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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Definition und Klassifikation der Kardiomyopathien

Kardiomyopathien sind Erkrankungen des Herzmuskels mit strukturellen oder funktionellen
Veranderungen des Myokards. Eine erste Klassifikation zu dieser sehr heterogenen Gruppe von
Erkrankungen verfasste die World Health Organisation (WHO) 1980. Danach sind
Kardiomyopathien als  Herzmuskelerkrankungen mit  unbekannter  Atiologie  von
Herzmuskelerkrankungen mit bekannter Atiologie, wie zum Beispiel koronarer Herzerkrankung

(KHK) oder arterieller Hypertonie, zu unterscheiden.

In einer Uberarbeiteten Fassung von 1995 wurden die Herzmuskelerkrankungen, die mit einer
kardialen oder systemischen Grunderkrankung einhergehen, als eine Untergruppe der
spezifischen Kardiomyopathien in die Definition mit eingeschlossen. Hierzu zahlen die
ischamische, valvulare, hypertensive, inflammatorische, metabolische und toxische

Kardiomyopathie (Richardson et al. 1996).
Anhand der Morphologie werden bei den Kardiomyopathien flinf Gruppen unterschieden.

* Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist die haufigste Kardiomyopathie. Sie ist
charakterisiert durch eine ventrikulare Dilatation und eine primar systolische

Dysfunktion des linken oder beider Ventrikel.

* Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) weist eine meist asymmetrische Hypertrophie
des rechten und/oder linken Ventrikels auf, die klassischerweise das interventrikulare

Septum mit einschlief3t. Klinisch ist hier meist eine diastolische Dysfunktion fiihrend.

* Die restriktive Kardiomyopathie (RCM) ist eine seltene Erkrankung bei der eine gestorte
diastolische Fullung bei normaler Myokarddicke zu einer Insuffizienz des Herzens fuhrt.

* Die ebenfalls eher seltene arrhythmogene-rechtsventrikuldre Kardiomoypathie (ARCM)
ist Ursache von 10-20 % aller plétzlichen Herztodesfélle bei jungen Mannern. Neben
Arrhythmien ist sie durch eine lipomatose Degeneration und Dilatation des rechten
Ventrikels gekennzeichnet.

* In einer flnften Gruppe sind Kardiomyopathien zusammengefasst, die sich in keine der
oben genannten Gruppen einordnen lassen. Hierzu gehéren unter anderem die

endokardiale Fibroelastose und die linksventrikulare Non-compaction Kardiomyopathie.



1 Einleitung 2

Zur Zeit existieren zwei Klassifikationen zur Kardiomyopathie mit jeweils unterschiedlichen
Ansatzen. Die American Heart Association schlug 2006 eine Einteilung in genetische,
gemischte und erworbene Kardiomyopathien vor (siehe Abb. 1). Nach dieser Klassifikation
zahlen auch lonenkanal-Erkrankungen, trotz Abwesenheit einer strukturellen Veranderung
der Herzmuskelzellen, zu den primaren Kardiomyopathien. Die DCM wird in dieser
Klassifikation den gemischten Erkrankungen zugeordnet, wobei sowohl genetische als auch

exogene Faktoren in der Pathogenese eine Rolle spielen kdnnen (Maron et al. 2006).

Primére Kardiomyopathien

angeboren gemischt erworben
HCM DCM Inflammatorisch (Myokarditis)

ARVC/D RCM Stress provoziert (tako tsubo)
LVNC Peripartum

Glykogenspeichererkrankungen Tachykardie induziert
Uberleitungsstéungen Kinder von insulinpflichtigen diabetischen Muttern
Mitochondriale Myopathien

LQTS

Brugada
SQTS
CVPT

Asian SUNDS
Abb. 1: Klassifikation der Kardiomyopathien nach der American Heart Association.

HCM = hypertrophe Kardiomyopathie. ARVC/D = arrhythmogene rechtsventrikulare
Kardiomyopathie/Dysplasie. LVNC = linksventtrikulare Noncompaction. LQTS = long
QT-Syndrom. SQTS = short QT-Syndrom. CVPT = katecholaminerge polymorphe
ventrikulare Tachykardie. SUNDS = sudden unexplained nocturnal death Syndrom.

DCM = dilatative Kardiomyopathie. RCM = restriktive Kardiomyopathie.
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Eine im klinischen Alltag leichter anwendbare Klassifikation publizierte die ,working group of
myocardial and pericardial diseases“ der European Society of Cardiology im Jahr 2008 (siehe
Abb. 2) (Elliot et al. 2008). Die Einteilung der Kardiomyopathien erfolgt dabei analog den 1995
von der WHO vorgeschlagenen morphologischen und funktionellen Gesichtspunkten, wobei
KHK, Hypertonie oder Herzklappenerkrankungen, als Erklarung fir die jeweiligen Symptome
der Patienten, ausgeschlossen werden missen. Innerhalb der einzelnen Gruppen wird
zusatzlich zwischen familidr bzw. genetisch und nicht-familiar bzw. nicht-genetisch

unterschieden.

Kardiomyopathien

Nicht

HCM ARVC DCM RCM klassifiziert

nichtfamiliar/

familiar/genetisch nichtgenetisch

Erkrankungs-
subtyp

unbekannter Erkrankungs-

Gendefekt subtyp idiopathisch

Abb. 2: Klassifikation der Kardiomyopathien nach der European Society of Cardiology.

1.2 Dilatative Kardiomyopathie

1.2.1 Atiologie und Privalenz

In Deutschland sterben jahrlich Gber 100.000 Menschen an einem plétzlichen Herzstillstand. Bei
etwa einem Drittel aller Falle wird eine Kardiomyopathie als Ursache angenommen. Mit einer
geschatzten Pravalenz von 36 pro 100.000 ist die DCM die haufigste Kardiomyopathie. Die
Inzidenz wird mit finf bis acht Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr angegeben.
Unter herztransplantierten Patienten ist die DCM weltweit die fihrende Grunderkrankung (Paul
et al. 2009).

Bei der Mehrzahl der an DCM erkrankten Patienten kann kein auslésender Faktor identifiziert
werden. Meist wird ein Zusammenspiel von autoimmunen, infektidsen und genetischen
Faktoren als Hauptursache angenommen. Zudem sind autoimmune, infektidése und genetische
Grunderkrankungen bekannt, die fur sich allein genommen eine DCM hervorrufen kénnen. Auch
einige endokrinologische Erkrankungen oder toxische Noxen kdnnen der DCM zugrunde liegen
(siehe Tab. 1 nach Hershberger et al. 2010).
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Tab. 1: Atiologie der dilatativen Kardiomyopathie
(nach Hershberger 2010).

Ursache Anteil

Idiopathisch 40 %
Familiar 25%
Infektiose

Myokarditis 1 %

HIV 4%
Toxisch

Alkohol 3%

Anthrazykline 1%

Cocain 1%
Infiltrativ 6 %

Amyloidose

Sarcoidose

H&mochromatose
Peripartale DCM 5%
Kollagenosen 4%
Endokrine Ursachen 1%

Hyper-/Hypothyreose

Phaochromozytom

Bei 30-50 % aller Patienten mit DCM kann eine virale Infektion, mit oder ohne inflammatorischer
Begleitreaktion des Myokards, nachgewiesen werden. Vor allem Adeno- und Enteroviren, aber
auch die DNA von Parvoviren B19, Ebstein-Barr-Viren oder Humanen Herpes Viren 6 werden in
Myokardbiopsien von Patienten mit DCM molekularbiologisch nachgewiesen (Kuhl et al. 2005,
Maisch et al. 2003, Pankuweit et al. 2009). Eine chronische myokardiale Virenpersistenz ist
dabei mit einer signifikant schlechteren Pumpleistung nach sechs Monaten assoziiert (Kuhl et
al. 2005).

Aber auch nach der erfolgreichen Elimination der Viren aus dem Herzmuskel kann eine virale
Infektion des Herzens weitere Auswirkungen auf den Krankheitsprozess haben. Durch im
Rahmen der Infektion stattfindende Immunreaktionen kénnen autoreaktive Immunzellen
entstehen. Diese erhalten auch nach der Viruselimination eine chronische Entziindung aufrecht
und es kommt zu einer andauernden Gewebeschadigung, welche dann Uber Jahre zu einer
DCM fuhren kann (Maisch et al. 2005, Pankuweit et al. 2004, Yoshikawa et al. 2009).
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Als weiteren Ausdruck der autoimmunen Komponente in der Pathogenese der DCM lassen sich
bei mindestens einem Drittel aller Patienten Autoantikdrper gegen Strukturen am Herzen finden.
Im Vergleich mit gesunden Probanden treten antikardiale Antikdrper ausschlieRlich bei
Patienten mit Myokarditis oder DCM vermehrt auf (Caforio et al. 2002, Maisch et al. 1983).

Es wurde beobachtet, dass im Serum von initial antikbrper-positiven Patienten mit DCM im
Verlauf keine Antikérper mehr nachgewiesen werden konnten. Auflerdem haben gesunde
antikérper-positive Verwandte von Patienten mit DCM ein signifikant erhdhtes Risiko fiir die
Manifestation einer DCM innerhalb von finf Jahren. Es ist daher wahrscheinlich, dass

antikardiale Antikoérper als Marker der frihen DCM dienen kénnen (Caforio et al. 2007).

In der Familienanamnese finden sich bei 20-50 % aller Patienten mit DCM Hinweise auf weitere
Erkrankte in der Verwandtschaft (siehe Abb. 3). Sind mindestens zwei Mitglieder einer Familie
erkrankt oder ist ein erstgradiger Verwandter unter 35 Jahren plétzlich verstorben, spricht man
von einer familiaren DCM (Mestroni et al. 1998). Nach den aktuellen Leitlinien sollten bei
Patienten mit einer DCM unklarer Atiologie oder bei Verdacht auf eine familidre DCM auch
asymptomatische Familienmitglieder mittels 12-Kanal-Elektrokardiographie (EKG) und
Echokardiographie untersucht werden (Hershberger et al. 2009).

M sporadische DCM

Ewahrscheinlichfamiliare DCM

mfamilidgreDCM

Abb. 3: Pravalenz der familidren DCM (nach Frey et al. 2007).

Bei vielen an DCM erkrankten Patienten finden sich genetische Veranderungen, ohne dass die
oben genannten klinischen Kriterien zur Diagnose einer familiaren DCM erfillt sind. In diesen

Fallen spricht man von einer genetischen DCM.
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Der haufigste Erbgang unter den genetisch bedingten Kardiomyopathien ist in 90 % der Falle
der autosomal-dominante Erbgang. Es sind aber auch x-chromosomale (5-10 %) oder
mitochondriale Erbgange bekannt. Bis heute werden Mutationen in Uber 30 Krankheitsgenen
mit einer DCM in Verbindung gebracht. Es handelt sich dabei zum GroRteil um Veranderungen

im Sarkomer oder Zytoskelett der Myozyten (Fatkin und Graham 2002).

Aber auch Mutationen in Rezeptorproteinen oder deren Regulatoren kénnen durch ihren
Einfluss auf die intrazellulare Elektrolythombostase eine DCM hervorrufen. Als gemeinsame
Endstrecke aller Mutationen wird eine Zunahme der Empfindlichkeit gegentiber mechanischem

Stress, Apoptose oder degenerativen Veranderungen postuliert (Frey et al. 2007).

Eine genetisch Predisposition fir eine DCM fiihrt jedoch nicht zwangslaufig zu einer
Manifestation der Erkrankung. Aufgrund dieser klinischen Variabilitdt und unvollstdndigen
Penetranz der genetischen DCM nimmt man an, dass Umweltfaktoren und bisher nicht
identifizierte Gene den Krankheitsverlauf modifizieren. Verdnderungen so genannter ,Modifier
Gene* fihren dabei alleine nicht zu einer DCM, sie kdnnen aber fur die Entstehung einer DCM

pradispositionieren und deren Verlauf beeinflussen (Pankuweit et al. 2009).

Obwohl man in den letzten Jahren zahlreiche neue Erkenntnisse Uber die Pathogenese der
DCM gewonnen wurden, kann dennoch bei etwa der Halfte der Erkrankten keine Ursache fur

die Erkrankung gefunden werden.

1.2.2 Pathologie

Charakteristisch fiir das an DCM erkrankte Herz ist die Kardiomegalie. Eine Vergro3erung um
das zwei- bis dreifache der Norm ist dabei keine Seltenheit. Mit dem Fortschreiten der Dilatation

wird auch die Ausdiinnung und Fibrosierung des Myokards makroskopisch sichtbar.

Die histologischen Veranderungen der DCM sind wenig spezifisch. Es zeigen sich
hypertrophierte Myozyten mit grofRen Nucleoli, degenerative Veranderungen an Myozyten und
Interstitium Intrazelluldr kann die Anzahl der Myofibrillen vermindert sein. An Orten mit

untergegangenem Myokard wird dieses durch Kollagen und Fibrin ersetzt (Luk et al. 2009).

1.2.3 Kilinik und Diagnose

Zu Beginn fallt die DCM haufig durch unspezifische Symptome der Linksherzinsuffizienz wie
Schwachegeflhl oder Leistungsminderung auf. Aber auch Dyspnoe, Tachykardie oder Angina

pectoris kénnen Symptome der bestehenden Linksherzinsuffizienz sein.
Entwickelt sich im weiteren Verlauf eine Rechtherzinsuffizienz sind klinische Zeichen wie

gestaute Jugularvenen, préatibiale Odeme oder eine Hepatomegalie mit Aszites zu beobachten
(Bankler et al. 2009; Maisch et al. 2002).
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Die Einteilung der New York Heart Association (NYHA) objektiviert das Ausmall der
Herzinsuffizienz. Je nach Auspragung der Symptome in Ruhe oder bei Belastung werden die
Patienten in vier Schweregrade eingeteilt (siehe Tab. 2 nach The criteria committee of the New
York Heart Association 1994).

Tab. 2: Einteilung der subjektiven Beschwerden bei Patienten mit Herzinsuffizienz nach
der New York Heart Association.
Stadium Klinische Symptome
NYHA Herzerkrankung ohne kdrperliche Limitation. Bei alltaglicher kérperlicher Belastung keine

inadaquate Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris.

NYHAII Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leistungsféhigkeit. Keine
Beschwerden in Ruhe. Bei alltéglicher kérperlicher Belastung Erschdpfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris. z.B. Bergaufgehen oder

Treppensteigen.

NYHA I Herzerkrankung mit hohergradiger Einschréankung der kdrperlichen Leistungsfahigkeit bei
gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Bei geringer korperlicher Belastung

Erschépfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina pectoris. z.B. Gehen in der Ebene

NYHA IV Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivitaten und in Ruhe.

Haufige und bedrohliche Komplikationen der DCM entstehen durch Stérungen des

Reizleitungssystems oder eine intrakardiale Hamostase.

Bei Dilatation der Ventrikel und einer Reduktion der Ejektionsfraktion (EF) verbleibt
endsystolisch ein gréReres Blutvolumen im Ventrikel zuriick. Die daraus resultierende
intrakardiale Hamostase begtinstigt die Bildung von intrakardialen Thromben. Kommt es zur
Embolisation der Thromben, vor allem in die kranialen GefalRe, gefahrdet dies das Leben der
Patienten (Diet und Erdmann 2000).

Auch das Reizleitungssystem wird durch die Dilatation des Herzens beeintrachtigt. Bei 30 %
aller Patienten mit DCM sind elektrokardiographisch Auffalligkeiten zu finden. Diese reichen von
Schenkelblécken tber hdmodynamisch irrelevantes Vorhofflimmern bis zu lebensbedrohlichen
supraventrikularen und ventrikuldren Tachykardien. Wichtig ist, dass kein EKG-Befund
beweisend fir eine DCM ist. Bei einem unauffélligen EKG-Befund ist eine relevante systolische
Funktionseinschrdnkung unwahrscheinlich, eine DCM jedoch keinesfalls ausgeschlossen
(Davie et al. 1996).

Neben der Klinik wird die definitive Diagnose der DCM durch bildgebende Verfahren gestellt.
Mittel der Wahl ist hier aufgrund der hohen Verfliigbarkeit und der minimalen Risiken fir den
Patienten zunachst die Echokardiographie. Neben dem Ausmessen der VentrikelgréRe und der
Wanddicke des Herzens konnen zusatzlich die vier Herzklappen auf Insuffizienzen oder
Stenosen untersucht werden. Auch eine nicht-invasive Abschatzung der EF ist mdglich
(Fonesca et al. 2004).
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Nach der European Society of Cardiology wird die Diagnose der DCM bei einer EF<45 % und
einem linksventrikularen enddiastolischem Durchmesser (LVEDD) >117 % gestellt. Um den
LVEDD individuell zu adjustieren wird die Henry-Gleichung verwendet, in die neben dem Alter
auch die Kdrperoberflache (KOF) einflie3t (Dickstein et al. 2008; Henry et al. 1980).

Henry Gleichung: LVEDDAd,-=LVEDD/45,3*KOF1’3-(0,03*Alter in Jahren)-7,2

Um eine KHK auszuschlieBen und die EF genauer zu bestimmen, gehoért auch die
Herzkatheteruntersuchung zur weiteren Diagnostik. Bei dieser kénnen zur Klarung der Atiologie
der Erkrankung Myokardbiopsien entnommen und histologisch bzw. molekularbiologisch
untersucht werden (Cooper et al. 2007; Karatolios et al. 2007; Pankuweit et al. 2009).

