III-1 zeigte bereits im Alter von 19 Monaten Symptome einer
restriktiven Kardiomyopathie. Ihre Mutter II-1 wies subjektiv keine Beschwerden auf,
die echokardiographische Untersuchung deutete allerdings auf eine eingeschrinkte
Ventrikelfunktion hin. Der Vater der Patientin II-1 verstarb bereits an den Folgen der
restriktiven Kardiomyopathie. Die Tante II-3 miitterlicherseits des kranken Kindes war
bisher gesund, genauso wie der Vater II-2. Das gehdufte gemeinsame Auftreten von
Symptomen der RCM und der HCM innerhalb derselben Familien lies vermuten, dass
es auch bei der RCM einen pathogenetischen Zusammenhang mit Mutationen in
sarkomeren, kontraktilen Proteinen geben muss, wie bei der HCM bereits bekannt.
Kopplungsanalysen, um Gene der sarkomeren, kontraktilen Protein zu untersuchen,

ergaben das kardiale Troponin I (TNNI3) als wahrscheinlichstes Krankheitsgen. Die



Identifikation von TNNI3 Mutationen bei idiopathischen RCM-Patienten weist darauf
hin, dass dieser Phidnotyp zum Spektrum der erblichen Erkrankungen sarkomerer
kontraktiler Proteine gehort und deshalb wurde in dieser Arbeit das Troponin-I-Gen

durch direkte Sequenzierung als Kandidatengen untersucht. (Mogensen et al. 2003)

1.2 Das menschliche Herz

1.2.1 Anatomie und Physiologie des Herzens

Das Herz ist ein Hohlmuskel und gewdéhrleistet als zentrales Kreislauforgan die

Versorgung der Organe mit Sauerstoff und Nahrstoffen.

Das faustgrofle Organ sitzt im Mediastinum zwischen den beiden Lungenfliigeln dem
Zwerchfell auf, dorsal wird es von Osophagus und Aorta begrenzt. Das Herzgewicht
betrdgt bei einem normalgewichtigen, herzgesunden Erwachsenen ca. 300-350g. Das
Herz wird von einem bindegewebigen Herzbeutel, dem Perikard umgeben, das mit dem
Zwerchfell verwachsen ist. Am Abgang der groflen Blutgefdl3e schldgt das Perikard in
das Epikard um, der innersten Schicht des Herzbeutels. Zwischen Perikard und Epikard
liegt ein sehr gleitfahiger Spaltraum, der dem Herzen eine mdglichst reibungsarme
Verschiebung im Herzbeutel ermdglicht. Unter dem Epikard befindet sich das Myokard,
die dicke Herzmuskelschicht. Das Endokard kleidet als serose Haut die

Herzbinnenrdume aus.

In funktioneller Hinsicht besteht das Herz aus zwei getrennten Pumpsystemen, der
rechten und der linken Herzhilfte, sie sind jeweils aus einem dickwandigen Ventrikel
und einem diinnwandigen Vorhof (Atrium) aufgebaut. Diese Rdume werden durch die
Herzscheidewand getrennt. Der Vorhof des rechten Herzens sammelt das, aus der V.
cava superior und inferior stammende vendse Blut und leitet es an den rechten Ventrikel
weiter. Durch Kontraktion des Ventrikels wird das Blut iiber die A. pulmonalis in den
Lungenkreislauf befordert. Der linke Vorhof erhilt das sauerstoffreiche Blut aus dem
Lungenkreislauf und gibt es an den linken Ventrikel weiter, dieser pumpt das
sauerstoffreiche Blut iiber die Aorta in den Korperkreislauf. Das ZuriickflieBen des
Blutes bei Kontraktion der Ventrikel wird durch die Herzklappen verhindert, so hindert
die Mitralklappe zwischen linkem Vorhof und Ventrikel bzw. die Trikuspidalklappe



zwischen rechtem Vorhof und Ventrikel das Blut am Riickfluss in die Vorhofe. Die
Aortenklappe zwischen linkem Ventrikel und Aorta bzw. die Pulmonalklappe zwischen

rechtem Ventrikel und Pulmonalarterie verhindert den Riickstrom in die Kammer.

Die Kontraktion von rechtem und linkem Herzen erfolgt gleichzeitig. Die Pumpfunktion
des Herzens entsteht durch die rhythmische Abfolge einer Kontraktionsphase (Systole)
und einer Erschlaffungsphase (Diastole). Wiahrend dieses Herzzyklus fiillen sich
zundchst die Vorhofe, wihrend die Kammern gleichzeitig das Blut in die Arterien
auswerfen. Wenn sich die Kammermuskulatur in der Diastole entspannt, 6ffnet sich die
Mitral- bzw. die Trikuspidalklappe und das Blut flieBt durch den Druckabfall in den
Kammern, aus den Vorhofen in die Kammern. Dies wird zusitzlich durch die
Kontraktion der Vorhofe unterstiitzt. Nun kontrahiert sich die Kammermuskulatur
isovolumetrisch, der Druck im Ventrikel steigt an, die Klappen zwischen Vorh6fen und
Ventrikel schliefen sich und das Blut kann durch die geéffnete Aorten- bzw.

Pulmonalklappe in die Arterien ausstromen.

Die pro Zeiteinheit geforderte Menge Blut wird als Herzzeitvolumen bezeichnet und
setzt sich aus der Herzfrequenz (in Ruhe ca. 60-80 Schlige/min) und dem

Schlagvolumen (normalerweise ca. 75ml) zusammen.

Herzmuskelzellen sind autorhythmisch, d.h. sie sind zur Spontandepolarisation fahig
und kontrahieren ohne Nervenimpulse. Physiologischerweise breitet sich die Erregung
des Herzens vom Sinus-Knoten (im rechten Atrium lokalisierte spezialisierte
Herzmuskelzellen) ausgehend facherformig liber die Vorhdfe aus. Die Vorhofe sind
gegentliber den Ventrikeln durch das sog. Herzskelett isoliert. Nachste Station ist der
AV-Knoten, der auf Hohe des Septums zwischen Vorhof und Kammer liegt und die
einzige elektrische Verbindung zwischen Vorhofen und Ventrikeln bildet und hier die
elektrische Erregung verzogert. Vom AV-Knoten wird die Erregung tiber die His-
Biindel und Purkinje-Fasern geleitet, bis sie schlieBlich die gesamte Ventrikelwand
erreicht. Die Verzogerung im AV-Knoten gewdhrleistet, dass die Atrien vollstindig
kontrahiert sind und das gesamte Blut aus den Atrien entleert ist, bevor sich die

Ventrikel kontrahieren.

Das Herz arbeitet zwar autonom, unterliegt aber der Kontrolle des autonomen

Nervensystems, um die Herzfunktion den Bediirfnissen des Kreislaufs anzupassen. Der



Sympathikus des autonomen Nervensystems steigert die Erregungsbildung und damit
die Herzfrequenz (positiv chronotrop), sowie die Erregungsausbreitung (positiv
dromotrop) und das Kontraktionsvermogen (positiv inotrop). Zudem wird die
Herzmuskulatur durch die zirkulierenden Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin
erregt. Das parasympathische System senkt die Herzfrequenz (negativ chronotrop) und
die Erregungsleitung (negativ dromotrop). In Ruhe {iberwiegen die parasympathischen

Einfiisse. (Renz-Polster et al. 2004; Silbernagl 2005)

1.2.2 Die Herzmuskulatur

Die Herzmuskulatur ist eine besondere Form der quergestreiften Muskulatur. Im
Gegensatz zur Skelettmuskulatur sind die Herzmuskelfasern im Myokard nicht parallel
angeordnet, sondern bilden ein verzweigtes, komplexes, dreidimensionales Netzwerk.
Kardiale Myocyten besitzen einen groflen, zentral gelegenen Zellkern und sind von
einer diinnen Membran, dem Sarkolemma umgeben. An ithren Enden sind sie durch
spezialisierte Bereiche der Plasmamembran, den stufenférmigen Glanzstreifen (Disci
intercalares) verbunden. Innerhalb der Glanzstreifen befinden sich drei verschiedene
Zellkontakte: Adhidrenskontakte (Fasciae adhaerentes), Gap junctions (Nexus) und

Desmosomen. (Fatkin et al. 2002; Welsch 2002)

Adhérenskontakte und Desmosomen sorgen fiir die Haftung zwischen benachbarten
Zellen, sie dienen der festen mechanischen Verbindung der Herzmuskelzellen und
konnen damit die Stabilisierung des Gewebes gegeniiber Zug- und Scherkriften

gewihrleisten. (Welsch 2002)

Adhérensverbindungen befinden sich in den transversalen Anteilen der Glanzstreifen
und verankern dort die Aktinfilamente durch submembrane Plaques, die u.a. aus
Actinin, Vinculin und Cateninen bestehen. Auch die Desmosomen sind in den
transversalen Anteilen der Glanzstreifen lokalisiert und besitzen cytoplasmatische
Plaques aus Verankerungsproteinen, diese enthalten hauptsichlich die Proteine
Plakoglobin und Desmoplakin. Die Plaques der Desmosomen sind dichter und dienen
der Verankerung der Intermedidrfilamente, bei denen es sich in Kardiomyocyten um

Desminfilamente handelt. Der Kontakt zu benachbarten Zellen wird bei beiden



Interzellularkontakten durch Proteine der Cadherin-Familie vermittelt. Cadherine sind
transmembrandse Proteine, deren extrazellulire Doméanen nur in Anwesenheit von

Calcium-Ilonen interagieren konnen.

Sowohl fiir die metabolische, als auch fiir elektrische Kopplung zwischen den Zellen
sind die Gap junctions verantwortlich. Gap junctions bestehen aus sechs Connexin-
Untereinheiten, die einen Tunnel, das Connexon mit zentraler Pore bilden. Dieser ca. 2-
Snm grofle Tunnel erlaubt u.a. anorganischen lonen, Aminosduren, Vitaminen und

elektrischen Impulsen von einer Zelle zur anderen zu gelangen. (Alberts 2002)

Das Zellinnere der Myocyten enthdlt Biindel von longitudinal angeordneten
Mpyofibrillen mit charakteristischem Streifenmuster dhnlich der Skelettmuskulatur. Die
Mpyofibrillen sind zylinderférmige Strukturen, bestehend aus mehreren hintereinander
geschalteten Sarkomeren. Sarkomere sind die kleinste kontraktile Einheit des
Herzmuskels, bestehend aus liberlappenden diinnen und dicken Filamenten. Sie reichen
von Z- zu Z-Scheibe (oder auch Z-Linie). Z-Scheiben sind dichte Gitterwerke aus
verzahnten und interagierenden Proteinen (a-Aktinin, Filamin, Telethonin, Myotilin,
CapZ), welche die Organisation der Myofilamente durch Quervernetzung der Aktin-,

Nebulin- und Titinfilamente benachbarter Sarkomere bewahren.

Diinne Filamente bestehen hauptsdchlich aus Aktin, welches in der Zelle in zwei
Zustandsformen vorhanden ist. Ein Aktinmolekiil allein wird als G-Aktin bezeichnet,
das als Monomer vorliegt. Mehrere dieser Aktinmonomere polymerisieren zum
filamentosen F-Aktin, das eine helikale Struktur aufweist. Die Enden der
Aktinfilamente weisen eine funktionelle und strukturelle Polaritit auf, so wird das Ende,
an dem die ATP-Bindungstaschen der Monomere zuginglich sind, als Minus-Ende
bezeichnet, das gegeniiber liegende als Plus-Ende. Hier wird die Depolymerisation des
Aktins durch CapZ und am Minus-Ende durch Tropomodulin verhindert. An ithrem
Plus-Ende sind die Aktinfilamente in einer Z-Scheibe am Ende des Sarkomers
verankert. Das Minus-Ende der Aktin-Filamente reicht bis zur Mitte des Sarkomers, wo
sie sich mit den dicken Filamenten verzahnen. Die Lange der Aktinfilamente wird durch
das lange unelastische Protein Nebulin bestimmt, es umgibt das Aktinfilament

spiralférmig und stabilisiert es dadurch.



Die dicken Filamente bestehen aus Myosin und den Myosin-bindenden Proteinen C, H,
X. Das spezifische Myosinmolekiil im Muskel ldsst sich grob in drei Abschnitte
unterteilen: Kopf-, Hals- und Schwanzdomine. Das Myosinkdpfchen dient als
Bindungsstelle fiir Aktin und besitzt eine ATPase-Aktivitit, der Hals dient als
bewegliches Scharnier bei der Interaktion zwischen Aktin und Myosin, mit Hilfe des
Schwanzteils konnen sich mehrere Myosinmolekiile zu Filamenten zusammenlagern.
Das Myosinmolekiil liegt als Dimer vor und besteht aus sechs Untereinheiten
(Polypeptidketten), zwei schweren und vier leichten Ketten. Das Verankerungsprotein
Titin stellt eine elastische Verbindung zur nédchsten Z-Scheibe her, indem es {iiber
Myomesin mit den Myosinfilamenten verbunden ist und sorgt damit fiir die optimale

Position der Filamente bei der Kontraktion.

Die kontraktilen Filamente liegen im nicht kontrahierten Zustand parallel nebeneinander
und haben eine unterschiedliche optische Dichte. Jedes Sarkomer ist aus einer A-Bande
(sowohl diinne als auch dicke Myofilamente), mit einer zentralen M-Linie (nur dicke
Filamente) aufgebaut. Lateral der A-Banden liegen die [-Banden (nur diinne Filamente),

begrenzt von Z-Linien.

Das Zytoskelett ist ein komplexes, bewegliches Geflecht, das vom Nucleus ausgeht und
bis zur Zellmembran reicht. Es besteht aus Aktinfilamenten, Intermedidrfilamenten
(hauptsédchlich Desmin) und Mikrotubuli und dient der Stabilisierung der intrazelluldren
Strukturen, verankert die Zellen in der extrazelluliren Matrix und Ttbertragt

mechanische Kréfte auf benachbarte Zellen. (Alberts 2002; Fatkin et al. 2002)



Abb.1 aus (Moore et al. 1957) Elektronenmikroskopische Aufnahme einer ventrikukiren
Herzmuskelzelle im Lingsschnitt. I = [-Bande (nur diinne Filamente), A = A-Bande (dicke und
diinne Filamente), H = H-Bande, Z = Z-Bande, er = endoplasmatisches Retikulum, 1 =

Lipidkorperchen

1.2.3 Die Herzmuskelkontraktion

Der Herzmuskel ist der am schwersten arbeitende Muskel des menschlichen Korpers. Er

kontrahiert sich ca. drei Billionen mal wihrend eines Menschenlebens (Alberts 2002)

Die Kontraktion beruht auf einer Wechselwirkung zwischen Aktin und Myosin und
wird durch die Gleitfilamenttheorie (Huxley 1954) beschrieben. Zu Beginn des
Kontraktionsvorgangs ist der Myosinkopf fest an Aktin gebunden, es liegt Aktomyosin
vor. Durch die Bindung von ATP am Myosinkopf kommt es zu einer
Konformationsdnderung, wodurch die Affinitit des Myosins zum Aktin stark abnimmt
und sich Myosin und Aktin trennen. Durch die anschlieBende Mg” -abhingige
Hydrolyse von ATP zu ADP und anorganischem Phosphat P; durch die ATPase-

Aktivitit des Myosins erfolgt eine erneute schwache Bindung zwischen Aktin und



Myosin. Die folgende Freisetzung von ADP und Pi erzeugt den -eigentlichen
Kraftschlag, bei dem der Myosinkopf abknickt und am Aktinfilament entlang gleitet.
(Fatkin et al. 2002; Silbernagl 2005)

Wihrend des kardialen Aktionspotentials kommt es zu einem raschen
transmembrandsen Calcium-Einstrom iiber spannungsabhingige L-Typ Ca*'-Kanile.
Die intrazellulir steigende Ca**-Konzentration fiihrt zu einer weiteren Freisetzung von
Ca”" aus dem sarkoplasmatischen Reticulum iiber Ryanodin- und Inositoltriphosphat-
Rezeptoren. Der Anstieg der Ca®"-Konzentration wird durch Proteine registriert, die mit
den Aktinfilamenten interagieren wie der Troponinkomplex und das Tropomyosin.
Durch ihre Interaktion zwischen Aktin und Myosin konnen sich die Sarkomere
kontrahieren. s. Abschnitt 1.2.5 (Fatkin et al. 2002) Mit Hilfe einer SR-Ca’"-ATPase
und eines membrandsen Na'/Ca®’- Austauschers wird die intrazellulire Ca®'-
Konzentration wieder auf das Ruheniveau gesenkt und die intrazelluliren Ca**-Speicher

wieder gefiillt. (Gordon et al. 2001)

1.2.4 Plakophilin 2 als Bestandteil der kardialen Desmosomen

Fir die Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen Stabilitit des
Herzmuskelgewebes sind Zellverbindungen von essentieller Bedeutung. Im Zellverband
der Myocyten sichern Desmosomen, Adhédrenzverbindungen und Gap junctions in den
Glanzstreifen die Integritit des Gewebes, indem sie filament-verankernde
Verbindungen bilden, welche die mechanische Integritit des Zellverbandes

entscheidend bestimmen. (Perriard et al. 2003)

Plakophiline gehoren zur Familie der Armadillo-Proteine. Diese Proteine haben
entscheidende strukturelle und regulatorische Aufgaben bei der Interaktion von
Proteinen in Desmosomen und Adhdrenzverbindungen. Am besten beschrieben sind die
desmosomalen Interaktionen der Armadillo-Proteine, an denen Plakoglobin beteiligt ist.
(Mertens et al. 1996) Die Armadillo-Familie der Adhdsionsmolekiile charakterisiert sich
durch aneinander gereihte Armadillo (Arm) -Motive, welche eine Linge von ungefahr
42 Aminosduren aufweisen. Sie wurden erstmals im armadillo-Gen von Drosophila

melanogaster nachgewiesen. (Peifer et al. 1990) Zur Familie der Armadillo-Proteine



gehoren neben den Plakophilinen auch B-Catenin, Plakoglobin und die p120Catenine.
(Franke et al. 1989; Reynolds et al. 1992)

Die Plakophilin-Unterfamilie der Armadillo-Familie hat drei Mitglieder, Plakophilin 1
(PKP1), Plakophilin 2 (PKP2) und Plakophilin 3 (PKP3). PKPI1-3 sind
juxtamembrandse Bestandteile der desmosomalen Plaques und sichern dort die Zell-
Zell-Bindung, indem sie mit anderen Arm-Proteinen, Desmoplakin und Cadherinen
assoziiert sind und sich an der Verankerung der Intermedidrfilamente beteiligen. (Bonne
et al. 1999; Chen et al. 2002; Hatzfeld et al. 2000; Hatzfeld et al. 1996; Mertens et al.
1999; Mertens et al. 1996) Bei PKP 1 und PKP 2 sind zwei Splei3-Varianten bekannt,
eine kiirzere ,,a*“ Form und eine ldngere ,,b* Form. (Hatzfeld et al. 1999; Mertens et al.
1996; Bonne et al. 1999) Plakophilin 2 ist zudem in Assoziation mit dem RNA-
Polymerase-I1I-Komplex beschrieben worden, sowie als Substrat der Tyrosinkinase
Tak-1. (Muller et al. 2003; Mertens et al. 2001) Die Rolle der Plakophiline in der

Signaltransduktion bleibt jedoch weiterhin offen.

