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Einleitung

1. Einleitung

Die Koronare Herzerkrankung und der Herzinfarktdayeh in unserer Gesellschaft zu den
haufigsten Todesursachen.(36;53) Auch heute nodbtgaeder zweite Herzinfarkt tédlich
und trifft die Patienten oft unvermittelt, da nwiletwa der Halfte der Infarktpatienten im
Vorfeld Beschwerden aufgetreten sind.(34)

1.1 Epidemiologie

Die Inzidenz des akuten Herzinfarktes zeigt groBeggaphische Unterschiede: in Japan
liegt sie unter 100/100.000 pro Jahr, in den Muetrlandern, Frankreich und der
Schweiz bei 100-200/100.000/J, in Skandinavien 31-400/100.000/J und bei 400-
500/100.000/J in England und Irland. In Deutschlénte auch in Nordamerika) findet
man eine Inzidenz von ca. 300-350/100.000 pro Jhht, es sind jahrlich ca. 240.000-
280.000 Menschen betroffen.(21) Zu beobachtenimsz@nehmend haufigeres Auftreten
von Myokardinfarkten bei Frauen, auch ist derengRose nach einem stattgefundenen
Infarkt im Vergleich zu Mannern schlechter.(14;39;Dies liegt mdglicherweise darin
begrindet, dass Frauenherzen im Vergleich zu M&ernezn einer anderen endokrinen
Steuerung unterliegen.(40) Bei Frauen fallt nacih BMenopause der fur das Herz-
Kreislauf- System wichtige Ostrogenschutz weg usdkemmt zu einem deutlichen
Anstieg der kardiovaskularen Morbiditat und Mottéli

1.2 Risikofaktoren

Unter dem BegriffKoronare Herzkrankheit (KHK) versteht man die Manifestation der
Atherosklerose an den Herzkranzarterien. Die Ursaclhierfir sind vielschichtig.
Einerseits wird die KHK durch die sog. klassischardiovaskularen Risikofaktoren
bedingt. Diese sind arterieller Hypertonus, Rauchebiabetes mellitus und
Hyperlipidamie.(27) Zum anderen kommt erblichentbedn eine wesentliche Bedeutung
zu. Mehrere Studien haben gezeigt, dass eine ys$tamilienanamnese beztiglich KHK
bzw. Herzinfarkt einen unabhangigen Risikofaktaistilt.(5;18;30)

1.3 Pathogenese

Insgesamt gesehen fuhren die genannten klassiftis&ofaktoren zu einer Schadigung
des Endothels. Diese entsteht durch den erhohtéalR{Baendruck bei der arteriellen
Hypertonie, eine ungunstig veranderte Zusammensgtdas Blutes durch Hyperlipidamie
und Diabetes mellitus sowie ischdmische Schadenldk@len Sauerstoffmangel durch
Rauchen. Diese Veranderungen durch die verschiadeisékofaktoren spielen ineinander

und fuhren zu einer Endothelschadigung mit ansBbheder Einlagerung von Lipiden in



Einleitung

die Arterienwand, der sog. Plaquebildung. Nach Bimagerung von Thrombozyten
entstehen intraintimale Thromben und das Gefallustenosiert, woraus, v.a. unter
Belastung, eine Minderdurchblutung des Herzmuskeddpes resultiert.(29;41) Klinisch
auBBert sich diese Minderperfusion des Herzmuskéss amfallsweise auftretender
Brustschmerz (Angina pectoris), welcher anfangs Aestrengung, bei zunehmender
GefalRverengung jedoch auch in Ruhe auftritt.

Die KHK ist die héaufigste Ursache ddelyokardinfarktes (MI): Im Bereich der
arteriosklerotisch veranderten Herzkranzarterie ebnes zum Gefaldverschluss (siehe
Abb.1) mit fehlender Perfusion eines umschriebefssals im Herzmuskelgewebe und
anschlieBender ischamischer Nekrosenbildung (&edtellt in Abb.2. Im nekrotischen
Areal bildet sich im Verlauf eine Narbe mit deutligerminderter funktioneller Aktivitat.
Klinisches Leitsymptom des akuten Herzinfarktes derr meist langer als 30 min.
anhaltende Glyceroltrinitrat-refraktare thorakakehi®erz mit oder ohne Ausstrahlung in
Schulter, Arm, Kiefer oder Abdomen. Im EKG untemsidet man den ST-
Elevationsinfarkt (STEMI), bei dem die ST-Strecke akuten Stadium unmittelbar vom
absteigenden R abgeht, und den Nicht-ST-Elevatifardit (NSTEMI bzw. instabiles
Koronarsyndrom), bei dem die ST-Hebung fehlt undfdsche Myokardinfarkt nur durch
die positive Serologie bewiesen werden kann.(21)

Blutgerinnsel

Abb. 1: Darstellung eines durch Thromben Abb.2Nekrotisches Areal im Herzmuskel
verschlossenen Koronargefal3es nach akutem Myokardinfarkt
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1.4 Genetik von KHK und Herzinfarkt

Wie bereits erwdhnt gibt es neben den klassischemdidvaskularen Risikofaktoren
genetische Komponenten, welche die Entstehung éleeznfarktes beeinflussen und zur
familiaren Haufung dieser Erkrankung fuhren.(31;3ine elterlicherseits positive
Anamnese bezlglich des Herzinfarktes flhrt zu edertlichen Steigerung des eigenen
Herzinfarkt-Risikos. Hierbei ist das familidre Risium so hoher, je junger die betroffenen
Familienangehdrigen bei der Erstmanifestation dekradbkung waren.(5) Es konnte
gezeigt werden, dass insgesamt vor allem die Htumptsstenose bzw. die in den
proximalen und weniger die in den distalen GefaBatigten lokalisierte KHK erblich ist.
(11) Die Klinische Erfahrung hat deutlich gemactiass es sich bei der genetischen
Komponente des Herzinfarktes wahrscheinlich um eswtosomal-dominantes
Vererbungsmuster handelt, das in seltenen Fall#ntawDiesbeztiglich sind bisher jedoch

keine groReren Familien systematisch aufgearbeaeden.

In der Genetik werden krankheitsverursachende Gekide und pradisponierende
Genvarianten unterschieden. Bei den krankheitssadmenden Gendefekten fuhrt eine
Mutation in einem Gen zu einer Erkrankung, da sie €&unktionsverdnderung nach sich
zieht. Hierbei lasst sich anhand der genetischealy&e eine eindeutige Diagnose stellen.
Bei den pradisponierenden Genvarianten gestaltét die Bewertung der Genanalyse
schwieriger, da bestimmte genetische Varianten zeiar hoheres Erkrankungsrisiko
bedingen, die Erkrankung aber nicht zwingend héiheen.

Im Falle des Herzinfarktes ist anzunehmen, dassrenehpradisponierende genetische
Faktoren in einem oder mehreren Genen interagieneth im Zusammenspiel mit
Umweltfaktoren zur Manifestation der Erkrankung riéin Es handelt sich also beim
Herzinfarkt um eine multifaktorielle polygene Erkkaing, wobei der Effekt einer
einzelnen genetischen Variante gering ist. Diedenem zieht enorme Schwierigkeiten
fur die ldentifikation und klinische Gewichtung midger Gendefekte bzw. Genvarianten
nach sich.

1.4.1 Kandidatengenanalysen

Zur ldentifizierung mit dem Herzinfarkt assoziigrt&endefekte gibt es einerseits die
Moglichkeit, sog. genetische Assoziationsstudien erod Kandidatengenanalysen
durchzufiihren. Hierbei wird die Bedeutung von bekan Polymorphismen in
Kandidatengenen untersucht, die in der Literataemisignifikanten Einfluss auf einen

Risikofaktor oder auf einen intermedidren Phandigtten.(19) Untersucht werden hier
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vor allem das Renin-Angiotensin-System,(7) der dspoffwechsel,(26) die Entziindungs-
kaskade(8;15;23) sowie die Blutgerinnung und Fidsise.(28) Die erste positive
Assoziation fur den Herzinfarkt wurde 1992 von Céanb und Mitarbeitern
veroffentlicht.(7)

1.4.2 Genomweite Analysen

Ein zweiter Ansatz zur Untersuchung der genetischiemdlagen des Herzinfarktes ist die
Durchfihrung von systematischen Kopplungsanalysen Familien mit mehreren
Betroffenen. Durch die Analyse von genetischen Mark die engmaschig das gesamte
Genom Uberspannen, konnen Regionen identifiziertrdeve in denen ein
krankheitsverursachendes Gen mit hoher Wahrscbiekdit lokalisiert ist. Zum Beispiel
konnen Kopplungsanalysen bei betroffenen Geschipedeen durchgefuhrt werden,
wobei fur die untersuchten Genloci die Allelverteiy mit den Phanotypen der
Familienangehorigen korreliert wird. Zeigt sich lokein Betroffenen ein bestimmtes Allel
an einem Genlocus haufiger als eine zufallige \lertg erwarten lassen wurde, kdnnte
ein gemeinsam mit diesem Locus vererbter Genddtgktien entsprechenden Phanotyp
(d.h. den Herzinfarkt) verantwortlich sein. Die&tsdiendesign ist fur eine systematische
genomweite Analyse geeignet, erfordert jedoch eig®Re Anzahl Dbetroffener
Geschwisterpaare. Die traditionelle Kopplungsareaigs vorteilhaft fiir die Untersuchung
seltener familiarer Formen des Herzinfarktes. Itsrechend groRen Familien laR3t sich
die Vererbung von Phanotyp und molekularem MarkberiGenerationen hinweg
verfolgen. Problematisch ist allerdings die hohealigit des Herzinfarktes, welche das
Auffinden geeigneter, ausreichend grofRer Familiehr sschwierig macht. Es besteht
jedoch die Mdglichkeit, den Genotyp von bereitsst@benen Familienmitgliedern anhand
des Genotyps von Ehepartner und Kindern zu rekaiesén und so der genetischen
Analyse zuganglich zu machen.