1.2.4 Kilinischer Verlauf und Prognose

Die DCM hat einen Manifestationsgipfel zwischen dem vierten und fiinften Lebensjahrzehnt. Je
nach Atiologie kann die Erkrankung jedoch auch bereits im Kindesalter auftreten. Manner
erkranken etwa dreimal haufiger als Frauen. Auch Menschen mit schwarzer Hautfarbe scheinen
ein erhohtes Erkrankungsrisiko zu haben. Insulinpflichtiger Diabetes mellitus oder auch ein

niedriges Einkommen sind ebenfalls mit einem erhéhten Risiko assoziiert (Paul et al. 2009).

Bereits bei Diagnosestellung gibt es unabhangige Pradiktoren, die helfen den weiteren Verlauf
der Erkrankung hinsichtlich Tod bzw. einer bendtigen Herztransplantation vorherzusagen.
Hierzu gehoéren eine EF < 30 % (Relatives Risiko (RR) 2,25), ein linksventrikularer
enddiastolischer Druck (LVEDP) > 15 mmHg (RR 2,0), Alter Gber 54 Jahre (RR 1,55) und ein
Linksschenkelblock im EKG (RR 1,53). Verschlechtert sich bei den Verlaufskontrollen die
klinische Symptomatik um mindestens ein NYHA-Stadium (RR 2,6) oder wird eine
Mitralinsuffizienz neu diagnostiziert bzw. nimmt der Grad der Insuffizienz zu (RR 1,8), sind dies
ebenfalls negative Pradiktoren fir den weiteren Verlauf (Grinig et al. 2002).

Der Verlauf der DCM ist in der Regel progressiv, allerdings kommt es bei einem Viertel aller
Patienten mit DCM im Verlauf zu einer spontanen Verbesserung der Herzfunktion. Nichts desto
trotz ist die Prognose im Allgemeinen schlecht. Die 5-Jahressterblickkeit von bis zu 50 % ist mit
der von malignen Erkrankungen vergleichbar. Durch regelmaRige Verlaufskontrollen im Abstand
von sechs bis zwolf Monaten kann die ungiinstige Prognose etwas verbessert werden (Grunig
et al. 2002).

1.2.5 Therapie

Eine spezifische Therapie der DCM ist meist nicht méglich. Die Behandlung erfolgt daher
symptomatisch. Zur Basistherapie gehort, neben allgemeinen MaRRnahmen wie Einschrankung
der Flissigkeitszufuhr und moderater kérperlicher Belastung, vor allem der Einsatz von
Medikamenten (Dickstein et al. 2008).
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Ziel der medikamentdsen Therapie ist es ein Uberschielen der Kompensationsmechanismen
des Organismus zu verhindern und das Herz zu entlasten. In der Herzinsuffizienztherapie ist
eine Senkung der Mortalitdt ab NYHA | fir Hemmer des Angiotensin converting enzymes bzw.
Angiotensin1-Antagonisten und nach Myokardinfarkt auch fir R-Blocker bewiesen. Ab NYHA llI
wird nach den aktuellen Leitlinien auch die Gabe eines Aldosteronantagonisten wie
Spironolacton zur Verlangerung der Lebenszeit empfohlen (McMurray et al. 2005). Neuere
Studien deuten auch fir Patienten mit einer milden Herzinsuffizienz im Stadium NYHA Il eine

Reduktion der Mortalitéat durch Aldosteronantagonisten an (Zannand et al. 2011).

Keinen Nachweis fir eine Senkung der Mortalitdt gibt es fiir Diuretika oder Digitalisglykoside.
Zur Besserung der Symptomatik oder Herzfunktion sind sie jedoch ebenfalls Bestandteil der

Therapie (Faris et al. 2002, the digitalis investigation group 1997).

Bei hohergradigen NYHA Stadien, persistierenden Symptomen trotz pharmakologischer
Therapie oder einer EF < 35 % kann bei asynchroner Herzaktion die Implantation eines Zwei-
Kammer-Schrittmachers zur Resynchronisation der Herzkammern helfen, die EF der Patienten
zu optimieren. Ein implantierbarer Kardioverter/Defibrillator sollte bei Patienten mit
héhergradigen Rhythmusstérungen oder einer EF < 35 % in Betracht gezogen werden
(Connolly et al. 2000, Riviero-Ayerza et al. 2006).

Bei persistierenden Symptomen der Herzinsuffizienz, trotz maximaler medikamentéser und
interventioneller Therapie, mit einem NYHA Stadium Ill oder IV st bei fehlenden
Kontraindikationen eine Herztransplantation zu tiberdenken (Dickstein et al. 2008).

Eine therapeutische Sonderstellung nimmt die inflammatorische DCM ein. Abhangig von den
Ergebnissen der Myokardbiopsien existieren hier &atiologisch orientierte Therapieansatze.
Wahrend Patienten mit nachgewiesener myokardialen Virenpersistenz von einer antiviralen
Therapie profitieren, kann bei virusnegativen Patienten bei Nachweis eines immunologischen
Entziindungsprozesses mittels Immunsuppression oder Immunabsorption eine klinische
Verbesserung erreicht werden. (Felix et al. 2008, Frustaci et al. 2009, Maisch et al. 2004,
Schultheiss et al. 2008).
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1.3 Acetylcholinrezeptoren

Bei den cholinergen Rezeptoren werden die nicotinerge von den muskarinergen
Acetylcholinrezeptoren unterschieden. Beide Arten von Rezeptoren werden durch Acetylcholin

aktiviert, besitzen aber mit Nikotin bzw. Muskarin unterschiedliche weitere Agonisten.

Die nicotinergen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) befinden sich an den motorischen Endplatten,
pragangliondr im autonomen Nervensystem und im zentralen Nervensystem (ZNS). Die finf
Untereinheiten des Rezeptorproteins bilden einen transmembrandren lonenkanal. Eine
Aktivierung des Rezeptors fiihrt zu einer Offnung des lonenkanals und durch den Einstrom von
Kationen nach intrazellular zu einer Depolarisation und Erregung der Zelle (Silbernagel et al.
2007).

Die muskarinergen Acetylcholinrezeptoren (MAChR) hingegen befinden sich postganglionar in
parasympathischen Nerven, prasynaptisch als Autorezeptoren und im ZNS. Die Mehrheit der
Effekte des Parasympathikus im ZNS und in der Peripherie wird Uber sie vermittelt (Dhein et al.
2001).

Im Gegensatz zu den nAChR gehéren die mAChR zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Sie besitzen sieben Transmembrandomanen sowie einen extrazellularen N-
Terminus und ein intrazellulares c-terminales Ende. Die Sekundarstruktur des Rezeptorproteins
wird dabei durch sieben a-Helices gebildet, die eng aneinander v-féormig in der Zellmembran
angeordnet sind. Innerhalb der Zellmembran kénnen mAChR unterschiedliche Konformationen

einnehmen und so die weitere Signaltransduktion einleiten (Caulfield und Birdsdale 1998).

Fur die Bindung der Liganden existieren bei den mAChR zwei Interaktionsdomanen. Zum einen
die orthotope Bindestelle des Acetylcholins, zum anderen eine weitere Doméne, die so

genannte allosterische Bindestelle.

Die Bindung eines Agonisten flhrt zunachst zu einer Konformationsanderung des Rezeptors in
einen Zustand, der die Interaktion mit dem jeweiligen G-Protein erleichtert. Das extrazellulare
Signal wird so nach intrazellular weitergeleitet. An der a-Untereinheit des G-Proteins kommt es
zu einem Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintriphospaht (GTP). Das G-
Protein zerféllt in eine a- und eine By-Untereinheit. Die weitere Signaltransduktion wird
anschlieBend durch den Einfluss von Second-messenger-Botenstoffen vermittelt (Mosser et al.
2001).
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Bei Saugetieren sind finf verschiedene Subtypen der mAChR (M1 bis M5) bekannt (siehe Tab.
3). Die Subtypen M1, M3 und M5 vermitteln Uber die a-Untereinheit eines G4-Proteins eine
Aktivierung der Phopholipase C. Diese spaltet Phosphatidylinositol-4, 5-bis-phosphat (PIP,) in
Inositol-1, 4, 5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). IP; und DAG vermitteln als Second-
messenger die weiteren Effekte. Die Subtypen M2 und M4 hingegen hemmen uber ein G-
Protein die Adenylatcyclase und senken so die intrazellulare Konzentration des zyklischen
Adenosinmonophosphats (cCAMP) (van Koppen und Kaiser 2003).

Tab. 3: Subtypen der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren (nach Dhein et al. 2001).

M1 M2 M3 M4 M5
Chromosom 11912-13 7935-36 1943-44 11p12-11.2 15926
Aminosauren 460 466 590 479 532
G-Protein a1 ifo q/11 ifo q/11
Second PLC AC| PLC AC| PLC
messenger IP3/DAG IP3/DAG IP3/DAG
Ca*'/PKC Ca*'IPKC Ca”'IPKC
Lokalisation Gehirn Herz Gehirn Frontalhirn Substantia nigra
Exokrine Driisen Mesencephalon | Exokrine Drisen Striatum
sympathische lleum glatte Muskulatur
Ganglien Endothelzellen

AC = Adenylatcyclase. Ca”* = Calcium. DAG = Diacylglycerin. IP; = Inositoltrisphosphat. PKC Proteinkinase C. PLC =
Phospholipase C.

Am Herzen ist der m2AChR der vorherrschende muskarinerge Rezeptor. Eine Stimulation hat
einen negativ chronotropen und inotropen Effekt. Durch die G;-Protein vermittelte Reduktion der
intrazellularen cAMP-Konzentration wird die Aktivierung der L-Typ Ca®*-Kanale an der
Zellmembran gehemmt und so der Calciumeinstrom in die Zelle reduziert. Wie bei anderen
Muskeln fuhrt auch am Myokard eine Reduktion der intrazellularen Calciumkonzentration zu
einer negativen Inotropie. Daneben werden nach Aktivierung der m2AChR hauptsachlich am
Vorhof K'-Einwartsgleichrichter-Kanéle geéffnet. Dies filhrt iber eine Hyperpolarisation der
Zellmembran zu einer Senkung der Herzfrequenz und Verklrzung des Aktionspotentials. Unklar
ist die Rolle einer Aktivierung der NO-Synthase am Herzen durch den m2AChR. Sie kénnte
Uber eine Erhdéhung des intrazelluldren zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP) ebenfalls
zu einer Hemmung der L-Typ Ca’*-Kandle fiihren (siehe Abb. 4 nach Dhein et al. 2001, Pan et
al. 2008).
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Abb. 4: Signaltransduktion des m2AChR (nach Dhein et al. 2001).
AC = Adenylatcyclase. B = B-Adrenorezeptor. lc,. = L-Typ Calciumkanal. I; = Schrittmacherkanal. I acn = K-
Einwartsgleichrichterkanal. M2 = m2AChR. PDE = Phosphodiesterase. PKA = Proteinkinase A. PKG = Proteinkinase G.

Wie bei der Mehrzahl der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren kommt es auch bei den m2AChR
bei persistierender Stimulation zu einer Reduktion der intrinsischen Aktivitat des Rezeptors und

durch Internalisierung zu einer reduzierten Rezeptordichte an der Zellmembran.

Sowohl bei der Desensibilisierung als auch bei der Internalisierung kommt dem intrazellularen
Protein R-Arrestin eine zentrale Rolle zu. Nach einer agonistenabhangigen Phosphorylierung
des Rezeptorproteins durch die G-Protein-gekoppelte-Rezeptorkinase kann Arrestin an den
m2AChR binden und ihn von seinem G-Protein entkoppeln bzw. die Endozytose des Rezeptors

einleiten (Paals-Rylaarsdam et al. 1997, van Koppen und Kaiser 2003).

Lange Zeit wurde angenommen, dass der m2AChR der einzige mAChR am Herzen ist. Die
Beobachtung, dass eine uber das physiologische Mall hinausgehende Konzentration von
muskarinergen Agonisten uber eine IP3-Erhéhung einen positiven inotropen und chronotropen
Effekt am Herzen hat, lie® aber vermuten, dass noch ein zweiter mMAChR Subtyp am Herzen
existiert. Tatsachlich gibt es nach heutigem Kenntnisstand neben dem vorherrschenden
m2AChR auch m3AChR am Herzen. Die physiologische Rolle der kardialen m3AChR ist
allerdings noch nicht geklart (Willmy-Matthes et al. 2003; Wang et al. 2004).
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1.4 CHRM2-Gen

Das CHRM2-Gen befindet sich im menschlichen Genom auf Chromosom 7431435 Und umfasst
151,65 kbp. Es besteht aus drei Exons, wobei lediglich das letzte die Informationen flr ein
Protein beinhaltet. Mindestens zwolf verschiedene Splicevarianten der mRNA existieren, davon
kodieren zehn fir einen intakten m2AChR. Die kodierende Sequenz des m2AChR umfasst
1401bp und zeigt in 94-100 % eine Ubereinstimmung im Vergleich des Menschen mit anderen
Saugetieren (Badner et al. 1995; Zhou et al. 2001).

In der Vergangenheit wurden Polymorphismen des CHRM2-Gens mit einigen Krankheitsbildern

in Verbindung gebracht (siehe Tab. 4).

Bisher eindeutige und auch reproduzierte Daten zeigen einen Zusammenhang zwischen Single-
nucleotid-Polymophismen (SNPs) des CHRM2-Gens und dem Auftreten von Alkohol- und
Drogenabhangigkeit (Luo et al. 2005; Dick et al. 2007).

Im Bezug auf die Major Depression ist die Studienlage weniger eindeutig. In der Vergangenheit
haben einige Studien einen Bezug von SNPs im CHRM2-Gen und der Major Depression
herstellen kénnen (Comings et al. 2002). Eine 2009 publizierte grof3e Fall-Kontroll-Studie mit
1420 Fallen und 1624 Kontrollen konnte diese Ergebnisse allerdings nicht bestatigen (Cohen-
Woods et al. 2009).

Ahnliche Daten liegen auch fiir einen Zusammenhang von Veranderungen im CHRM2-Gen und
einem erhohten Intelligenzquotienten vor. Mehrere Arbeiten konnten in der Vergangenheit einen
signifikant erhdhten Intelligenzquotient bei Probanden mit SNPs im CHRM2-Gen feststellen
(Comings et al. 2003; Gosso et al. 2006; Dick et al. 2007). Im Gegensatz dazu steht die groRte
Studie zu diesem Thema aus dem Jahr 2009 mit insgesamt tber 3300 Probanden in drei
unabhangigen Kohorten. Bei 30 untersuchten SNPs konnten hier keine signifikanten
Unterschiede zwischen Tragern und Nicht-Tragern der Polymorphismen im CHRM2-Gen

gezeigt werden (Lind et al. 2009).

Eine Assoziation zwischen Nikotinabusus und dem SNP rs324650 wurde in einer Publikation
beschrieben. Diese war allerdings nur bei Frauen signifikant (Mobascher et al. 2009). Auch eine
Assoziation zwischen SNPs im CHRM2-Gen und einigen Charaktereigenschaften, wie
Freundlichkeit oder ein reduziertes Plichtbewusstsein, wurden in der Vergangenheit beobachtet
(Luo 2007).

Da der m2AChR der vorherrschende mAChR am Herzen ist und ihm eine entscheidende Rolle
bei der Regulation der Herzfunktion zukommt, liegt ein Einfluss von Veranderungen im CHRM2-
Gen auf kardiale Erkrankungen nahe. Bis heute wurden drei Studien publiziert, die eine

Verbindung des CHRM2-Gens mit kardiologischen Erkrankungen herstellen.
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Zwei Studien von Hautale et al. beschaftigen sich mit der Erholungsrate der Herzfrequenz nach
Belastung bei Probanden mit SNPs im CHRM2-Gen. In einer ersten Arbeit wurden gesunde
Probanden untersucht und in einer folgenden Arbeit Patienten mit kirzlich stattgehabten
Myokardinfarkt. In beiden Studien zeigten die Trager zweier SNPs eine geringere Erholung der
Herzfrequenz nach Belastung. Bei den Patienten mit kirzlich stattgehabten Myokardinfarkt war
das Auftreten beider SNPs mit einer erhdhten Mortalitéat verbunden (RR 2,5 bzw. 2,1).

Tab. 4: Datenlage zur Assoziation von Verdnderungen
im CHRM2-Gen mit klinischen Erscheinungen.

Zusammenhang
Klinik Ja | Unklar Nein

Alkoholabusus X

Drogenabusus X

Nikotinabusus (X)

Major Depression X
Intelligenzquotient X
Charaktereigenschaften X

Kardiale Erholungsrate X

Asthma bronchiale X

Zhang et al. untersuchten die kodierende Region auf dem dritten Exon des CHRM2-Gens von
sieben nicht miteinander verwandten Familien mit einer familiaren Form der DCM. Der fiir den
m2AChR kodierende Abschnitt des CHRM2-Gens wurde sequenziert und das Blut der
Patienten mittels ELISA auf Autoantikdérper gegen den m2AChR getestet. Als Vergleichsgruppe

wurden weitere 139 Patienten mit sporadischer DCM und 450 gesunde Probanden untersucht.