Alle Plakophiline bestehen aus einer N-terminalen Kopf-Doméne, gefolgt von ca. 42
Aminosdure-Wiederholungen, den arm-repeats und einem C-terminalen Schwanzteil.
Die N-terminale Kopfdoméne zeigt verhdltnismédfBig mehr Sequenzvarianten als die
Arm-Wiederholungen. Eine {ibereinstimmende Sequenz, HR2 genannt, besitzen alle
Plakophiline gemeinsam in der Kopfdomidne. PKP1 kommt in den Desmosomen in
oberen Schichten komplexer Epithelien vor. PKP 2 ist am weitesten im Gewebe
verbreitet. Es findet sich in den Desmosomen aller Epithelien, komplexen, stratifizierten
und einfachen. Auch in nicht-epithelialem Gewebe wie Kardiomyocyten oder in den
Follikeln der Lymphknoten konnte PKP 2 nachgewiesen werden. (Chen et al. 2002).
Neben ihrer Anwesenheit an der Zellmembran und der damit verbundenen Funktion als
adhdsive und stabilisierende Molekiile wurden Plakophiline auch im Zellkern
beschrieben. (Mertens et al. 1996) Fiir einen Grofteil dieser Proteine ist die Funktion im

Zellkern, zum Beispiel als Signalmolekiil noch weitgehend ungeklart.
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Abb.2 Die Familie der Armadillo-Proteine sind Adhisions- und Signalmolekiile. Diese
Proteinfamilie besteht aus drei Unterfamilien. Zur Unterfamilie der klassischen Catenine gehdren
B-Catenin und Plakoglobin. Die Plakophiline 1-3 bilden eine zweite Unterfamilie und besitzen
neben neun Arm-Wiederholungen eine konservierte Sequenz im N-Terminus (Head-Doméne).
Die pl20-verwandten Proteine bilden die dritte Unterfamilie mit p0071, pl120catenin und
ARVCEF, sie haben zusétzlich zu zehn (Arm)adillo-Wiederholungen eine Coiled-coil-Doméne in

ihrem N-Terminus. Abb. entnommen aus (Grossmann et al. 2005).

In den kardialen Desmosomen werden die Desminintermedidrfilamente durch
Plakoglobin, Plakophilin 2 und Desmoplakin mit den desmosomalen Cadherinen
verankert. Desmosomale Cadherine, die weiter unterteilt werden in Desmoglein und
Desmocollin, sind transmembrandse Proteine, die mit ihrem extrazelluldren Anteil ein
reilverschlussdhnliches Dimer mit dem entsprechenden Anteil der desmosomalen
Cadherine des benachbarten Myocyten bilden. (Chen et al. 2002; Mertens et al. 1996)
Der intrazelluldre Anteil der Cadherine, Desmoglein und Desmocollin interagiert mit
Plakophilin und Plakoglobin, diese binden an das C-terminale Ende der Cadherine,
aulerdem binden die Armadillo-Proteine an das N-terminle Ende von Desmoplakin.
Plakoglobin ist das einzige desmosomale Protein, welches auch in
Adhérenzverbindungen nachgewiesen werden konnte. (Zhurinsky et al. 2000; Thiene et

al. 2007)
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1.2.5 Der kardiale Troponinkomplex

Troponin T

Troponin C

JTroponin | u-Tropomyosin
o-Aktin

Y Leichte Kette ||

Kopf _ ) Schwere Kette 9% Myosins \\ \ 3
Schwanz | des Myosins Y
\\ ’
| AN

(B-MHC)

| - —————————————————

=

Abb. 3 Das diinne Filament besteht aus a-Aktin, dem Troponin-Komplex (Troponin T, I und C)
und a-Tropomyosin. p-MHC und die leichten Ketten des Myosins bilden das dicke
Filament. Die Bindung des Myosinkopfes an a-Aktin fiihrt zur Konformationséinderung des
Myosinmolekiils. Dadurch knickt der Kopf gelenkartig ab, zieht a-Aktin mit sich, und die
Filamente gleiten aneinander vorbei. Dies flihrt zur Verkiirzung des Sarkomers. Entnommen aus

(Seidman et al. 2001)

Der kardiale Troponinkomplex bildet zusammen mit Aktin und alpha-Tropomyosin die
diinnen Filamente der Herzmuskelzelle und reguliert die Ca*"-abhingige Kontraktion
der Kardiomyocyten. Der Troponinkomplex besteht aus drei Untereinheiten, dem
Troponin I (Tnl), das in Abwesenheit von Ca*" die Aktivitit der Aktomyosin-Mg”'-
ATPase inhibiert, dem Troponin C (TnC), welches Ca®" bindet und die Hemmung durch
Tnl aufhebt und dem Troponin T (TnT), das den Troponinkomplex am Aktinfilament
verankert. (da Silva et al. 1991; Grabarek et al. 1992; Ohtsuki et al. 1986; Zot et al.
1987) Bisher liegt noch keine komplette Kristallstruktur des Troponinkomplexes vor.
2003 wurde die Kiristallstruktur der zentralen Doménen des kardialen

Troponinkomplexes verdffentlicht. (Takeda et al. 2003)
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Im Ruhezustand des Herzmuskels ist Tropomyosin an der Aufenseite des
Aktinfilaments lokalisiert, die Myosinbindungsstelle auf dem Aktin wird dadurch
blockiert. Alpha-Tropomyosin ist ein Dimer aus zwei identischen alpha-helikalen
Ketten, die sich auf der gesamten Lange um das Aktinfilament winden und dieses
dadurch stabilisieren. (Huang et al. 2004) Die Erhdhung der intrazelluldren Ca®'-
Konzentration beeinflusst die Position des Tropomyosins auf dem Aktinfilament und
das Tropomyosin kann eine bevorzugte Position in der Furche des Aktinfilamentes
einnehmen. Durch diesen Prozess wird die Bindungsstelle am Aktin fiir die
Myosinbindung frei und die Kontraktion kann stattfinden. (Luo et al. 2002; Gordon et
al. 2001)

Im entspannten Zustand der Herzmuskelzelle in Abwesenheit von Ca’" sind die
Ca”>*/Mg*"-Stellen in der COOH-Domine von TnC von Mg besetzt, wihrend die Ca®'-
spezifischen Stellen in der NH,-terminalen Doméne von TnC frei sind. In diesem Fall
ist die NH,-terminale Region von Tnl an die COOH-terminale Region von TnC, sowie
an die COOH-terminale Doméne von TnT gebunden. AuBerdem blockiert die
inhibitorische und COOH-terminale Doméne des Tnl die Position von Aktin und
Tropomyosin so, dass eine Interaktion zwischen Aktin und Myosin verhindert wird.

(Farah et al. 1995)

Wenn nun Ca®" aus dem sarkoplasmatischen Reticulum freigesetzt wird, bindet es an
die Ca*"-spezifische NH,-terminale Domine des TnC und erhdht die Affinitit dieser
Doméne zur inhibitorischen und COOH-terminalen Region des Tnl, so dass sich Tnl
von Aktin und Tropomyosin 16st. Das erlaubt wiederum Tropomyosin die bevorzugte
Position in der Furche des Aktinfilaments einzunehmen, die Bindungsstelle fiir Myosin
wird freigegeben und die Filamente konnen aneinander vorbei gleiten. (Farah et al.

1995)
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Myosin-
bindungsstelle

Tropomyosin
Myosinkdpfchen

Abb. 4 Aktivierung der Aktomyosin Interaktion im diinnen Filament durch Ca2*" Bei Ca2+-Bindung
an c¢cTnC erfahrt der cTn-Komplex eine Reihe von Konformationsinderungen, die darin
resultieren, dass c¢Tnl nicht linger die Tm-Position an der AuBenseite des Aktinfilaments
stabilisiert, sondern Tm nun eine Position weiter in der Furche des Aktinfilamentes einnehmen
kann und die Myosinbindungsstelle fiir die Myosinbindung an Aktin frei wird. c¢Tn, kardiales

Troponin; Tm, Tropomyosin .Abb. entnommen aus (Boom et al. 2003).

1.3 Kardiomyopathien

1.3.1 Definition und Einteilung der Kardiomyopathien
Definition der Kardiomyopathien der AHA:

,Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe von Krankheiten des Herzmuskels, die
mit mechanischen und/oder elektrischen Funktionsstorungen einhergehen und
iiblicherweise (aber nicht zwingend) eine unangemessene Hypertrophie oder Dilatation
der Herzkammern verursachen. Thre Ursachen sind vielfdltig und hdufig genetisch
bedingt. Kardiomyopathien begrenzen sich entweder auf das Herz oder sind Teil einer
allgemeinen Systemerkrankung, fithren oft zu kardiovaskuldr bedingten Todesféllen

oder einer fortschreitenden Behinderung durch Herzversagen.
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Als Kardiomyopathien (CM) werden Erkrankungen des Herzmuskels bezeichnet, die
mit einer kardialen Funktionsstorung einhergehen. Es werden zwei Hauptgruppen
unterschieden: primire Kardiomyopathien, die ausschlieBlich den Herzmuskel betreffen
und relativ selten vorkommen und sekundire Kardiomyopathien, bei denen der

Herzmuskel im Rahmen einer systemischen Erkrankung betroffen ist.

Primire Kardiomyopathien kénnen je nach Atiologie erworben, familiéir/ genetisch
bedingt oder beides sein. Sekundidre CM treten in Folge definierter kardialer oder
extrakardialer Erkrankungen auf, z.B. bei ischdmischen oder valvuldren Erkrankungen

des Herzens oder als Folge von Herzmuskelentziindungen.

Nach morphlogisch-funktionellen Gesichtspunkten erfolgt die Einteilung sowohl
primirer, als auch sekunddrer Kardiomyopathien in vier Kategorien: Dilatative
Kardiomyopathie (DCM), hypertrophe Kardiomyopathie (HCM), arrhythmogene
rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (ARVC) und restriktive Kardiomyopathie (RCM).

In den letzten Jahrzehnten wurde die Wichtigkeit der Bedeutung der genetischen
Defekte fiir die Atiologie der primiren Kardiomyopathien deutlich. Bisher wurden
autosomal-dominante,  autosomal-rezessive, = X-chromosomale und maternale
Vererbungsmuster beobachtet. Familien mit genetisch bedingten Kardiomyopathien

stellen eine bedeutende Quelle fiir genetische Studien dar. (Huang et al. 2004)

Im Folgenden werden die dilatative CM und die hypertrophe CM kurz beschrieben, auf
die ARVC und die RCM wird in Abschnitt 1.4 und 1.5 ndher eingegangen.

Die dilatative Kardiomyopathie ist die héufigste morphologische Form der
Kardiomyopathien mit einer geschitzten Privalenz von 1:2500. Sie ist die dritt
hiufigste Ursache fiir Herzinsuffizienz und der héaufigste Grund fiir

Herztransplantationen. (Maron et al. 2006)

Sie ist charakterisiert durch eine Dilatation des linken oder beider Ventrikel
(Kardiomegalie), eine reduzierte Wanddicke und eine verminderte systolische Funktion
(verminderte Ejektionsfraktion). Die Histopathologie der DCM ist nicht spezifisch
(hypertrophe Kardiomyocyten, interstitielle Fibrose, oft massiver Myocytenverlust,

Ansammlung von Makrophagen und T-Lymphozyten).
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Die hiufigste Erstmanifestation ist eine langsam zunehmende Herzinsuftizienz, die eine
Transplantation indiziert oder einen plotzlichen Herztod zur Folge haben kann.
Herzrhythmusstérungen und thromboembolische Verschliisse gehoren zu den typischen

Komplikationen.

Eine DCM kann idiopathisch, familidr-genetisch, viral-entziindlich und/oder
immunologisch bedingt sein oder im Zusammenhang mit (alkohol-)toxischen
Einfliissen oder mit anderen kardialen Erkrankung auftreten. Im Falle des
Vorhandenseins  einer anderen kardialen Erkrankung, kann nur von einer CM
gesprochen werden, wenn das Ausmal3 der myokardialen Dysfunktion nicht ausreichend
durch hdmodynamische Faktoren (z.B. erhohte Volumenbelastung bei Klappenfehlern)
oder ischdmisch bedingte Myokardschiden (z.B. bei KHK) erkldart werden kann.
(Richardson et al. 1996)

Bei 20-35% der Fille tritt die DCM familidr auf. Bislang wurden >20 Loci und Gene
identifiziert, die muskuldre Proteine mit ganz unterschiedlichen Funktionen und
Aufgabe betreffen, so z.B. Aktin, Desmin, Desmoplakin, Dystrophin, Lamin A/C,
Tropomyosin, kardiales Troponin T/I. Die Vererbungsmodi sind hauptsdchlich
autosomal dominant, kdnnen aber auch autosomal rezessiv, X-chromosomal gekoppelt

oder mitochondrial vererbt sein.

Die hypertrophe Kardiomyopathie ist die zweithdufigste morphologische Form der
Kardiomyopathien. Thre Pravalenz betrigt ca. 200/100000 und ist die hdufigste Ursache
fiir den plotzlichen Herztod junger Erwachsener. (Maron et al. 2006)

Die HCM ist durch eine asymmetrische GroBBenzunahme des linken und/oder rechten
Ventrikels vor allem im Bereich des Septums gekennzeichnet, was zu diastolischen
Funktionsstorungen fiihrt. Je nach Lokalisation der Hypertrophie unterscheidet man
eine nicht-obstruktive und eine obstruktive HCM mit Behinderung der

linksventrikuldren Ausflussbahn. (Renz-Polster 2004)

Im histologischen Bild finden sich hypertrophierte Myocyten, ungeordnete Myofibrillen
und eine Beeintrichtigung des myokardialen Zellverbandes. Durch die diastolische
Funktionsstorung kommt es zu Symptomen der Herzinsuffizienz und frithem

plotzlichen Herztod (PHT).
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Bei ca. 50% der Patienten handelt es sich um eine familidre Erkrankung mit autosomal
dominantem Vererbungsmodus. Mehr als 10 Genloci wurden bislang als krankheits-
verursachend identifiziert, die meist fiir Proteine des Sarkomers codieren, z.B.
alpha/beta-myosin-Schwerkette (MYH7), Myosin-bindendes Protein C, (MYBPC3),
Troponin T/I, Myosin-Leichtkette, Titin, alpha-Tropomyosin, alpha-Aktin. (Herold
2008)

1.4 Arrhythmogene rechtsventrikulire Kardiomyopathie

Die arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie, frither auch arrhythmogene
rechtsventrikuldre Dysplasie genannt, ist eine seltene Erkrankung des Herzmuskels mit
einer geschétzten Privalenz von 1:2000 bis 1:5000. (Corrado et al. 2009; Maron et al.
2006) Die genaue Pravalenz ist unbekannt. Aufgrund der zahlreichen nicht- oder falsch-
diagnostizierten Fille konnte die Pravalenz sogar noch hoher als der geschitzte Wert
sein. (Thiene et al. 2007) 10-20% aller plotzlichen Herztodestélle junger Méanner sind
Folge einer ARVC. (Herold 2008) Charakteristisch fiir die ARVC ist der Verlust von
Myocyten durch Nekrose und Apoptose und die fibrolipomatose Umwandlung des
Gewebes des rechten Ventrikels. (Fatkin et al. 2002) Die daraus resultierende Storung
des kardialen Zellverbandes fiihrt zur Erweiterung des rechten Ventrikels, was zu
Funktionsstorungen, lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen und plétzlichem Herz-
tod fithren kann. (Awad et al. 2008) Die ARVC manifestiert sich meist um das 30.
Lebensjahr und kann dann als erste Symptome Kammerflimmern und/oder Synkopen
zeigen, im weiteren Verlauf kann es zu Kammertachykardien und plétzlichem Herztod
kommen. Versterben die Patienten nicht am plotzlichen Herztod, kann der weitere
Krankheitsverlauf zu schwerer Herzinsuffizienz fithren. (Herold 2008; Thiene et al.