Diese genomweiten Kopplungsanalysen sind bereits wtehreren Arbeitsgruppen
durchgefuhrt worden, um die genetische Komponkete&ler Entstehung kardiovaskularer
Krankheiten zu untersuchen, wobei mehrere mit deerziHfarkt assoziierte Loci
identifiziert wurden.(6;12;16;17;38;48)

1.5 Autosomal-dominante Vererbung des Herzinfarktes
Die Untersuchungen beziglich der Identifikation v@endefekten bei autosomal-
dominant vererbten Formen des Herzinfarktes sindden Arbeitsgruppe von Prof.

Schunkert an der Klinik fir Innere Medizin 1l derniersitat Regensburg begonnen
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worden und werden seit Oktober 2002 hier an deridf@dchen Klinik 1l des UK S-H,
Campus Lubeck fortgefuhrt. In der Arbeitsgruppe deer seit 1993 epidemiologische und
genetische Forschungsprojekte zu kardiovaskularkraikungen durchgefuhrt, seit 1996
liegt ein Forschungsschwerpunkt auf UntersuchungerGenetik des Herzinfarktes.

Im Rahmen der Herzinfarkt-Familienstudieirden in der Zeit von Januar 1997 bis Juli
2001 in Zusammenarbeit mit 17 kardiologischen Rgitetiionskliniken deutschlandweit
Uber 200.000 Krankenakten auf familiare Haufung kandiovaskuléren Erkrankungen
geprift und Familien mit mindestens zwei lebendesirdifenen Geschwistern mit
Herzinfarkt  bzw. schwerer Koronarer Herzerkrankungdentifiziert.  Nach
Kontaktaufnahme und weiterer Befragung dieser Ramiérklarten sich insgesamt tber
6000 Personen aus uber 1400 Familien schriftlich Zeilnahme bereit. Es wurden
Blutentnahmen  sowie eine  standardisierte = Befragumrmum  momentanen
Gesundheitszustand und zum kardiovaskularen Risifibdurchgefinhrt.

Im Rahmen dieser Suche in mehr als 200.000 Krakitenmdanden sich tber 100 Familien
mit drei oder mehr vom Herzinfarkt betroffenen Ahgegen. Die Kriterien flr eine
Herzinfarkt-Grof3familie waren erfillt, wenn nebemneid betroffenen Geschwistern
mindestens ein betroffener Cousin/Cousine am Le&wsmen und in die Teilnahme an der
Untersuchung einwilligten. Ferner muf3ten beidessdie Eltern der jeweiligen Linien
anamnestisch vom Herzinfarkt betroffen gewesen. skuf diesem Wege konnten 19
Herzinfarkt-Gro3familien mit insgesamt 490 Proban@&14 HI-Patienten und 376 nicht
betroffene Familienmitglieder) identifiziert und dtotypisiert werden. Die grof3te Familie
bestand aus 65 lebenden Familienmitgliedern miHRPatienten in funf Generationen.

Der Stammbaum einer dieser HI-Grol3familien istflieibaft in Abb.3 dargestellt.

TZ i P o

l—oﬁl—o Foéﬁ ) B0 ﬁ—o&#oo:l—@

0] DO&;E) rﬁﬁﬂboo ] o 0o

Abb. 3: Stammbaum einer Herzinfarkt-GroRRfamilie
Manner sind mit Quadraten, Frauen mit Kreisen, @ftne in schwarz, nicht Betroffene umrandet und
Verstorbene durchgestrichen kodiert
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Weiterhin zeigten sich Familien, in denen gehauyokardinfarkte aufgetreten waren, die
jedoch die oben genannten Kriterien fur eine Héazkt-GrolRfamilie nicht erflllten. Aus
einigen dieser Familien sollen im Rahmen dieser tBakbeit ebenfalls Probanden
untersucht werden. Deutlich wird an den Herzinféko3familien das Problem der ,late-
onset“-Erkrankungen: Betroffene der Parentalgermerasind meist bereits verstorben,
wenn die Erkrankung bei den Kindern auftritt.

Phanotypisierung: Alle Personen der Herzinfarkt-Grof3familien wurdemhand eines
standardisierten Fragebogens zum kardiovaskularsikdprofil phanotypisiert und alle
anamnestischen Angaben zu einem Herzinfarkt andlan@riginalberichte der jeweiligen
Behandlungen verifiziert. Dazu kam eine Blutentnahifiir die Bestimmung von
Cholesterinprofil und HbAlc-Spiegel sowie zur Ektran von DNA flr die genetische
Analyse.

Der Vergleich dieser neuen HI-Gro3familien mit emeollektiv von Patienten mit
sporadischen Herzinfarkten (KORA-Augsburg) und eingesunden Kontrollkollektiv
(Augsburg MONICA echokardiographische Substudiagteeleicht erhdhte systolische
Blutdruckwerte in allen Familien, wéhrend Diabetesllitus und Adipositas weniger
haufig vorkamen. Neun der Familien hatten deutlezthohte Lipidwerte, die sich auch bei
den Familienmitgliedern ohne HI zeigten.

Genotypisierung: An allen Personen aus den Herzinfarkt-Grol3familigarde eine
genomweite Kopplungsanalyse mit 385 Mikrosatelltankern durchgefiihrt. Zum einen
verwendete man die klassische Zweipunktanalyse.rbElie wird die jeweilige
Genotypinformation eines Mikrosatellitenmarkers mé@m Phanotyp korreliert und flr
jeden Marker ein Lod Score generiert. Zum andeserzusatzlich eine Mehrpunktanalyse
durchgefuhrt worden, bei der die Genotypinformagioraller auf einem Chromosom
typisierten Mikrosatellitenmarker in die Kalkulatio miteinbezogen werden. Die
Mehrpunktanalyse erlaubt eine Lod Score-Berechnding jeden Punkt auf dem
Chromosom, ferner kann auch ein nicht parametriscbd Score (NPL Score) berechnet
werden.

Die genetische Analyse der HI-Grol3familien erga kiéchsten theoretischen LOD-Score
unter der Annahme eines autosomal-dominanten Viengdmusters; dazu passt, dass fast
die Halfte aller Familienmitglieder zwischen 50 und Jahren vom HI betroffen waren

und nahezu 100% der HI-Patienten ebenfalls betrofteltern hatten.

10



Einleitung

1.6 Risikoabschatzung

Mit Hilfe des sog. PROCAM-Scores (Prospective Gardscular Miunster)(2), der aus den
Daten des 10-Jahres-Follow-up eines Minsterandeliols aus 5389 Mannern ermittelt

wurde, soll im Rahmen dieser Doktorarbeit das Ridik das Auftreten akuter koronarer

Ereignisse innerhalb der nachsten 10 Jahre fir feeleson der oben beschriebenen
Herzinfarkt-Gro3familien ermittelt und so eine weeitihrende Ph&notypisierung dieser

Familien durchgefihrt werden.

1.7MEF2A (Myocyte Enhancer Factor 2A)

Im Jahr 2003 ist es der Arbeitsgruppe von Wang rggn, die erste krankheits-
verursachende Mutation in einer Familie mit eingloaomal-dominant vererbten Form der
Koronaren Herzkrankheit bzw. des Myokardinfarktesdentifizieren.(45) Diese Mutation
befindet sich imMMEF2A-Gen. Es handelt sich hierbei um eines der vieighdider der
Transkriptionsfaktor-Familie Myocyte Enhancer Fac®) das auf Chromosom 15026
lokalisiert ist und durch 12 Exons kodiert wird.eDMIEF2-Gene kodieren fir DNA-
bindende Regulatorproteine, welche sich an bestanniRegionen MEF2-bindende
Sequenz) vieler muskelspezifischer Gene anlagethsonEinfluss auf deren Expression
nehmen.