Bei einer Familie fand sich bei allen zwolf Erkrankten die Missense-Mutation C722G. Diese
fuhrt zu einem Aminosaureaustausch an Position 176 des Rezeptorproteins von Cystein zu

Tryptophan in der zweiten extrazellularen Schleife des m2AChR.

Weder bei den gesunden Mitgliedern dieser Familie, noch bei den an DCM erkrankten
Patienten der sechs ubrigen Familien oder den 139 Patienten mit sporadischer DCM konnte
diese oder eine andere Mutation im CHRM2-Gen gefunden werden. Auch unter den 450

gesunden Probanden fanden sich keine Mutationen.
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Alle Trager der Mutation waren im Enzyme-linked Immunosprbent Assay (ELISA) positiv fir
Autoantikdrper gegen den m2AChR. Sie zeigten einen friheren Krankheitsbeginn und eine
statistisch signifikant héhere 3-Jahres-Sterblichkeit. Die Autoren vermuten, dass der m2AChR
eine wichtige Rolle bei strukturellen und funktionellen Verdnderungen des Herzens spielt. Die
gefundene Mutation kdénnte eine Rolle in der Entstehung der DCM spielen oder als Pradiktor fur

deren Verlauf dienen.

Dies ist bis heute die einzige Studie, die eine Mutation der kodierenden Region des CHRM2-
Gens mit einer Erkrankung in Verbindung bringt. Andere Untersuchungen der kodierenden

Region bei Patienten mit Asthma bronchiale zeigten keine Mutationen.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die dilatative Kardiomyopathie ist die haufigste Kardiomyopathie. Sie ist weltweit die fuhrende
Indikation fiir eine Herztransplantation. Bei mindestens 30 % aller Patienten mit DCM wird eine
genetische Komponente in der Pathogenese der Erkrankung angenommen. Die Vielzahl an
bekannten Krankheitsgenen zeigt dabei die groRe genetische Heterogenitat der Erkrankung
(Frey et al. 2007).

Ein neues mdgliches Krankheitsgen der DCM ist das fur den m2AChR kodierende CHRM2-
Gen. Eine Hauptaufgabe des m2AChR besteht in der Regulation der parasympathischen
Innervation am Herzen. In der Vergangenheit konnten bei 30-50 % der Patienten mit DCM

Autoantikérper gegen m2AChR nachgewiesen werden (Caforio et al. 2002).

Im Jahr 2008 wurde von Zhang et al. erstmals Uber eine Mutation im fir den m2AChR
kodierenden dritten Exon des CHRM2-Gens berichtet, die mdglicherweise mit der Entstehung

einer DCM in Zusammenhang steht und deren Krankheitsverlauf negativ beeinflusst.

Um die Bedeutung des CHRM2-Gens fiir die Pathogenese der DCM weiter zu untersuchen, soll
im Rahmen dieser Arbeit eine molekularbiologische Untersuchung der kodierenden Region des
CHRM2-Gens bei Patienten mit DCM durchgefihrt werden. Als Methode wird die Polymerase-
Kettenreaktion mit anschlieender single-stranded-conformation-polymorphism

Gelelektrophorese verwendet.

Ziel dieser Arbeit ist es, neue Mutationen im CHRM2-Gen als Hinweise fur die Rolle des Gens
in der Pathogenese der DCM zu identifizieren. Diese Mutationen im CHRM2-Gen sollen mit
einer gesunden Kontrollgruppe verglichen werden. Bei Mutationstragern soll anhand der
vorliegenden klinischen Daten versucht werden, einen Zusammenhang mit dem Kklinischen

Verlauf der Erkrankung herzustellen.
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2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tab. 5: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien.

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

Acros organics

Acros organics

Acros organics

Chemikalie Firma
Agarose Biozyme Wien, Osterreich
Ammoniumpersulfat (APS) Bio Rad Minchen
Borsaure Fisher Scientific Schwerte
dNTP’s Bioline Luckenwalde

Geel, Belgien

Ethidiumbromid Carl Roth Karlsruhe
Formamid Carl Roth Karslruhe
Langenstandard (100bp) Bioline Luckenwalde
Loading-Buffer 5 Prime Hamburg
NH,4-Puffer (10x) Bioline Luckenwalde
MgCl, Bioline Luckenwalde
Primer TIB Molbiol Berlin
Rotiphorese 40 (37,5:1) Carl Roth Karlsruhe
Tag-Polymerase Bioline Luckenwalde

Geel, Belgien

Geel, Belgien

2.1.2 Verwendete Gerate

Tab. 6: Verzeichnis der verwendeten Gerite.

Gerate Firma
Thermocycler:
Gene Amp PCR System 2700 Applied Biosystem Darmstadt
Primus 65 Plus MWG Biotech Eberberg

Elektrophoresekammer

GNA 100 Pharmacia Biotech Uppsala, Schweden

Maxigel Biometra Gottingen
Stromquellen

Power Pack P25 Biometra Gottingen

E 452 Consort nv Turnhout, Belgien
CCD-Kamera Bio Rad Minchen
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2.1.3 Ansatze der Puffer

2.1.3.1 Tris-Borsaure-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)

1 Mol Tris(hydroxymethyl)aminomethane — 121,14 g
0,9 Mol Borsaure — 55,659
0,01 Mol EDTA — 3,72 g

Die oben genannten Chemikalien werden in etwa 800ml H,O geldst und der Ziel-pH von 8,4
eingestellt. Danach wird der Puffer mit H,O auf einen Liter aufgefiilit.

2.1.3.2 SSCP-Loading-Buffer

95 % Formamid
0,05 % Xylene Cyanol
0,05 % Bromphenolblau

10 mM NaOH

2.2 Methoden

2.2.1 Auswahl der Patienten

Im Rahmen des Teilprojekts 9a des Kompetenznetz Herzinsuffizienz (KNHI) wurden von Uber
300 Patienten mit DCM Vollblutproben in eine Biomaterialbank aufgenommen und deren
klinische Daten prospektiv in einer standardisierten klinischen Datenbank erfasst. Die

Blutproben der in dieser Arbeit untersuchten Patienten sind Teil dieser Biomaterialbank.

Das KNHI ist ein vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF) geférdertes
Kooperationsnetzwerk von wissenschaftlichen Arbeitsgruppen aus dem gesamten
Bundesgebiet mit dem Ziel, die Effizienz und Effektivitdt der Forschung im Bereich der

Herzinsuffizienz zu steigern und eine Verbesserung der klinischen Versorgung zu erreichen.

Die verschiedenen Forschungsbereiche des KNHI sind in 13 wissenschaftliche Teilprojekte
unterteilt. Hierbei hat das von der Klinik fiir Kardiologie in Marburg initiierte Teilprojekt 9a die
Untersuchung atiopathogenetisch bedeutsamer Faktoren der DCM zum Ziel. Insbesondere eine
genetische Assoziation von Autoimmun- und Infektionserkrankungen in der Pathogenese der

DCM soll untersucht werden (www.knhi.de).

Einschlusskriterien fiir alle Patienten, deren Daten im Rahmen des KNHI Teilprojektes 9a
aufgenommen wurden, sind, den aktuellen Leitlinien der European Society of Cardiology
entsprechend, eine EF < 45 % und ein LVEDD > 117 % nach dem Henry-Index.
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Die Patienten gaben nach Aufklarung schriftlich ihr Einverstandnis zur Aufnahme ihrer Daten in
die Datenbank des KNHI und willigten in die Verwendung der Daten und DNA zu

Forschungszwecken ein. Das Ethikvotum der zustandigen Ethikkommissionen liegt vor.

Alle Patienten wurden bei Einschluss gebeten, einen standardisierten Fragebogen auszuftllen.
Blut wurde entnommen, die DNA extrahiert und tiefgefroren. Eine klinische Untersuchung
inklusive Echokardiographie vervollstandigte die gewonnenen Daten. Ein Jahr nach Einschluss
in das KNHI erfolgte eine erneute klinische Untersuchung. Die Ergebnisse weiterer
Untersuchungen, wie zum Beispiel der Myokardbiopsieuntersuchungen, wurden ebenfalls

erfasst und liegen vor.

2.2.2 Primerdesign

Um die kodierende Region im CHRM2-Gen amplifizieren zu kénnen wurden Primer entworfen,
die den entsprechenden DNA-Abschnitt im CHRM2-Gen vollstéandig erfassen. Fir eine hohe
Sensitivitat der single-stranded-conformation-polymorphism Gelelektrophorese (SSCP) sollten
die Produkte der Polymerasekettenreaktion (PCR) eine Lange von 400bp nicht Giberschreiten
(Sheffield et al. 1993). Daher wurden fur die 1401bp umfassende kodierende Region des
CHRM2-Gens acht Primerpaare verwendet. Jedes Primerpaar schlief3t einen 270 bis 305
Basenpaare umfassenden Teil der kodierenden Region des CHRM2-Gens ein. Die einzelnen
Abschnitte Uberlappen sich um 98 bis 125 Basenpaare. Das Amplifikat des achten Primerpaars
geht 74 Basenpaare uber die kodierende Region des Gens hinaus (siehe Tab. 7). Die Primer
wurden mit Hilfe des Programmes ,Gene Sorter” der University of California Santa Cruz
entworfen und von der Firma TIB MOLBIOL® synthetisiert.



2 Materialien und Methoden 19

Tab. 7: Primerpaare

Primersequenz Amplifikatlange Uberlappung

CHRM2 3-1F 5-TTCTATTTCCTTGCAGGTTTAAATG-3' 303b
CHRM2 3-1R 5-TGTACAAGTTCATGGAGAAAACAC-3' P
CHRM2 3-2F 5'-CGGGAACATCCTAGTCATGG-3'

288bp 125bp
CHRM2 3-2R 5-CGCTTGACTGGGTAGGTCAG-3'
CHRM2 3-3F 5-GCTAGCCCTGGACTATGTGG-3'

277bp 102bp
CHRM2 3-3R 5-AGCCGTACCAAAGGTGACAG-3'
CHRM2 3-4F 5'-GCTCCAGCCATTCTCTTCTG-3"

286bp 109bp
CHRM2 3-4R 5-TGCTGGGCATGTTGTTATTG-3"
CHRM2 3-5F 5'-GAAGGACAAGAAGGAGCCTG-3’

284bp 98bp
CHRM2 3-5R 5-CCAGGGAAGTGGAAACTGTG-3’
CHRM2 3-6F 5-TGTTCAGGGAGAGGAGAAGG-3’

284bp 116bp
CHRM2 3-6R 5-TCATCTTCACAATCTTGCGG-3’
CHRM2 3-7F 5'-AAAAGTGACTCATGTACCCCAAC-3’

290bp 109bp
CHRM2 3-7R 5°-CAAAGCCAGTAACCAATTGTCC-3’
CHRM2 3-8F: 5'-CAATCTTGGCTATTCTGTTGG-3"

305bp 124bp
CHRM2 3-8R: 5'-GCTCGTTTATCCCTTTTATTCTTC-3"

2.2.3 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine In-vitro-Technik, mit der gezielt DNA-Abschnitte,
die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, vervielfaltigt werden kénnen. Das
Prinzip besteht aus mehreren Amplifikationszyklen mit den drei Schritten Denaturierung,
Annealing und Amplifikation. Wahrend einer PCR wird dieser Zyklus in der Regel ca. 30-40 Mal
wiederholt (Mullis et al. 1986).

Im ersten Schritt kommt es durch Erhitzen zu einer Trennung der beiden Strdnge des DNA-
Molekils. Im zweiten Schritt lagern sich, nach Abkihlen der Reaktion, zwei hinzugegebene
spezifische Oligonukleotide, so genannte Primer, an die Einzelstrang DNA (ssDNA) an. Sie
begrenzen so den zu vervielféltigenden DNA-Abschnitt. In einem dritten Schritt werden die
Primer durch eine hitzestabile DNA-Polymerase in Gegenwart von
Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) verlangert. Die hierfir verwendete Tag-Polymerase
stammt aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus und ist, im Gegensatz zu der Polymerase
des Menschen, hitzestabil (Carballeira et al. 1990, Clarke et al. 1992).
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Das Reaktionsgemisch wird in ein dinnwandiges Reaktionsgefal3, zum Beispiel eine 96-Well
Platte, gegeben. Die jeweils bendtigte Temperatur der Reaktionsmischung wird durch Erwérmen
bzw. Abkuhlen in einem Thermocycler erreicht.

Bereits nach dem dritten Zyklus bilden sich Doppelstrange, die der durch die Primer
eingerahmten DNA-Sequenz entsprechen. Durch die weiteren Zyklen vermehrt sich das
gewinschte Amplifikat exponentiell. Nach Abschluss der PCR werden die Proben bei 4° Celsius
gelagert. Die Tag-Polymerase zeigt bei dieser Temperatur keine Aktivitdt und das Amplifikat
bleibt stabil.

Fur die PCR werden pro Probe 25 ng DNA in einem 12,5 yl PCR-Ansatz verwendet.

Der PCR-Ansatz wird folgendermaflen zusammengestellt:

Forward Primer (5 uM): 0,5 pl
Reverse Primer (5 yM): 0,5 pl
10x NH4-Puffer: 1,25 pl
dNTP's (2,5 mM): 1l
MgCl, (50 mM): 0,5 pl
H,0: 8,185 yl
Taqg-Polymerase (5 U/ul): 0,065 pl

Je 25 ng DNA werden in jedes Well einer 96-Well-Platte vorgelegt. Um eine vorzeitige Aktivitat
der Tag-Polymerase zu vermeiden, wird diese erst nach dem Vorlegen der DNA in den PCR-
Ansatz hinzugegeben. AnschlieRend werden zu jeder Probe 12 ul PCR-Ansatz gegeben und die

PCR-Platte kurz zentrifugiert.

Die 96-Well Platte wird in den Thermocycler gegeben und eine Touch-Down-PCR durchgefihrt.
Dabei wird die Annealingtemperatur zunachst oberhalb der Schmelztemperatur der Primer
gewahlt und anschlieRend schrittweise bis unterhalb der zu erwartenden Schmelztemperatur
reduziert. Je niedriger die Annealingtemperatur, umso mehr Zyklen werden mit dieser
Temperatur durchgefiihrt. Bei einer hohen Annealingtemperatur binden die Primer spezifischer
an die komplementare DNA-Sequenz. Dadurch wird die Bildung von Artefakten vermindert und
vorzugsweise der gewiinschte DNA-Abschnitt amplifiziert (siehe Tab. 8, Korbie und Mattick
2008).
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Tab. 8: Programm und Prinzip der PCR

Anzahl Zyklus Temperatur Zeit
Denaturieren
Al li
nneating 1 Denaturieren 95° 5min
<1
Denaturieren 95° 30sec
> 68° 30sec
3 Annealing 72° 45sec
l Elongation Elongation
- ! Denaturieren 95° 30sec
3 Annealing 65° 30sec
[ >
Denaturieren Elongation 72 45sec
Anneallpg Denaturieren 95° 30sec
Elongation
Z T 4 Annealing 63° 30sec
I S Z ] Elongation 72° 45sec
[ > < ] Denaturieren 95° 30sec
[ > 6 Annealing 61° 30sec
l Elongation 72° 45sec
Denaturieren 95° 30sec
< ]
6 Annealing 58° 30sec
[ > < ]
Elongation 72° 45sec
[ > < ]
Denaturieren 95° 30sec
[ > < ]
15 Annealing 55° 30sec
[ > < ]
| < Elongation 72 45sec
¢ . Hold 72° w0

usw.

2.2.4 Gelelektrophorese

Bei einem pH-Wert um 7,5 sind DNA-Molekiile insgesamt negativ geladen und bewegen sich in
einem angelegten elektrischen Feld zur Anode. Bei den Gelelektrophoresen macht man sich
dies zu Nutze, indem man DNA auf ein Agarose- oder Polyacrylamidgel auftragt und deren
Laufverhalten im elektrischen Feld beurteilt. Die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel ist dabei
von Molekulargewicht und Konformation der DNA sowie Konzentration bzw. PorengréRe des
Gels und angelegter Spannung abhangig. Unterschiede im Laufverhalten von Proben geben
demnach, je nach Art des Gels, Hinweise auf Unterschiede in der Lange oder Konformation des

Amplifikats. In dieser Arbeit werden Agarose- und Polyacrylamidgele verwendet.

Sichtbar gemacht wird das Ergebnis der Gelelektrophorese durch Anfarbung mit
Ethidiumbromid. Ethidiumbromid interkaliert mit DNA und zeigt unter UV-Licht eine starke
Fluoreszenz. Die DNA in den Gelen kann so mit Hilfe einer CCD-Kamera sichtbar gemacht und
beurteilt werden (Alberts et al. 2011, Kohimann und Rhém 2002).
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2.2.4.1 Agarosegelelektrophorese

Das Agarosegel ist in erster Linie fur La&ngenbestimmungen von DNA-Fragmenten geeignet. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA im Gel ist dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus
des Molekulargewichts. Somit kann das Molekulargewicht eines DNA-Fragmentes mit
unbekannter GréRRe aus seiner Wanderstrecke im Gel bestimmt werden. Vorraussetzung ist
allerdings ein Langenstandard, der neben den DNA-Fragmenten auf das Gel aufgetragen wird.
Der als Langenstandard verwendete Marker enthalt DNA-Fragmente definierter Grof3e, so dass
bei der Auswertung im Agarosegel alle 100bp eine Markierung sichtbar wird (Alberts et al. 2011,
Mulhardt 2009).