2007)

In 30-50% der Félle (Corrado et al. 2009) tritt die ARVC familidr gehduft auf und geht
mit einer autosomal dominanten Vererbung mit inkompletter Penetranz und hoher
Variabilitidt einher. 50% der symptomatischen Patienten besitzen eine Mutation in
verschiedenen Bestandteilen der kardialen Desmosomen. (Awad et al. 2008) Bisher

wurden 9 Genmutationen nachgewiesen, davon am haufigsten im Plakophilin-2-Gen
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(PKP2), auBBerdem u.a. Mutationen von Desmoplakin, Plakoglobin (Naxos disease) und

dem Ryanodin-2-Rezeptor (RYR2). (Herold 2008)

Die klinische Diagnose ARVC ist aufgrund ihrer unspezifischen Symptomatik, dem
breiten Spektrum phénotypischer Manifestationen und der Spannweite von
asymptomatischen bis hin zu schwersten Formen oft schwierig zu stellen. (Corrado et

al. 2009)

Im EKG kann in 10% der Félle eine Epsilon-Welle am Ende des verbreiterten QRS-
Komplexes nachgewiesen werden, evtl. zeigt sich eine T-Negativierung oder ein
Rechtsschenkelblock. Echokardiographisch lassen sich lokale Bewegungsstorungen und
Hypokinesie sowie eine Dilatation des rechten Ventrikels darstellen. Die
Fettgewebseinlagerungen konnen im MRT beurteilt werden. Zur weiteren Diagnostik
kann auch eine Myokardbiospsie entnommen werden, um die Vermehrung

intramyokardialer Fettzellen (Fibrolipomatose) nachzuweisen.

Die Therapie der arrhythmogenen rechtsventrikuldren Kardiomyopathie erfolgt nur
symptomatisch, d.h. korperliche Schonung, Behandlung und Prophylaxe der
Arrhythmien mit z.B. Betablockern und/oder Implantation eines ICD (implantierbarer

Cardioconverter). Die 10-Jahres-Letalitit betrdgt ohne Therapie ca. 30%. (Herold 2008)

1.5 Restriktive Kardiomyopathie

Die restriktive Kardiomyopathie ist ebenfalls eine sehr seltene Form der
Herzmuskelerkrankungen (< 5%) Bisher konnten keine epidemiologischen Zahlen

erhoben werden.

Die RCM ist durch eine Verminderung der diastolischen Dehnbarkeit charakterisiert.
Daraus resultiert eine eingeschrinkte ventrikuldre Fiillung eines oder beider Ventrikel in
der Diastole bei normaler oder beinahe normaler systolischer Ventrikelfunktion (DD:
DCM). Das Herz zeigt normale oder nur gering verdickte Ventrikelwinde (DD: HCM).

Histologisch kann sich eine interstitielle Fibrosierung zeigen.

Symptomatisch wird die RCM durch Zeichen einer progressiven Herzinsuffizienz. In
fortgeschrittenen Stadien ist das Endokard verdickt und mit Thromben belegt. Es

kommt zu zunehmenden diastolischen Ventrikelfunktionsstorungen und zur
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Entwicklung einer therapieresistenten Rechtsherzinsuffizienz mit Einflussstauung vor

dem rechten Herzen.

Vor allem bei Krankheitsbeginn in der Kindheit hat die RCM eine schlechte Prognose
und die Patienten bendtigen hdufig eine Herztransplantation oder versterben frithzeitig

am plotzlichen Herztod.

Die RCM kann verschiedene Ursachen haben. Sie kann im Rahmen systemischer
Erkrankungen als sekundire RCM auftreten, wie z.B. als infiltrative RCM bei
Amyloidose oder Sarkoidose, im Zusammenhang einer Speichererkrankung wie M.
Fabry oder Hamochromatose, oder als endomyokardiale Form bei Hypereosinophilie
(Loffler-Endokarditis) und beim Hedinger-Syndrom (Endomyokardfibrose) des

Karzinoids.

Des Weiteren konnen fiir eine RCM auch genetische Faktoren verantwortlich sein
(primdre CM). Bisher wurden 6 Mutationen bei Patienten mit idiopathischer RCM im
Troponin-I-Gen entdeckt. s. Abschnitt 1.8.1

Obwohl verschiedene vererbte oder erworbene Funktionsstorungen eine RCM
verursachen konnen, bleiben doch einige Fille idiopathisch. Bildgebende diagnostische
Mittel sind die Echokardiographie mit Dopplerfunktion, bei der das Herz vergroBerte
Vorhofe bei normal groflen Ventrikeln und nahezu normaler systolischer Kontraktion
zeigt, Rontgen, CT oder MRT. Die invasive Diagnostik erfolgt mittels simultaner RV-

/LV-Druckmessung oder einer Biopsie des Herzmuskelgewebes.

Zum therapeutischen Vorgehen bei sekundir bedingter RCM gehort die Behandlung der
Grunderkrankung. Die Herzinsuffizienz wird frithzeitig mit Diuretika behandelt.
Wichtig sind auflerdem die Kontrolle der Herzfrequenz mit dem Ziel einer langen
Diastole und eine Thromboembolieprophylaxe. Bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz

ist bei vielen Patienten eine Herztransplantation nétig. (Mogensen et al. 2003)

1.6 Pathogene Mutationen

Mutationen lassen sich einteilen in Mutationen, die ein einzelnes Gen betreffen

Genmutationen, in  Mutationen, die  Chromosomenabschnitte  verdndern
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Strukturmutationen und in Mutationen, die zu einer Anderung der Chromosomenzahl

fihren Chromosomenmutationen.

Mutationen kénnen durch mutagene Umweltfaktoren, wie Toxine oder UV-Strahlen
entstehen, endogen durch Fehler der DNA-Reparatur/ -Replikation, wihrend der

Zellteilung oder durch Transpositionen.

Zu den Genmutationen, bei denen sich die codierende Sequenz eines Gens verdndert,
gehort die Substitution, bei der eine Base durch ein andere ersetzt wird, die Transition,
bei der Purine gegen Purine oder Pyrimidine gegen Pyrimidine ausgetauscht werden,
bei der Transversion hingegen Purine gegen Pyrimidine und umgekehrt. Als Insertion

bezeichnet man die Einfligung, als Deletion den Verlust einer oder mehrerer Basen.

Strukturmutationen entstehen durch Translokation, bei der Segmente eines
Chromosoms auf ein anderes nicht homologes Chromosom iibertragen werden oder
durch Veridnderungen der Genreihenfolge auf einem Chromosom als Folge ungleicher
Rekombinationsereignisse (Inversion, Deletion, Duplikation). Strukturverdnderungen
der Chromosomen fiihren zu einer Stérung der Genbalance, was die Expressionsrate der

Proteine verdndert und die Entstehung letaler Genotypen begiinstigt.

Unter Aneuploidie versteht man die Anderung der Chromosomenzahl, wihrend der
Mitose kommt es zu einer Fehlverteilung der Chromosomen, dabei erhilt eine
Tochterzelle beide homologen Chromosomen und die andere keines, was ebenfalls zur

Storung der Genbalance fiihrt.

Verschiedene Mutationen wirken sich unterschiedlich auf die Funktion des Proteins aus.
Nonsense-Mutationen, bei denen eine Punktmutation ein Codon in ein Stopcodon
umwandelt, fiihren zum vorzeitigen Abbruch der Polypeptidkette und gewdhnlich zu
einem nicht funktionsfihigen Protein und haben erhebliche phanotypische
Auswirkungen. Es konnen Proteine produziert werden, die am C-terminalen Ende
verkiirzt sind oder das Einfligen eines Stopcodons bewirkt eine Instabilitdt der mRNA,
was zu einem schnellen Abbau der mRNA schon vor der Translation fiihrt. Weil der
genetische Code redundant ist, miissen Substitutionen nicht den Einbau einer anderen,
,falschen Aminosdure bewirken. Wenn, wie bei einer Missense-Mutation, eine
unkorrekte Aminosdure verwendet wird, beeinflusst das die Proteinfunktion nicht

unbedingt, es sei denn sie befindet sich in einem wichtigen Abschnitt des Proteins, wie
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z.B. im katalytischen Zentrum des Proteins oder sie fiihrt zum Austausch einer
Aminosédure gegen eine andere mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften. Eine
Anderung der Polaritit oder elektrischen Ladung beeinflusst die Faltung und damit auch
die Aktivitdit des Proteins. Deletionen und Insertionen haben sehr drastische
Auswirkungen auf die Proteinstruktur, denn sie bringen die Triplettfolge durcheinander,

in der die Basen gelesen werden.

Mutationen in nichtcodierenden Sequenzen, die aber pathogene Konsequenzen haben,
betreffen wichtige Intronelemente oder untranslatierte Abschnitte, die aber fiir eine
korrekte Regulation der Transkription oder Translation des Proteins essentiell sind.
Fehlerhafte SpleiBmuster konnen zum Ausschluss ganzer Exonsequenzen oder zu
Translation von Intronsequenzen fiihren, wodurch in den meisten Féllen das Leseraster

verschoben und das Protein funktionsunfahig wird.

Es hédngt von einer Reihe verschiedener Faktoren ab, ob sich und wie sehr sich eine
pathogene Mutation im Phédnotyp manifestiert. Mutationen, die nur eines der beiden
Allele betreffen, konnen durch gesteigerte Expression des gesunden Allels ausgeglichen
werden oder es bildet sich im Vergleich zu einem homozygoten Triger der Mutation ein
schwicherer Phianotyp aus. Dies kann folgendermallen erkldrt werden: zum einen kann
die Funktionsfahigkeit des normalen Allels behindert werden, sog. dominant-negativer
Effekt und zum anderen kann die Proteinmenge des normalen Allels nicht ausreichend
sein, sog. Haploinsuffizienz. Auflerdem haben auch der Ort und der Zeitpunkt der
Mutationsentstehung Einfluss auf den Phénotypen. Mutationen, die iiber die Keimbahn
vererbt werden oder frith in die Embryonalentwicklung exprimierte Gene betreffen,
haben einen groBeren Einfluss auf den Phénotyp gegeniiber Mutationen, die spit in der
Entwicklung nur in einzelnen somatischen Zellen auftreten. (Lehrman et al. 1987;

Baserga et al. 1992)
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1.7 Fiir ARVC verantwortliche Mutationen im Plakophilin 2

In ca. 50% der Félle ist die ARVC familidr vererbt. Die typische Form der ARVC ist
ein autosomal-dominanter Erbgang mit unterschiedlicher Penetranz. Es wurden aber
auch rezessive Erbgédnge identifiziert. (Nava et al. 1988) In den 90er Jahren wurden
einige Genloci auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert, der erste von Rampazzo et
al. auf Chromosom 14q23. (Rampazzo et al. 1994) Die Kandidatengene wurden zuerst
bei den Genen gesucht, die fiir Proteine des Zytoskeletts oder fiir sarkomere Proteine
codieren, doch es stellte sich heraus, dass es sich bei der ARVC weder um eine
Erkrankung des Zytoskeletts, wie bei der DCM, noch eine Erkrankung des Sarkomers,
wie bei der HCM handelt.

Die erste Mutation, die in Zusammenhang mit der rezessiven ARVC gebracht wurde, ist
eine Deletions-Mutation im Plakoglobin-Gen JUP mit autosomal-rezessivem Erbgang
(McKoy et al. 2000), die bei Familien auf der dgédischen Insel Naxos entdeckt wurde
(Naxos disease). (Protonotarios et al. 2001) Eine 2bp Deletion des Plakoglobins fiihrt
zum Abbruch des C-terminalen Endes des Proteins und verursacht die Naxos-Krankheit
(Basso et al. 1996), ein kardiocutanes Syndrom, das durch palmoplantare Keratolyse,

Wollhaar und ARVC charakterisiert ist.

Als zweites desmosomales Protein wurde Desmoplakin DSP in Zusammenhang mit der
familidren ARVC gebracht, ebenfalls ein autosomal-rezessiver Erbgang. Die Symptome
dhneln der Naxos-Krankheit, sog. Cavajal-Syndrom. (Norgett et al. 2000; McKoy et al.
2000) Die Entdeckung von Mutationen in zwei funktionell dhnlichen Genen wie JUP
und DSP lenkte die Aufmerksamkeit auf weitere desmosomale Proteine fiir die

Aufklarung der ARVC-Pathogenese.

So wurden auch Defekte auf Genen, die fiir weitere Zelladhdsionsproteine codieren bei
der dominanten Variante der Erkrankung entdeckt: Plakophilin-2-Gen PKP2 (Gerull et
al. 2004), Desmoglein-2-Gen DSG2 (Pilichou et al. 2006), Desmocollin-2-Gen DSC2.
(Syrris et al. 2006)

Andere Erscheinungsformen der ARVC koénnen durch nicht-desmosomale
Genmutationen im Ryanodin-Rezeptor-2 RYR2 und im Wachstumsfaktor B3 TGFB3
verursacht werden. (Beffagna et al. 2007)
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Chromosomaler | Vererbungs-

Abkiirzung | Krankheitsgen Locus modus Autor, Jahr

Jup Plakoglobin 17q21 AR McKoy et al., 2000

RYR2 Kardialer Ryanodin-Rezeptor 1q42-g43 AD Tiso et al., 2001

DSP Desmoplakin 6p24 AD Rampazzo et al., 2002

PKP2 Plakophilin 2 12pl1 AD Gerull et al., 2004

TGFp3 Transforming Growth Factor 14q23-q24 AD Beffagna et al., 2004

DSG2 Desmoglein 18q12.1 AD Pilichou et al., 2006

DSC2 Desmocollin 2 18q12.1 AD Syrris et al., 2006
Tabelle 1: ARVC verursachende Mutationen, AR= autosoamal rezessiv, AD=auto-somal

dominant, nach. (Corrado et al. 2009; Dalal et al. 2006)

1.7.1 PKP2-Mutationen

Basierend auf einem Knockout-Experiment an Mausen konnte angenommen werden,
dass auch Mutationen im humanen PKP-2-Gen zur Entstehung der ARVC fiihren
konnen. (Hatzfeld et al. 2006) Die KO-Embryonen verstarben intrauterin um den
Entwicklungstag 10.75 und zeigten deutliche Defekte in der kardialen Morphogenese
(reduziertes Trabekelwerk, ungeordnetes Zytoskelett, Rupturen der Ventrikelwand und
perikardialer Blutfluss). In elektronenmikroskopischen Aufnahmen und biochemischen
Ergebnissen konnten stark reduzierte Assoziationen der Proteine Desmoplakin und
Plakoglobin mit anderen Plaqueproteinen an den Glanzstreifen demonstriert werden. Zu
einem dhnlich frithen Zeitpunkt in der kardialen Entwicklung wurden auch Deletionen
im Armadillo-Protein Plakoglobin beschrieben. Dies zeigt, dass das sich entwickelnde
Herz besonders empfindlich gegeniiber Verdnderungen der Zelladhdsion in
Kardiomyozyten reagiert. Da Plakophilin-2 die einzige Plakophilin-Isoform ist, welche
in den Zellverbindungen des Myokards exprimiert wird, ist Plakophilin-2 ein

essentielles Protein im myokardialen Zusammenhalt. (Grossmann et al. 2004)
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Darauf folgten Sequenzierungen des menschlichen PKP2-Gens bei 120 nicht-
verwandten Patienten mit ARVC diese zeigten eine heterozygote Mutation in 32
Individuen (Pridvalenz von 27%). (Gerull et al. 2004) Weitere Studien bewiesen
ebenfalls, dass PKP2-Mutationen gehduft bei einer ARVC auftreten und PKP2 mit einer
schwankenden Privalenz zwischen 11-43 % das héaufigste Krankheitsgen ist. (Dalal et
al. 2006; van Tintelen et al. 2006; Syrris et al. 2006) Zum Grof3teil handelt es sich dabei
um heterozygote Vererbung, Missense, Nonsense-Mutationen und
Leserasterverschiebungen. Des Weiteren zeigte sich eine PKP2-Mutationsrate von 26%
bei nicht-verwandten ARV C-Patienten. (Gerull et al. 2004; Dalal et al. 2006; Syrris et
al. 2006; van Tintelen et al. 2006)

Patienten mit PKP2-Mutationen erkranken friither als Patienten mit ARVC ohne PKP2-
Mutation. (Dalal et al. 2006) Van Tintelen et. al. konnten 2006 signifikante
Unterschiede zwischen Krankheitbeginn und Inzidenz des PHT bei Patienten mit oder
ohne PKP2-Mutation auffiihren. (van Tintelen et al. 2006) Des Weiteren zeigten
Patienten mit Mutation im PKP2 hiufiger T-Wellen-Umkehrungen in den prikordialen
Ableitungen im EKG als Nicht-Mutationstrager. Bei Verwandten von ARVC-Patienten
fanden van Tintelen et al. in 11 Fillen von isolierter, nicht-familidrer ARVC keine
PKP2-Mutation. Bei 23 Patienten mit gut dokumentierter familidrer ARVC wurde
jedoch bei 70% der Probanden eine PKP2-Mutation gefunden. Innerhalb einer Familie
zeigte sich eine hohe phinotypische Variabilitit, trotz gleicher Mutation, es gab
asymptomatische Patienten, Patienten mit frilhem Krankheitsbeginn sowie Patienten,
die friih an einem PHT verstarben. Die Penetranz stieg mit zunehmendem Alter und
mannlichem Geschlecht. (Dalal et al. 2006) Das gehdufte Auftreten von PKP2-
Mutationen bei Menschen mit ARVC hingt wahrscheinlich von verschieden Faktoren
ab. Studien an dénischen Probanden mit gleicher PKP2-Mutation zeigten eine
Vererbung des gleichen Allels. (van Tintelen et al. 2006) Microsatelliten-Analysen bei
einer groBBeren, heterozygoteren Bevolkerungsgruppe in Nordamerika (Dalal et al. 2006)
und Westeuropa (Gerull et al. 2004) bestitigten die Vererbbarkeit der identischen
Mutation bei nicht-verwandten Allelen. Diese immer wiederkehrenden Mutationen
lassen vermuten, dass das PKP2-Gen genomische Regionen beinhaltet, die anfillig fiir
Alterationen sind. Fin anderer moglicher Grund fiir die hohe Frequenz an PKP2-