MEF2A-cDNA konnte in der frihen Embryogenese von MauseBlutgefal3en als friher
Marker fir Vaskulogenese-Prozesse nachgewiesenewg® Mausmodelle fur das
Fehlen vonMEF2A (MEF2A-/-) zeigten, dass die meisten dieser Mause inedsien
Lebenswoche starben. Es lag eine Erweiterung dgddere Ventrikels vor, die genaue
Ursache fur den plétzlichen Tod ddEF2A-/- blieb jedoch weitgehend unklar.(37)
Anfangs wurde daMEF2A-Gen als muskelspezifisches Gen identifiziertsgsiter jedoch
auch in hoher Expression im Gefal3endothel nachgewiavorden.(10;45) Dies deutet
darauf hin, dasMEF2A mdglicherweise eine entscheidende Rolle bei dgukgung der
GefalRbildung bzw. der GefalBmorphologie spielt, inaes die Differenzierung von glatten
Muskelzellen beeinflut und in der Endothelentwick] von Bedeutung ist. Das Fehlen
bzw. das verminderte Vorkommen voMEF2A wirde zu einer abnormalen
Endothelauspragung mit daraus resultierender Gefd@schwéache in den Koronararterien
fuhren und dadurch entzindliche Prozesse und Theohbildung beglnstigen, da die
protektive Funktion des Endothels vermindert istbiehlt.(47)

Bei der von Wang und Mitarbeitern identifizierterutdtion handelt es sich um eine 21-bp-
Deletion im Exon 12 deMEF2A-Gens, welche sich bei allen betroffenen Mitglieder

einer Familie mit autosomal-dominanter Form der df@aren Herzerkrankung bzw. des
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Herzinfarktes zeigte.(45) Bei den Nichtbetroffenemurde dieser Gendefekt nicht
gefunden. Die Arbeitsgruppe hatte zuvor im Rahmeregenomweiten Analyse mit
Mikrosatellitenmarkern einen hohen LOD-Score fie &8legion 15926 erhalten und das
MEF2A-Gen als erstes von ungefahr 93 Genen in dieserioRelgei HI-Patienten
sequenziert. Nach Angabe von Wang und Mitarbeiteimd durch diese funktionelle
Mutation die Aktivitat von MEF2A als Transkriptionsfaktor vermindert, sodass die
Endothelentwicklung in den Koronararterien gestdig, Plaqueanlagerung beginstigt und
damit zur Pathogenese des Herzinfarktes beigetnagdn

Dieselbe Arbeitsgruppe beschrieb kurze Zeit spditgirweitere Mutationen im Exon 8 des
MEF2A-Gens (N236S, P279L und G283D), welche im Rahmearduntersuchung von
207 Patienten mit Koronarer Herzkrankheit/Myokafaiikt bei vier Patienten identifiziert
werden konnten und bei den 191 untersuchten gesuid@mtrollen nicht vorlagen
(Pravalenz 1,9%).(4)

Weitere Arbeitsgruppen haben dd&F2A-Gen bei Patienten mit KHK bzw. HI auf das
Vorliegen von krankheitsverursachenden Mutationatensucht und kamen zu anderen
Ergebnissen: die von Wang et al. beschriebene Zhdigtion wurde auch bei gesunden
Kontrollpersonen identifiziert.(51) Somit konnteedHypothese der Krankheitskausalitat
nicht unterstttzt werden und die Bedeutung diesetakibn wird weiterhin diskutiert,
sodass weiterfihrende Untersuchungen ME$-2A-Gens in grol3eren Kollektiven von

Herzinfarkt-Patienten und gesunden Kontrollpersagréorderlich sind(25;51)

1.8 Ziel der vorliegenden Arbeit

Inhalt dieser Doktorarbeit ist zunédchst die Berexign des Risikos akuter koronarer
Ereignisse fur jedes Mitglied der Herzinfarkt-Grafgilien mit Hilfe des PROCAM-
Scores. AnschlieBend folgt die Untersuchung d48F2A-Gens auf mogliche
Mutationen, die fur die Entstehung von seltenenosumhal-dominant vererbten
Herzinfarkten verantwortlich sind. Hierbei solleleal2 Exons mit den flankierenden
Intronbereichen sowie die 5- und 3-UTR-Region VOMEF2A bei einem
Patientenkollektiv aus den Herzinfarkt-GroRR3familieequenziert werden. Das Vorliegen
der von Wang identifizierten 21-bp-Deletion solli lneesen Familien tberprift werden.
Ausserdem soll die Typisierung von zwei genetisch@nianten, dem Polymorphismus
P279L in Exon 8 sowie dem (CAG)n-Repeat in Exond&® MEF2A-Gens, in grol3en
Kollektiven aus Patienten mit familiar gehauft aeténden sowie sporadischen

Herzinfarkten im Vergleich mit gesunden Kontrollpemen erfolgen.
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2. Material und Methoden

2.1 Studiengruppen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Assoziatiors MEF2A-Gens in zwei grol3en Fall-
Kontrollstudien untersucht, wobei auf ein HerzikfaKollektiv mit familiar gehauften
Infarkten und auf ein Kollektiv mit Herzinfarktpatiten ohne familidre Belastung sowie
zwei Kontrollpopulationen zurtickgegriffen werden nkte. Die Kollektive werden

nachfolgend naher beschrieben.

2.1.1 Herzinfarktkollektiv mit positiver Familienan amnese

2.1.1.1 Deutsche Herzinfarktfamilienstudie

In der Deutschen Herzinfarktfamilienstudieirden in der Zeit von Januar 1997 bis Juli
2001 in Zusammenarbeit mit 17 Rehabilitationskiemk fir Herz- und
Kreislauferkrankungen deutschlandweit Uber 200 K@hkenakten auf familiare Haufung
von kardiovaskularen Erkrankungen geprtft, um prikérzinfarktgeschwisterpaare zu
identifizieren. Wenn eine Familie mindestens zweheinde betroffene Geschwister mit
Herzinfarkt bzw. schwerer koronarer HerzerkrankKeiK, definiert als PTCA oder
Bypass-Operation) aufwies, wurde diese Familie &ktgrt und nach entsprechender
Einwilligung ausfuhrlich bezuglich kardiovaskulamrsikofaktoren und Ereignisse sowie
weiterer betroffener Familienmitglieder befragt.sgesamt erklarten sich tber 6000
Personen aus uber 1400 Familien schriftlich zum&éme an einer molekulargenetischen
Studie zur Identifizierung genetischer Ursachen ldeszinfarktes bereit. Alle lebenden
Mitglieder dieser Familien wurden einheitlich ph&moisch charakterisiert. Es folgte eine
ausfuhrliche korperliche Untersuchung sowie die elbting der kardiovaskuléaren
Risikofaktoren (Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetesllitus, Hyperlipidamie). Von allen
Personen wurde DNA extrahiert. Die biochemischealysen zu Risikofaktoren erfolgten

zentral in einem Labor.

2.1.1.2 Herzinfarkt-Grol3familien

Neben Herzinfarkt-Geschwisterpaaren wurden in daut&chen Herzinfarktfamilienstudie
auch Herzinfarkt-Grof3familien mit mindestens flofrvHerzinfarkt betroffenen Personen
identifiziert. Fir die Definition als HerzinfarktfG3familie mussten in einer Familie
folgende Kriterien erfullt sein:

- mindestens drei betroffene Geschwister mit einemzidtarkt vor dem 60. Lebensjahr

13



Material und Metten

- mindestens zwei betroffene Cousins/Cousinen mitidfarkt vor dem 60. Lebensjahr
19 Familien erflllten diese Kriterien und wurdens aHerzinfarkt-Grof3familien
klassifiziert. Es handelte sich insgesamt um 49@b&nden (114 HIl-Patienten und 376
nicht betroffene Familienmitglieder). Die grof3te nite bestand aus 65 lebenden
Familienmitgliedern mit 22 Herzinfarkt-Patientenfimf Generationen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde bei jeweilseminreprasentativen Mitglied pro
GroRfamilie dasMEF2A-Gen sequenziert.

2.1.2 Sporadische Herzinfarktpatienten (KORA-B Hermfarktregister)

Das KORA-B-Kollektiv (Cooperative Health Researahthe Augsburg Area) besteht aus
609 Patienten mit Herzinfarkt vor dem 60. Lebensjabs dem Herzinfarktregister
Augsburg, das im Rahmen des WHO-MONICA-Projekteshes unten) etabliert wurde.
Die Diagnose des Herzinfarktes wurde nach den M@NKGterien gestellt
(www.ktl.fi/publications/manual/index.htm). Die Ratten wurden nach dem Protokoll der
MONICA-Studie (kérperliche Untersuchung, Labor, EKGEchokardiographie,
standardisierte Befragung) untersucht.(20)

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden der (CARepeat (n=543) und der P279L-
Polymorphismus (n=533) d®&EF2A-Gens bei diesen Herzinfarkt-Patienten genotygisier

2.1.3 Kontrollpopulationen

2.1.3.1 Ehepartner in der Herzinfarkt-Familienstudie

Die gesunden Ehepartner der Patienten aus der rifemkdt Familienstudie dienten als
Kontrollpopulation fur die familiar gehauften Hemfarkte. In der vorliegenden
Doktorarbeit wurden 1021 dieser Kontrollpersonem fien P279L-Polymorphismus

genotypisiert.