Bei dieser Arbeit werden 1,5%ige horizontale Agarosegele fir die stichprobenartige
Erfolgskontrolle der PCR verwendet.

Fur die Herstellung eines 1,5%igen Agarosegels mit einem Volumen von 50 ml werden 0,75 g
Agarose in 50 ml 0,5xTBE-Buffer durch Aufkochen geldst. Nach Abkihlen unter Rihren auf ca.
60° Celsius werden 5 pl Ethidiumbromid hinzugefligt und die L6sung zum Aushérten in eine
Form gegossen. Kdmme werden in das noch flissige Gel als Platzhalter fiir die Taschen
eingesetzt.

Nach dem Aushéarten des Gels wird dieses in einer Gelkammer mit 0,5xTBE-Puffer
Uberschichtet. Um den Erfolg der PCR zu kontrollieren, wird mit zehn reprasentativen Proben
pro 96-Well Platte eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt. Je 2,5 yl der PCR-Produkte
werden mit 2 yl eines Loading-Buffers gemischt und neben dem Léngenstandard auf das Gel
aufgetragen. Der Loading-Buffer erhdht zum einen die Dichte des PCR-Produktes, so dass es
auf den Boden der Geltaschen sinkt. Zum anderen ist es durch den im Loading-Buffer
enthaltenen Farbstoff mdglich, die Wanderstrecke der Amplifikate wahrend der Elektrophorese

zu Uberwachen.

Eine Spannung von 80 V wird fir etwa 60 min an die Gelkammer angelegt. Beim Durchwandern
des Gels interkaliert die DNA mit dem im Gel vorhandenen Ethidiumbromid und wird dadurch,

bei der Auswertung, unter UV-Belichtung sichtbar.

2.2.4.2 Single-Stranded-Conformation-Polymorphism Gelelektrophorese

Als molekularbiologische Methode fir die Suche nach Mutationen im CHRM2-Gen wird die

single-stranded-conformation-polymorphism Gelelektrophorese (SSCP) verwendet.

Die SSCP ist eine relativ einfache und sensitive molekularbiologische Methode, um zuvor
unbekannte Mutationen in einem PCR-Amplifikat zu identifizieren. Sie wurde erstmals von Orita
im Jahr 1989 beschrieben und in den folgenden Jahren weiter entwickelt (Konstantinos et al.
2008).
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Die SSCP beruht auf dem Prinzip, dass in ihre Einzelstrangform Uberfiihrte DNA eine durch die
Primarsequenz bestimmte einzigartige Sekundarstruktur einnimmt. Diese wird durch
intramolekulare Interaktionen stabilisiert und fihrt zu Veradnderungen des Laufverhaltens im
nichtdenaturierenden Polyacrylamidgel. Dabei fiihren bereits Punktmutationen in einem einige
hundert Basenpaare umfassenden Fragment zu detektierbaren Mobilitdtsunterschieden (Orita
et al. 1989).

Um eine geeignete Laufzeit fir die SSCP zu ermitteln, wird vor Beginn der Untersuchung der
Patientenproben ein Laufzeittest durchgefiihrt. Bei einer SSCP uber finf Stunden bei 300 V
wird hierbei alle 30 min je eine Geltasche des Polyacrylamidgels mit jeweils dem gleichen
Amplifikat beladen. Die Laufzeit der Bande mit der besten Auftrennung der Probe wird fir die
folgende Untersuchung der Patientenproben verwendet. Zur Ermittlung der optimalen
Polyacrylamidkonzentration der Gele werden Gele mit 5 %, 7 % und 10 % Polyacrylamid

getestet.

Vor dem Giel3en der Polyacrylamidgele werden zunachst zwei Glasplatten mit H,O und Ethanol
gereinigt. Zwischen die Rander der gereinigten Platten wird ein Gummi als Abstandhalter und
Abdichtung eingesetzt. Klammern dienen als Fixierung der Platten aneinander.

Fur ein 7%iges Gel werden 7 ml 40%iges Acrylamid (Rotiphorese 40) mit 4 ml 10xTBE-Puffer
und 29 ml H,O gemischt. Nach der Zugabe von 360 pl 10%igem APS als Polymerisationsstarter
und 36 pl TEMED als Katalysator beginnt die Polymerisation des Gels. Das noch flissige Gel
wird zwischen die vorbereiteten Platten gegossen und ein Kamm mit 32 Zahnen als Platzhalter

fur die Geltaschen eingesetzt.

Nach etwa zwei Stunden ist das Gel vollstadndig polymerisiert und kann verwendet werden. Der
Kamm wird entfernt und die Geltaschen werden gereinigt. Nachdem zwei Gele vertikal in die
Elektrophoresekammer eingespannt wurden, wird diese mit 1xTBE-Puffer gefiillt und die
Dichtigkeit der Kammer Uberprift. Um ein Uber das Gel konstantes elektrisches Feld zu

gewabhrleisten, missen Luftblasen am Boden des Gels ausgespililt werden.

Die PCR-Produkte werden zur Vorbereitung auf die SSCP zunachst mit einem denaturierendem
Puffer im Verhaltnis von 1:1 versetzt. Danach werden die Proben durch Erhitzen auf 95° Celsius
fur 5 min denaturiert. Durch sofortiges Kuhlen auf Eis wird die Sekundéarstruktur der ssDNA

stabilisiert. Pro Geltasche werden 6 yl des PCR-Gemisches auf das Polyacrylamidgel gegeben.

Nach der SSCP werden die Gele fir drei Minuten in ein Ethidiumbromidbad gegeben. Im
Ethidiumbromidbad interkaliert das Ethidiumbromid mit der im Gel vorhandenen DNA. Durch
anschlieBendes Entfarben des Gels in Wasser bleibt lediglich das an die DNA gebundene
Ethidiumbromid im Gel zuriick und die DNA-Banden kénnen unter UV-Licht sichtbar gemacht
werden.

Bei identischer Basensequenz sollten die aufgetragenen Proben ein einheitliches Laufverhalten

zeigen. Zeigt eine Probe ein abweichendes Laufverhalten, muss ihre Basensequenz mittels

Sequenzierung bestimmt werden, um eine moégliche Mutation zu identifizieren.
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2.2.5 Aufreinigung und Sequenzierung der auffalligen Proben

Die in der initialen SSCP auffalligen Proben werden zur Sequenzierung in das externe Labor
der Firma Seqlab® geschickt. Ist ein auffalliges Bandenmuster bei mehreren Proben zu finden,
wird eine reprasentative Probe zur Sequenzierung versandt. Fir die Sequenzierung wird erneut

eine PCR mit dem oben genannten Ansatz durchgefihrt.

Da Uberschissige Primer und freie Nukleotide die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse
erschweren, ist eine Aufreinigung der Amplifikate notwendig. Hierfiir werden 5 yl PCR-Produkt
mit 2 pl Exo-SAP-it versetzt und fiir jeweils 15 min zunachst auf 35° Celsius und anschlief}end

auf 80° Celsius in einem Cycler erhitzt.

Nach Abschluss der Reinigung wird die Reinheit der Proben auf einem 1,5%igem Agarosegel
gepruft. Ist das Amplifikat sauber, werden 3 pl des gereinigten Produktes mit 4 pl des

entsprechenden Foward-Primers versetzt und an die Firma Seqlab® versandt.

Die Sequenz des Amplifikats wird durch die so genannte Kettenabbruch-Methode bestimmt.
Das Prinzip beruht auf einem basenspezifischen Abbruch der DNA-Synthese. Hierfir wird in
vier Ansatzen neben den konventionellen dNTP’s jeweils eines von vier fluoreszensmarkierten
2,3'Didesoxynukleotiden hinzugegeben. Durch die fehlende 3’-OH-Gruppe kann die DNA-
Polymerase das nachste Nukleotid nicht anhdngen und es kommt zum Abbruch der Synthese.
Dies kann immer nur dann geschehen, wenn das entsprechende dNTP eingebaut werden
musste. Nach einer Gelelektrophorese der vier Ansatze kann durch ein Laser-Detektionssystem

die Basensequenz ausgelesen werden (Sanger et al. 1977).

2.2.6 Untersuchung der Kontrollgruppen

Um mdgliche krankheitsspezifische Mutationen gegeniber auch bei Gesunden vorkommenden
Polymorphismen abgrenzen zu kénnen, soll fir jede Mutation der entsprechende Abschnitt des
CHRM2-Gens bei 300 gesunden Probanden untersucht werden. Die hierfir verwendete DNA
stammt aus Vollblut von gesunden Spendern der Marburger Blutbank.

Nach einer PCR mit dem entsprechenden Primer wird eine SSCP unter den oben genannten
Bedingungen durchgefihrt. Um den zuverldssigen Nachweis der Mutation zu gewahrleisten,

wird die Probe des Mutationstragers als Positivkontrolle auf jedes Gel aufgetragen.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 337 Patienten mit DCM untersucht. Klinische Daten einer
Eingangsuntersuchung zum Zeitpunkt der Aufnahme der DNA der Patienten in die
Biomaterialbank des KNHI und einer klinisch-echokardiographischen Verlaufsuntersuchung
nach einem Jahr liegen vor. Im Beobachtungszeitraum von einem Jahr verstarben 13 Patienten.
Bei drei Patienten wurde eine Herztransplantation durchgefuhrt.

Anamnestisch erflllen 82 Patienten die Diagnosekriterien einer familiaren DCM nach Mestroni
et al. (siehe Kap. 1.2.1). Bei 15 weiteren Patienten ist eine familidre Komponente nicht

ausgeschlossen (siehe Abb. 5).

B sporadische DCM (n=240)

O unklare DCM (n=15)

W familidgre DCM (n=82)

Abb. 5: Pravalenz der familidren DCM im untersuchten Kollektiv.

Die untersuchte Patientengruppe besteht aus 254 Manner und 83 Frauen. Zum Zeitpunkt des
Einschlusses der Patienten in das Teilprokjekt 9a des KNHI lag das durchschnittliche Alter bei
50+13 Jahren. Der BMI lag mit 27,58+4,72 kg/m2 leicht Uber dem Normalgewicht im
praadiposen Bereich. Das klinische NYHA-Stadium wurde zumeist mit zwei oder drei

angegeben.
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Abb.6: Klinische NYHA-Stadien der untersuchten Patienten
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Als echokardiographischer Parameter fiir die funktionelle Einschrankung des Herzens wurde
die EF bei Einschluss und im 1-Jahresverlauf bestimmt. Als morphologischer Parameter diente
der LVEDD. Alle Patienten erflllten die von der European Society of Cardiology geforderten
Kriterien fir die Diagnose einer DCM (siehe Kapitel 1.2.3.). Im Mittel lag die EF bei Einschluss
bei 29,6+8,36 % und stieg im 1-Jahresverlauf auf 39,03+12,42 % an. Der LVEDD betrug zum
Zeitpunkt der Eingangsuntersuchung im Durchschnitt 67,8+8,38 mm. Adjustiert nach der Henry-
Gleichung entspricht dies 140,34+16,12 %. Im Beobachtungszeitraum reduzierte sich der
LVEDD auf 64,47+9,43 mm.

Eine Subgruppenanalyse der klinischen Daten von Patienten mit familidrer und sporadischer
DCM ergab vergleichbare Ergebnisse (siehe Tab. 9). Die Subgruppe der Patienten mit familiarer
DCM zeigte im Vergleich zu der Patientengruppe mit sporadischer DCM eine geringere EF
sowohl bei Einschluss (28,59+9,71 % zu 29,91+8,07 %) als auch im 1-Jahresverlauf
(35,59£12,39 % zu 40,22+12,21 %). Der BMI lag mit 26,48+4,08 kg/m2 in der Gruppe der
familiaren DCM etwas niedriger als bei den Patienten mit sporadischer DCM (27,87+4,84
kg/mz). Bei einem Signifikanzniveau von a=0,05 erreicht keiner dieser Unterschiede statistische
Signifikanz.
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Tab. 10: Vergleich der klinischen Daten von Patienten mit sporadischer und familidrer DCM.

Gesamt Sporadische DCM Familiare DCM
Alter (Jahre) 50,03+13 49,85+13 50,58+12,29
Gewicht (kg) 85,54+17,57 86,67+18,34 81,82+14,08
GroBe (cm) 175,86+8,91 175,92+8,92 175,67+8,86
BMI (kg/m?) 27,58+4,72 27,87+4.84 26,48+4,08
Herzfrequenz (bpm) 77,17+15,84 76,77+17,21 78,44+10,22
Ejektionsfraktionginschius (%) 29,6+8,36 29,91+8,07 28,59+9,17
Ejektionsfraktionroiow up (%) 39,03+12,42 40,22+12,21 35,59+12,39
LVEDDEinschius (Mmm) 67,8+8,38 67,7+8,85 68,11+6,62
LVEDD.q; (%) 140,14+16,12 139,98+17,81 141,91+16,83
LVEDDkiow-up (MmM) 64,47+9,43 64,47+10,08 64,48+7,3
NYHA-Stadium 2,57+0,73 2,610,73 2,52+0,73

Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung. BMI = Body Mass Index. NYHA
= New York Heart Association. LVEDD = linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser. Als
Signifikanzniveau gilt 0=0,05.

Im Rahmen weiterer, von anderen Teilprojekten des KNHI parallel durchgefiihrten,
molekularbiologischen Untersuchungen wurden bei 41 Patienten Mutationen in acht
verschiedenen Krankheitsgenen der DCM nachgewiesen. Am haufigsten zeigten sich
Mutationen in der schweren Kette 7 des Myosins (MYH7, n=13) und dem Myosinbindeprotein
C3 (MYBPC3, n=13), aber auch im Dystrophin (DMD, n=8), Desmin (DES, n=2), Laminin A/C
(LMNA, n=2), Troponin T (TNNT2, n=2), Myopalladin (MYPN, n=2) oder in der Ankyrin-repeat-
domain (ANKRD1, n=1) wurden Mutationen nachgewiesen (siehe Abb. 6). Zwei Patienten
weisen neben einer Mutation im MYH7 eine weitere Mutation im MYBPC3 bzw. TNNT2 auf.
Insgesamt 18 der Mutationstrager zahlen zu den Patienten mit einer familiaren DCM. Darunter
finden sich vier Patienten mit Mutationen im DMD gefolgt von jeweils drei Patienten mit
Veranderungen im MYH7 und MYBPC3. Des Weiteren wurden bei den Patienten mit familiarer
DCM die Mutationen im LMNA, MYPN und ANKRD1, sowie eine Mutation im TNNT2

nachgewiesen.
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M ohne (n=294)
H MYH7 (n=13)
B MYBPC3 (n=13)

\ & DMD (n=8)

M DES (n=2)

M LMNA (n=2)

M TNNT2 (n=2)

M MYPN (n=2)

LI ANKRD1 (=1)

Abb 7: Weitere bekannte Mutationen im untersuchten Kollektiv.
ANKRD1 = ankyrin repeat domain 1. DES = Desmin. DMD = Dystrophin. LMNA = Lamin A/C. MYBPC3 =
Myosinbindeprotein C3. MYH7 = 3-Mysosin 7. MYPN = Myopalladin. TNNT2 = Troponin T.

3.1 Ergebnisse labormethodischer Voruntersuchungen

Um eine hohe Sensitivitdt der PCR und SSCP bei der Untersuchung der Patienten zu
gewabhrleisten, wurden vor Beginn der Untersuchung der Patientenproben geeignete
Versuchsbedingungen etabliert.

3.11 PCR

Die Konzentrationen der einzelnen Komponenten im PCR-Ansatz sind entscheidend fiir den
Erfolg der PCR. Ein PCR-Ansatz, der bereits bei vorhergehenden Arbeiten erfolgreich
verwendet wurde, diente zunachst als Orientierung fir die Etablierung der PCR (Ruppert et al.
2010). Eine erste PCR mit diesem Ansatz Uber 35 Zyklen und einer Annealingtemperatur von
60°C zeigte in der Gelelektrophorese keine Amplifikate. Auch nach einer Reduktion der
Annealingtemperatur auf 50°C und dem Zusatz von Dimethylsulfoxid zeigten sich lediglich
Primer und Uberschiissige dNTPs in der Gelelektrophorese. Nach einer Verdopplung der
Magnesiumkonzentration auf 1 pl Mg2+ pro 25 yl PCR-Ansatz wurde schlieBlich erfolgreich das

gewunschte PCR-Produkt nachgewiesen (siehe Abb. 7).
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Ergebnis einer
Gelelektrophorese als
Erfolgskontrolle einer PCR mit
1 pl Mg* pro 25 ul PCR-
Ansatz. 1,5%iges Agarosgel
bei 80 V uber 60 min. Die
Geltaschen 1 und 12 zeigen
den 100bp-Marker. In den
Geltasche 2 bis 11 sind
Amplifikate  des Primers
CHRM2 3-2 der Proben B-
002226-6, B-002237-9, B-
004665-8, B-002225-4, B-
002231-8, B-002218-9, B-
002221-7, B-004639-3, B-
000344-8 und B-000345-4
aufgetragen. Der Vergleich mit
dem 100bp-Marker zeigt, dass
alle Amplifikate die erwartete
Lange von 288bp aufweisen.

Abb. 8: Erfolgskontrolle der PCR.