Mutationen bei nicht-verwandten Familien konnte das benachbarte Plakophilin-2-
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Pseudogen sein, das auf Chromosom 12q13 lokalisiert ist (Bonne et al. 2000), welches
eine Konversion des PKP2-Gens induzieren konnte. Wenn man die fiir Plakophilin 2
codierende Sequenz mit der des PKP2-Pseudogens vergleicht, so beinhaltet diese eine 4
bp Deletion entsprechend der c.145-148delCAGA- Mutation, die in verschiedenen
unabhédngigen Gruppen beschrieben wurde. (Dalal et al. 2006; Gerull et al. 2004; Syrris
et al. 2006; van Tintelen et al. 2006)

Jedoch sind SpleiBmutationen nicht kritisch wirksam, um Genkonversion zu
verursachen, da PKP2P1 ein Pseudogen ist und daher keine Introns besitzt. Ein
moglicher Mechanismus wiederkehrender Mutationen ist C>T Transition der CpG
hotspots. Tatséchlich sind vier bekannte C>T PKP2-Mutationen an CpG Dinucleotiden
aufgetreten. (¢.235C>T, ¢.1237C>T, ¢.1951C>T und ¢.2203C>T)

Wie die PKP2-Mutation den kardialen Desmosomenaufbau stort und ihre Funktion bei
der ARVC ist bisher nicht genau bekannt. Es wird vermutet, dass ein Mangel an
Plakophilin 2 oder der Einbau von verdndertem Plakophilin 2 die desmosomale Zell- zu
Zell-Verbindung schiadigt und, dass als Konsequenz daraus der Kontakt zur
Nachbarzelle unterbrochen wird, besonders als Antwort auf mechanischen Stress oder
Dehnung. Dies konnte auch eine annehmbare Erkldrung fiir die hohe Prévalenz bei
Athleten sein, so wie das hiufige Auftreten ventrikuldrer Tachyarrhythmien und PHT
wihrend sportlicher Betidtigung und die Beteiligung des rechten Ventrikels.
Interzelluldre Storungen treten zuerst in Bereichen mit hohem mechanischem Stress und
Dehnung auf, d.h. am Apex, im rechtsventrikuliren Ausflusstrakt und inferobasal
(subtrikuspidal). Dies sind auch die pathologischen Pridilektionsstellen der ARVC.
(Marcus et al. 1982)

Es wurden verschiedene Theorien zur Klirung des Krankheitsmechanismus

vorgeschlagen, hier sei das einfache Strukturmodell erwéhnt:

Der Verlust der Myocytenadhésion fithrt zum Zelltod und zur regionalen Fibrosierung.
Dieser fokale Schaden im RV fiihrt dann zur typischen Arrhythmie. Bei diesem Modell
konnen Umweltfaktoren, wie Entzlindung durch virale Infektionen oder Belastung die
Adhision verschlechtern und das Fortschreiten beschleunigen. Aullerdem besitzt der
RV eine groBere Neigung zur Erkrankung, da er diinnere Winde hat und da er auf

Belastung mit einer Dilatation antwortet. Allerdings wird durch dieses Modell nicht
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geklart, warum der LV nicht betroffen ist und manche Patienten trotz eindeutiger
desmosomaler Mutation erst spdter erkranken als andere. (Lahtinen et al. 2007; Asimaki

et al. 2007)

1.8 Fiir RCM verantwortliche Mutationen im Troponin

1.8.1 TNNI-Mutationen

Zu den Herzerkrankungen, die mit Mutationen der Troponinuntereinheiten assoziiert
sind, gehoren HCM, DCM und RCM. Eine weitere mit Troponinmutationen

einhergehende Erkrankung ist das myocardial stunning.

Es konnte bewiesen werden, dass Mutationen im kardialen Troponinkomplex, Troponin
I(cTnl), Troponin T (cTnT) und Troponin C (cTnC) haufig fiir Kardiomyopathien
verantwortlich sind. Die funktionellen Konsequenzen der ¢Tnl- und cTnT-Mutationen,
die zur HCM und/oder DCM fiihren, wurden untersucht. Es zeigte sich, dass diese
Mutationen die regulatorischen Eigenschaften des Troponinkomplexes verdndern,
indem die Ca’’-Sensitivitit bei der Krafterzeugung zu- und abnimmt, was die
Pathogenese der HCM und DCM bewirkt. (Yanaga et al. 1999; Nakaura et al. 1999;
Harada et al. 2000; Morimoto et al. 1998; Morimoto et al. 1999; Morimoto et al. 2002;
Lu et al. 2003)

Bisher wurden sechs Missense Mutationen im humanen, kardialen Troponin I (cTnl)
gefunden, welche die restriktive Kardiomyopathie RCM verursachen (Leul44Gln,
Argl45Trp, Alal71Thr, Lysql78Glu, Asp190Gly und Argl92His). Alle sechs RCM
verursachenden Mutationen im cTnl sind hoch konserviert innerhalb verschiedener
Tierarten und Geweben und es ist anzunehmen, dass diese Mutationen eine wichtige

physiologische Funktion des ¢Tnl verdndern. (Mogensen et al. 2003)

Die meisten der Patienten mit diesen Mutationen litten unter Dyspnoe und
Palpitationen. Drei der Mutationstrager (L144Q, D190G, R192H) verstarben am PHT.
Zurzeit sind keine in vitro Ergebnisse fiir diese Klasse der Kardiomyopathien
vorhanden. Es wire durchaus moglich, dass ein gestorter Energiemetabolismus ein

iiblicher pathophysiologischer Faktor der RCM ist, aber die begrenzte Anzahl der
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Patienten mit diesen Mutationen erschwert die Studien tiber den metabolischen Status

dieser Patienten erheblich. (Huang et al. 2004)

Es sind mehr als 20 Mutationen im kardialen Tnl-Gen bekannt, die mit der HCM
assoziiert sind. Untersuchungen dieser Mutationen zeigten abhéngig von der Mutation
unterschiedlichste physiologische Effekte. (Gomes et al. 2004) Fiinf cTnl-Mutationen,
die mit der RCM assoziiert sind, wurden erforscht unter Benutzung von in vitro Proben,
um den physiologischen K178E Effekt der Mutationen auf die Funktion von TNNI zu
bestimmen. Die cTnl-Mutationen K178E und R192H konnten nicht bei den Eltern der
Patienten nachgewiesen werden und wurden als de novo Mutationen klassifiziert.
(Mogensen et al. 2003) Die K178E Mutation wurde bei einem Patienten entdeckt, bei
dem im Alter von 6 Jahren eine idiopathische RCM diagnostiziert wurde. Dieser Patient
wartete zur Zeit des Berichtes auf eine Herztransplantation. Der Patient mit der R192H
Mutation starb im Alter von 19 Jahren am Herzversagen, wdhrend er auf ein
Spenderherz zur Transplantation wartete. (Mogensen et al. 2003) Dieser Patient zeigte
eine biatriale Erweiterung bei normaler systolischer Funktion. Bei zwei Patienten mit
der R145W Mutation wurde erst mit Ende des 50. Lebensjahres eine RCM
diagnostiziert. Diese beiden Patienten zeigten rechts- und linksatriale Erweiterungen
zusammen mit Symptomen der Herzinsuffizienz. Die A171T Mutation wurde bei einer
Person Ende des 50. Lebensjahres identifiziert. Die Tragerin der L144Q Mutation litt an
Symptomen der Herzinsuffizienz mit 17 Jahren. Auch diese Patientin verstarb wéahrend
sie auf eine Herztransplantation wartete im Alter von 33 Jahren. Von weiteren
Mitgliedern ihrer Familie war bekannt, dass sie friih am PHT verstorben waren. Die
entnommenen Biopsien einiger Tnl RCM Patienten zeigten eine nicht-spezifische

Fibrosierung und histologische Merkmale dhnlich der HCM.

Rekonstruierte Fasern, die alle der fiinf Mutationen ¢Tnl RCM Mutationen beinhalten,
zeigten eine erhohte Ca®’-Sensistivitit bei der Kraftentwicklung. Die Fahigkeit zur
ATPase-Aktivititshemmung war bei allen fiinf Mutationstrigern geringer als beim

Wildtyp Tnl.

Mutationen im cTnl, die mit der RCM assoziiert sind, zeigen in vitro &hnliche
Merkmale wie cTnl Mutationen bei der HCM. Es gibt jedoch signifikante Unterschiede:
1. Die Erhohung der Ca*’-Sensitivitit ist hoher als bei HCM, 2. es werden héhere
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Kraftlevel verglichen mit der HCM erreicht, so wie 3. eine hohere ATPase-Aktivitit
erreicht. (Gomes et al. 2005)

Die RCM kann oft mit systemischen Erkrankungen assoziiert sein, ist aber sehr hiufig
idiopathisch. Es wurde eine grofle Familie detektiert, in der einige Mitglieder an
idiopathischer RCM oder HCM erkrankt waren. Kopplungsanalysen, um Gene der
sarkomeren, kontraktilen Protein zu untersuchen, ergaben das kardiale Troponin I
(TNNI3) als wahrscheinlichstes Krankheitsgen. Spatere Mutationsanalysen deckten eine
neue Missense Mutation auf, welche mit der Krankheit in der Familie kosegregierte (lod
score 4,8). Um festzustellen, ob die RCM die klinische Expression der TNNI3 Mutation
darstellt, wurden weitere genetische Untersuchungen an neun zusétzlichen nicht-
verwandten Patienten mit restriktiver Fiillungsstorung, biatrialer Dilatation, normaler
systolischer Funktion und Wanddicke gemacht. Dabei wurden bei sechs von neun
Patienten TNNI3-Mutationen identifiziert. Zwei dieser Mutationen, die bei jungen
Patienten entdeckt wurden, waren de novo Mutationen. Alle Mutationen erschienen in
konservierten und funktionell wichtigen Doménen des Gens. Die Identifikation von
TNNI3 Mutationen bei idiopathischen RCM Patienten weist darauf hin, dass dieser
Phénotyp zum Spektrum der erblichen Erkrankungen sarkomerer kontraktiler Proteine

gehort.

In einer Untersuchung von Mogensen et al. 2003 wurde bei einem Kind und seiner
Mutter eine RCM diagnostiziert. Thre Familienanamnese ergab, dass 12 Personen
plotzlich verstorben waren und das einige lebende Verwandte Symptome einer
Herzerkrankung zeigten. Klinische Untersuchungen der Familie (H640) ergaben, dass
ein weiteres Mitglied ebenfalls an RCM erkrankt war und neun Personen an einer HCM
litten. Genetische Untersuchungen zeigten eine krankheitsverursachende Mutation in
einer hoch konservierten Region des kardialen Troponin I Gens (TNNI3). Um die
Hypothese zu iiberpriifen, ob die RCM eine klinische Expression dieser Mutation ist,
fiihrten Mogensen et al. 2003 weitere genetische Untersuchungen an neun zusétzlichen

Patienten mit idiopathischer RCM durch.

Die Studie untersuchte Familie H640 (Proband 5.10 und 32 lebende Verwandte), sowie
nicht-verwandte RCM Patienten und ihre Verwandten. Alle Probanden, die mit der

Teilnahme einverstanden waren, nahmen an verschiedenen Untersuchungen teil:
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korperliche  Untersuchung, 12-Kanal-EKG,  transthorakale = 2-dimensionale
Echokardiographie und Doppleruntersuchungen. Ausgewidhlte Patienten unterzogen
sich einer Herzkatheteruntersuchung und einer rechtsventrikuldren Biopsie. RCM-
Diagnose, wenn: Fiillung des linken Ventrikels eingeschriankt im Doppler, E/A> 2,
DT<150ms, IVRT<70ms, LVED vermindert, Wanddicke und systolische Funktion

normal.

Bis zur ersten Identifikation eines Krankheitsgens fiir HCM 1990, wurde angenommen,
dass HCM, RCM und die erbliche Form der DCM unterschiedliche Entitidten sind.
(Geisterfer-Lowrance et al. 1990; Seidman et al. 2001) Inzwischen weill man aber, dass
beide, HCM und DCM mit Mutationen des sarkomeren Gens assoziiert sein konnen.
(Kamisago et al. 2000) Diese Forschungsergebnisse lassen vermuten, dass Variationen
der Lokalisation der Mutation innerhalb der spezifischen, funktionellen Doméane der
sarkomeren Krankheitsgene zu verschiedenen Phinotypen fiihren konnen. (Mogensen et

al. 1999; Chen et al. 1999)

Die unterschiedlichen Expressionen der Phinotypen bei TNNI3 Mutationen lassen sich
nicht mit dem aktuellen Wissensstand iiber TNNI (funktionale Bedeutung etc.) erklaren
und lassen vermuten, dass weitere genetische und Umweltfaktoren die

Krankheitsexpression beeinflussen.

Die Tatsache, dass TNNI3-Mutationen in einem signifikanten Anteil der Patienten
gefunden wurden, indiziert, dass die idiopathische RCM ein Teil der klinischen
Expression der sarkomeren, kontraktilen Protein Erkrankungen und der HCM ist.
Troponin I Erkrankungen sollten bei Patienten mit idiopathischer RCM beriicksichtigt
werden. (Mogensen et al. 2003)
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Arbeitsmaterial

Chemikalien:

Agarose NEEO
Ammoniumpersulfat APS

Big Dye Terminator Mix
Borsédure

Dimethylsulfoxid DMSO
DNA-Marker (1kb DNA ladder)
dNTP-Mix (10mM)

EDTA

Eppendorf-Caps (1,5ml, 2ml)
Ethidiumbromid
Falcon-Rohrchen(15ml, 50ml)
Ficoll Paque TM Plus
Formamid

Gene-Scan-500 (TAMRA size standard)
H20 HPLC

Hanks gepufferte Salzmischung HBSS
KCl

KH2HPO4

Klebedeckel fiir PCR-Platten
Ladepuftfer

MgCI2 (25mM)

Na2HPO4

Roth

AppliChem
Applied Biosystems
Merck

Sigma
MBI-.Fermentas
MBI- Fermentas
Merck

Eppendorf

Sigma

Greiner

Amersham Bioscience
Sigma

Applied Biosystems
AppliChem
AppliChem

Merck

Merck

PeqLab
MBI-Fermentas
Applied Biosystems

Merck
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NaCl

Natriumacetat

Papierkamm

PCR Goldpufter 10x

PCR-Platten 96er

Performance Optimizer Polymer POP4
Phenol (Wasser geséttigt)

Phenol: Chloroform:Isoamylalkohol
(25:24:1)

Pipettenspitzen
Qiagen-PCR-Spin-Columns

SDS

TAE-Puffer 50x

Template Suppression reagent
Tris(hydromethyl)aminomethan
Ultra Pure SequaGel Complete
Buffer reagent

Ultra pure SequaGel XR

Enzyme:

DNA-Polymerase

(amplitaq gold with gene amp)
Proteinase K

Restriktionsenzyme und Puffer

Merck

Sigma

MWG Biotech AG
Applied Biosystems
Nerbe Plus

Applied Biosystems

AppliChem

StarLab

Qiagen

Serva

AppliChem
Applied Biosystems
Merck

National Diagnostics

National Diagnostics

Applied Biosystems

Sigma

MBI Fermentas
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Gerite:

ABI-Prism DNA Sequenzer 377
ABI-Prism Genetic Analyzer 310
Feinwaage Analytic AC 120S
Geldokumentationsgerdt Gelmax
Gelkammer

Multikanalpipette 10ul, 100ul, 1000ul
PCR-Maschine 24er GeneAmp
PCR-System2400

PCR-Maschine 384er GeneAmp
PCR-System9700
PCR-Maschine96er Primus 96 plus
pH-Meter PHM 92

Pipettte SL 2l

Pipetten 20pul, 200ul, 1000ul
Speed Vac Plus SC 110
Thermomixer 5436
UV-Spektrophotometer Ultraspec 2000
Waage Laboratory LC 4800P
Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5804

Zentrifuge Sorval RT6000D

Perkin Elmer
Perkin Elmer
Satorius
Intas

BioRad
Eppendorf

Perkin Elmer

Applied Biosystems

MWG-Biotech
MeterLab

Rainin

Gilson

Savant

Eppendorf
Pharmacia Biotech
Satorius
Eppendorf
Eppendorf

DuPont
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Puffer:

10x PCR-Reaktionspuffer

Puffer G plus

Lysispuffer

50x TAE

TAMRA 500 1,5ul

6x Ladepuffer

150 mM Tris-HCI, pH 8,0
PBS

137mM NaCl

500 mM KCl

2,7 mM KCI

10mM Na2HPO4

2mM KH2PO4

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM MgCl2

50 mM NaCl

0,1 mg/ml BSA

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

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

1,07 pul Formamid0,22 pl Puffer
0,22 pl GeneScan 500

0,25 % Bromphenol-Blau
0,25 % Xylen-Cyanol FF
15 % Ficoll in Wasser
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10x TBE 107,8 g Tris-Base
55,0 g Borséure
40 ml EDTA (0,5 M)
pH-Wert 8,3

Ficoll-Paque 5,7 g Ficoll 400

9,0 g Natriumdiatrizoat

Monomerlsung Sequalgel XR (National Diagnostics)
Beinhaltet Harnstoff, Acrylamid und N'N"-
Methylen-Bisacrylamid

Hanks-Losung 140 mg Calciumchlorid
400 mg Kaliumchlorid
60 mg Kaiumhyrdogencarbonat
97,67 mg Magnesiumsulfat
8 g Natriumchlorid
47,88 mg di- Natriumhydrogenphosphat
1 g D plus- Glucose

Pufferlosung Sequagel Complete Buffer reagent
(National Diagnostics)

enthédlt 5x TBE und TEMED

2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion ist es moglich, selektiv eine DNA-Sequenz

spezifischer Lénge in vitro zu amplifizieren.