2.1.3.2 Augsburg MONICA echokardiographische Substiie

Als Kontrollgruppe fir die sporadischen Herzinfadiienten dienten Teilnehmer der
populationsbasierten echokardiographischen Sulestuder Augsburg MONICA

(Monitoring of Trends and Determinants in Cardiauas Disease) Studie 1994/1995. Bei
der MONICA-Studie handelt es sich um einen représdmsen Bevolkerungsquerschnitt
der Region Augsburg bestehend aus Individuen zwiscB5 und 74 Jahren, der
ausfuhrlich phanotypisch charakterisiert wurde. [Esfolgten eine kérperliche

Untersuchung, Elektrokardiogramm, Echokardiographierschiedene laborchemische
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Blutuntersuchungen sowie standardisierte Interviems Fragen nach kardiovaskularen
Risikofaktoren und den regelmalilig eingenommenenikdatenten. Alle teilnehmenden
Personen erklarten schriftlich ihr Einverstandmisl wlas Studienprotokoll wurde von der
Ethikkomission akzeptiert (Az. 02/042, Ethikkomniiss der Medizinischen Fakultat der
Universitat Regensburg, 06.03.2002).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden der (CAG)nda&pn=1055) und der P279L-
Polymorphismus (n=1190) in diesem Kontrollkollekfiw die sporadische Herzinfarkte
(KORA-B-Kaollektiv) genotypisiert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Berechnung des kardiovaskularen 10-Jahres-Rk®s

Durch die PROCAM-Studie (2) wurde eine Mdglichkeitwickelt, das individuelle
Risiko eines Probanden fir das Auftreten akuterokarer Ereignisse innerhalb der
nachsten 10 Jahre zu bestimmen.

Die Basis dieser Risikoabschéatzung ist das gloRae&oprofil eines Patienten, d. h. die
Gesamtheit seiner kardiovaskularen Risikofaktof2er. Score wurde aus den 10-Jahres-
Follow-up-Daten einer Langsschnittuntersuchung anene Miuinsteraner Kollektiv
ermittelt.(2)

Im Zeitraum von 1979-1985 wurden 5389 Manner zwescB5 und 65 Jahren fur die
Studie rekrutiert und im 10-Jahres-Follow-up bemigldes Auftretens von akuten
koronaren Ereignissen (plotzlicher Herztod bzw.cduiEKG und/oder Herzenzyme
nachgewiesener Herzinfarkt) beobachtet. TeilnehmeHerzinfarkt bzw. Schlaganfall in
der Vorgeschichte bzw. mit EKG-Zeichen fur karditdehdmie wurden vom Follow-up
ausgeschlossen. Innerhalb des Beobachtungszeitrsani0 Jahren traten insgesamt 325
akute koronare Ereignisse auf.

Fiur die Risikoberechnung wurden die folgenden Patamherangezogen und jeweils in
mehrere Kategorien unterteilt (siehe Tabelle 1)eRAILDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin,
Triglyzeride, Rauchen, Diabetes mellitus, systbiescBlutdruck und Herzinfarkt in der
Familienanamnese. Diesen Parametern wurden mit e Hiles Cox-Modells
(Regressionsmethode zur Analyse von Uberlebensdatenn gleichzeitig der Effekt
mehrerer Einflussgrof3en auf eine Zielvariable wsuteint werden soll(55)) und Kaplan-
Meier-Uberlebenskurven Punktwerte als Gewichtung Bedeutung der jeweiligen
Einflussvariablen zugeordnet und anhand der Gesammte dieser Punktwerte das Risiko

fur akute koronare Ereignisse in Prozent bestinsiehgé Tabelle 2).
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Parameter Punktwert
Alter (Jahre) 35-39 0
40-44 6
45-50 11
50-54 16
55-59 21
60-65 26
LDL-Cholesterin (mg/dl) <100 0
100-129 5
130-159 10
160-189 14
>190 20
HDL-Cholesterin (mg/dI) <35 11
35-44 8
45-54 5
>55 0
Triglyzeride (mg/dl) <100 0
100-149 2
150-199 3
>200 4
Rauchen Nein 0
Ja 8
Diabetes mellitus Nein 0
Ja 6
HI in Familienanamnese Nein 0
Ja 4
Systol. RR (mmHg) <120 0
120-129 2
130-139 3
140-159 5
>160 8

Tabelle 1: Parameter fiir den PROCAM-Score und zugardnete Punktwerte
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Anzahl der Punkte

10-Jahres-Risiko (%)

<20 <1.0
21 1.1
22 1.2
23 1.3
24 1.4
25 1.6
26 1.7
27 1.8
28 1.9
29 2.3
30 2.4
31 2.8
32 2.9
33 3.3
34 35
35 4.0
36 4.2
37 4.8
38 51
39 5.7
40 6.1
41 7.0
42 7.4
43 8.0
44 8.8
45 10.2
46 10.5
47 10.7
48 12.8
49 13.2
50 155
51 16.8
52 17.5
53 19.6
54 21.7
55 22.2
56 23.8
57 25.1
58 28.0
59 29.4

=60 =30

Tabelle 2: Risiko flr akute koronare Ereignisse agsziiert mit jedem Score
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Anhand des oben beschriebenen Scores wurde fig Midglied der 23 zu untersuchenden
Herzinfarkt-Grol3familien das Risiko, innerhalb déichsten 10 Jahre einen Herzinfarkt zu
erleiden, ermittelt. Bei den Betroffenen, d.h. deamilienmitgliedern, die bereits einen
Herzinfarkt gehabt hatten, wurden vom jeweiligen niMestationsalter (Alter beim

Auftreten des Herzinfarktes) funf Jahre subtrahiad somit ein ungefahrer mittlerer Wert
fur das 10-Jahres-Risiko bestimmt.

Die auf die beschriebene Weise ermittelten PROCARH®/ wurden als Auswahl-

kriterium fur die Genotypisierung der einzelnen i&#en aus den Herzinfarkt-

Grol3familien herangezogen. Die genetische AnalgseMiEF2A-Gens erfolgte vor allem

bei Patienten mit frihem Manifestationsalter degziiéarktes sowie einem geringen
kardiovaskuléaren Risikoprofil und damit einem nigdn PROCAM-Score. Hierdurch

sollte das Phanomen der Phanokopie (Veranderunglem Merkmalbildung eines

Genotyps durch Auf3enfaktoren, die zur Nachbildumgese anderen Genotyps flhrt)
vermieden und eine hohere Wahrscheinlichkeit denetyggchen Entstehung des

Herzinfarktes bei diesen Patienten gewahrleistetiere

2.2.2 Polymerase - Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handekiels um ein molekulargenetisches
Verfahren, bei dem selektiv bestimmte DNA-Abschanitexponentiell vervielfaltigt
werden.(35)

Standard-PCR: Bendtigt werden Ausgangs-DNA (Teraplagine thermostabile DNA-
Polymerase, zwei passende OligonukleotidprimerigPuihd Nukleotide.

Am Anfang jedes PCR-Zyklus steht ein Denaturiersogstt: Bei einer Temperatur von
94°C trennen sich die beiden Strange der TempltA. In der anschliel3end folgenden
Annealingphase wird die Temperatur auf Werte zwasch5 und 65°C gesenkt und es
kommt zur Hybridisierung der im Uberschuss vorhaeseOligonukleotidprimer an die
nun einzelstrangige Template-DNA. Im dritten Schriter Elongationsphase, wird die
Temperatur auf 72°C (Temperaturoptimum der Tag#Rehase) erhoht und ausgehend
von den Primern beginnt die DNA-Synthese, bis wiedme doppelstrdngige DNA
vorliegt, die identisch mit der urspriinglichen Teat@g-DNA ist. Da die Synthese an
beiden Strangen der DNA ablauft, wird in einem Zigkldie Zahl der Templates
verdoppelt, nach zwei Zyklen vervierfacht usw., fasdet also eine exponentielle

Vervielfaltigung der Ausgangs-DNA statt. Bei deasdard-PCR variiert die Anzahl der
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Zyklen zwischen 30 und 40. In Abb.4 ist der Ablaihes PCR-Zyklus’ schematisch
dargestellt.