3.1.2 SSCP

Ein Anstieg der Temperatur des Polyacrylamidgels wahrend der SSCP kann zum Verschwinden

von Unterschieden im Laufverhalten der DNA fiihren (Glavac und Dean 1993). Die Kontrolle der

Temperatur ist bei der SSCP daher ein wichtiger Bestandteil des Versuchsaufbaus. Um trotz der

durch den elektrischen Strom entstehenden Hitze eine konstante Temperatur zu gewahrleisten,

wurde die SSCP in einem Kuhlraum bei 4° Celsius durchgefihrt.

Zur Ermittlung einer geeigneten Laufzeit der SSCP wurde bei einem 7%igen Polyacrylamidgel

bei 300V Uber funf Stunden alle 30min je eine Geltasche mit einem PCR-Produkt beladen. Die

beste Auftrennung der einzelnen Banden zeigte sich bei vier Stunden, so dass dies als Laufzeit

fur die Untersuchung der Patienten verwendet wurde (siehe Abb. 8).

Stunde 5 4,5 4
n

Ergebnis einer SSCP-Analyse
Gber 5 h bei 300 V mit einem
7%igen Polyacrylamidgel. Von
rechts beginnend wurde alle 30
min eine weitere Geltasche zur
Ermittlung einer  geeigneten
Laufzeit befiillt. Als Probe diente
ein Amplifikat des Primers
CHRM2 3-1 aus Helazellen-
DNA. Eine gute Auftrennung der
Banden zeigt sich ab einer
Laufzeit von 3,5 h.

Abb. 9: SSCP Laufzeittest.

Die in der Literatur empfohlene Polyacrylamidkonzentration fiir Gele der SSCP liegt bei 5-12 %

(Fujita und Silver 1994). Im Rahmen der Etablierung der Versuchsbedingungen wurden Gele

mit 5 %, 7 % und 10 % Polyacrylamid getestet. Die besten Ergebnisse zeigten sich bei 7%igen

Polyacrylamidgelen.
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Als Laufpuffer diente ein TBE-Puffer mit einem pH-Wert von 8,4. Ein in der Literatur
beschriebener Zusatz von Glycin beim GieRen der Gele zur Verbesserung der Sensitivitat

verschlechterte die Qualitat der Banden, so dass darauf verzichtetet wurde (Kukita et al. 1994).

Die im weiteren Verlauf bei Patienten nachgewiesene Mutation G885A (siehe Kap. 3.2. Seite
33) im Bereich des Primers CHRM2 3-4 konnte bei der Untersuchung der Kontrollgruppe unter
den urspringlichen Versuchsbedingungen nicht zuverldssig nachgewiesen werden. Eine

Anpassung der Versuchsbedingungen war daher notwendig.

Zunachst wurde die Polyacrylamidkonzentration bei 4° Celsius auf 10 % erhéht und auf 6 %
erniedrigt. Beide Alternativen zeigten keinen verbesserten Nachweis der Mutation. Eine SSCP
bei Raumtemperatur oder eine Veranderung der Laufzeit brachten ebenfalls nicht den
gewunschten Erfolg. Erst mit einer Reduktion der angelegten Spannung auf 100 V und einer
Verlangerung der Laufzeit auf 18 Stunden konnte die Mutation G885A auch bei der

Untersuchung der Kontrollgruppe als Positivkontrolle eindeutig und stabil detektiert werden.

3.2 Untersuchung der Patienten

Nach Etablierung der PCR und SSCP wurde bei 336 der 337 Patienten erfolgreich eine PCR
mit allen acht Primerpaaren durchgefiihrt. Bei einer Probe konnte mit keinem der acht Primer

auch nach mehrmaligem Versuch ein PCR-Produkt gewonnen werden.

Nach einer Elektrophorese von vier Stunden bei 300V wurde die DNA in den
Polyacrylamidgelen in einem Ethidiumbromidbad gefarbt, unter UV-Licht sichtbar gemacht und
ausgewertet. Die Abbildungen 9 bis 16 zeigen exemplarisch SSCP-Analysen mit den in Tabelle
7 aufgefiihrten Primern CHRM2 3-1 bis CHRM2 3-8 ohne den Nachweis einer Mutation.

Ergebnis einer SSCP-Analyse

Gber 4 h bei 300 V mit einem
‘2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ S ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘9 ‘ 10 ‘ 1 ‘ 12 7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-1 der Proben (1) B-020200-1,
(2) B-020207-4, (3) B-020214-X,
(4) B-020206-2, (5) B-022504-5,
(6) B-020202-5, (7) B-022567-6,
(8) B-020205-0, (9) B-022593-1,
(10) B-022573-X, (11) B-
022540-1, (12) B-022603-7. In
den Amplifikaten ist keine
Sequenzveranderung
nachweisbar.

Abb. 10: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-1 ohne Mutation.
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1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10‘11‘12

Ergebnis einer SSCP-Analyse
Gber 4 h bei 300 V mit einem
7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-2 der Proben (1) B-012715-3,
(2) B-010219-7, (3) B-010213-6,
(4) B-010215-X, (5) B-010206-0,
(6) B-010223-7, (7) B-010208-4,
(8) B-011569-5, (9) B-011584-8,
(10) B-011581-2, (11) B-011585-
X, (12) B-011582-4. In den

Amplifikaten ist keine
Sequenzveranderung
nachweisbar.

Abb. 11: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-2 ohne Mutation.
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Ergebnis einer SSCP-Analyse
Gber 4 h bei 300 V mit einem
7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-3 der Proben (1) B-002333-5,
(2) B-002319-4, (3) B-002336-0,
(4) B-002314-5, (5) B-010225-0,
(6) B-002330-X, (7) B-002223-0,
(8) B-002331-1, (9) B-002303-2,
(10) B-002321-0, (11) B-010827-
6, (12) B-002301-9. In den

Amplifikaten ist keine
Sequenzveranderung
nachweisbar.

Abb. 12: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-3 ohne Mutation.

Ergebnis einer SSCP-Analyse
Gber 4 h bei 300 V mit einem
7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-4 der Proben (1) B-012704-0,
(2) B-014089-7, (3) B-014077-2,
(4) B-014078-4, (5) B-014081-2,
(6) B-014088-5, (7) B-014085-X,
(8) B-002329-5, (9) B-002315-7,
(10) B-000222-5, (11) B-000302-
1, (12) B-000306-4. In den
Amplifikaten ist keine
Sequenzveranderung
nachweisbar.

Abb. 13: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-4 ohne Mutation.

Ergebnis einer SSCP-Analyse
Gber 4 h bei 300 V mit einem
7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-5 der Proben (1) B-020200-1,
(2) B-020207-4, (3) B-020214-X,
(4) B-020206-2, (5) B-022504-5,
(6) B-020202-5, (7) B-022567-6,
(8) B-020205-0, (9) B-022593-1,
(10) B-022573-X, (11) B-
022540-1, (12) B-022603-7. In
den Amplifikaten ist keine
Sequenzveranderung
nachweisbar.

Abb. 14: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-5 ohne Mutation.
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Ergebnis einer SSCP-Analyse

Gber 4 h bei 300 V mit einem

7%igen Polyacrylamidgel.
‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 ‘ " ‘ 12 ‘ Amplifikate des Primers CHRM2
3-6 der Proben (1) B-002221-7,
(2) B-004649-3, (3) B-002232-X,
(4) B-004652-1, (5) B-002299-8,
(6) B-004670-X, (7) B-010832-8,
(8) B-010830-4, (9) B-010834-1,
(10) B-010826-4, (11) B-010214-
8, (12) B-010217-3. In den
Amplifikaten ist keine
Sequenzveranderung
nachweisbar.

(]
N
.|
N
[

Abb. 15: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-6 ohne Mutation.

Ergebnis einer SSCP-Analyse
Gber 4 h bei 300 V mit einem
1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 ‘ 11 ‘ 12 7%igen Polyacrylamidgel.

Amplifikate des Primers CHRM2
3-7 der Proben (1) B-002226-6,
(2) B-002237-9, (3) B-004665-8,
(4) B-002225-4, (5) B-002231-8,
(6) B-002218-9, (7) B-002221-7,
(8) B-004649-3, (9) B-002232-X,
(10) B-002233-1, (11) B-002235-
5, (12) B-004655-7. In den
Amplifikaten ist keine
Sequenzveranderung
nachweisbar.

Abb. 16: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-7 ohne Mutation.

Ergebnis einer SSCP-Analyse

Gber 4 h bei 300 V mit einem

7%igen Polyacrylamidgel.
! ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ ! ‘8 ‘ o ‘10 ‘ i ‘ 12‘ Amplifikate des Primers CHRM2
3-8 der Proben (1) 04-021-01,
(2) 04-024-01, (3) 04-026-01, (4
04-028-01, (5) 04-034-01, (6
04-041-01, (7) 04-042-01, (8
04-043-01, (9) 04-045-01, (10
04-047-01, (11) 04-64-01, (12)
04-64-01. In den Amplifikaten ist
keine Sequenzveranderung
nachweisbar.

)
)
)
)

Abb. 17: Beispiel einer SSCP mit Amplifikaten des Primers CHRM2 3-8 ohne Mutation.

Zeigten Proben ein abweichendes Laufverhalten oder ein auffalliges Bandenmuster wurde mit
der entsprechenden DNA erneut eine PCR durchgefiihrt, das Produkt gereinigt und zur
Sequenzierung verschickt. Insgesamt wurden von 30 Patienten 33 Amplifikate sequenziert.
Davon zeigten 29 der im SSCP-Gel initial auffalligen Proben einen Wildtyp. Unter den vier

Ubrigen Proben fanden sich drei Veranderungen im CHRM2-Gen.

Mit dem Primerpaar CHRM2 3-3 wurde bei einem Patienten der stille, bisher nicht beschriebene
Polymorphismus C650T (Phenylalanin152Phenylalanin) nachgewiesen (siehe Abb. 17). Der
Patient ist mannlich und hat einen BMI von 31 kg/mz. Bei Aufnahme in die Patientengruppe des
KNHI war er 47 Jahre alt. Seine EF lag zu diesem Zeitpunkt bei 40 % mit einem LVEDD von
66mm. Adjustiert nach der Henry-Gleichung entspricht dies 136,45 %. Bis zur Verlaufskontrolle
nach einem Jahr stieg die EF auf 54 % und der LVEDD reduzierte sich auf 58 mm. In der

Familienanamnese gibt es keinen Hinweis auf das Vorliegen einer familiaren DCM.




3 Ergebnisse 33

Da es zu keiner Veranderung der Aminosauresequenz kommt, ist davon auszugehen, dass es
sich um einen Polymorphismus ohne weitere Bedeutung hinsichtlich der Entstehung der
Erkrankung handelt. Es wurde daher auf die Untersuchung einer Kontrollgruppe beziglich

dieses Polymorphismus verzichtet.

oben: Ergebnis einer SSCP-
Analyse Uber 4 h bei 300 V mit
einem 7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-3 der Proben (1) B-011570-X,
(2) B-012708-8, (3) B-012709-X,
(4) B-012714-1, (5) B-012713-x,
(6) B-012706-4, (7) B-012711-6,
(8) B-012710-3, (9) B-012696-9,
(10) B-014095-0, (11) B-012697-
0, (12) B-012699-4. Die
Markierte Probe (6) B-012706-4
zeigt den Nachweis des

1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10‘11‘12‘

3
5
7
9

— Polymorphismus C650T.
unten: Sequenzierungergebnis
" ~f AW o : des CHRM2 3-3 Abschnittes der
f o Probe B-012706-4. Markiert ist
by \ y : 7N 7\ der heterozygote Austausch von
120 Iy F \ [ % X Cytosin zu Thymin.
, y . f ' ' / Y \
NN /{’ 3
\. Y

Abb. 18: Nachweis des Polymorphismus C650T in SSCP und Sequenzierung.

Im Gegensatz dazu wurde mit den Primern CHRM2 3-4 und CHRM2 3-6 bzw. 3-7 jeweils eine
Missense-Mutation gefunden, die einen Aminosaureaustausch im Rezeptorprotein zur Folge
hat. Es handelte sich um die Mutation G885A im Amplifikat des Primers CHRM2 3-4 und die
Mutation G1268C im Uberlappenden Bereich der Primer CHRM2 3-6 und 3.7.

Die Mutation G885A fiihrt zu einem Aminosaureaustausch von Valin zu Isoleucin an Position
231 im Rezeptorprotein (siehe Abb. 18). Der Patient, bei dem diese Mutation nachgewiesen
werden konnte, ist weiblich und mit einem BMI von 19 kg/m2 normalgewichtig. Bei Einschluss
war die Patientin 55 Jahre alt. Die echokardiographische Untersuchung zeigte eine EF von 35
% bei einem LVEDD von 55 mm oder 122,21 % nach dem Henry-Index. Im EKG fiel ein

Linksschenkelblock auf.

In den 14 Monaten bis zur Verlaufskontrolle reduzierte sich die EF auf 30%. Angaben zum
LVEDD bei der Verlaufskontrolle liegen nicht vor. Bisher gibt es keinen Anhalt fir das Vorliegen

einer familiaren DCM.
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oben: Ergebnis einer SSCP-
Analyse Uber 4h bei 300V mit
einem 7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-4 der Proben (1) B-022489-8,
(2) B-020208-6, (3) B-020209-8,
(4) B-022442-1, (5) B-022472-4,
(6) B-020213-8, (7) B-022484-9,
(8) B-022431-9, (9) B-020548-0,
(10) B-022457-1, (11) B-022444-
5, (12) B-022419-1. Die
Markierte Probe (4) B-022442-1
zeigt den Nachweis der
Missense-Mutation G885A.

unten: Sequenzierungergebnis
des CHRM2 3-4 Abschnittes der
Probe B-022442-1. Der
Markierte heterozygote
Austausch von Guanin zu
Adenin bewirkt einen
Aminosaureaustausch von Valin
zu Isoleucin an Position 231 im
Rezeptorprotein.

Abb. 19: Nachweis der Missense-Mutation G885A in SSCP und Sequenzierung.

Durch die Mutation G1268C wird Glutamin an Position 358 im Rezeptorprotein durch Histidin

ersetzt. Da sie im Uberlappenden Bereich der Primer CHRM2 3-6 und 3-7 liegt, wurde sie in den

Amplifikaten beider Primer nachgewiesen (siehe Abb. 19).

Der Mutationstrager ist mannlich und war bei Einschluss in die Verlaufsbeobachtung 49 Jahre
alt. Sein BMI betrug 33 kg/mz. Die EF lag initial bei 39 % bei einem LVEDD von 62 mm oder

123,85 % nach dem Henry-Index. Bis zur Verlaufskontrolle nach elf Monaten stieg die EF auf 53

%. Der LVEDD blieb mit 60 mm in etwa konstant.
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oben: Ergebnis einer SSCP-
Analyse Uber 4 h bei 300 V mit
einem 7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-6 der Proben (1) B-010827-6,
(2) B-002301-9, (3) B-002309-3,
(4) B-002322-2, (5) B-002320-9,
(6) B-002334-7, (7) B-002229-1,
(8) B-002335-9, (9) B-002308-1,
(10) B-002313-3, (11) B-010835-
3, (12) B-004653-3. Die
Markierte Probe (11) B-018035-
3 zeigt den Nachweis der
Missense-Mutation G1268A.

Mitte: Ergebnis einer SSCP-
Analyse Uber 4 h bei 300 V mit
einem 7%igen Polyacrylamidgel.
Amplifikate des Primers CHRM2
3-7 der Proben (1) B-002301-9,
(2) B-002309-3, (3) B-002322-2,
(4) B-002320-9, (5) B-002334-7,
(6) B-002229-1, (7) B-002335-9,
(8) B-002308-1, (9) B-002313-3,
(10) B-010835-3, (11) B-004653-
3, (12) B-002318-2. Die
Markierte Probe (10) B-018035-
3 zeigt den Nachweis der
Missense-Mutation G1268A.

unten: Sequenzierungergebnis
des CHRM2 3-6 Abschnittes der
Probe B-018035-3. Der
Markierte heterozygote
Austausch von Guanin zu
Cytosin bewirkt einen
Aminosaureaustausch von
Glutamin zu Histidin im
Rezeptorprotein.

Abb. 20: Nachweis der Mutation G1269C in SSCP und Sequenzierung.

Mit einem ebenfalls an DCM erkrankten Sohn erfillt dieser Patient die Diagnosekriterien der

familiaren DCM nach Mestroni et al. In der Sequenzierung des entsprechenden Abschnittes im
CHRM2-Gen aus Vollblut-DNA-Extrakt des Sohnes konnte die Mutation G1268C ebenfalls

nachgewiesen werden.

Um Polymorphismen, die unter Umstédnden auch in der gesunden Bevdlkerung gefunden

werden konnen, gegeniber mdglichen krankheitsverursachenden Mutationen abzugrenzen,

wurde DNA-Extrakt aus Vollblut einer Kontrollgruppe von 300 gesunden Spendern der

Marburger Blutbank bezuglich dem Auftreten der beiden gefundenen Mutationen untersucht.
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Durch eine PCR mit den Primern CHRM2 3-4 bzw. CHRM2 3-7 wurde der entsprechende
Abschnitt des CHRM2-Gens aus dem DNA-Extrakt der Probanden der Kontrollgruppe
amplifiziert und anschlieRend mit Hilfe der SSCP untersucht. Um eine ausreichende Sensitivitat
der SSCP zu gewahrleisten, diente das Amplifikat des jeweiligen Mutationstragers als
Positivkontrolle bei allen Gelelektrophoresen der Kontroligruppe. Die Mutation G1268C im
Bereich des Primers CHRM2 3-7 konnte bei keinem der 300 gesunden Probanden
nachgewiesen werden. Die Mutation im Amplifikat des Indexpatienten war stets nachweisbar
(siehe Abb. 20).