Voraussetzung fiir die PCR ist, dass die den Zielbereich flankierenden Sequenzen
bekannt sind. Zu diesen Sequenzen werden zwei komplementdre Oligonukleotidprimer

mit einer Lange von je 15-25 Nukleotiden synthetisiert, deren freie 3’OH-Enden der
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hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem Bacterium Thermus aquaticus als Startpunkt

dienen.

Die Primer konnen mit Hilfe des Computerprogramms OL/GO (Version 4.0) konstruiert

werden.

Dabei sollte beachtet werden, dass die Primermolekiile nicht komplementér zu einander
sind, sich keine intramolekularen Haarnadelstrukturen ausbilden, und dass die

Schmelztemperaturen Tm der beiden Primer in etwa gleich sind.

Fiir den Reaktionsansatz werden auer den Primern, der zu amplifizierenden DNA und
der hitzestabilen Polymerase alle vier Desoxynukleotidtriphosphate (sNTPs) und ein
geeigneter Reaktionspuffer benétigt, der Magnesiumionen enthilt. Die Mg* -Ionen
beeinflussen die Reaktivitit der DNA-Polymerase dahin gehend, dass eine Erhohung
der Ionenkonzentration zwar zu einer gesteigerten Produktausbeute fiihrt, aber
gleichzeitig zur Abnahme der Spezifitit der Reaktion, was die Amplifikation

unerwiinschter Nebenprodukte begiinstigt.

Die PCR wird in einem automatisierten Thermocycler durchgefiihrt und umfasst die
folgenden sich wiederholenden Temperaturzyklen, die in der Regel 25-35 mal

durchlaufen werden:
Denaturieren

Durch kurzzeitiges Erhitzen der Losung auf 95°C trennen sich die beiden DNA-Strénge,

da die Schmelztemperatur Tm iiberschritten wird.
Hybridisierung der Primer

Wihrend des Abkiihlens der Reaktion hybridisiert jeder Primer mit dem zu ihm
komplementdren DNA-Stiick. Die Anlagerungstemperatur wird spezifisch fiir jedes
Primerpaar gewihlt. Da die Primer in groBem Uberschuss zugegeben werden, kommt es

nicht zur erneuten Bildung des Doppelstranges.
Kettenverlingerung

Die DNA-Synthese erfolgt beim Temperaturoptimum der DNA-Polymerase von 72°C.
Die Polymerase katalysiert die Addition der 5’-Phosphatgruppe der einzelnen

Desoxynucleotide an das freie 3°’OH-Ende des wachsenden DNA-Stranges, so dass zu
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dem vorhandenen Einzelstrang ein komplementérer Strang synthetisiert wird. Nun liegt

wieder ein doppelstrangiges DNA-Molekiil vor und der nichste Zyklus beginnt.

Die Verwendung einer Hotstart-Polymerase ermoglicht es die Anzahl unspezifischer
Artefakte zu verringern. Die Hotstart-Polymerase ist mit einem Antikorper gekoppelt,
der die Polymeraseaktivitdt inhibiert. Beim Erhitzen der Reaktion fiir 15 min auf 95°C
denaturiert der Antikorper und dissoziiert von der Polymerase. Dies garantiert, dass die
Polymerase erst bei einer ausreichend hohen Temperatur aktiv wird, bei der die Primer

spezifisch an die DNA binden.

Ein typisches PCR-Programm, das in einem Thermocycler (Biometra) durchgefiihrt
wurde, bestand aus einer initialen Aktivierung der Hotstart-Polymerase fiir 15 min bei
95°C. Es folgten 35 Zyklen, bestehend aus jeweils einem Denaturierungsschritt, einem
Annealingschritt und einem Elongationsschritt, gefolgt von einem letzten
Elongationsschritt fiir 10 min bei 72°C. Die Annealingtemperatur variierte je nach den
verwendeten Primern zwischen 62°C und 55°C. Um eine hohere Spezifitit der Reaktion
zu garantieren, wurde in einigen Fillen 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, dafiir binden die Primer aber mit
einer hoheren Spezifitit. Die Elongationszeit (1 min pro 1 kb) wurde an die Lange des

zu erwartenden PCR-Produktes angepasst.
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2.2.1 Standardprotokoll fiir eine PCR-Reaktion

Fir einen 50 pl Reaktionsansatz wurden 5 pl 10x Reaktionspuffer (Applied
Biosystems), 3ul MgCl12 (25mM), 1ul dNTPs (MBI Fermentas, 10 mM), 0,5 ul DNA-
Polymeraase (AmpliTaq Gold von Applied Biosystems, 5 Units/ul), je 1 ul der beiden
Primer (10mM) und ~ 50 ng genomische DNA gemischt.

Die Temperaturzyklen der PCR wurden mit folgendem standardisiertem Programm in

einem Thermocycler von Perkin Elmer (GeneAmp PCR System 2400) durchgefiihrt:

1. Aktivierung 95°C 15 min

2. Denaturierung 95°C 30 sec

Schritt 2 — 4 fur

3. Annealing 60°C Zeitvariabel 35 Zyklen
4. Elongation 72°C 1 min/kb
Tabelle 2

2.2.2 DNA-Isolation

Zur Isolation genomischer DNA aus EDTA-Blut wurde das Blut mit gleichem Volumen
PBS gemischt. Durch Zentrifugation (3.000 rpm in Sorvall RT 6000, DuPont)
prazipitierten die kernhaltigen Leukozyten, die Erythrozyten blieben weitgehend im
Uberstand. Das Leukozytenpellet wurde in 1ml Lysispuffer resuspendiert und fiir 1 h
bei 37°C inkubiert. Dann wurde der Losung Proteinase K (Sigma, 20mg/ml) in einer
Endkonzentration von 100ug/ml zugesetzt und fiir eine weitere Stunde bei 50°C
inkubiert. Um die DNA von Proteinen zu reinigen, wurde die Losung mit gleichem
Volumen Phenol (Tris-HCl,AppliChem) versetzt und beide Phasen gemischt. Ein
Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 3.000 rpm in Sorvall RT 6000D, DuPont fiihrte zur
Trennung in eine untere organische Phase und eine obere wissrige Phase. Die Proteine
sammelten sich in der Interphase. Die obere wéssrige Phase mit den gelosten

Nukleinsduren wurde vorsichtig abgenommen. Verunreinigungen mit Phenolresten in
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der wissrigen Phase wurden durch Behandlung mit einem Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1, AppliChem) entfernt. Die Féallung der DNA erfolgte
durch Zugabe von 0,1 Volumen Natriumacetat (3 M; pH 5,2) und zwei Volumen 100 %
Ethanol. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend in H,O resuspendiert. Die DNA-Ldsung

wurde bei 4°C, oder fiir lingere Perioden bei -20°C, gelagert.

2.2.3 RNA-Isolation

Die RNA-Extraktion aus Leukozyten erfolgte mit pegGOLD RNAPure (peqlab), einer
einphasigen Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat GTC. GTC ist ein
chaotropes Salz und denaturiert Proteine, wahrend durch Zugabe von Phenol und

Chloroform die Proteine und DNA-Fragmente von der RNA getrennt werden.

5 x 106 Zellen wurden in 500 ul peqGold RNAPure lysiert und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 100 pl Chloroform und einer
anschlieenden Zentrifugation fiir 5 min bei 12.000 g trennte sich das Homogenat in
drei Phasen. Die untere Phenol-Chloroform-Phase und die Interphase enthielten
hauptsédchlich Proteine und DNA, wihrend sich die RNA in der oberen wissrigen Phase
anreicherte. Nach Uberfithrung der wissrigen Phase in ein frisches Gefi8 wurde die
RNA durch Zugabe von 250 pl Isopropanol gefdllt und in einem Zentrifugationsschritt
fir 10 min bei 10.000 g préazipitiert. Das RNA-Pellet wurde mit 75 % Ethanol
gewaschen, 5 min bei Raumtemperatur getrocknet und in 50 ul RNase freiem Wasser

resuspensiert.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiurelosungen

Konzentrationen von Nukleinsdurelosungen wurden durch Messung der optischen
Dichte bei einer Wellenlinge von 260 nm in dem Spektrophotometer UV-1601
(Shimadzu) bestimmt. Die Nukleinsdurekonzentration (c) errechnete sich aus der
gemessenen OD bei 260 nm (ODsgp), dem Verdiinnungsfaktor (V) und einem
spezifischen Multiplikationsfaktor (F) fiir DNA (F = 50) oder RNA (F = 40).

c [ng/ml] = OD2¢0 X \" X F [ng/ml]
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Durch eine zusitzliche Bestimmung der OD bei 280 nm erhielt man aus dem Verhiltnis
der OD26onm und der ODsgonm €ine Aussage iiber die Verunreinigung der Lésung mit
Proteinen. In der Regel weisen proteinfreie Nukleinsdurelosungen ein Verhéltnis von

1,8 — 2,0 auf.

2.2.5 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription ist eine Methode, um von einer RNA cDNA-Kopien
herzustellen. Dabei hybridisiert zuerst ein Primer an die RNA, den anschlieBend eine
RNA-abhidngigen DNA-Polymerase verlidngert. In der Regel werden Oligo-dT- oder
Random-Hexamer-Primer verwendet. Oligo-dT-Primer binden selektiv an die Poly-A-
Schwinze von mRNA, wihrend die zufédlligen Hexamer-Primer irgendwo an die RNA

hybridisieren.

Fir die cDNA-Synthese wurden 2 pg Gesamt-RNA mit 1 pl Hexamer-Primern (50
ng/ul) und 1 pl ANTPs (10 mM each) gemischt und fiir 5 min bei 65°C denaturiert.
AnschlieBend wurden 4 pl 5 x RT-Puffer (Invitrogen), 1 ul 0,1 M DTT, 1 ul
SuperScript III Reverse-Transkriptase (200 U/ul) (Invitrogen) und 1 ul RNase-Inhibitor
RNaseOUT (40 U/ul) (Invitrogen) dazu pipettiert und die Reaktion 10 min bei 25°C
inkubiert, um eine Anlagerung der Primer an die RNA zu ermdglichen. Die Synthese
der cDNA erfolgte bei 50°C fiir 60 min. Die Reverse-Transkriptase wurde durch eine

Erwirmung der Reaktion auf 70°C fiir 15 min inaktiviert.
5 x RT-Puffer 250 mM Tris-HCI, pH 8, 3
375 mM KCl

15 mM MgCI2

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdoglicht eine schnelle Trennung von DNA-

Fragmenten und die Bestimmung ihrer Grof3e sowie deren Quantifizierung.
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Fiir das Gel wurde Standard-Agarose (Sigma) in 1 x TAE-Puffer aufgekocht und
Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ml) zugegeben. Je nach zu erwartenden
FragmentgroBBen wurden Agarosekonzentrationen zwischen 0,8 % fiir grofBere
Fragmente (> 1 kb) und 2 % fiir kleinere Fragmente (~ 100 bp) verwendet. Die Proben
wurden mit 1/6 Volumen Ladepuffer versetzt. Der Ladepuffer erhohte die Dichte der
Proben und diente der Kontrolle des Laufverhaltens der Proben. Als GroBenstandard
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, Géttingen)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
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Abb. 6 1 kb DNA Marker: 10.000bp, 8000bp, 6000bp, 5000bp, 4000bp, 3500bp, 3000bp,
2500bp, 2000bp, 1500bp, 1000bp, 750bp, 500bp, 250bp

2.3 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 Kandidatengene sowie wenigstens 50 bp der
flankierenden Introns sequenziert. Primer fiir die Amplifikation der entsprechenden
DNA-Sequenzen wurden unter Verwendung der Primer3-Software des Whitehead

Instituts2 ausgewdhlt. Die Primer wurden nach folgenden Kriterien erstellt::
Primerlénge 18 - 25 bp
nicht mehr als vier gleiche Basen hintereinander
Lange des PCR-Produktes nicht grofer als 600 bp

Schmelztemperatur der Primer um 60°C fiir ausreichend hohe

Annealingtemperatur
Primer keine Hybridisierung miteinander

keine Bildung von intramolekularen Haarnadelstrukturen
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Die PCR-Amplifikation der proteinkodierenden Exons erfolgte in einer 20 pl-Reaktion.
Uberschiissige Primer und dNTPs wurden anschlieBend durch einen Verdau mit einer
Mischung aus 0,2 Units Exonuklease (New England Biolabs) und 0,4 Units alkalischer
Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase, GE Healthcare) fiir 30 min bei 37°C
entfernt. Nach der Inaktivierung der Enzyme fiir 15 min bei 80°C erfolgte die

Sequenzierreaktion.

2.4 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 Reaktion DNA-Fragmente. Zusétzlich zu den
normalen  Desoxynukleotiden (dNTP) enthédlt die Reaktion aber noch
Didesoxynukleotide (ddNTP). Der Einbau eines ddNTP wéhrend der Elongation,
verhindert die Ausbildung einer weiteren Phosphodiesterbindung und fiihrt zu einem
vorzeitigen Abbruch der Elongationsreaktion. Durch einen Uberschuss an dNTPs
gegeniiber ddNTPs im Reaktionsansatz treten die Kettenabbriiche statistisch gesehen an
jeder moglichen Basenposition in der Sequenz auf. So entstehen DNA-Fragmente jeder
Lénge, die jeweils mit der Primersequenz beginnen 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 konnen.

Die Sequenzierreaktion erfolgte mit dem BigDye TerminatorMix 3.1 nach dem

entsprechenden Protokoll von Applied Biosystems in einem Thermocycler (Biometra).
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Sequenzierprogramm Zyklen
1. Denaturierung 96°C 10 sek
2. Annealing 50°C Zeit variabel
3. Elongation 60°C 4 min 27 Zyklen
Schritt 1-3
Tabelle 3

Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden durch Zugabe von 1/10 Volumen
Natriumacetat (3 M; pH 5,2) und zwei Volumen Ethanol (100 %) gefdllt und
anschlieend in einem Zentrifugationsschritt fiir 30 min bei 13.000 g und 4°C
prazipitiert. Das entstandene Pellet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, erneut fiir
10 min bei 13.000 g abzentrifugiert und anschlieBend fiir 5 min in einer

Vakuumzentrifuge getrocknet.

Fiir die Auftrennung und Analyse der DNA-Fragmente mit dem DNA Sequenzer 377
(Applied Biosystems) wurde das Pellet in 2 pl Probenpuffer resuspendiert und in die
Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte elektrophoretisch in einem 6 %igen

Polyacrylamidgel (Herstellung des Gels siehe Kapitel 2.2.6).

Erfolgte die Auftrennung und Analyse der DNA-Fragmente mit dem Kapillarsequenzer
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems), wurde das Pellet in 10 pul HiDi Formamid
(Applied Biosystems) resuspendiert. Bei der Kapillar-Elektrophorese diente das Polymer
POP7 (Applied Biosystems) als Trennmedium. Die im Formamid aufgenommene DNA
wurde durch elektrostatische 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
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3 Ergebnisse

3.1 Familie A

Die GroBBe der Familie A reichte fiir eine Kopplungsanalyse nicht aus, deshalb sollte
durch Direktsequenzierung eines Kandidatengens eine mogliche Nukleotidveranderung
identifiziert werden. In 80% der Félle wird bei der ARVC eine genetische Komponente
vermutet. 50% der symptomatischen Patienten besitzen eine Mutation in
unterschiedlichen Bestandteilen der kardialen Desmosomen. (Awad et al 2008) Bisher
wurden 9 Genmutationen nachgewiesen. (Gerull et al. 2004) In verschiedenen Studien
schwankt die Privalenz zwischen 11-43% fiir das Plakophilin-2-Gen, das damit das
hiufigste Krankheitsgen darstellt. (Dalal et al. 2006; Gerull et al. 2004; Syrris et al.
2006; van Tintelen et al. 2006) Des Weiteren ist durch Studien, wie das Knockout-
Experiment in der Maus, die Wichtigkeit von PKP2 fiir die Herzmorphogenese und
Bildung von normalen Zell-Zell-Kontakten gezeigt worden. (Grossmann et al. 2004)
Aus diesen Griinden wurde das PKP-2-Gen von uns als Kandidatengen fiir die

Sequenzierung der Familie A gewéhlt.