Polymerase

Abb. 4: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklugaus: Facharbeit Biologie K.Thust, 2003)
a) Doppelstrang-DNA (Ausgangstemplate)

b) Auftrennung in zwei Einzelstrange (Denaturierspitpse)

¢) Anlagerung der Oligonukleotidprimer (Annealinggk)

d) DNA-Synthese ausgehend von den Primern (Eloogsphase)

e) Vorliegen zweier neuer Doppelstrang-DNAs

2.2.2.1 PCR-Programm

Fur die Untersuchung der Patienten-DNA bei dera@8gewéhlten Kandidaten aus den
beschriebenen Herzinfarkt-Grof3familien auf krantdwarursachende Mutationen in den
einzelnen Exons deMEF2A-Gens wurde standardmafRig folgendes PCR-Programm
verwendet:
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Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
94<C 3 min. 1x
94<C 30 sec.
61C 30 sec. 3x
72T 30 sec.
94<C 30 sec.
59C 30 sec. 3x
72T 30 sec.
94<C 30 sec.
57C 30 sec. 3x
72T 30 sec.
94C 30 sec.
55¢C 30 sec. 30x
72<C 30 sec.
72<C 10 min 1x

Tabelle 3: Touch down-Programm zur Durchfiihrung derPCR

2.2.2.2 Oligonukleotidprimer

Die Primerpaare flir die PCR der 12 Exons sowiebttaund 3'-UTR-Region vorMEF2A
wurden mit Hilfe des Primer3-Programms designt badder Firma Biotez bestellt. Die
gelieferten Primer mussten auf eine Konzentration 50pmol/ul verdinnt werden. Die
einzelnen Primersequenzen sind in Tabelle 10 imaAgldargestellt.

Nach der Verdinnung erfolgte das Austesten der é?rimit dem oben beschriebenen
Touch down Programm und wenn nétig eine PCR-Optimig durch Erhéhung bzw.

Senkung der Annealing-Temperatur.

2.2.2.3 MasterMix

Die weiteren erforderlichen Bestandteile des PCRatzes (siehe oben) wurden in Form
eines MasterMix der Firma Eppendorf hinzugefiigt. Bandelt sich um ein
Reagenzgemisch (die genaue Zusammensetzung kanimaeang entnommen werden),
das mit einer zusatzlichen Magnesiumlésung versaéstennd unter Zugabe von DNA,

Oligonukleotidprimern und Wasser fur die PCR verdetrnwird.
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2.2.2.4 Patienten-DNA

Fur die PCR-Ansatze wurde die bereits im Kollektrorliegende DNA der 23
ausgewahlten Patienten aus den Herzinfarkt-GroB&amwverwendet. Hierbei wurde auf
eine Konzentration von 10 ng/ul verdinnt und jediesatz enthielt zwischen 50 und 80 ng
DNA.

2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Das Verfahren der Agarosegelelektrophorese dienti,dANA-Fragmente von 0.5 bis 25
kb Lange voneinander zu trennen und zu identieni€B3)

Prinzip: Agarose wird in Elektrophoresepuffer inr ddikrowelle aufgekocht, bis die
Agarose gelost ist. Die flissige Agarose wird inea Gelschlitten mit einem Kamm
gegossen, sodass nach dem Abkuhlen ein Gel mih@asentsteht. Das Gel wird in eine
Elektrophoresekammer gegeben und diese mit Paffggeflllt, sodass das Gel knapp
bedeckt ist. Anschlieend wird die DNA-LOsung ire dlfaschen pipettiert und eine
Spannung angelegt (zwischen 50 und 150 Volt). Dagimente wandern durch das Gel,
wobei kleine Fragmente schneller laufen als grédtelie DNA ausreichend weit gelaufen,
farbt man das Gel mit einem Farbstoff (bzw. flgtseéin bereits der DNA hinzu und
pipettiert ihn mit in die Taschen), betrachtet eeeu UV-Licht und hat die Mdglichkeit zur
fotografischen Dokumentation (siehe Abb.5). Tabdlleeigt die Agarosekonzentrationen

und die jeweiligen Fragmentl&angentrennbereiche.

« 500 bp

Abb. 5: Exemplarische Darstellung eines Agarosegels
Léngenstandard: 100 bp DNA-Leiter (die 500 bp-Sisifenit einem Pfeil gekennzeichnet)
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Fragmentlange (kb) Agarosekonzentration (%)
1-30 0.5
0.8-12 0.7
05-7 1.0
04-6 1.2
02-3 15
01-2 2.0

Tabelle 4: Agarosekonzentrationen und die jeweilige Fragmentlangentrennbereiche (aus: Mulhardt,
Molekularbiologie /Genomics, 4. Auflage, Spectrum ¥rlag)

Anwendung: Fur die Darstellung der PCR-Produkte das Patienten-DNA wurden
Uberwiegend 1.5%ige Agarosegele verwendet. Als dPuffurde 1xXTBE (Tris-Borat-
EDTA) benutzt und als Farbemethode der FarbstoBRYsreen. Die Proben wurden mit
Loading Dye versetzt. Zur Orientierung bzw. GrofBstimmung der Fragmente wurde
immer zuséatzlich ein Langenstandard (100 bp DNAdrgiaufgetragen. Die verwendete

Spannung fur die Gelelektrophorese betrug meistvVdl

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Nach Durchfihrung von PCR und Gelelektrophoresedemrdie Proben zu der Firma
Sequiserve (Vaterstetten) bzw. Geneart (Regenshargchickt, um dort sequenziert zu
werden.

Prinzip (siehe auch Abb.6): bei der automatischegu8nzierung in Sequenziergeraten
(Kapillar-Sequenzer) wird die DNA mit Fluoreszenbfstoffen markiert, die vom Gerét
wahrend der Elektrophorese mittels Laser angeradt gemessen werden.(33) Hierbei
liegt die Leseweite unter optimalen Bedingungerseiven 500 und 1000 Nukleotiden. Die
Markierung sitzt entweder im Primer oder an deneBakynukleotiden, wobei letztere
Variante den Vorteil hat, dass vier verschiedembgiaffe verwendet werden kdnnen. Die
Sequenzierreaktion wird dann in einem einzigen Gefarchgefihrt und beansprucht auf
dem Gel nur eine Spur je Sequenz.

Wichtig ist die Reinigung der Proben vor dem Audea, weil nicht eingebaute Nukleotide
bzw. Primer zu einem starken Hintergrund fiihrennlgin der das Lesen der ersten Basen
deutlich erschwert. Schlie3lich liegt dann das Brgge in Form eines vierfarbigen

Ausdrucks vor, wobei jeder der vier Basen eine &atpeordnet ist.
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3
dNTPs, DNA-Polymerase
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Abb. 6: Automatische DNA-Sequenzierung (aus: MilleiEsterl, Biochemie, 2004 Elsevier GmbH)

2.2.5 5 Exonuklease Assay (TagMan)

Die TagMan-Realtime-PCR beruht auf dem Prinzip &&Nuklease-Aktivitat der
eingesetzten Polymerasen. Der PCR-Ansatz enthdlbbeme den normalen
Oligonukleotidprimern fiir eine PCR eine sequenziisehe Oligonukleotid-Sonde, mit
deren Hilfe der Verlauf der PCR beobachtet werdemi(22;52) Diese Sonde ist am 5

Ende mit einem fluorigenen Reporterfarbstoff (Feotisder sich bei einer Wellenlange
von 488 nm anregen lasst) und am 3‘-Ende mit eiq@mencher-Farbstoff (nimmt die

Energie von angeregten Reportermolekilen auf uradhlstsie bei einer deutlich anderen
Wellenlange als der Reporter ab) versehen. SolahgeSonde intakt ist, wird die

Fluoreszenzenergie vom Reporter auf den Quenclegtrégen und von diesem resorbiert.
Ablauf: Primer und Sonde binden an die DNA-Strange Tag-Polymerase beginnt an
den 3‘-Enden der Primer zu amplifizieren. Erreidie¢ Tag-Polymerase die Sonde, wird
die 5'-Nuklease-Aktivitat der Polymerase aktiviemtpdurch es zu einer Fragmentierung
der Sonde kommt. Dadurch sind Reporter und Quenchenlich weiter voneinander

entfernt, der Energietransfer zwischen den Farfstdékilen ist erschwert und die

verstarkte Fluoreszenz des Reporters fuhrt zurtéimiag eines Signals. Dieser Vorgang
wiederholt sich bei jedem Zyklus und die gemess&mehme der Fluoreszenz ist direkt
proportional zum entstandenen Amplifikat.
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2.2.6 Statistische Analyse

Im ersten Schritt wurde Uberprift, ob die GenotygenPolymorphismen in den einzelnen
Fall- und Kontrollgruppen vom Hardy-Weinberg-Glegelwicht abweichen. Das Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht wird in der Populationsgéneterwendet, um die Beziehung
zwischen Allelfrequenzen und Genotypfrequenzen welen. Hierbei wird von einer
nicht vorkommenden idealen Population (d.h. vatidige Durchmischung ohne Selektion,
Mutation und Migration) ausgegangen, in der sigh rélativen Haufigkeiten der Allele
und Genotypen nicht andern. Um auf Abweichung voardyg-Weinberg-Gleichgewicht
zu testen, wurden mittels eineg-Tests auf Anpassung erwartete und tatséchliche
Genotypfrequenzen der Polymorphismen verglichei.(54