SSCP-Analyse Uber 4 h bei 300

V mit einem 7%igem
‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 ‘ 11 ‘ 12 ‘ Polyacrylamidge?.AmpIifikate
—_ des Primers CHRM2 3-7 der
Kontrollen 403 bis 413. Markiert
ist an Position 5 die
Patientenprobe B-018035-3, die
als Positivkontrolle dient.

—

Abb. 21: SSCP der Kontrollgruppe mit dem Trager der Mutation G1268C als Positivkontrolle.

Nach Optimierung der Versuchsbedingungen (siehe Kap. 3.1.2) konnte die Mutation G885A im
Extrakt der Kontrollgruppe zuverldssig untersucht werden. Auch hier zeigten sich bei stabilem
Nachweis der Mutation in der Positivkontrolle keine Veranderungen im Laufverhalten der
ubrigen Amplifikate (siehe Abb. 21).

SSCP-Analyse uber 18 h bei

100 V mit einem 7%igen
‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘10 ‘ 11 ‘ 12‘ Polyacrylamidgel. Amplifikate
— des Primers CHRM2 3-4 der
Kontrollen 230 bis 240. Markiert
ist an Position 6 die
Patientenprobe B-022442-1, die
als Positivkontrolle dient.

A—

Abb. 22: SSCP der Kontrollgruppe mit dem Trager der Mutation G885A als Positivkontrolle.
Zusammenfassend wurden 336 Patienten mit DCM erfolgreich auf Mutationen im CHRM2-Gen

untersucht. Es konnten ein Polymorphismus und zwei Missense-Mutationen identifiziert werden.
Keine der gefundenen Veranderungen ist bisher in der Literatur beschrieben. Beide Missense-
Mutationen flihren zu einem Aminosauraustausch im Rezeptorprotein und sind in einer
Kontrollgruppe aus gesunden Probanden nicht nachweisbar. Neben den beiden
Mutationstragern in der Patientengruppe wurde ein ebenfalls an DCM erkrankter Verwandter

des Indexpatienten mit der Mutation G1268C als weiterer Trager identifiziert.
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Im Gegensatz zur Mehrzahl der untersuchten Patienten verschlechterte sich bei der Tragerin
der Mutation G885A im 1-Jahresverlauf die EF. Bemerkenswerterweise liegen bei dieser
Patientin mit einem Alter ber 54 Jahre und einem Linksschenkelblock zwei Pradiktoren fur
einen progressiven Verlauf der Erkrankung vor. Weitere Auffalligkeiten hinsichtlich der

klinischen Daten sind bei keinem der Mutationstrager zu finden (siehe Tab. 10).

Tab. 11: Klinische Daten der Mutationstréger.

Mittelwert C650T G885A G1268C
Alter (Jahre) 50,03+13 47 55 49
Gewicht (kg) 85,54+17,57 89 58 102
GroRe (cm) 175,8648,91 168 172 176
BMI (kg/m2) 27,584,72 31,53 19,61 32,93
Herzfrequenz (bpm) 77,17+15,84 53 62 70
EjektionsfraktionEinschlu (%) 29,6+8,36 40 35 39
EjektionsfraktionFollow up (%) | 39,03+12,42 54 30 53
LVEDDEinschluf® (mm) 67,848,38 66 63 55
LVEDDadj (%) 140,14+16,12 136,45 122,22 123,86
LVEDDFollow-up (mm) 64,47+9,43 58 k.A. 60
NYHA Stadium 2,57+0,73 2 2 2

Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung. BMI = Body Mass Index. LVEDD =
linksventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser. NYHA = New York Heart Association. k.A = keine

Angabe. Als Signifikanzniveau gilt a=0,05.

Bei keiner der 300 untersuchten Blutproben der Kontrollpersonen konnten die bei den Patienten
mit DCM identifizierten Missense-Mutationen nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der molekularbiologischen Methoden

4.1.1 Touch-Down-PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist die Methode der Wahl zur Amplifikation von DNA.
Bereits 1983 wurde sie von Kary Mullis entwickelt und gehért heute zu den Routineverfahren
der Molekularbiologie. Mit Hilfe der PCR wird in dieser Arbeit die kodierende Region des
CHRM2-Gens amplifiziert.

Vorraussetzung fiir die Amplifikation der kodierenden Region des CHRM2-Gens sind Primer, die
spezifisch an die Zielsequenz zu Beginn und Ende des gewiinschten DNA-Abschnittes binden.
Computerprogramme, wie zum Beispiel ,Gene Sorter* oder ,Primer 3% helfen bei der Auswahl
geeigneter Primer. Fur die Amplifikation der gesamten kodierenden Region des CHMR2-Gens
wurden insgesamt acht Primerpaare verwendet. Eine Uberlappung zwischen den einzelnen

Fragmenten soll die Amplifikation des vollstandigen Gens gewahrleisten (Milhardt 2009).

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Etablierung einer PCR ist die Abstimmung der
Versuchsbedingungen mit dem Temperaturverhalten der Primer. Hierbei ist insbesondere das
Verhaltnis der Annealingtemperatur zur Schmelztemperatur der Primer von Bedeutung. Je
naher die Annealingtemperatur im Bereich der Schmelztemperatur der Primer liegt, umso
schwacher, aber auch umso spezifischer ist die Hybridisierung zwischen DNA und Primer. Bei
niedrigen Annealingtemperaturen ist die Primerbindung starker, dafiir aber weniger spezifisch

und die Qualitat des Amplifikats kann sich verschlechtern.

Ist die Einstellung einer optimalen Annealingtemperatur schwierig, kann eine Touch-down-PCR
mit dezelerierenden Annealingtemperaturen helfen, die Qualitat des Amplifikats zu erhéhen. Zu
Beginn einer Touch-down-PCR liegen die Annealingtemperaturen zunachst oberhalb der
Schmelztemperatur der Primer und werden durch schrittweise Reduktion der optimalen
Annealingtemperatur angenahert. Die Amplifikation der DNA beginnt somit im Bereich der
idealen Annealingtemperatur. Die hierdurch erreichte spezifische Primerbindung zu Beginn der
Amplifikation erhdht die Reinheit des PCR-Produktes. Bei spateren Zyklen mit niedrigeren
Annealingtemperaturen ist die Hybridisierung der Primer zwar weniger spezifisch, allerdings ist
das gewiinschte Amplifikat bereits im Uberschuss vorhanden, so dass es zu keiner
nennenswerten Verunreinigung des Amplifikats kommt. Insgesamt wird durch die Touch-down-
PCR im Vergleich zu einer herkdmmlichen PCR etwas weniger Amplifikat gewonnen, dafur aber

die Bildung von unerwiinschten Nebenprodukten reduziert (Korbie und Mattick 2008).
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Eine Agarosegelelektrophorese des Amplifikats mit einem parallel aufgetragenen
Langenstandard zeigt, ob das gewonnene Amplfikat im erwarteten Grofenbereich liegt. Den
Beweis fur die Amplifikation des korrekten DNA-Abschnittes kann jedoch nur die Bestimmung
der Basensequenz erbringen. Da im Verlauf dieser Arbeit Amplifikate aller acht Primerpaare
sequenziert wurden, konnte gezeigt werden, dass die fir den m2AChR kodierende Region des

CHRM2-Gens vollstandig amplifiziert wurde.

4.1.2 Single-stranded-conformation-polymorphism Gelelektrophorese

Zu den molekularbiologischen Methoden, die sich fiir die Suche nach unbekannten Mutationen
in einem Gen eignen, zahlen unter anderem die Heteroduplexanalyse, die denaturierende
Gradientengelelektrophorese  (DGGE), die Single-stranded-conformation-polymorphism

Gelelektrophorese (SSCP) und die Sequenzierung.

Die Auswahl der Methode richtet sich nach der Groflie des Gens, Verfligbarkeit der Ressourcen,

dem Grad der bendtigten Sensitivitat bzw. Spezifitdt sowie Kosten/Nutzen-Abwagungen.

Bei der Heteroduplexanalyse wird DNA mit einer fraglichen Mutation mit Wildtyp-DNA gemischt.
Durch Erwarmen entsteht zunachst ssDNA. Wahrend dem nachfolgenden langsamen Abkuhlen
kommt es zum erneuten Annealing der Einzelstrange. Befinden sich im untersuchten DNA-
Abschnitt Mutationen, bilden sich neben den urspriinglichen Homoduplexen auch
Heteroduplexe mit je einem Allel des Wildtyps und der Mutation. Zeigen die Heteroduplexe bei
der Gelelektrophorese ein verandertes Laufverhalten, konnen so Mutationen identifiziert
werden. Wahrend Veranderungen grofRer als drei Basenpaare bei der Heteroduplexanalyse
zuverlassig detektiert werden, ist ihre Sensitivitdt bei Punktmutationen eher gering
(Konstantinos et al. 2007).

Sind bei Patienten mit DCM Mutationen in Krankheitsgenen nachweisbar, handelt es sich meist
um Missense-Mutationen und kleine Deletionen bzw. Insertionen (Hershberger et al. 2010). Die

Heteroduplexanalyse ist daher fir diese Art der Untersuchung nicht die geeignete Methode.

Das unter dem Aspekt der Sensitivitdt und Spezifitdt am besten geeignete Verfahren ist die
direkte Sequenzierung des zu untersuchenden Gens. Sie ist die schnellste und einfachste
Methode zur Identifizierung von unbekannten Mutationen. Ein Nachteil der Sequenzierung sind
die hohen Kosten fir die Anschaffung des bendtigten Materials. Daher ist die Sequenzierung als
primare Untersuchungsmethode bei groReren Untersuchungen nicht die Methode der ersten
Wahl (Petrou et al. 2002).

Insbesondere wenn die Pravalenz von Mutationen im untersuchten Gen nicht sicher vorher zu
sagen ist, sind DGGE oder SSCP geeignete molekularbiologische Methoden. Beide Verfahren
sind fiir die Untersuchung von grof3en Patientengruppen geeignet.
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Die DGGE ist in der Durchfiihrung anspruchsvoller und stellt besondere Anforderungen an das
Primerdesign. Die benétigten Primer sind verhaltnismaRig lang und erfordern einen 30-40bp
umfassenden Guanosin-Cytosin-Anker am 5’-Ende der Primer. Dies hat zur Folge, dass die
DGGE fur die Untersuchung von Guanosin- und Cytosin-reichen Regionen nicht geeignet ist
(Konstatinos et al. 2007).

Da die Einstellung des denaturierenden Gradienten im Gel der DGGE Schwierigkeiten bereiten
kann und die SSCP bei vergleichbarer Sensitivitdt die etwas gunstigere Methode darstellt,
wurde in dieser Arbeit die SSCP verwendet (Petrou et al. 2002).

Leider existiert zurzeit kein theoretisches Modell, mit dem es madglich ist, die dreidimensionale
Struktur der ssDNA bei einer bekannten Nukleotidsequenz unter vorgegebenen Bedingungen
vorherzusagen. Dies fuhrt zu einem der Nachteile der SSCP, namlich Schwierigkeiten bei der

Etablierung maximal sensitiver Versuchsbedingungen.

Eine mogliche Methode, die Sensitivitdt der SSCP zu erhdhen, ist die Durchfiihrung von
mehreren  Elektrophoresedurchgdngen, wobei Veradnderungen der Temperatur, der
Polyacrylamidkonzentration oder anderer Parameter vorgenommen werden. Auch die
Kombination mit anderen molekularbiologischen Methoden, wie zum Beispiel der

Heteroduplexanalyse, kann die Sensitivitdt erh6hen (Glavac und Dean 1993).

Allgemein sind Veranderungen von Basen in der Mitte des Amplifikats besser mit der SSCP
nachzuweisen als Mutationen am Anfang oder Ende. Die Art der Mutation scheint dabei fir die

Sensitivitat keine Bedeutung zu haben.

In einem langen Fragment haben Veranderungen einzelner Basen einen geringeren Einfluss
auf die Sekundarstruktur des Molekdls als in einem kurzen Fragment, daher ist die Sensitivitat
der SSCP abhangig von der Lange der untersuchten Fragmente. Die besten Ergebnisse
werden dabei fur Fragmente mit etwa 150 bis 300bp erzielt (Sheffield et al. 1993).

Durch die Verwendung von acht Primerpaaren fiir die 1401kbp umfassende kodierende Region
des CHRM2-Gens wurden acht verschiedene Fragmente mit einer fir die SSCP optimalen
Lange von etwa 300bp amplifiziert. Eine Polyacrylamidkonzentration von 7 % und eine Laufzeit
von vier Stunden bei 300 V zeigten bei der Etablierung der Versuchsbedingungen die besten
Ergebnisse, so dass sie fir die weiteren Elektrophoresen verwendet wurden (siehe Kapitel
3.1.2).

Hat eine Mutation keine oder nur geringe Auswirkung auf die Sekundarstruktur der ssDNA kann
der Nachweis auch trotz optimaler Versuchsbedingungen schwierig sein. Anhand der Mutation
G885A konnte allerdings gezeigt werden, dass bei bekannten Mutationen durch Veranderungen
der Versuchsparameter meist ein zuverlassiger Nachweis erreicht werden kann (siehe Kapitel
3.1.2).
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Aufgrund der fehlenden Positivkontrollen ist eine exakte Aussage uber die Sensitivitat der SSCP
in dieser Arbeit nicht moglich. In der Literatur ist jedoch fir Amplifikate mit etwa 300bp bei
einmaliger SSCP eine Sensitiviat von 85-95 % beschrieben (Hayashi und Yandell 1993).

Auf der einen Seite zeigt die notwendige Anpassung der Versuchsbedingungen zum
zuverlassigen Nachweis der Mutation G885A die Grenzen auf, mit der die SSCP betrachtet
werden muss. Auf der anderen Seite spricht der zuverlassige Nachweis der Mutation G1289C
sowohl mit den Primern CHRM2 3-6 und CHRM2 3-7 als auch bei der Untersuchung der 300

Kontrollen, fir eine hohe Sensitivitat der hier verwendeten Versuchsbedingungen.

Eine Reproduktion der Ergebnisse bzw. der Vergleich der untersuchten Proben untereinander
war durch eine standardisierte Vorbereitung und Durchfihrung der Versuche jederzeit mdglich.
Fur jede gefundene Mutation wurde jeweils eine zweite unabhdngige DNA-Probe als
Bestatigung untersucht.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die DCM ist sowohl klinisch als auch pathogenetisch eine heterogene Erkrankung. Neben
inflammatorischen und immunologischen Faktoren spielen vor allem genetische Veranderungen
atiologisch eine wichtige Rolle. Bis heute wird die DCM in Zusammenhang mit Mutationen in
Uber 30 Genen gebracht. Bei mindestens 30 % aller an DCM erkrankten Patienten wird eine
genetische Beteiligung angenommen.

Mit Hilfe einer molekularbiologischen Routineuntersuchung fir Patienten mit DCM und deren
Angehorige ware es moglich, Risikopatienten zu identifizieren und sie im Sinne einer
Sekundarpravention kardiologisch zu betreuen. Durch einen friihzeitigen Beginn der Therapie
bei Zeichen der Manifestation einer DCM koénnten so Morbiditat und Mortalitat reduziert werden
(Hershberger et al. 2009). Das Ziel der aktuellen Forschung ist es daher, durch die
Identifizierung weiterer Krankheitsgene das Verstdndnis der genetischen Pathogenese der
DCM zu komplettieren.

Auch wenn es sich bei den bisher identifizierten Krankheitsgenen vor allem um Mutationen in
Proteinen des Sarkomers oder des Zytoskeletts handelt, ist nach der Identifikation der Gene
des Natriumkanals 5A (SCN5A) und der ATP-binding-cassette C9 des K'-
Einwartsgleichrichterkanals (ABCC9) als weitere Krankheitsgene der DCM die Untersuchung
von Rezeptorproteinen und deren Regulatoren ebenfalls vielversprechend (Bienengraber et al.
2004, McNair et al. 2004).

Autoantikérper gegen den m2AChR sind im Serum bei tUber 30 % aller Patienten mit DCM
nachweisbar. Im Vergleich mit gesunden Probanden treten sie lediglich bei Patienten mit DCM
oder Myokarditis vermehrt auf (Caforio et al. 2002 und 2007).
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Die Autoantikérper wirken dabei als Agonisten am Rezeptor. Sie fihren zu einer Veréanderung
der Funktion des Sinusknotens und sind vermehrt bei Patienten mit Arrhythmien wie zum
Beispiel Vorhoffimmern zu finden. In Tierversuchen konnte ein negativ inotroper Effekt der
m2AChR-Antikdrper durch eine Reduktion der L-Typ Calciumkanéale beobachtet werden (Fu et
al. 1996 und Wallukat et al. 1999).

Ob m2AChR-Antikdrper ursachlich an der Entstehung der DCM beteiligt sind oder sie aufgrund
struktureller Veranderungen des Myokards durch die Erkrankung entstehen, ist nicht
abschlieBend geklart. Unabhangig von ihrem Entstehungsmechansimus liegt aber die
Vermutung nahe, dass Veradnderungen im Rezeptorprotein selbst auch fir eine DCM

pradisponieren kénnen.