Das Plakophilin-2-Gen liegt auf Chromosom 12, Location 12p11. In Familie A wurden
alle kodierenden 14Exons (siehe Abb.7), einschlieBlich der flankierenden
Intronsequenzen, Promotorregionen und untranslatierter Regionen durch PCR mit
genomischer DNA von den eineiigen Zwillingsbriidern II-2 und II-3 amplifiziert. Die
Primer wurden intronisch gelegt, ca. 50bp weit vom zu amplifizierenden Exon entfernt,
um eventuelle Mutationen an Spleifistellen zu identifizieren. Die Primer wurden mit
Hilfe der Software WhiteheadlInstitutes hergestellt. Bei ihrer Auswahl wurden eine
Primerlédnge von 18 - 25 bp und eine Schmelztemperatur um 60°C gewihlt. Die GroB3e
der PCR-Produkte sollte nicht langer als 600 bp sein, es sollten nicht mehr als vier
gleiche Basen hintereinander vorkommen und keine Bildung von intramolekularen
Haarnadelstrukturen entstehen. Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte wie in

Kapitel 2.4 beschrieben.
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Exon Sequenz AT C°

1 forward 5'-CCC GCG AGT CCA GAG GCA G- | 66,0
3

1 reverse 5'-ACT CGG TCA TAC CGA AGA CG- | 60,5
3

2 forward 5'-ATA TCC CAG GGT GGT GTG AA- | 57,3
3

2 reverse 5°-TGT TTC ACA TCC CTA GTT TTC | 57,1
CA-3

3 forward 5-CCC AGA GTA ATT AGT CCT | 60,6
CAG CA-3°

3 reverse 5'-CTC ATG CTG TCA GGG CTG T-3" | 58,8

4 forward 5'-GTC TCT GGA GGA CCA GGT TG- | 61,4
3

4 reverse 5-TTG GTT TCA GTG TCC AAA | 55,9
GTC-3°

5 forward 5'-TCT ACA AGA GCC TCA GTT | 60,3
GTG C-3°

5 reverse 5'-AGC CCA TCA ATC ATT TGC TC- | 55,3
3

6 forward 5-TGC ATG AAG CCT AAT GTG | 57,4
TTC-3°

6 reverse 5'-CGG TAA CCT AGG CTG GAG TG- | 62,5
3

7 forward 5'-CAT AGC CCT GGA GTT GAT GG- | 59,4

3
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7 reverse 5'-AGA AAA GAA CCA AAG GCA | 54,0
GAA-3°

8 forward 5°-TCC AAA CAC CTG GAA GAA | 573
GC-3°

8 reverse 5'-AAC CTA AAA CCA AGC GGC | 553
TA-3"

9 forward 5'-AAC CCG CAG TTT AAG CAC | 573
AC-3°

9 reverse 5-TGT GTC TCT GTT TCC TCA CTG | 60,3
G-3

10 forward 5'-GGT CTC CTG GTT TGA GTG | 59,8
TGA-3"

10 reverse 5'-CCG AAG CCC TCT GTA ATT | 57,9
TCT-3"

11 forward 5-TCC AGC CTG AAT GAC AGA GA- | 573
3

11 reverse 5'-ATC TTT GTG AAC GGG AGG TG- | 57,3
3

12 forward 5'-CTG GGC AAC AGA GCA AGA | 573
TT-3°

12 reverse 5'-GCA CAT TCA CAA CCG GAT TA- | 553
3

13 +14 forward 5'-AGC AGT TGA GGA GCG AAG | 594
AG-3°

13 +14 reverse 5'-CAA GGC ATG CTT TTG AGG TT- | 55,3
3

14 utr 1 forward 5-TTT GGT TAT TCC AAAA GGC | 55,5

TCA-3
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14 utr 1 reverse 5'-GAA AAA CAA CCC AAG GGG | 57,4
ATA-3’

14 utr 2 forward 5'-CAT TGG GCC TCC AGT GTA TT- | 58,4
3

14 utr 2 reverse 5'-TCA TTT CGC TGG ATG ATG TC- | 56,4
3

14 utr 3 forward 5'-TTC AAG CCA TTA TTT TAA CTC | 58,4
AAG AA-3°

14 utr 3 reverse 5'-CCT CAA ATT TTA TGT CAA TCA | 60,0
TAC CA-3°

Tabelle 4 PKP2 Primertabelle DNA

Exon Sequenz AT C°

116 forward 5'-CAG CAG ATC CTG GGA CAA CT-3° 60,5

116 reverse 5'-GTC AGG CTG GTC TCG AAC TC-3° 62,5

1347 forward 5'-ACA AAT TGG AGG TGG CTG AA-3° 56,4

1347 reverse 5'-CAT GGG AAC CAG AAA AGG AA-3° 56,4

2027 forward 5'-AAA GAG CAA TAC CAG GAC GTG- | 59,4

3

2027 reverse 5'-AGG TCA GTA CTC GGG ACT GTG-3" | 63,3

2738 forward 5'-AAT CCC CAA AGG AAA ACA CC-3° 56,4

2738 reverse 5'-GGA GGA ATA AAT GCA CTC CAA-3" | 57,4

Tabelle 5 PKP2 Primertabelle cDNA
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Exon Sequenz AT C°
Prom742 forward 5-CTC TGT CTG GGT GTG TTC GT-3" | 60,5
Prom 742 reverse 5-CTG TCC AGT TGT CCC AGG AT-3" | 60,5
Prom 1551 forward 5-CTC AGC ATC ATG GTT GGA TG- | 58,4
3
Prom 1551 reverse 5-AGG GAA ATG TGC CAA GAA GA- | 56,4
3
Prom 2276 forward 5-CCCTTT GCT CAG CTTTCA TT-3" | 56,4
Prom 2276 reverse 5-TCC AGG GAG TGA AGA GGA AA- | 58,4
3
Tabelle 6 PKP2 Primertabelle Promotorregionen
Exon Sequenz AT C°
long 2 forward 5-GTT TAA TAC TTG TTC TTG GCC TTC | 60,9
A-3
long 4 reverse 5°-TGC AAA GTC ACC ATA ATA GAA | 60,9
GTG A-3°
long 5 forward 5-ATA GCC GGG GTA TAT TCT ACA | 64,1
AGA G-3°
long 7 reverse 5-ACT AGA AAA GAA CCA AAG GCA | 60,9
GAA T-3°
long 11 forward 5-CAT CTT CAT CAG CCT CTG GTA | 62,5
ATCT-3"
long 14 reverse 5-TCT GGG AGG AAA AGA CITT CTIT | 60,9

TAA T-3°

Tabelle 7 PKP2 Primertabelle long rang

48




— 1844C>T  [— 2146-1G>C

L 1912C>T | 2176C>T
— 1948delA  |— 2203C>T
145_148delCAGA 1369_1372deicaan [ 1951C>T 2386T>C
= — 1960A>C
216insG 2393 2401delCATTGAACA
235C>T 1631_1632insTT 2424inshA
534_535insCT 1642delG 2076_2077delAA [— 2489+1G>A
419C>T 2088insA 2490-1G>C
2095C>T 2509delA
ATG stop
|
G Gl i 4 H @ R
1 2 3 4 5 67 8910 1 12 1314

Abb. 7 Genomische Struktur von Plakophilin 2 mit ARVC assoziierten Mutationen. Das humane
Gen fiir Plakophilin 2 hat 14 Exone, die Nummerierung der Nukleotide beginnt beim ATG und
bezieht sich auf die Genbank-Zugriffsnummer X97675. Die Positionen der 25 gefundenen
Mutationen in ARV C-Patienten sind anhand der genomischen Sequenz dargestellt. Nach (Gerull

et al. 2004).

Bei Familie A wurden die eineiigen Zwillingsbriider II-2 und II-3 untersucht. Patient II-
2 war klinisch an einer fortgeschrittenen ARVC erkrankt. Er litt seit seinem 39.
Lebensjahr an ventrikuldren Tachykardien und hatte einen Defibrillator (ICD)
implantiert. Sein Zwillingsbruderll-3 wies mit 47 Jahren noch keine klinischen
Symptome auf, zeigte aber in der Echokardiographie Fetteinlagerungen im Myokard
und eine eingeschrinkte Pumpfunktion des leicht vergréferten rechten Ventrikels.
Beide Patienten miissen identische Mutationen besitzen, zeigten aber eine
unterschiedliche klinische Auspragung des Krankheitsbildes. Die Mutter -2 der Briider
verstarb im Alter von 62 Jahren an einem Hirntumor. Der 76 Jahre alte Vater I-1 und

die Kinder der Zwillingsbriider nahmen nicht an der Untersuchung teil.

49



Familie A

Abb. 8 Stammbaum der Familie A. Schwarze Symbole reprisentieren betroffene, symptomatische
Individuen; gestreifte Symbole betroffene, aber asymptomatische Patienten; leere Symbole
markieren gesunde oder nicht untersuchte Personen, durchgestrichene Symbole zeigen bereits

verstorbene Mitglieder
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Die folgenden Abbildungen zeigen die DNA-Sequenzen von PKP2 Exon 1 bis 14. Die
eckigen Pfeile |—> 4—| begrenzen das jeweilige Exon.

GCCCCCGGGCCCGACTGCGCGTGCCCGGCCEGAGC CGCGCCCCCTCCT CAGGGAAGGCCGGGCGTCCGGCCCACGAGGCCGAGCTCCCCCCCGGCCCG GGT
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Abb. 9 Patient II-3. Ausschnitt aus DNA-Sequenz von PKP2 Exon 1 sequenziert mit forward-

Primer

TAATATTTGCTTG ATTGCAG G AAATCTTCACCGAACCAGCAGTGTTCCYG AGTATGTCTACAACCTACACTTGGTTG AAAATGATTT
90 100 120 130 140 =0 160 170

Abb. 10 Patient II-2. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 2 sequenziert mit forward-

Primer

TTTATTTICTCICATG IGCAGGCTGGCACAACTGCCACTTATGAAGG TCGCTGGGG AAG AGGAACAGCACAGTACAGC TCCCAG AAGTCCGTGG AAGAAAGGTCCT IG AGGC AT
1 30 0 50 60 70 0 90 100 1o

AAG \A -rr‘wccccccccccrrrrrm TGCC \ccc,\cAr\vc( r(‘G "TCCGAG \rcc'lcccrcrc AGCCG u‘ru‘cr ACCACA \oc AGGC \rrrrr ACT TTG AC -l(‘A TACCAC

i A v M A M YA e M A My

Abb. 11 Patient II-2. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 3 mit forward-Primer

sequenziert. Exon zu lang, 845 bp, deshalb reverse wiederholt
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SGCCTGACCTGECCGACAGTGAGEC CTGCCGTCAGGTAGT TCTCCT ICTCCAAGAGGT TGCCCATGCT GLGGCTGGICCCTGGC CTGGGGT ACGT GAGC AG GGC CGGGT TGGCAGGG AT
230 240 2% 260 270 280 290 300 310 320 330 340

Abb. 12 Patient II-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 3 sequenziert mit reverse-

Primer.

TTTGTCTAGG AATGCAG ACATGG AGATG ACTCTGG AGCG AGC
20 30 40

L

AGTGAGTATGC TCGAGGC AG ACCAC AT
s0 0

GCTGCAGC'IACTTTCATACAGCACGACTGCTTCCAGAAATCTGAAGCTCGGAAGAGGGI’GAGIGTC\IC|"ll‘. AGTCC II‘GC\,\,\GC

‘Muu M uﬂhumm.‘l unhmuhnnuh“uh i ‘m luhumuhuh |

Abb. 13 Patient I1-2. Ausschnitt DNA-Sequenz von PKP2 Exon 4 mit forward-Primer.

THCOTR ('(‘CCAGGT‘IA/\CCAGCTT(TGTGGCATCC'I’C)\AGCT TCTGCAGC TCCTAAAAGT TCAG AATGAAGACGTTCAGCGAGCTGTGTGTG
20 30 w0 =0 0 7 s %0

MJM«LW\MA 0 md\mhhl MUY MQMM AMM Mﬂut M“ J [\

TGA G(‘AA\CCAGAGACI"TGGAGACT.AAAA\)\CAAATAACAGGTAGTGCT TACTG AACATTGAAG A A CCI‘A—\LACA1 IxoLA(,(t(
230 240

«F

Abb. 14 Patient II-2. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 5 sequenziert mit forward-

Primer.
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GCCCTG AGTACCTATGC TTCCTCTTTCCTTTGTACAGACCATACAG TCAATTTAAGAAGTAGG AATGGCTGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGC
1 30 40 50 60 70 aa El2) 100 10 12a

'l

Abb. 15 Patient II-3. Ausschnitt aus DNA-Sequenz von PKP2 Exon 6 sequenziert mit forward-

Primer.

70 -1 20 100 110 120

GGTCATTTIGGTCCCACCCTGCACTGTTTTCATGG TAACTC TG TGC T T TTCTAGG TTTGCTGTGGAAT TTGTCATCTAATG ACAAACTCAAGAATCTCATGATAACAG AAGCATTGCTTACGCTY
10 20 3e 40 50 | iO 1

130 1 160 170 180 240

lsdwam;m.AWMudu._ll..l.\_uwuu.m;shmhmMn_uummmmhb,uumtimm

Abb. 16 Patient II-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 7 sequenziert mit forward-

L ACGG AG AATATCATCATCCCCTTTTCTGGGTGGCCTG AAGGAGAC TACCCAAAAGCAAATGGTTTGCTCGATTTITGACATAT TCTACAACGTCACTGG ATGCCTAAGGTAATGCTACCT
220 ' 230'

Primer.

Abb. 17 Patient II-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 8 sequenziert mit forward-

Primer.
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Abb. 18 Patient II-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 9 sequenziert mit forward-

Abb. 19 Patient II-2. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 9 sequenziert mit reverse-

Primer.

C(TGKAT(-CNTT ATT CTGGAT TCCT TG‘IG GTGGTCA GtAATACCKiG KSGTGCCG ATGCCGG GGAAAAG GCAACCCCA GGGCGTGG GTGGCTGTGGCAT CCATTG TATAAGGAT
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Abb. 20 Patient II-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 10 sequenziert mit

forward-Primer.
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AAAG ATGCTGC A
170

TCTCTCACAAAACAGC[ATGCCGCGACATCAGTGCGGCTCAAACAGTTG TCCAGAAGGAAAGTGGCCTGCAGC ACACCCN
100 120 130 140 150 160

Abb. 21 Patient II-2. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 11 sequenziert mit
forward-Primer. SNP bei blauem Pfeil, SNP mit einem Basenaustausch Guanin zu
Cytosin, was eine Austausch der Aminosdure Arginin zu Prolin zur Folge hat.
Allerdings fand sich der Einzenucleotidpolymorphismus auch in der Kontrolle mit
gesunder DNA und in der genomischen Datenbank NCBI-SNP-Database unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=121434421 Kontrolle mit
DNA 5A, sowie Zwillingsbruder II-3 s.u.

GTGAAATCAAATACAATAGCACT TATAGG ATATGTCTCACAAAACAGATGCCGACATCAGTIGGCTCAGACAGTITGTCCAG AAGG A AAG
1 20 30 a0 | so0 o L s

A M nf

TGGCCTGCAGCACACCCG AAAGATGC TGCATGTTGGTGACCCAAGTGTG AAAAAGACAGCCATCTICGCIGCIGAGGAATCIGTCCCG
% 100 110 120 130 140 150 160 170

Abb. 22 Patient II-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 11 sequenziert mit

forward-Primer.
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Abb. 23 Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 11 sequenziert mit forward-Primer mit

gesunder Kontroll-DNA 5A.

GAAIGTTC TTCACCCAAAATATATT GGGATC YTGGGATTAAGAAACAA TCTTTTTAATCAAGTGTTTTGTTTTTTTTTTCATTTTGTAGCCAAAGAAACTC TCCCTGATTTGGTTTCCATCAT T(
ie 20 30 50 60 70 80 9@ 10 110 120

{1 lum..meMumWmnuwuuudxmhmnumm G

L CTGACACAGCCCCGAGTACTGACCTTCTCAT TGAAACTACAGCC TCTGCCTGTTACACAT TGAACAACATAATCCAAAACAGT TACCAAAACGCACGCGACCTTCTAAACATCGGGGG
130 140 150 160 170 130 190 200 214 220 230 240

ATCCAGAAAAT TATGGCCATTAGTGCAGGCGATGCGTAAG TCCT TCAGT TCNGCCCGTCAGCNGCCTCCCT TTCCCCTCNCCAGCCGGGE GG NA AANAACC CGG TNG GGGM GG

250 260 270 f&ﬁ l 290 300 310 320 330 340 350 360

Abb. 25 Patient I1-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 12 sequenziert mit
forward-Primer.
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120 13
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Abb. 26 Patient I1-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 12 sequenziert mit reverse-

Primer.
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Abb. 27 Patient II-3. Ausschnitt der DNA-Sequenz von PKP2 Exon 13 und 14 sequenziert mit

reverse-Primer

Ausgehend von genomischer DNA wurden alle 14 proteincodierenden Exons des
Plakophili2-Gens mittels PCR amplifiziert und direkt sequenziert. Zusitzlich zu den
proteincodierenden Exons sequenzierten wir auch die 5°- und 3°- untranslatierten
Regionen (utr). Bei Patient II-2 konnte in Exon 11, das mit forward-Primer amplifiziert
wurde, ein Einzelnukleotidpolymorphismus identifiziert werden. Dieser SNP verursacht
einen Basenaustausch von Guanin zu Cytosin, was wiederum einen Austausch der
Aminosdure Arginin zu Prolin hat. Dieser Einzelnucleotidpolymorphismus bestétigte
sich auch beim Bruder II-3, allerdings befand er sich auch in der Kontrolle mit gesunder
DNA und in der genomischen Datenbank NCBI-SNP-Database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?rs=121434421) wund konnte
somit als nicht krankheitsrelevant gewertet werden. Auf den iibrigen Exons 1 bis 10 und

12 konnten keine weiteren genomischen Polymorphismen gefunden werden.
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3.2 Familie B

Auch die Familie B war fiir eine Kopplungsanalyse zu klein, so dass auch in diesem
Fall ein Kandidatengen direkt sequenziert wurde, um mogliche pathogene Mutationen
zu identifizieren. Die genetisch bedingte restriktive Kardiomyopathie kann verschiedene
Ursachen haben. Sie tritt im Rahmen systemischer Erkrankungen als sekunddre RCM
auf oder kann als primdre RCM durch genetische Faktoren verursacht sein. Da sowohl
die HCM als auch die DCM durch Mutationen in kontraktilen Proteinen des Sarkomers
verursacht werden konnen, lag es nahe auch Kopplungsanalysen bei RCM erkrankten
Familien fiir diese Proteine durchzufiihren, die das Troponin-I-Gen als
wahrscheinlichstes Krankheitsgen ergaben, deshalb entschieden wir uns fiir Familie B

das Troponin-I-Gen als Kandidatengen zu wéhlen.(Mogensen et al. 2003)

Das Tnl-Gen liegt auf Chromosom 19, Location 19ql13 und gliedert sich in 8
kodierende Exons. In Familie B wurden alle kodierenden Exons 1 bis 8 (s. Abb. 28)
durch PCR mit genomischer DNA von der Patientin III-1, sowie Promotorregionen und
untranslatierte Regionen (utr) amplifiziert. Die Primer wurden ebenfalls intronisch
gewihlt, ca. 50bp weit vom zu amplifizierenden Exon entfernt, um eventuelle
Mutationen an Spleif3stellen zu identifizieren und wurden mit Hilfe der Software
OLIGO (Version 4.0) hergestellt. Bei ihrer Auswahl wurden eine Primerlange von 18 -
25 bp und eine Schmelztemperatur um 60°C gewdhlt. Die Grofle der PCR-Produkte
sollte nicht ldnger als 600 bp sein, es sollten nicht mehr als vier gleiche Basen
hintereinander =~ vorkommen und keine  Bildung von intramolekularen
Haarnadelstrukturen entstehen. Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte wie in

Kapitel 2.4 beschrieben.
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Abb. 28 Struktur des TNNI-Gens. Schematische Darstellung des humane kardialen Troponin-
I-Gens mit 8 codierenden Exons. Die Sterne markieren die bereits identifizierten 6 Mutationen bei

Patienten mit restriktiver Kardiomyopathie. Abbildung modifiziert nach (Mogensen et al. 2003).