Im zweiten Schritt wurde untersucht, ob die Polypmigmen signifikant mit dem
Herzinfarkt assoziiert sind. Fir den (CAG)n-Repeatrden die Unterschiede der
Genotypfrequenzen zwischen Herzinfarktpatienten geslinden Kontrollpersonen mittels
zweiseitigem Cochran-Armitage Trend Test fur 2x3elraverglichen. Mit diesem Test
wird Uberpruft, ob mit Zunahme der Anzahl des s@teAllels auch das Risiko der Féalle
im Vergleich zu den Kontrollen zunimmt. Beim P27Bblymorphismus kommt in keiner
der vorliegenden Studien das seltene Allel vor. Balyse reduziert sich somit auf eine
2x2 Tafel, in der die Felder der Heterozygoten scinwach besetzt sind. Aus diesem
Grund wird auf die Assoziation zwischen P279L-Pabyphismus und Herzinfarkt mit
Hilfe des zweiseitigen exakten Tests nach Fishetestet.(42) Eine Fehler-

wahrscheinlichkeit von < 0,05 wurde als statistisigmifikant betrachtet.

2.2.7 Durchfuhrung der Arbeiten
Mit Hilfe der oben beschriebenen Methoden wurden28 ausgewahlten Hi-Patienten aus
den Herzinfarkt-Grof3familien bezuglich MutationemMEF2A-Gen untersucht.
Allgemeiner Ablauf: Primerdesign und —bestellungdés jeweilige DNA-Fragment
Austesten der Primer, ggf. PCR-Optimierung
Durchfiihrung der PCR
Agarosegelelektrophorese
DNA-Sequenzierung

Auswertung der Sequenzen
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2.2.7.1IMEF2A Exon 1 bis 12, 5°UTR und 3'UTR
Bei den 23 ausgewahlten HI-Patienten aus den Grolida wurden die 12 Exons mit den
flankierenden Intronsequenzen sowie die 5- und B3FR-Region desMEF2A-Gens
mittels PCR amplifiziert und anschliel3end sequehzie
PCR-Ansatz fur Primertestung
pro Ansatz: 10 pl MasterMix
12 pl Aqua dest.
2 pl Primer (F- und R-Primer)
1 pl Test-DNA
Gesamtvolumen: 25 pl

Die Patienten-DNA wurde fir die Durchfihrung derRP@ach dem oben dargestellten
Schema in Mikrotiterplatten pipettiert.
pro Ansatz: 10 pl MasterMix
8 ul Agqua dest.
2 ul Primer (F- und R-Primer)
5 ul DNA (10 ng/ml)
Gesamtvolumen: 25 pl

Gelelektrophorese: Auftragen von 4 ul PCR-Produk2ml Loading Dye und 1 pul SYBR
GREEN auf 1.5 %ige Agarosegele, Laufdauer 1 h béi\L

DNA-Sequenzierung: Verschicken der Proben, DNA-8egierung und anschlieRende
Auswertung der Sequenzen durch die jeweilige Firgigene Auswertung anhand der

Elektropherogramme und Sequenzen.

2.2.7.2MEF2A 21-bp-Deletion
Untersuchung aller Personen der Herzinfarkt-GroBimmauf das Vorliegen der 2003 von
Wang et al. beschriebenen 21-bp-Deletion im ExoddsMEF2A-Gens.
Hierfir wurde die DNA aller Probanden auf Mikrotjpatten vorpipettiert und
eingetrocknet, die Uubrigen Reagenzien hinzugegebed die PCR nach dem
standardmafig verwendeten Touch-down Programme(sieén) durchgefuhrt.

pro Ansatz: 10 pl MasterMix

8 ul Aqua dest.
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Material und Metten

2 pl Primer (F- und R-Primer)
10 pl DNA (10 ng/ml)

Gesamtvolumen: 20 pl

Anschlie3end Gelelektrophorese auf Acrylamidgelen eine gute Auflésung zu erreichen
bzw. die unterschiedlich langen Fragmente (mit/obeketion) auf dem Foto erkennen zu
konnen. Es erfolgte die Sequenzierung dieser Redimch die Firma Geneart bzw.

Sequiserve.

2.2.7.3 (CAG)n-Repeat in Exon 12 vOMEF2A

Im Exon 12 desMIEF2A-Gens ist eine mehrfache Wiederholung der Basezmé&lge
(CAG)n bereits seit langerer Zeit beschrieben.(BsBr Trinukleotid-Repeat wurde auch
im Rahmen der Sequenzierung ddEF2A-Gens bei den Mitgliedern der Herzinfarkt-
GrolRfamilien gefunden. Zur genaueren Bestimmung\gteilung der unterschiedlichen
Anzahl von Wiederholungen und der Darstellung ememntuellen Zusammenhangs einer
bestimmten Anzahl von Repeats mit dem Auftreten Wwyokardinfarkten folgte die
diesbezugliche Untersuchung eines deutlich grof3¢odiektivs von Herzinfarkt-Patienten
(sporadische und familiar gehauft auftretende Harkte) und gesunden
Kontrollpersonen. Die Arbeiten wurden in Berlin @ité-Universitatsmedizin Berlin,

Abteilung Toxikologie) durchgefihrt.

2.2.7.4 Genotyp-Frequenz fur detM EF2A-P279L-Polymorphismus

Bei diesem Polymorphismus, der bereits von der isbeippe von Gonzalez(13)
beschrieben wurde, handelt es sich um eine seltariante in Exon 8 deBIEF2A-Gens.
Mit Hilfe der oben beschriebenen TagMan-Methodedeurgrof3e Kollektive bestehend
aus Patienten mit familiar gehauften bzw.ragsch auftretenden Herzinfarkten sowie

gesunden Kontrollpersonen auf das Vorliegen diBsggmorphismus untersucht.

Der Eigenanteil an der Durchfihrung der beschriebefrbeiten ist im Ergebnisteil (Seite

42) klar herausgestellt.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde fur die Seqigenag desMIEF2A-Gens die DNA
eines Patientenkollektivs aus den bereits obenhbebenen Herzinfarkt-GrolRfamilien
verwendet. Die klinischen Charakteristika dieseof@amilien sind als Ubersicht in der

nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Parameter HI kein HI

N 122 394

Frauen (%) 32,8 53,6

Alter 62,6 + 8,3 46,2 + 140
Alter beim ersten HI 549 + 88

Systolischer Blutdruck, mm HG 1455 + 204 130,1 + 19,2
Diastolischer Blutdruck, mm HG 848 + 97 809 + 104
Bluthochdruck, WHO (%)* 92,6 34,3
Cholesterin (total), mg/dl 236,8 + 49,0 236,4 + 431
HDL Cholesterin, mg/dl 524 + 13,7 58,1 + 148
LDL Cholesterin, mg/dl 1555 + 434 149,1 + 341
HbA1C, % 588 + 0,82 554 + 0,64
Diabetes, HBA1C = 6 (%) 24,6 9,6

Diabetes, anam. (%) 10,9 3,6

Rauchen, jemals (%) 74,2 52,0

Rauchen, derzeit (%) 14,0 28,0

Body Mass Index (BMI), kg/m2 272 + 33 26,1 + 44
BMI > 27,5 (%) 50,0 33,0

BMI > 30 (%) 16,4 16,2

Tabelle 5: Phanotypisierungsdaten der Herzinfarkt-Gol3familien

Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichunglkeaikontinuierlichen Variablen und Haufigkeiten in
% bei den bindren Variablen

* systolischer/diastolischer Blutdrueld40/90 oder Einnahme von Antihypertensiva

3.1 Berechnung des kardiovaskularen 10-Jahres-Risils

Es wurde das Risiko, innerhalb der nachsten 10eJahr akutes koronares Ereignis
(Herzinfarkt) zu erleiden, fir alle Mitglieder dbeschriebenen Herzinfarkt-Grof3familien
nach dem PROCAM-Score bestimmt. Hierbei zeigte asishauffallig, dass die Patienten

mit Herzinfarkt zum Teil ein niedriges Manifestatgalter und wenig kardiovaskulare
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Risikofaktoren hatten, woraus sich rechnerisch ganinges Herzinfarktrisiko ermitteln
lie3. Andererseits ergab die Berechnung auch Pensomt einem hohen Risiko, d.h.
deutlichen kardiovaskularen Risikofaktoren, die ltier das 70. Lebensjahr hinaus keinen
Herzinfarkt erlitten hatten.