Bereits die Publikationen von Hautala et al. 2006 und 2009 demonstrieren, dass
molekularbiologische Veranderungen des CHRM2-Gens Auswirkungen auf die autonome
Regulation des Herzens haben. Es konnte gezeigt werden, dass die Erholung der Herzfrequenz
nach Belastung bei Probanden mit SNPs im CHRM2-Gen signifikant reduziert ist. Die
untersuchten SNPs filhren zu transkriptionellen Veranderungen und kénnten die weitere
Prozessierung der RNA beeinflussen. Da sich die SNPs im Bereich eines Introns bzw. einer
nicht translatierten Region am 3'-Ende des Gens befinden, kommt es zu keiner Translation der
Polymorphismen und somit nicht zu einer Veranderung der Aminosduresequenz des

Rezeptorproteins.

Den ersten Hinweis auf eine Rolle des CHRM2-Gens als Krankheitsgen bei Patienten mit DCM
erbrachten Zhang et al. 2008. Die von ihnen bei Patienten mit familidrer DCM gefundene
Mutation im CHRM2-Gen befindet sich in der zweiten extrazellularen Schleife des Rezeptors,
einem Bereich des Rezeptorproteins, der als Epitop der m2AChR-Antikdrper gilt. Es ist denkbar,
dass molekularbiologische Veranderungen der zweiten extrazelluldren Schleife des Rezeptors

ursachlich fur die Entstehung von m2AChR-Antikérpern sein kénnen.

Weitere Arbeiten zur Rolle des CHRM2-Gen in der Pathogenese der DCM existieren nicht. Das
Ziel dieser Arbeit war es daher, mit Hilfe von molekularbiologischen Methoden Mutationen im
m2AChR zu identifizieren und Hinweise fir ihren Einfluss auf die Erkrankung zu erhalten.
Tatsachlich konnten zwei Missense-Mutationen und ein Polymorphismus im CHRM2-Gen

identifiziert werden.
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4.2.1 Vergleich des CHRM2-Gens mit anderen Krankheitsgenen der DCM

Im Unterschied zu anderen Kardiomyopathien handelt es sich bei der durch genetische
Veranderungen hervorgerufenen DCM um eine sehr heterogene Erkrankung. Bei einer
Untersuchung von Hershberger et al. von insgesamt 14 Genen bei 312 Patienten mit
idiopathischer und familiarer DCM wurden in 28 % der Félle genetische Veradnderungen
gefunden. Im Vergleich dazu werden bei der HCM Mutationen in nur zwei Gene, dem MYH7
und dem MYBPCS3, als Krankheitsursache bei 50-60 % aller Patienten mit HCM oder bei bis zu
90 % aller Patienten mit genetischer Ursache der HCM verantwortlich gemacht (Hershberger et
al. 2010). In der hier untersuchten Patientengruppe konnte in vorhergehenden Untersuchungen
bei 13 % der Patienten eine Veranderung in acht untersuchten Krankheitsgenen gefunden
werden (siehe Abb. 6).

Die Mehrzahl der in der Literatur beschriebenen Mutationen bei Patienten mit DCM finden sich
lediglich bei einzelnen Patienten oder Familien. Meist handelt es sich um Missense-Mutationen
aber auch Nonsense-Mutationen, Insertionen oder Deletionen wurden nachgewiesen. Trotz der
groRen Heterogenitat der Genetik der DCM, ist die daraus resultierende Erkrankung
Uberraschend homogen. Die DCM wird daher als gemeinsames Resultat einer Vielzahl von

genetischen, autoimmunen und toxischen Noxen angesehen (Hershberger et al. 2010).

Nur selten ist fur Krankheitsgene der DCM ein charakteristischer Phanotyp bekannt. Im
Gegenteil, haufig kommt es durch einen Genotyp zu unterschiedlichen Phanotypen oder auch
unterschiedliche Erkrankungen. So fand man in einer Familie neben Patienten mit DCM auch
Familienmitglieder mit einer hypertrophen oder restriktiven Kardiomyopathie. Alle zeigten die
gleiche Mutation im TNNT2 (Menon et al. 2008). Mutationen im LMNA kdénnen neben einer
DCM auch zu einer Vielzahl von Fehlbildungen und Myopathien fiihren. Eine kardiale
Beteiligung ist dabei meist in Form von Reizleitungsstérungen vorhanden, die DCM dagegen ist
nicht obligat (Malhotra und Mason et el. 2009).

Auch eine Aussage Uber den klinischen Verlauf bei bekanntem Genotyp ist bei Krankheitsgenen
der DCM in der Regel nicht zu treffen. Fir Mutationen im TNNT2 wird zwar diskutiert, dass sie
zu einem friheren Krankheitsbeginn und aggressiverem Verlauf der Erkrankung fuhren, aber
auch hier ist bei Mutationstragern eine Manifestation der Erkrankung in hohem Alter
beschrieben (Hershberger et al. 2010).

Wie bei der groBen Anzahl an Krankheitsgenen zu erwarten, ist die Pravalenz von Mutationen
bezogen auf ein einzelnes Protein gering. Selbst bei den am haufigsten gefundenen
Krankheitsgenen wie dem LMNA- oder dem MYH7-Gen liegt die in der Literatur beschriebene
Pravalenz bei héchstens 6 % bzw. 4,2 %. Bei der Mehrzahl der etablierten Krankheitsgene wie
zum Beispiel dem DES- (0,3 %) oder ACTC-Gen (0,5 %) liegt sie unter 1 % (Tesson et al. 2000,
Taylor et al. 2007).
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Das Vorkommen von mindestens zwei Mutationen im CHRM2-Gen in einer Gruppe von 337
Patienten entspricht einer Pravalenz von mindestens 0,6 % und ist damit mit der Pravalenz von

anderen Krankheitsgenen der DCM vergleichbar.

4.2.2 Funktionsdomianen des m2AChR

Um eine Aussage uber die moglichen Auswirkungen der Mutationen auf die Funktion des
Rezeptors treffen zu koénnen, ist neben den biochemischen Verdnderungen vor allem die
Lokalisation der Mutation im Rezeptorprotein von Bedeutung. Durch Struktur- und
Funktionsanalysen konnte fir verschiedene Regionen des m2AChR die physiologische

Funktion identifiziert werden.

Die Bindetasche des m2AChR fur die orthotopen Liganden wird von den
Transmembrandomanen |l bis VI und der zweiten extrazelluldaren Schleife gebildet. Nach dem
von Hibert 1991 vorgeschlagenen Modell spielen hier vor allem aromatische und saure
Aminosauren bei der Ligandenbindung eine Rolle. Zwar bestehen einige Unterschiede
hinsichtlich der bendétigten Aminosauren fiir die Bindung von Agonisten und Antagonisten, die
negativ geladene Aminosaure Asparagin103 scheint jedoch bei allen orthotopen Liganden fur

die Bindung essentiell zu sein (Heitz et al. 1999 und Mosser et al. 2002).

Aufgrund einer hochgradigen Konservierung der Aminosduresequenz im Bereich der
Ligandenbindetasche innerhalb der fliinf muskarinergen Rezeptorsubtypen ist die Affinitdt der

orthotopen Liganden zu den einzelnen Subtypen nahezu identisch.

Bei den allosterischen Liganden besteht im Gegensatz dazu ein signifikanter Unterschied. Die
allosterische Bindedomane liegt weiter extrazellular als die orthotope Bindetasche, aber in
direktem Kontakt zu dieser und wird von Aminosauren der zweiten und dritten extrazellularen

Schleife sowie der siebten Transmembrandoméane gebildet.

Allosterische Agonisten haben zu den m2AChR eine hohere Affinitdt als zu anderen
Rezeptorsubtypen (M2>M3>MS5). Der Austausch von korrespondierenden Aminosauren der
Bindedomanen des m5AChR mit denjenigen des m2AChR hat gezeigt, dass der
Affinitdtsunterschied hauptsachlich auf zwei Aminosauren zurlick zu fihren ist. Zum einen
Tyrosin177 in der zweiten extrazelluldren Schleife des Rezeptors und zum anderen
Threonin423 in der siebten Transmembrandoméane (Buller et al. 2002 und Voigtlander et al.
2003).

Nachdem fir die muskarinergen Rezeptorsubtypen M1, M3 und M5 gezeigt wurde, dass
Mutationen in Nahe der sechsten Transmembrandomane zu einem dauerhaft aktiven Rezeptor
fuhren, konnte fir den m2AChR ebenfalls durch einen Austausch von zwei Aminosauren
(Asparagin410Tyrosin und Threonin411Prolin) dieser Effekt gezeigt werden (Ford et al. 2002).
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Neben der agonistenunabhangigen Aktivitat zeigte sich bei den mutierten Rezeptoren eine
erhdhte Bindungsaffinitat der Agonisten im Vergleich zu Wildtyprezeptoren. Fir die Aminosaure
Asparagin410 gibt es Hinweise, dass sie agonistenabhangig die G-Protein Kopplung modifiziert

und so moglicherweise auch die Funktion des Rezeptors verandern kann (Nelson et al. 2006).

Die dritte intrazellulare Schleife ist mit 178 Aminosauren mit Abstand der langste intrazellulare
Abschnitt des Rezeptors. Auch die Ubrigen Subtypen der mAChR und andere G-Protein-
gekoppelte-Rezeptoren wie Dopaminp,4- und alpha-adrenergeq,,o.-Rezeptoren besitzen eine
lange dritte intrazellulare Schleife mit Gber 100bp. Da die in dieser Arbeit nachgewiesenen
Mutationen zu Aminosaureveranderungen im Bereich der dritten intrazelluldren Schleife flhren,
ist die Funktion dieser Schleife flr das Verstandnis der moglichen Auswirkungen der Mutationen

auf die Funktion des m2AChR von besonderem Interesse.

Entgegen der groken Ahnlichkeiten zwischen den mMAChR Subtypen, vor allem im

Transmembranbereich, ist die Sequenz der dritten intrazellularen Schleife sehr heterogen.

Beim m2AChR reicht sie von Aminosaure 208 bis 386 und ist fiur die selektive Kopplung der G-
Proteine verantwortlich. Es wurde vermutet, dass die G-Protein-Kopplung und Funktion der
dritten intrazellularen Schleife von ihrer Sekundarstruktur abhangig ist. Strukturanalysen zeigten
jedoch, dass der zentrale Teil der Schleife (Aminosdure 233 bis 380) keine fixierte
Sekundarstruktur besitzt, sondern flexibel im Intrazelluldrraum zu schwimmen scheint (Ichiyama
et al. 2006).

Durch Mutationsanalysen weiR man, dass die vier Aminosduren Valin385, Threonin386,
Isoleucin389 und Leucin390 am n-terminalen Ende der dritten intrazellularen Schleife fir die
Bindung der Gg-Untereinheit an den Rezeptor essentiell sind. Rezeptoren mit einer Deletion
des zentralen Abschnitts der dritten intrazellularen Schleife (Aminosaure 268-324) zeigen

dagegen keine Veranderung bei der Kopplung des G-Proteins (Liu et al. 1996).

Neben der G-Protein-Kopplung ist die dritte intrazellulare Schleife fir die Desensibilisierung und
Internalisierung und damit fir die Regulation der m2AChR von Bedeutung. Am m2AChR mit
einer Deletion der Aminosauren 234 bis 381 konnte gezeigt werden, dass eine Internalisierung
ohne die dritte intrazellulare Schleife nicht stattfindet und auch die Hemmung der Neusynthese

des Rezeptors signifikant reduziert ist (Tsuga et al. 1998).

Dabei ist die Bindung des Proteins R-Arrestin an die dritte intrazelluldre Schleife des m2AChR
sowohl fur Internalisierung als auch Desensibilisierung essentiell. Kommt es nicht zu einer
Bindung des Proteins an den m2AChR sind diese Regulationsmechanismen erheblich
reduziert. Die Bindung von R-Arrestin und damit die physiologische Funktion der
Regulationmechanismen wird erst durch eine agonistenabhangigen Phosphorylierung von
Serin/Threonin Residuen an den Positionen 286 bis 290 bzw. 308 bis 311 des Rezeptorproteins
ermdglicht. Aber auch benachbarte saure Aminosauren an Position 298 bis 300 bzw. 304 bis
305 im Rezeptorprotein sind hierfir von Bedeutung. Ohne sie findet keine Phosphorylierung der

Serin/Threonin Residuen und folglich ebenfalls keine 3-Arrestinbindung statt (Lee et al. 2000).
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Im Bereich des c-terminalen Endes der dritten intrazellularen Schileife der mAChR-Subtypen M1
bis M3 ist eine konservierte Calmodulinbindestelle bekannt. Beim m1AChR liegt diese
Bindestelle an Aminosaureposition 341 bis 368, beim m2AChR an Position 364 bis 391 und bei
dem m3AChR an Position 467 bis 494.

Calmodulin ist ein 148 Aminosauren umfassendes Protein, das fiir die Regulation des
intrazellularen Calciumhaushaltes in Muskelzellen von Bedeutung ist. Fiir den m1AChR konnte
gezeigt werden, dass eine zweite Calmodulinbindestelle unmittelbar n-terminal von dem oben
genannten Peptidstiick existiert (Aminosaure 313 bis 340). Ware auch beim m2AChR eine
weitere Bindestelle von Calmodulin n-terminal vorhanden, lage diese im Bereich der Mutation
Glutamin358Histidin.

Bis heute ist keine Untersuchung des m2AChR auf eine weitere Calmodulinbindestelle
publiziert. Allerdings werden fur die Bindung von Calmodulin hydrophobe und basische
Aminosauren bendtigt. Im Vergleich zum m1AChR enthalt der entsprechende Abschnitt der
dritten intrazellularen Schleife des m2AChR deutlich weniger basische und hydrophobe
Aminosauren, so dass eine Calmodulinbindestelle im Bereich der Mutationen unwahrscheinlich

erscheint (Lucas et al. 2006).

Eine Infektion mit dem Parasiten Trypanosoma cruzi flhrt zur so genannten Chagas-Krankheit.
Die akute Phase der Erkrankung verlauft meist ohne kardiale Beteiligung. Nach einer Latenz
von bis zu 30 Jahren kann sich allerdings im Rahmen einer chronischen Phase in 25-30 % der
Falle eine DCM manifestieren. Als Ursache wird ein Antigen-Mimikri zwischen Proteinen des
Parasiten und Antigenen am Herzen angenommen. Saure Aminosauren in der zweiten
extrazellularen Schleife des m2AChR &hneln immundominanten ribosomalen Proteinen des
Parasiten. Dadurch interagieren kdpereigene Immunglobuline mit der zweiten extrazellularen
Schleife des m2AChR und kénnen so die Kontraktilitit vermindern sowie die Reizleitung am

Herzen stoéren.

Die dritte intrazellulare Schleife des m2AChR enthalt wesentlich mehr saure Aminosauren als
die zweite extrazelluldre Schleife. Auch der Anteil an identischen Aminosduren mit den
ribosomalen Proteinen von Trypanosoma cruzi ist in der dritten intrazelluldren Schleife deutlich
héher (28,5 % vs. 10 %). Tatsachlich konnten in einer Arbeit auch Antikbrper gegen die dritte
intrazellulare Schleife des m2AChR bei Patienten mit der Chagas-Erkrankung und
nachfolgender DCM nachgewiesen werden (Retondaro et al. 1999).

Eine Rolle der Chagas-Antikérper bei den hier untersuchten Patienten ist allerdings nicht zu
erwarten, da Infektionen mit Trypanosoma cruzi in den westeuropaischen Landern selten sind.
Die Tatsache, dass Antikorper gegen die dritte intrazellulare Schleife bei Patienten mit DCM
gefunden werden kénnen ist aber ein Hinweis darauf, dass Mutationen in diesem Bereich durch
die Veranderung von intrazellularen Prozessen bei der Entstehung der Erkrankung mitwirken

kénnen.
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Insgesamt kann den Doméanen der in dieser Arbeit gefundenen Mutationen in keiner der bis
heute publizierten Studien eine definitive Funktion zugeordnet werden. Dementsprechend ist
eine Aussage Uber die Auswirkungen der Mutationen auf die Funktion des Rezeptors schwierig.
Nach heutigem Kenntnisstand ist eine Stérung der m2AChR-G-Protein-Interaktion und der
intrazelluldaren Signaltransduktion am wahrscheinlichsten. Auch ein Einfluss auf die
Regulationsmechanismen des Rezeptors wie Desensibilisierung oder Internalisierung ist
denkbar.

4.2.3 Biochemische Auswirkungen der Mutationen

Ob eine Veranderung in der Basensequenz des Gens auch Auswirkungen auf die Funktion des
Rezeptorproteins hat, ist davon abhangig, ob die Mutation nach der Translation zu einer

Veranderung der Aminosauresequenz fihrt.

Der Austausch der Base 651 von Cytosin zu Thymidin fiihrt im Protein zu keiner Veréanderung
der Aminosauresequenz. Daher handelt es sich wahrscheinlich um einen Polymorphismus der
moglicherweise keinen Bezug zur Erkrankung des Patienten hat. Anders verhalt es sich mit den

beiden gefundenen Missens-Mutationen.