Exon Sequenz AT C°
1-3 forward 5'-CCT CGC CCT TTA TCT CAG TG-3" 59.4
1-3 reverse 5-AGC ATG ACC CTC TGC AAA AC-3° 57,3
2 forward 5'-CCC CGA CCT CTT GTT CAG A-3° 59,5
2 reverse 5-ACC CCA TCA CCA CCA AGA C-3° 59,5
3 forward 5°-GTG AGA GCA GCG GGC TAA G-3° 61,6
3 reverse 5'-CCT CTC TTC ACC CAA GAG TCC-3° 63,3
4 forward 5°-CCG TAG ACT CAG GGC TCA-3° 62,5
4 reverse 5- AGCAC TTC CGC CCA CCT ACC-3° 60,7
5 forward 5°-AGG GTT TAG AAG GGC AGA GG-3° 60,5
5 reverse 5°-GAG CCA AGA CTC CAC AGA CC-3° 62,5
4+5 forward 5'-CTG GGG GTG TCT TGA GGT C-3° 61,0
4+5 reverse 5'-CGA GCA GAA GAG GGG ATA GA-3° 59,4
6+7 forward 5-AGC CCC TTC TCC CTC AGA C-3° 61,0
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6+7 reverse 5'-CTC CAA CTC CAA GCA CCA TC-3° 59,4

8 forward 5'-CTG GAC GGA AGA CAG GGA TT-3° 59,4

8 reverse 5'-CAT GGA GTC ACT TTC AGC TCA G- | 60,3

3
Tabelle 8 TNNI 3 Primertabelle DNA

Exon Sequenz AT C°

68 forward 5-CAT TCC CGG CCT GAG TCT-3" 58,4

68 reverse 5-CTC AGT GGC CCT CCT CAG-3 60,7

207 forward 5'-TAA GAT CTC CGC CTC GAG AA-3° 58,4

207 reverse 5-AGG TCC AGG GAC TCC TTA GC-3° 62,5

Tabelle 9 TNNI 3 Primertabelle cDNA

Exon Sequenz AT C°

Prom 864 forward 5'-GGA TGG ATT TCC CAG TGC TA- | 584
3

Prom 864 reverse 5-CTT GGG GCA TCA CTC ACC-3° 58,4

Prom 1633 forward 5'-AAT CAG CTC TGG GCA ACA CT- | 584
3

Prom 1633 reverse 5-AGA GTC TGC ACC CTC AGC TC- | 62,5
3

Prom 2304 forward 5'-ACT TCC TGC CGC TCG ATT-3" 56,1

Prom 2304 reverse 5'-GAG AGT GAA CCT GGA GAC TCA | 64,6

GA-3

Tabelle 10 TNNI 3 Primertabelle Promotorregionen
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In Familie B zeigte die Tochter III-1 bereits im Alter von 19 Monaten Symptome einer
restriktiven Kardiomyopathie bei noch normaler ventrikuldrer Wanddicke. Thre Mutter
II-1 wies subjektiv keine Beschwerden auf (Marathonlduferin), zeigte aber auch in der
Echokardiographie eine eingeschrinkte Ventrikelfunktion, sie wurde aber nicht
ausfiihrlicher untersucht. Der Vater 1-1 der Patientinll-1 verstarb mit 52 Jahren. Er war
schon als Kind eingeschrinkt korperlich belastbar und bereits im Alter von 29 Jahren
litt er an Symptomen einer Bradyarrhythmia absoluta. Die Tante II-3 miitterlicherseits
des kranken Kindes war bisher gesund, genauso wie der Vater II-2 des Kindes III-1.

Weitere Familienmitglieder standen zur Untersuchung nicht zur Verfiigung.

Familie B
1 2
]
1 2 3
i
1 2
Abb. 24 Stammbaum der Familie B. Schwarze Symbole reprisentieren betroffene,

symptomatische Individuen, gestreifte Symbole betroffene, aber asymptomatische
Patienten, leere Symbole markieren gesunde Personen, durchgestrichene Symbole

zeigen bereits verstorbene Mitglieder.
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Folgenden Abbildungen zeigen die DNA-Sequenzen von PKP2 Exon 1 bis 14. Die
eckigen Pfeile |—> 4—| begrenzen das jeweilige Exon.

(‘rrc CCTECC |(rr\| TCCCGGCCTG AGTC n( u.(‘\ L-(.(‘('l.' GTG u.-m. \ll'('(l’(’\\o(..( AGTG G :\ul 166G l.(:l'((.- ACCcTC
110

Wy &MMWM“A&MMV\M\MWWMM\/W AL i

Abb. 25 Patientin III-1. Ausschnitt der DNA-Sequenz von TNNI Exon 1 sequenziert mit

forward-Primer.

TCCCGC CCCAG ACCCCTCACTGCAGCGCCCACCCTGGCCCTEGEGEGGGTCCCAGCCACGCCTTAGCCCGCTGECTCTCACQCGCATCGCTGC
B 3 5 H 3 - 3 Cp

Abb. 26 Patientin III-1. Ausschnitt der DNA-Sequenz von TNNI Exon 2 sequenziert mit
reverse-Primer.4 zusétzliche, intronisch gelegene Basen auf einem Strang. Markiert
durch zwei rote Striche. Dadurch entsteht eine Insertion im nicht codierenden Bereich
wie folgt: normal CCTAAGGGACCCC. Hierdurch 4 zusitzliche Basen:
GTCTCCTAAGGGACCCC.

Es folgten die Sequenzierung dieses DNA-Abschnittes des gesunden Vater II-2 des
Kindes III-1, der erkrankten Mutter II-1 und der Tante II-3 des Kindes III-1. Wihrend
die DNA-Sequenzen bei der Mutter II-1 und der Tante II-3 an dieser Stelle keine

zusitzlichen Basen zeigten, war die Sequenz des gesunden Vaters II-2ebenfalls auffillig

AATN ACTNNCCTCCT TNCTTTCTNTCNNTCCTTCNACGAACCATCC AT TC AGAGNAACCAGCTAACTNATGCCTGGC NCCC ACCCCCNC
10 20 30 40 7 s

NGNCTGGGTGCTCCCTTCAGTG ATCTGTCTCGGG AGGCNGC NTCCCTNCCTAACNGAGCGT INCGTNNAGN ANTGGCTGGGTTCTT T
100 120 130 140 150 60 170
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Abb. 28 Patientin II-1. Mutter. Ausschnitt der DNA-Sequenz von TNNI Exon 2 sequenziert mit

forward-Primer.

\Ll\\CC(‘L‘CL‘ILLI TG G ¥ rrc.lclcc.l lL(_\(.C AGC \cc(, \1cccclc \(. AGC \cccccc TAAGGCG rccc TGGG J\(‘(('ccu'rcrrx
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Abb. 29 Patientin II-3. Tante. Ausschnitt der DNA-Sequenz von TNNI Exon 2 sequenziert mit

forward-Primer.

FCTTGGTGGTG ATGOGCG GTCCCCACTCCTCCANACCCAGGCTAGGG AACCTCGCCCTGCACCAGCCCCAATCAG ACGCCGCTCCTCCA
.0 100 e 20 1490 150 160 170

Ly~
‘
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Abb. 30 Patientin III-1. Ausschnitt der DNA-Sequenz von TNNI Exon 3 sequenziert mit

forward-Primer. Mit einem blauen Pfeil markiert ist ein Single-nucleotide
polymorphism (SNP), der in der genomischen Datenbank NCBI-SNP-
Database bereits bekannt war und sich 1m Internet unter
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ss.cgi?subsnp 1d=4915767
befindet.
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TCCACCG TCGTC TCCG AATCCCCCTCCATG ATCCTTITCCTTGCTCCATCTCACCCTGGCAGIAAAAAATCTAAGATCTCCGCCTCG AG
L 20 30 40 s0 w| I ™ s
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AAAFTTGC AGC (,..\,«,(, (.Ao(,ALGGGcGGG,c (oGGAAAG.‘\(.CA(.(.CAGGTGCTCAGGGGGCGGAGCI’TGAGAATGGGTGGGGC]’T
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Abb. 31 Patientin ITI-1. DNA-Ausschnitt von TNNI Exon 4 sequenziert mit forward-Primer.

R T L e

Abb. 32 Patientin III-1. Ausschnitt aus DNA-Sequenz von TNNI Exon 5 sequenziert mit

forward-Primer.

Abb. 33 Patientin ITI-1. DNA-Ausschnitt von TNNI Exon 6 sequenziert mit forward-Primer.

TCATAAAGG AGCCTGCCCTGAGTACCTATGCTICCTCTTITCCTITTGTACAGACCATACAGTCAATT TAAGA \GI‘AGG,\ATGGC GGCCGGGCY
100 110 120 130 140 150 160 170 199
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Abb. 35 Patientin III-1. Ausschnitt der DNA-Sequenz von TNNI Exon 8 sequenziert mit

forward-Primer.

In Familie B wurden die proteinkodierenden Exons 1 bis 8, Promotorregionen und 5°-
und 3°- untranslatierten Regionen (utr) durch PCR mit genomischer DNA der Patientin
III-1 amplifiziert und anschliefend sequenziert. Bei der Sequenzierung von Exon 2
wurden vier zusétzliche, intronisch gelegene Basen GTCT auf einem Strang entdeckt.
Wir kontrollierten diese Insertion indem wir auch die DNA-Sequenz des gesunden
Vaters II-2, der erkrankten Mutter II-1 und der Tante II-3 des Kindes III-1 untersuchten.
Wihrend der DNA-Abschnitt der Mutter II-1 und der Tante II-3 keine zusétzlichen
Basen aufwiesen, war die Sequenz des Vaters II-2 an selber Stelle aufféllig. Daraus
konnten wir schlieBen, dass die vier zusétzlichen Basen vom gesunden Vater I1-2 auf
das Kind III-1 vererbt wurden und somit nicht mit der Krankheit korrelieren. Die
weitere molekulargenetische Untersuchung der 8 Exons und intronischen Regionen

ergab keine Hinweise auf RCM-verursachende Polymorphismen bei Famillie B.

65



4 Diskussion

4.1 Sequenzierung des PKP-2-Gens der Familie A

Die arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie ist eine eher seltene, erbliche
Herzmuskelerkrankung, die insbesondere junge, ansonsten gesunde Menschen betrifft
und mit einem erhohten Risiko des plotzlichen Herztodes einhergeht und bevorzugt den
rechten Ventrikel betrifft. (Corrado et al. 2009) Die Privalenz wird sehr unterschiedlich
beschrieben. Die pathologischen Charakteristika der ARVC sind eine Atrophie und
fibrolipomatdse Umwandlung des myokardialen Gewebes, wodurch es zu einer lokalen
Storung (Aneurysma oder Wandbewegungsstdrung) kommt. 50% der symptomatischen
Patienten besitzen eine Mutation in Bestandteilen der kardialen Desmosomen. Davon ist
das Plakophilin-2-Gen das hiufigste ARVC-verursachende Gen. (Awad et al. 2008;
Thiene et al. 2007; Qiu et al. 2009)

Plakophilin 2 ist ein Bestandteil der kardialen Desmosomen und gehort zur Familie der
Armadillo-Proteine, die bedeutende strukturelle und regulatorische Aufgaben bei der
Interaktion von Proteinen in Desmosomen und Adhédrenzverbindungen haben. (Perriard
et al. 2003; Mertens et al. 1996) Alle Plakophiline (Plakophilinl, Plakophilin2 und
Plakophilin3) bestehen aus einer N-terminalen Kopfdoméne, ca. 42 Aminosdure-
Wiederholungen (arm-repeats)und einem C-terminalen Schwanzteil. Plakophilin2 ist
am weitesten im Gewebe verbreitet, es findet sich in den Desmosomen aller Epithelien,
sowie in nicht-epithelialen Geweben wie den Kardiomyocyten oder in Follikeln der
Lymphknoten. In den kardialen Desmosomen verankert Plakophilin2 zusammen mit
Plakoglobin und Desmoplakin die Desminintermedidrfilamente mit den desmosomalen
Cadherinen und sorgt so fiir die Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen

Stabilitit des Herzmuskelgewebes. (Chen et al. 2002; Mertens et al. 1996)

Bisher wurden 9 ARVC-verursachende Genmutationen nachgewiesen, darunter
desmosomale Mutationen des Plakoglobin-Gens JUP, des Desmoplakin-Gens DSP, des
Desmoglein-2-Gens DSG2, des Desmocollin-2-Gens DCS2 und Mutationen nicht-
desmosomaler Bestandteile wie 1im Ryanodin-Rezeptor-2 RYR2 und im

Wachstumsfaktor B3 TGFB3. (Gerull et al. 2004; Pilichou et al. 2006; Syrris et al. 2006;
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Beffagna et al. 2007) Basierend auf den Ergebnissen eines Knockout-Experiments in
der Maus, bei denen es zu einem letal endenden Defekt in der kardialen Morphogenese
kam, konnte angenommen werden, dass auch Mutationen im humanen PKP2 zur ARVC

fiihren konnten. (Hatzfeld et al. 2006; Grossmann et al. 2005)

Der genaue Pathomechanismus, der zur Storung des kardialen Desmosomenaufbaus
fiihrt und die Rolle der PKP2-Mutationen bei Entstehung der ARVC sind bisher nicht
genauer bekannt. Es wird vermutet, dass der Einbau von veridndertem Plakophilin2 oder
ein Mangel an Plakophilin2 die desmosomale Zell-zu-Zellverbindung schidigt und
damit der Kontakt zur Nachbarzelle unterbrochen wird, besonders als Reaktion auf
mechanischen Stress oder Dehnung. Der Verlust der Myocytenadhédsion fiihrt zum
Zelltod und regionalen Fibrosierung. Dieser fokale Schaden im rechten Ventrikel fiihrt
zur ARVC-typischen Arrhythmie. Es wird angenommen, dass Umweltfaktoren, wie
Entziindungen durch virale Infektionen oder Belastung die Adhédsion verschlechtern und
ein Fortschreiten der Erkrankung beschleunigen. (Lahtinen et al. 2007; Asimaki et al.

2007)

4.1.1 Untersuchungen an Familie A

Da Mutationen im PKP-2-Gen am héaufigsten in den westlichen Léndern fiir die
genetisch bedingte arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie verantwortlich
sind (van Tintelen et al. 2000), entschieden wir uns fiir das PKP-2-Gen als
Kandidatengen fiir Familie A, die fiir eine Kopplungsanalyse zu klein war. So
untersuchten z.B. Gerull et al. 120 nicht-verwandte Patienten, bei denen eine ARVC
nach den Task Force Kriterien diagnostiziert worden war, indem direkt alle 14 Exons
des PKP-2-Gens und flankierende Spleilsequenzen sequenziert wurden. Sie

identifizierten 25 heterozygote Mutationen bei 32 der Probanden.

Es wurde die genomische DNA der eineiigen Zwillingsbriider 11-2 und I1-3 untersucht,
indem alle 14 Exons des PKP-2-Gens sequenziert wurden, sowie Promotorregionen und

untranslatierte Regionen.

Bei Patient 1I-2 wurde auf Exon 11, das mit forward-Primersequenziert wurde, ein

Einzelnucleotidpolymorphismus SNP entdeckt. Dieser SNP verursachte einen
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Basenaustausch von Guanin zu Cytosin, was wiederum einen Austausch der
Amniosdure Arginin zu Prolin zur Folge hatte. Dieser Einzelnucleotidpolymorphismus
bestitigte sich auch beim Bruder II-3, allerdings befand er sich auch in den Kontrollen
mit gesunder DNA und in der genomischen Datenbank NCBI-SNP-Database. Somit

konnte er als nicht krankheitsrelevant gewertet werden.