In Tabelle 6 sind die nach dem PROCAM-Score beretgm Risikowerte fir die 23
ausgewahlten Herzinfarkt-Patienten dargestellt. Benauen Ergebnisse der Risiko-
berechnung fir jede einzelne Person der Herzinfarkfifamilien sind Tabelle 11 im

Anhang zu entnehmen.

ID Familie Stammbaum PROCAM [%)] Punktwert
8948502 8948 1 6,1 40
2001516 2001 2 8,0 43
8882503 8882 3 4,0 35
8622504 8622 4 1,0 19
8655503 8655 5 13,2 49
8502502 8502 6 57 39
4453501 4453 7 8,8 44
6486503 6486 8 7,4 42
6545504 6545 9 57 39
6556504 6556 10 8,0 43
6642502 6642 11 6,1 40
6686502 6686 12 51 38
6849509 6849 13 1,3 23
8409501 8409 14 4,2 36
8517504 8517 15 10,7 47
8662501 8662 16 4,0 35
8848506 8848 17 7,0 41
9011501 9011 18 1,3 23
8942527 8942 19 2,9 32
8826502 8826 20 6,1 40
8170501 8170 21 6,1 40
7429502 7429 23 10,2 45
7028506 7028 24 6,1 40

Tabelle 6: PROCAM-Score fir die 23 ausgewahlten Heinfarkt-Patienten
PROCAM (Prospective Cardiovascular Miinster, 2002%iko eines Patienten, innerhalb der nachsten 10
Jahre ein akutes koronares Ereignis (Herzinfatkgrieiden
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3.2 Sequenzierung deMEF2A-Gens

3.2.1 Optimierung der PCR

Bei 23 ausgewahlten Herzinfarkt-Patienten aus defé¢familien wurden die 12 Exons mit
den flankierenden Intronabschnitten sowie die 5 W3'-UTR-Region vonMEF2A
sequenziert.

Die Primerpaare fir die einzelnen Fragmente, die der Firma Biotez synthetisiert
worden waren, wurden zu Beginn der Arbeit ausgetesm optimale PCR-Produkte zu
erhalten. Alle Primerpaare zeigten, wie in Abb.#géatellt, mit dem Standard-Touch-
down-Programm (siehe Methodenteil) das beste Result

~ 500 bp

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5152 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 121332 33 3%

Abb. 7: Darstellung aller verwendetenM EF2A-Primer auf dem Agarosegel
5'1 und 52 stehen fir 5'UTR Fragment 1+2, 1-12Hkon 1-12, 3'1-4 fur 3'UTR Fragment 1-4
Langenstandard: 100 bp DNA-Leiter (die 500 bp-Stsifenit einem Pfeil gekennzeichnet)

Nach der PCR-Optimierung erfolgte die DNA-Sequenzig bei der Firma Geneart
(Regensburg) bzw. Sequiserve (Vaterstetten). Areddhd wurden die erhaltenen

Sequenzen ausgewertet. Abb. 8 zeigt einen Ausseausteinem Elektropherogramm.
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Exemplarische Darstellung eines Elektrophesgramms

Abb. 8
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3.2.2 DNA-Sequenzierung

3.2.2.1 21-bp-Deletion

Im Rahmen der Sequenzierung déEF2A-Gens bei den Herzinfarkt-Patienten und den
gesunden Kontrollpersonen aus den Grol3familien teodie von Wang und Mitarbeitern
identifizierte 21-bp-Deletion in Exon 12 in dieselatientenkollektiv nicht gefunden

werden.

3.2.2.2 Polymorphismen intMEF2A Gen

Weiterhin ergab die Sequenzierung WIEF2A bei den 23 ausgewahlten HI-Patienten
keine seltenen funktionellen genetischen Varianteit einer Bedeutung fur die

Pathogenese des Herzinfarktes. Es wurden mehremtsbéekannte Polymorphismen
bestatigt und einige neue Polymorphismen idengifizidie in der folgenden Tabelle

dargestellt sind.

Positon Positon _[Positon oONA oSl lae lstaus
NM_ 005587 — NP 005587
g.54813 G>C Intron 2 — 67 G/C 0,35 Neu
0.54859 A>T Intron 2 — 22 A/T 0,37 Neu
g.137300 [T]6>[T]5|Intron 8 — 74 del T [T]6- 0,13 [Neu
g.137484 G>A Intron 9 + 82 G/A 0,13 rs3730281
g.140646 T>G Intron 10 — 101 T/G 0,02 rs325409
g.140748 C>T Exon 10 €.888 C>T p.N297N 0,15 rs325408
0.144827 C>G Intron 11 + 50 C/G 0,22 rs325403
g.146522 [CAG]n |Exon 12 €.1255-1287 (11)|p.419-429 |n=11- 0,50 |rs3138597
€.1255-1284 (10)|p.419-428 |n=10- 0,15
€.1255-1281 (9) (p.419-427 |n=9 - 0,35
g.146941 [TGTG]n |3'UTR n=1 -0,57 [Neu
n=2 -0,43
g.148537 T>C 3'UTR 0,35 rs897074

Tabelle 7: Identifizierte Polymorphismen imMEF2A-Gen
MAF: minor allele frequency

Die in Tabelle 7 dargestellten PolymorphismenNiaBF2A-Gen werden nun im einzelnen

bezuglich Lokalisation, Allelfrequenz

Bedeutung fur die Pathogenese von Herzinfarkteohneben.
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3.2.2.2.1 Intron2-22 AIT

CTTTGAGAAATCTCCAAACTGCTGTGCACAGT GCCTAAACTAATTTACAT
TCTCAGCAACAATGTGTAAATATTCCCCTTGCTCTGTAACCT CACAAACA
[AT]

CTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGACATTGAGI CTCACTCTACCCCCCAGEC
TGAAGT GCAGT GGTGTGATCTCGGT TCACTGCAACCT CCGCCTCCAGGT T
CAAGTGATTCTCGTACCT CAGCCT CCCGAGT AGCT GGGATTACAGGCECC
TGCCACCATGCCTGGCTGATATTTATATTTTTAGTAGAGATGGAGI TTCA
CCATGT TGGECCAGGCTGGT CTCGAACT CTGGACCTCAGGTAATCTACCCT
CCTCGGECCTCCCAAAGCCCTGEGATTACAGGECGT GAGCCACTGCGCCT GG
CCAGCCTCACCGATGT CTATCTACAGAATATTTAATAACAAAACTAGAAC

Abb. 9: DNA-Sequenz des Exon 2 voMEF2A und der flankierenden Intronabschnitte
Die exonische Sequenz ist in schwarzen Grof3buddstaldie intronischen Sequenzen in grauen
Grol3buchstaben dargestellt. Der Polymorphismuia isf dargestellt

Der Polymorphismus aus Abb.9 liegt im Bereich desiten Introns vorMEF2A und ist
bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wardDie Allelfrequenz in dem
untersuchten Kollektiv betrug fur das A-Allel 63%cfir das T-Allel 37%. Da die
Variante aul3erhalb des kodierenden Bereiches Bgdliist, hat sie hdchstwahrscheinlich

keine Bedeutung fur die Entstehung des Herzinfarke diesen Patienten.

3.2.2.2.2 Intron 2 - 67 G/C

AGAAATCTCCAAACT GCTGTGCACAGT GGCTAAACTAATTTACATTCTCA
[GC]

CAACAATGTGTAAATATTCCCCTTGCTCTGTAACCTCACAAACATCTTTT
[TTTTTTTTTTTTTGCCGACATTGAGT CTCACT CTACCCCCCAGCCTGAAG
TGCAGI GGTGIGATCTCGGT TCACTGCAACCT CCGCCTCCAGGT TCAAGT
GATTCTCGTACCT CAGCCT CCCGAGT AGCT GGGATTACAGGCGCCTGCCA
CCATGCCTGGCTGATATTTATATTTTTAGTAGAGATGGAGT TTCACCATG
TTGGCCAGCCTGGTCTCGAACTCTGGACCTCAGGTAATCTACCCTCCTCG
GCCTCCCAAAGCGCT GGGAT TACAGGCGT GAGCCACT GCGCCTGGECCAGC
CTCACCGATGTCTATCTACAGAATATTTAATAACAAAACTAGAACTACAT

Abb. 10: DNA-Sequenz des Exon 2 voM EF2A und der flankierenden Intronabschnitte
Erlauterungen siehe Abb. 9

Bei Abb.10 handelt es sich ebenfalls um einen Pohpimismus im Intron 2 deIEF2A-
Gens, der nicht innerhalb der kodierenden Sequegizund deswegen keine funktionelle
Bedeutung hinsichtlich des Herzinfarktes hat. &mduntersuchten Kollektiv war die
Allelfrequenz 65% fiur das G-Allel und 35% fur dasACel.
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3.2.2.2.3 Intron8-74del T