Der Austausch von Guanin an Position 885 zu Adenosin bewirkt im Rezeptorprotein eine
Anderung der Aminoséure 231 von Valin zu Isoleucin. Dabei wird eine aliphatische Aminosaure
durch eine andere aliphatische Aminosaure ersetzt. Aliphatische Aminosauren sind fiir die
Ausbildung hydrophober Wechselwirkung innerhalb von Proteinen von Bedeutung. Da Valin und
Isoleucin nahezu identische chemische Eigenschaften besitzen, ist auch fir die
Rezeptorfunktion unter chemischen Gesichtspunkten keine Veranderung zu erwarten.
Allerdings hat Isoleucin einen langeren Seitenarm als Valin. Dies kénnte die Struktur des
Rezeptorproteins verandern und so die Funktion beeinflussen. Geht man aber wie in Kapitel
4.2.2. beschrieben von einer flexiblen Sekundarstruktur der dritten intrazellularen Schleife aus,

haben gerade kleine Veranderungen der Struktur eher keinen Einfluss auf die Funktion des

Rezeptors.
o
H5N O H,N
OH
—_—
H5C OH H3C
CH3;
CH3
Valin Isoleucin

Abb. 23: Aminosaureaustausch der Mutation G885A.

Bei der zweiten Missense-Mutation wird Guanin durch Cytosin ersetzt. Das Basentriplett, das
fur die Aminosaure an Position 358 kodiert, andert sich dabei von CAC zu CAG, wobei die

neutrale Aminosaure Glutamin durch die basische Aminoséaure Histidin ersetzt wird.
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Histidin ist die Einzige der proteinogenen Aminosauren mit einem isoelektrischen Punkt bei
einem pH-Wert von 7,6. Sie kann unter physiologischen Bedingungen sowohl als
Protonendonator als auch als Protonenakzeptor fungieren. Histidin spielt daher besonders bei
Puffereigenschaften von Proteinen eine wichtige Rolle. Bei der Substitution von nur einem
Histidin ist hinsichtlich der Puffereigenschaften jedoch keine Veranderung zu erwarten. Eine
Veranderung der Bindungseigenschaften und damit der biochemischen Funktion des Rezeptors

ware allerdings denkbar.

Poly Phen-2 ist ein im Internet frei verfigbares Programm, das mit Hilfe von biochemischen und
physikalischen Berechnungen sowie durch Vergleichsanalysen einen Hinweis auf die
funktionellen Effekte von SNPs in einem Protein geben kann (Adzuhbei et al. 2010,
www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2). Eine Analyse der gefundenen Mutationen via PolyPhen-
2 zeigt, dass der Austausch von Valin zu Isoleucin an Position 231 im Rezeptorprotein benigne
zu sein scheint (Score von 0,0). Die Substitution von Glutamin zu Histidin an Position 358 stellt
dagegen wahrscheinlich eine maligne Mutation dar (Score: 0,906; Sensitivitat: 0,78; Spezifitat:
0,91).

OH HoN o
H2N NN
(@]
—_— OH
—<
HN
HoN OH =N
Glutamin Histidin

Abb. 24: Aminosaureaustausch der Mutation G1268C.

4.2.4 Rolle des m2AChR in der Pathogenese der DCM

Die Mehrzahl der bis heute bekannten Krankheitsgene der DCM kodieren fir kardiale Proteine
der Krafterzeugung oder Kraftlibertragung. Eine Stérung der Mechanotransduktion fuhrt dabei
zu einer reduzierten Stresstoleranz des Herzens und schlieBlich zur Entwicklung einer DCM.
Erst im Zuge weiterer Untersuchungen wurde klar, dass auch Stérungen der kardialen
Elektrolythomdostase Einfluss auf die Kontraktilitdt des Herzens nehmen kénnen und die
Entstehung einer DCM begtinstigen.

Aktuell z&hlen mit dem Natriumkanal Typ 5 (SCN5A), dem K'-Einwartsgleichrichterkanal
(ABCC9) und dem Phospholamban mehrere lonenkanale bzw. deren Regulatoren zu den
Krankheitsgenen der DCM (Bienengraeber et al. 2004; McNair et al. 2004; Schmitt et al. 2003).
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Anhand von Mutationen im Phospholamban wurde gezeigt, dass Stérungen der
Calciumhomdostase zu einer DCM fiihren kénnen. Phospholamban hemmt die SERCAZ2a-
Kanale in Kardiomyozyten und reduziert so die Calciumaufnahme in das sarkoplasmatische
Retikulum. Das bedeutet, dass letztendlich ein gréRerer Anteil des intrazellularen Calciums
nach extrazellular transportiert wird und die Kontraktionskraft der Herzmuskelzelle abnimmt. Ist
die Phospholambanaktivitat gesteigert, kommt es dadurch zu einer gestoérten Funktion des
Herzmuskels (Schmitt et al. 2003).

Eine Phosphorylierung von Serin/Threonin Residuen im Phospholamban, beispielsweise durch
R-adrenerg vermittelte Aktivierung der Proteinkinase A, hemmt dessen Aktivitat. Der m2AChR
als Gegenspieler dieser sympatischen Aktivierung kann diese Phosphorylierung hemmen und

so die Aktivitat des Phospholamban beeinflussen (MacLennan et al. 2003).

Es scheint erwiesen, dass Stérungen des intrazellularen Calciumhaushaltes der
Kardiomyozyten zu einer DCM fiihren kénnen. Die m2AChR nehmen durch ihre Wirkung
sowohl auf die L-Typ Ca”"-Kanile an der Zellmembran als auch auf die sarkoplasmatischen
SERCA2a-Kanale Einfluss auf die intrazellulare Calciumhomoostase. Ist die Funktion der
m2AChR durch genetische Veranderungen gestort, konnte dies folglich eine DCM begtlnstigen.

Auch K'-Einwartsgleichrichterkanale spielen eine Rolle bei der Regulation der intrazellularen
Calciumhomdostase. Daneben sind sie flr die Stresstoleranz des Herzens von Bedeutung. Mit
dem ABCC9-Gen zahlt das Gen einer regulatorischen Untereinheit eines K'-
Einwartsgleichrichterkanals zu den Krankheitsgenen der DCM (Bienengraeber et al. 2004).

Die m2AChR sind an der Aktivierung von K'-Einwartsgleichrichterkanélen beteiligt und kénnten
durch Veranderungen der Rezeptorfunktion Einfluss auf die Stresstoleranz des Herzens und
damit auf die Entstehung einer DCM nehmen. Des Weiteren wird die parasympathische
Innervation des Herzens nahezu vollstandig GUber m2AChR vermittelt. Eine eingeschrankte
Aktivitdt der m2AChR kénnte zu einer Dysregulation der kardialen autonomen Innervation
fuhren und der fehlende protektive Effekt des Parasympatikus das Herz zuséatzlich empfindlich

fir stressinduzierte Schaden machen.

Einige Hypothesen fir die Rolle des m2AChR in der Pathogenese der DCM existieren, es
fehlen allerdings bisher Ergebnisse funktioneller Untersuchungen, die diese Hypothesen

sttzen.

Um zu kléren, ob die gefundenen Mutationen die Funktion des Rezeptors beeinflussen und fir
die Entstehung einer DCM préadisponieren, bedarf es im weiteren Verlauf genau dieser
Funktionsanalysen. Die durch beide nachgewiesenen Mutationen veradnderten Aminosauren
sind bei allen bisher untersuchten Saugetieren konserviert, so dass auch Untersuchungen an

Tiermodellen denkbar sind.
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4.2.5 Vergleich der Ergebnisse mit den Schlussfolgerungen von Zhang et al.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue Missense-Mutationen im CHRM2-Gen bei
Patienten mit DCM gefunden. Die Ergebnisse unterstiitzen die Rolle des CHRM2-Gens als
weiteres Krankheitsgen der DCM.

Im Gegensatz zu der von Zhang et al. beschriebenen Mutation bewirken die beiden in dieser
Arbeit nachgewiesenen Mutationen einen Aminosaureaustausch im Bereich der dritten
intrazellularen Schleife des Rezeptors. Aufgrund der aktuellen Kenntnisse zur physiologischen
Funktion der dritten intrazelluldaren Schleife des m2AChR scheint der von Zhang et al.
vermutete Einfluss auf die Ligandenbindung bei den hier nachgewiesenen Mutationen

unwahrscheinlich.

Wahrend die Mutationstrager bei Zhang et al. ein reduziertes 3-Jahresiberleben zeigten,
fanden sich bei den in dieser Arbeit identifizierten Mutationstragern keine Hinweise auf einen
progressiven Verlauf der Erkrankung. Ein Vergleich der EF und des LVEDD der Mutationstrager
mit den klinischen Daten der ubrigen untersuchten Patienten ergab weder bei Einschluss noch
im 1-Jahresverlauf signifikante Unterschiede (siehe Tab. 10). Allerdings ist der
Beobachtungszeitraum der Patienten im Rahmen des BMBF-Projektes kirzer und durch die

geringe Anzahl an Mutationstragern eine Aussage zuséatzlich erschwert.

Die Unterschiede in den Ergebnissen stehen jedoch nicht im Widerspruch zu einer Rolle der
hier vorgestelltem Mutationen oder des CHRM2-Gens bei der Pathogenese der DCM, sondern

entsprechen viel mehr dem Bild von anderen bekannten Krankheitsgenen.

Insgesamt passt die Identifikation von Mutationen im CHRM2-Gen bei Patienten mit DCM in
das Konzept der groflen genetischen Heterogenitat der Erkrankung. Die ldentifizierung von
immer neuen Krankheitsgenen zeigt, dass weitere genetische Forschung fur das Verstandnis
der Pathogenese der DCM nétig ist. Hershberger et al. vermuten, dass momentan nur etwa 30

% aller relevanten Krankheitsgene identifiziert sind.

Ebenso ist allerdings offensichtlich, dass genetische Ursachen alleine nicht ausreichen, um die
Pathogenese der Erkrankung vollstdndig zu erklaren. Obwohl bereits auch eine Vielzahl an
exogenen Faktoren bekannt sind, wird bei 50 % der Erkrankten keine krankheitsauslésende
Ursache identifiziert. Es mussen also weitere bisher unbekannte Faktoren eine wichtige Rolle
bei der Entstehung der Erkrankung spielen. Diese gilt es im Rahmen der weiteren Forschung zu
identifizieren, um die Pathogenese der DCM vollstandig zu verstehen und so die Therapie der

Patienten zu verbessern und die Mortalitat zu senken.
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5 Zusammenfassung

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist eine &tiologisch heterogene Erkrankung der
Herzmuskulatur, die durch eine ventrikulare Dilatation und eingeschrankte Pumpfunktion
gekennzeichnet ist. Neben autoimmunen und infektiésen Faktoren spielen bei der Pathogenese

der Erkrankung vor allem genetische Veranderungen eine Rolle.

In den letzten Jahren konnten durch molekularbiologische Untersuchungen Mutationen in tber
30 Krankheitsgenen bei Patienten mit DCM identifiziert werden. Neben Proteinen des

Sarkomers und des Zytoskeletts zdhlen auch Rezeptorproteine und deren Regulatoren hierzu.

Das CHRM2-Gen ist ein neues mogliches Krankheitsgen der DCM. Es befindet sich auf

Chromosom 7344.35¢ Und kodiert fiir den muskarinergen Acetylcholinrezeptor Typ 2 (m2AChR).

Der m2AChR ist der vorherrschende muskarinerge Rezeptor am Herzen und vermittelt Gber
sein Gi-Protein eine Reduktion der intrazelluldren cAMP Konzentration. Dies senkt den
Calciumeinstrom in die Myokardzelle und hat einen negativ inotropen und chronotropen Effekt.
In einer Arbeit von Zhang et al. konnte bereits bei einer Familie mit familidarer DCM eine
Missense-Mutation im m2AChR bei allen erkrankten Familienmitgliedern nachgewiesen

werden.

Ziel dieser Arbeit war es, weitere Mutationen in der kodierenden Region des CHRM2-Gens bei
Patienten mit DCM zu identifizieren und einen mdglichen Einfluss der Mutationen auf den
klinischen Verlauf der Erkrankung zu untersuchen. Hierfir wurde aus Volblutproben von 337 an
DCM erkrankten Patienten der kodierende Abschnitt des CHRM2-Gens mittels
Polymeraserkettenreaktion (PCR) und single-stranded-conformation-polymorphism
Gelelektrophorese (SSCP) molekularbiologisch untersucht. In der SSCP auffallige Proben
wurden sequenziert. Anamnestische Daten der Patienten sowie die Ergebnisse klinisch-
echokardiographischer Untersuchungen bei Einschluss der Patienten und im 1-Jahresverlauf

liegen vor.

In der untersuchten Patientengruppe konnten zwei neue heterozygote Missense-Mutationen
sowie ein Polymorphismus identifiziert werden. Die Missense-Mutation G885A bewirkt einen
Aminosaureaustausch von Valin zu Isoleucin an Position 231 im Rezeptorprotein. Durch die
Mutation G1268C wird Glutamin durch Histidin an Position 358 ersetzt. Bei dem Trager dieser
Mutation liegt eine familidre Form der DCM vor und ein ebenfalls an DCM erkrankter Sohn des
Indexpatienten konnte als weiterer Trager identifiziert werden. Hinsichtlich der
echokardiographischen Daten, besonders im 1-Jahresverlauf, konnten bei keinem
Mutationstragern Unterschiede zu Patienten mit DCM ohne nachgewiesene Mutation gefunden

werden.

Die anschlieBende Untersuchung einer Kontrollgruppe aus 300 gesunden Blutspendern der

Blutbank Marburg identifizierte keine weiteren Trager der Mutationen.
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Beide Mutationen bewirken eine Veranderung der Aminosauresequenz in der dritten
intrazellularen Schleife des m2AChR. Dieser Bereich ist fiir die Kopplung des Rezeptors an sein
G-Protein und die Regulation der Rezeptordichte bzw. der Rezeptorfunktion von Bedeutung.
Eine Auswirkung der Mutationen auf die intrazelluldren Signaltransduktion und

Calciumhomoostase ist denkbar.

Insgesamt unterstitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die Rolle des CHRM2-Gens als weiteres
Krankheitsgen der DCM. Die hier gezeigte Pravalenz von 0,6 % ist mit der Pravalenz von
anderen etablierten Krankheitsgenen vergleichbar. Zum Verstandnis der Rolle des CHRM2-
Gens in der Pathogenese der DCM und um die Auswirkungen der Mutationen auf die Funktion
des Rezeptorproteins abschlieRend zu klaren, sind funktionelle Untersuchungen der mutierten

Rezeptoren notwendig.
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6 Abstract

Dilated cardiomyopathy (DCM) is a heterogeneous heart muscle disease characterized by
ventricular dilatation and impaired function of the heart. Despite autoimmune and infectious

factors genetic changes play a major role in the pathogenesis of this disease.

In the last few years mutations in over 30 different genes were identified in patients with DCM.
Most were found in genes coding for proteins of the sarcomere or cytoskeletal proteins but

mutations in receptors or their regulatory proteins were detected as well.

The CHRM2-gen is a potential new disease gene of DCM. It is localized on chromosome 7314-354
and is coding for the muscarinic acetlycholin receptor type 2 (m2AChR).

The m2AChR is the main muscarinic receptor in the mammalian heart and mediates a reduction
of the intracellular cAMP concentration through the Gi-protein. Calcium influx into the myocardial
cell is reduced resulting in negative inotrope and chronotrope effects. In a study of Zhang et al.
one missense mutation in the CHRM2-gene was found in all affected members of a family with
familial DCM.

The purpose of this study was to identify further mutations in the coding region of the CHRM2-
gene in patients with DCM and to explore the influence of these mutations on the clinical course
of the disease. Therefore we screened the coding region of the CHRM2-gen with polymerase
chain reaction (PCR) and single-stranded-conformation-polymorphism gelelectrophoresis
(SSCP) in 337 patients with DCM. The DNA of patients with conspicuous findings in the SSCP
was analyzed by direct sequencing. Informations of an echocardiographic examination at the

time of admission and at an one year follow-up are documented.

In the investigated group of patients with DCM we could identify two new heterozygous
missense mutations and one polymorphism in the CHRM2-gene. As a result of the mutation
G885A the aminoacid valin is changed to isoleucin at position 231 of the receptor protein. The
effect of the mutation G1268C is a substitution of glutamin by histidine at position 358. The
diagnosis of familial DCM was confirmed for the carrier of this mutation because the diagnosis
of DCM was established in one son of the indexpatient. The mutation G1268C was found in the
DNA of the son as well. A correlation between the identified mutations and the results of the
echocardiographic examination of the carriers, especially at the one year follow-up, could not be

observed.

In a following screening of 300 healthy blood donors from the Marburger Blutbank no further

carriers of the mutations were found.

The effect of both mutations is an aminoacid change at the third intracellular loop of the
m2AChR. This area is important for the receptor-G-protein-coupling and for the regulation of the
receptor concentration at the cell surface or rather the regulation of the receptor function. An

influence on the intracellular signal transduction and calcium homeostasis is possible.
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Taken together, the results of this study support the role of the CHRM2-gene in the
pathogenesis of DCM. A prevalence of 0,6 % is comparable with the prevalence of established
disease genes in DCM. For a complete understanding of the role of the CHRM2-gen in the
pathogenesis of DCM and to clarify the effect of the mutations on the function of the m2AChR

further functional analysis of the mutated receptor is required.
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