Da die Mehrzahl der ARVC-Mutationen im PKP2-Gen liegt (van Tintelen et al. 2006),
scheint es durchaus sinnvoll dieses Gen bei betroffen Personen direkt zu screenen.
Bestitigt sich bei einem ARVC-Patienten tatsdchlich eine PKP2-Mutation, sollte auch
eine molekular genetische Analyse der Verwandten ersten Grades in Erwidgung gezogen
werden. Der entscheidende Vorteil der Genotypisierung von Familienmitgliedern ist
weitere genetisch betroffene Personen frithzeitig in der préklinischen Phase zu
identifizieren. (Corrado et al. 2009) Im Falle eines positiven genetischen Ergebnisses
sollte eine genaue Familienanamnese erhoben und eine griindliche klinische
Untersuchung durchgefiihrt werden (Schonberger et al. 2008), denn das
Mutationsscreening kann nicht als alleiniges diagnostisches Mittel zur Diagnose ARVC
dienen, sondern gilt nur als Ergdnzung. Es kann eine priventive Therapie mit [-
Blockern und/oder unter Beriicksichtigung aller Risikofaktoren die Implantation eines
Defibrillators vorgenommen werden. Dies sind duBlerst effektive Mallnahmen in der
Pravention des PHT. (Corrado et al. 2006) Des Weiteren gehdrt zu einer erfolgreichen
Praventionsstrategie das Vermeiden von schwerer korperlicher Anstrengung oder die
Ausiibung von korperlich stark belastenden Sportarten, so wie ein engmaschiges
klinisches Follow-up. (Corrado et al. 2009) Fillt das Testergebnisse dahingegen negativ
aus, missen mogliche weitere Mutationen auf bekannten Krankheitsgenen

ausgeschlossen werden.

Die Folgen eines positiven Testergebnisses miissen kritisch betrachtet werden, da
ARVC-Mutationen eine geringe Penetranz und hohe Variabilitit der phédnotypischen
Expression besitzen und der Patient verunsichert wird und einer enormen psychischen

Belastung ausgesetzt wird. (Dalal et al. 2006)

Die Penetranz der ARVC ist altersabhéngig und auch in hoherem Alter inkomplett, im
Mittel in den USA mit 26 Jahre und eine Spannweite von 2. bis 70. Lebensjahr. (Dalal

et al. 2005) Es zeigten sich auch bei Dalal et al. Unterschiede zwischen den

68



Geschlechtern in der Penetranz der PKP-2-Mutationen. Fiir die geringere Penetranz
beim weiblichen Geschlecht werden folgende Faktoren vermutet: Frauen sind seltener
Triggern  wie  korperlich  sehr  anspruchsvollen  Spotarten  ausgesetzt;
geschlechtsgekoppelte, genetische Faktoren, protektive hormonelle Faktoren (Dalal et
al. 2006), wie der inhibitorische Effekt von Ostrogen auf die Apoptose der kardialen
Myocyten. In physiologischen Konzentrationen verhindert 17-fB-Estradiol den
programmierten Zelltod der kardialen Myocyten, was sich im Falle einer ARVC giinstig
auf das Gewebe auswirken konnte, da die erkrankten Myocyten eine erhdhte

Apoptoserate aufweisen. (Patten et al. 2004; Pelzer et al. 2000)

Die familidren Kardiomyopathien folgen den Mendel’schen Erbgéngen, da sie von einer
einzigen Genmutation verursacht werden. Allerdings konnen Mutationstrager mit
identischen Mutation unterschiedlich stark ausgeprigte Krankheitsbilder zeigen, wie
z.B. die eineiigen Zwillinge in Familie A oder 2 Zwillingspirchen in der Studie von
Dalal et al. 2006. Wihrend der Bruder 11I-2 an einer klinisch fortgeschrittenen ARVC
erkrankt ist und einen implantierten Defibrillator (ICD) bendtigt, weist sein
Zwillingsbruder II-3 bisher noch keine klinischen Symptome auf, es zeigten sich aber in
der Echokardiographie Fetteinlagerungen im Myokard und eine eingeschrinkte
Pumpfunktion des leicht vergroferten rechten Ventrikels. Somit muss es noch weitere
modifizierende Faktoren geben, die das Erscheinungsbild der Erkrankung beeinflussen

und auch die breite Spannweite des Erkrankungsalters erkldren konnten.

Die Sequenzierung der codierenden Exons und flankierenden Spleifiregionen ergaben
keine krankheitsrelevanten Mutationen, so dass bei Familie A davon ausgegangen
werden muss, dass die genetische Mutation auf einem anderen ARVC-relevanten Gen
liegen muss und dazu noch weitere molekulargenetische Untersuchungen nétig wiren.
So konnte z.B. das Plakoglobin- oder das Desmoplakin-Gen auf Mutationen untersucht
werden, wobei hierzusitzlich zur ARVC eine cutane Beteiligung héufig ist, die bei den

untersuchten Patienten fehlte.
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4.2 Sequenzierung des TNNI3-Gens der Familie B

Die  restriktive  Kardiomyopathie ist eine sehr seltene Form  der
Herzmuskelerkrankungen. Sie ist durch eine verminderte diastolische Dehnbarkeit
charakterisiert, die in einer eingeschrinkten diastolischen Fiillung und erh6htem
enddiastolischem Druck resultiert, wahrend die systolische Ventrikelfunktion normal
oder anndhernd normal bleibt. Morphologisch zeigt sich eine meist normale Wanddicke
und VentrikelgroBe. Sie wird symptomatisch durch Zeichen einer progressiven
Herzinsuffizienz. Viele der Patienten versterben bereits bevor sie sich einer
Herztransplantation unterziehen konnten. (Benotti et al. 1980) Verglichen mit der HCM
und DCM besitzt die RCM die groffite Morbiditdts- und Mortalititsrate. (Artz et al.
2000) Die RCM kann im Rahmen systemischer Erkrankungen wie z.B. der Amyloidose,
Sarkoidose oder M. Fabry als sekundidre RCM auftreten. Es konnen aber auch
genetische Faktoren fiir eine RCM verantwortlich sein (primdare RCM). Die Ergebnisse
molekulargenetischer Untersuchungen haben gezeigt, dass ein beachtlicher Anteil der
idiopathischen restriktiven Kardiomyopathien durch Mutationen in sarkomeren Genen
verursacht wird, die auch mit der HCM und der DCM assoziiert sind. (Mogensen et al.
2003; Kamisago et al. 2000; Geisterfer-Lowrance et al. 1990; Monserrat et al. 2007)
Bisher wurden 6 Mutationen im kardialen Troponin I (¢Tnl) als verantwortlich fiir die

RCM entdeckt. (Mogensen et al. 2003)

Troponin I gehdrt zusammen mit dem Troponin C TnC und Troponin T TnT zum
kardialen Troponinkomplex, der mit Aktin und a-Tropomyosin die diinnen Filamente
der Herzmuskulatur bildet und fiir die Regulation der Ca*"-abhingigen Kontraktion der
Kardiomyocyten verantwortlich ist. Das Troponin I inhibiert in Abwesenheit von Ca*"
die Aktivitit der Aktomyosin-Mg*"-ATPase. (Grabarek et al. 1992; da Silva et al. 1991;
Ohtsuki et al. 1986; Zot et al. 1987) Im entspannten Zustand der Herzmuskelzelle
blockiert die inhibitorische Doméne des Tnl die Position von Aktin und Tropomyosin
so0, dass eine Interaktion zwischen Aktin und Myosin verhindert wird. Wird nun Ca*"
aus dem sarkoplasmatischen Reticulum freigesetzt, bindet es an TnC und erhoht somit
die Affinitdt des TnC zur inhibitorischen Region des Tnl, so dass sich dieses von Aktin
und Tropomyosin 16st und die Bindungsstelle fiir Myosin am Aktin frei wird und die

Filamente aneinander vorbei gleiten konnen. (Farah et al. 1995)
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Es konnte bewiesen werden, dass Mutationen im kardialen Troponinkomplex, Troponin
I(cTnl), Troponin T (cTnT) und Troponin C (cTnC) haufig fiir Kardiomyopathien
verantwortlich sind. Es zeigte sich, dass diese Mutationen die regulatorischen
Eigenschaften des Troponinkomplexes verdndern, indem die Ca”"-Sensitivitit bei der
Krafterzeugung zu- und abnimmt, was zur Entstehung der HCM und DCM fiihrt.
(Yanaga et al. 1999; Nakaura et al. 1999; Harada et al. 2000; Morimoto et al. 1998;
Morimoto et al. 1999; Morimoto et al. 2002; Lu et al. 2003)

Bisher wurden sechs Missense Mutationen im humanen, kardialen Troponin I (cTnl)
gefunden, welche die restriktive Kardiomyopathie RCM verursachen Alle sechs RCM
verursachenden Mutationen im c¢Tnl befinden sich in hoch konservierten Regionen des
TNNI3-Gens, und verdndern daher vermutlich wichtige physiologische Funktionen des
cTnl. Kopplungsanalysen, um Gene der sarkomeren, kontraktilen Protein zu
untersuchen, ergaben das kardiale Troponin I (TNNI3) als wahrscheinlichstes
Krankheitsgen. Die hohe Variabilitit der phinotypischen Expression bei TNNI3-
Mutationen lassen sich mit dem aktuellen Wissenstand iiber die funktionelle Bedeutung
des kardialen Troponin I nicht erkldren und lassen vermuten, dass weitere genetische
Faktoren und Umwelteinfliisse die Krankheitsexpression mit beeinflussen. (Mogensen

et al. 2003)

4.2.1 Untersuchungen an Familie B

Die Identifizierung von TNNI3-Mutationen bei einem Grof3teil der an idiopathischer
RCM erkrankter Patienten liel vermuten, dass zwischen Genverdnderung und der
Erkrankung ein Zusammenhang bestehen muss. Auch molekulargenetische
Untersuchungen von weiteren RCM-Patienten bestétigten diese Vermutung.
Kopplungsanalysen fiir Gene, die fiir sarkomere Proteine kodieren, identifizierten das
TNNI3-Gen als wahrscheinlichstes Krankheitsgen. (Mogensen et al. 2003) Ziel einer
Kopplungsanalyse ist es mit Hilfe polymorpher Mikrosatellitenmarker ein spezielles
phénotypisches Merkmal (z.B. eine Krankheit) einem bestimmten Locus
(chromosomalen Ort) zu zuordnen. Fiir alle Mitglieder eines groflen Stammbaumes ist
es moglich die Wahrscheinlichkeit L(0) zu berechnen, mit der ein Genotyp mit der

Krankheit segregiert oder die Wahrscheinlichkeit L(0,5) zu berechnen, dass keine
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Kopplung mit der Krankheit besteht. Das Verhéltnis dieser Wahrscheinlichkeiten driickt
die Chance einer Kopplung aus. der Quotient wird meist als Logarithmus angeben und
als LOD-Score bezeichnet (logarithm of the odds).Die Kopplungsanalyse fiir das zur

Identifizierung des TNNI3-Gens ergab einen lod score von 4.8.

Daher wurde bei Familie B mit genetisch bedingter RCM das Troponin-I-Gen als
Kandidatengen gewdhlt. Auch diese Familie besa3 fiir eine Kopplungsanalyse nicht
geniigend zu untersuchende Mitglieder und einen nicht ausreichend charakterisierten
Stammbaum. Die meist geringe Anzahl zur Verfligung stehender Familienmitglieder
macht die Kopplungsanalyse fiir die Diagnostik im klinischen Alltag unbrauchbar und

genetische Mutationen miissen durch direkte Sequenzierung identifiziert werden.

In Familie B wurden die kodierenden Exons 1 bis 8, Promotorregionen und
untranslatierten Regionen (utr) durch PCR mit genomischer DNA der Patientin I1I-1
amplifiziert und anschliefend sequenziert. Bei der Sequenizerung des Exon 2 wurden
vier zusétzliche, intronisch gelegene Basen auf einem Strang entdeckt. Wir
kontrollierten diese Auffilligkeit, indem wir auch die DNA-Sequenz des gesunden
Vaters II-2, der erkrankten Mutter 1I-1 und der Tante 1I-3 des Kindes III-1 untersuchten.
Wihrend der DNA-Abschnitt der Mutter II-1 und der Tante II-3 keine zusétzlichen
Basen aufwiesen, war die Sequenz des Vaters II-2 an selber Stelle aufféllig. Daraus
konnten wir schlieBen, dass die vier zusétzlichen Basen vom gesunden Vater II-2 auf
das Kind III-1 vererbt wurden und somit nicht mit der Krankheit korrelieren. Die
weitere molekulargenetische Untersuchung der 8 Exons und intronischen Regionen
ergab keine Hinweise auf eine RCM-verursachende Mutation bei Famillie B, so dass
auch hier noch weitere Kandidatengene zur genetischen Untersuchung in Frage

kommen.

Bei Patienten mit idiopathischer RCM muss an TNNI3-Mutationen gedacht werden und
genau wie bei der ARVC ist es empfehlenswert Verwandte RCM-kranker Patienten
klinisch und molekulargenetisch zu untersuchen, um friihzeitig Komplikationen der
Erkrankung, vor allem den pl6tzlichen Herztod vermeiden zu kénnen. (Mogensen et al.

2009)

Bis zur ersten Identifikation eines Krankheitsgens fiir HCM 1990, wurde angenommen,

dass HCM, RCM und die erbliche Form der DCM unterschiedliche Entitdten sind
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(Geisterfer-Lowrance et al. 1990; Seidman et al. 2001), inzwischen weill man aber, dass
alle drei Kardiomyopathieformen mit Mutationen des TNNI3-Gens assoziiert sein
konnen. (Kamisago et al. 2000) Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass
unterschiedliche Lokalisationen der Mutation auf dem sarkomeren Krankheitsgen zu

verschiedenen Phinotypen flihren konnen. (Mogensen et al. 1999; Chen et al. 1999)

Diese unterschiedlichen Expressionen der Phénotypen bei TNNI3 Mutationen lassen
sich nicht mit dem aktuellen Wissensstand tiiber TNNI erkldren. Es ist stark
anzunehmen, dass weitere genetische und Umweltfaktoren die Krankheitsexpression

beeinflussen.

Die Charakterisierung der genetischen Ursachen von familidr bedingten
Kardiomyopathien ergibt weitere Erkenntnisse der pathophysiologischen Mechanismen
der Erkrankungen. Dies ist die Voraussetzung zur Entwicklung und Verbesserung von

praventiven, diagnostischen und therapeutischen Maf3nahmen.
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S Zusammenfassung

Die arrhythmogene rechtsventrikulire Kardiomyopathie ARVC ist eine seltene
Erkrankung des Herzmuskels. Die ARVC tritt oft familidr gehduft auf und geht meist
mit einer autosomal dominanten Vererbung einher. Durch molekulargenetische
Untersuchungen konnten bisher neun Genmutationen identifiziert werden, davon ein
Grofteil in Bestandteilen der kardialen Desmosomen, am héiufigsten im Plakophilin-2-
Gen. Das Protein Plakophilin 2 ist Bestandteil kardialer Desmosomen und gehort zur
Familie der Armadillo-Proteine. Es wird vermutet, dass Verdnderungen im Protein
Plakophilin 2 zu Schidigungen der Zell-Zell-Verbindungen fiithren. Der Verlust der
Myocytenadhésion fiithrt zum Zelltod und regionalen Fibrosierung. Da Mutationen im
PKP-2-Gen am héufigsten in den westlichen Léindern fiir die familidr auftretende
ARVC verantwortlich sind, entschieden wir uns fiir das PKP-2-Gen als Kandidatengen
fiir Familie A, die fiir ein signifikantes Ergebnis einer Kopplungsanalyse zu klein war.
Bei der direkten Sequenzierung der 14 Exons des PKP2-Gens, konnte auf Exon 11 von
Patient II-2 ein Einzelnucleotidpolymorphismus SNP identifiziert werden, der sich
allerdings auch in gesunder Kontroll-DNA bestdtigte und somit als nicht

krankheitsrelevant gewertet werden konnte.

Die restriktive Kardiomyopathie RCM ist ebenfalls eine sehr seltene
Herzmuskelerkrankung. Sie ist durch eine Verminderung der diastolischen Dehnbarkeit
der Ventrikel charakterisiert. Die RCM kann im Rahmen systemischer Erkrankungen
auftreten oder genetisch bedingt sein. Bisher wurden 6 Mutationen im kardialen
Troponin-I-Gen als Ursache identifiziert. Troponin I gehdrt zusammen mit Troponin C
und T zum kardialen Troponinkomplex und ist fiir die Regulation der Ca*"-abhéngigen
Kontraktion der kardialen Myocyten verantwortlich. Kommt es zu Verdnderungen im
Troponin I, wird die physiologische Relaxation des myokardialen Gewebes gestort. Da
Mutationen im TNNI3-Gen hédufig an der Pathogenese der familidren RCM beteiligt
sind, untersuchten wir bei Familie B das TNNI3-Gen durch Direktsequenzierung. Dabei
wurden bei der Sequenzierung des Exon 2 des erkrankten Kindes III-1 vier zusétzliche,
intronisch gelegene Basen auf einem Strang entdeckt, die zu einer Verschiebung des

Leserasters flihrten. Die Kontrolle der Auftélligkeit durch die Sequenzierung des DNA-
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Abschnitts bei der ebenfalls erkrankten Mutter II-1, der Tante 1I-3 und des gesunden
Vaters II-2 zeigten, dass die vier zusdtzlichen Basen vom gesunden Vater I1-2 auf das
Kind III-1 vererbt wurden und somit nicht mit der monogen vererbten Krankheit
korrelieren. Die Charakterisierung der genetischen Ursachen von familidr bedingten
Kardiomyopathien bringt weitere Erkenntnisse der pathophysiologischen Mechanismen
der Erkrankungen. Dies ist die Voraussetzung zur Entwicklung und Verbesserung von
praventiven, diagnostischen und therapeutischen Maflnahmen. Sollte sich bei Patienten,
die an einer idiopathischen Kardiomyopathie erkrankt sind, eine genetische Ursache
finden, so ist es fiir Verwandte empfehlenswert sich ebenfalls einer klinischen und
genetischen Untersuchung zu unterziehen, um im Falle eines positiven Ergebnisses
rechtzeitig Komplikationen der Erkrankung vermeiden und eine pridventive Therapie

einleiten zu konnen.
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