AACTCAACAAGTAGAGACAAGTAATTTATATTTCTATCTGI TGTGTATAT
AATCGTCTCTTTAGAGT TCCAGACAGCTGCTAGTGTCCAAATATGTTTTT
t

CTAAAGAAATATTTTGI TTGTGAGTACCAACAGTCTTAGTAACTCTCTTA
TCCCTCTTATGI GCTGAGTACAGT CCGAGGAAGAGGAATTGGAGT TGGTG
AGTGTGGGT TTCTCCTTGAAGGAAGT TGAAAAAGAT GTAGAAAGT ACT AA
TTCTCTTACGTGI TGT TATCTAACCAATGI TCCCTTTGT TACACAAATTT
TTTTAAACACTATTCAAACACTTTGAATAAAGCAATCTACTGGTACTACA
GACTCTAGITTTTCTATTTATAATTGTATGTGT TGACCCATTTTATTTGT

Abb. 11: DNA-Sequenz des Exon 9 voM EF2A und der flankierenden Intronabschnitte
Erlauterungen siehe Abb. 9

Dieser 1-bp-Deletionspolymorphismus aus Abb.11ntroh 8 an Position — 74 zeigte sich
in dem untersuchten Kollektiv aus 23 HI-Patientah emer Haufigkeit von 13% und ist

bisher noch nicht in der Literatur beschrieben worcEine Bedeutung dieser Variante fur
die Entstehung des Herzinfarktes bei den Patiersieaufgrund der Position ebenfalls

unwahrscheinlich.

3.2.2.2.4 Intron 9 + 82 G/A

CTAGTGTCCAAATATGTTTTTTCTAAAGAAATATTTTGITTGTGAGTACC
AACAGTCTTAGTAACTCTCTTATCCCTCTTATGTGCTGAGTACAGT CGGA
GGAAGAGGAATTGGAGT TGGTCGAGTGTGEGT TTCTGCT TGAAGGAAGT TG
AAAAAGATGTAGAAAGTACTAATTCTCTTACGT GI TGT TATCTAACCAAT
[GA

TTCCCTTTGI TACACAAATTTTTTTAAACACTATTCAAACACTTTGAATA
AAGCAATCTACTGGTACTACAGACTCTAGITTTTCTATTTATAATTGTAT
GIGTTGACCCATTTTATTTGI TGGAGGGAACATTGGAATAGAGCCTTTAA
AAACAGTAGCTGT CCATGAGCATAGGATACTTGTTAATTTTTTTTTTAAC

Abb. 12: DNA-Sequenz des Exon 9 voREF2A und der flankierenden Intronabschnitte
Erlauterungen siehe Abb. 9

Es handelt sich in Abb.12 um eine bereits beschneb/ariante (rs3730281) im Intron 10
desMEF2A-Gens, die im Rahmen der Sequenzierung gefundedenullelfrequenz G-
Allel 87%; A-Allel 13%). Aufgrund der Lokalisatioauf3erhalb des kodierenden Bereiches
ist eine funktionelle Bedeutung des Polymorphismaod damit ein Zusammenhang mit

der Entstehung von Herzinfarkten auf3erst unwahnsiotie
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3.2.2.2.5 Intron 10 - 101 T/G

GCCATCAAGT CCTCATTTTGI GCAACAAATAGAAGT GCTAATGCCTGTAA
CAGAAGT TCCTATTTTAACGT GGGEGTGICTGACARTAATCAACTATTTTA
AAAGAATTAATGTAAAAATAGGACCCTTCAAATTAAATATTTAGI TATTC
TCACTAGTATTTTTGAAGTTTTCACATCATCAGT GCTTCAGAAAATGACA
[T/g

TCATATGAAACTGTGAAAAATGTCACTTAAATTGAAAGTGATTTTTAAGT
CAACATAAATACCACATCAGAACACATTTTCTCTTTTTTGATCTCACAGA
ARACCCAYAGGATCAGTAGT TCTCAAGCCACTCAACCTCTTGCTACYCCA
GI'CGTGTCTGT GACAACCCCAACGCTTGCCTCCGCAAGGACTTGTGTACTC

Abb. 13: DNA-Sequenz von Teilen des Exon 10 vdviEF2A und des vorhergehenden Intronbereiches
Erlauterungen siehe Abb. 9

Der Polymorphismus in Abb.13 befindet sich ebesfath Intron 10 vonMEF2A und

konnte bei der Sequenzierung bestatigt werden 4B2?). Die Allelfrequenz betrug bei
den untersuchten Patienten 98% fur das T-Allel 2¥dflur das G-Allel. Auch hier liegt
keine funktionelle Bedeutung vor, weil sich der ypabrphismus nicht im Bereich der

kodierenden Sequenz befindet.

3.2.2.2.6 Exon 10

AGAATTAATGTAAAAATAGGACCCTTCAAATTAAATATTTAGITATTCTC cadie 2 oa-ac oo
ACTAGTATTTTTGAAGT TTTCACATCATCAGI GCTTCAGAAAAT GACAMI!
CATATGAAACTGTGAAAAATGTCACTTAAATTGAAAGTGATTTTTAAGTC
AACATAAATACCACATCAGAACACATTTTCTCTTTTTTGATCTCACAGAA
[CT]

ACCCAYAGGATCAGTAGT TCTCAAGCCACTCAACCTCTTGCTACYCCAGT
CGI GT CTGT GACAACCCCAAGCT TGCCTCCCCAAGGACT TGTGTACTCAG
CAATGCCGACT GCCTACAACACTGGTGAGCCTGCTCTGGTGCCTTCCGTA
GGTTTTACCCCTCTCTGITTTGTGATCAACGTGTGCTTCTGTGATTTTTT -

Abb. 14a: DNA-Sequenz des Exon 10 vaviEF2A und der flankierenden Intronabschnitte
Erlauterungen siehe Abb. 9
Abb. 14b: Darstellung des Polymorphismus in dem esprechenden Elektropherogrammausschnitt

In Abb.14 liegt ein Polymorphismus vor, der im Exth vonMEF2A lokalisiert ist. Auch
diese Variante ist bereits beschrieben (rs325408)augab in dem untersuchten Kollektiv
eine Allelfrequenz von 85% flir das C-Allel und 15% das T-Allel. Auch wenn die
Variante mitten im Exon liegt, kommt es durch deranderte Basensequenz zu keinem
Aminosauraustausch. Also besteht keine Verandemm@enprodukt und es kann kein
Zusammenhang zwischen der Variante und dem Aufireten Herzinfarkten bei den
untersuchten Patienten hergestellt werden.
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3.2.2.2.7 Intron 11 + 50 C/G

GAGCCCTCTTGICTTCCTTTGTAGATTATTCACTGACCAGCGCTGACCTG
TCAGCCCTTCAAGCGCT TCAACT CGCCAGGAAT GCT GT CGCT GGGACAGGT
GTI' CGGECCT GGCAGCAGCACCACCTAGGACAAGCAGCCCTCACCTCTICTTG
TGTGAGTAACTAGAAGT TTTCCCTGCATCTTTACTCCTGGCCTACACACT
[Cdg

TCTTTTCCTATCAGTGACAGCCTTTTGCTCTGI TGAGI TTCGTGT GAGGA
ATCCTGTAATGATTCCTTTTCAGGTAGATACAAGT GT CGGGAGAAAATAT
TTTCTTACATGECTCTAGACAGTAGCTTGGATACT GACAAACTAGGCATT
CCTTGAAGGGATTTGGGGAGCAAGGCT TCTCCCATAGGGACATCCTGAGC

Abb. 15: DNA-Sequenz des Exon 11 vod EF2A und der flankierenden Intronabschnitte
Erlauterungen siehe Abb. 9

Es handelt sich bei Abb.15 um einen Polymorphismugtron 12 desMIEF2A-Gens. Im
Rahmen der Sequenzierung ergab sich eine Allel&éegjwvon 78% fur das C-Allel und
22% fur das G-Allel. Dieser bereits bekannte Polgghsmus (rs325403) hat ebenfalls
keine funktionelle Bedeutung.

3.2.2.2.8 3'UTR

AAATGGCAAAATAGTAGAT GAGCACAAAGGT TTTATAAGT GGTAAATGAT
TAGGGGAAAATAAT CATGGCGAAAGGGATCTTTTTTCCTTGACCCTCTGA
AAACAGAACGATGCAGCTGGTTACAAAATCCTACCGI TATCAGCTCTTCT
GCACATTGCAGTGATGCTTTGGTATGCGGEGGAGAAACACTCTTAGGGTGC
[T/

GGTCCTTGGCATGACTCTTGCCATTCTAATTGGAAT TAGT GCCACCCTCA
GCTTGGATTTTGAACAAGGECCTTATTCTTTCAGGAAGACAACTAATGGAT
GATAGCAAGTI TCATCCACT TACTGGCGCT TGTGCCATGAGCAAAATTCAAA
GICCTGTATATCTTTCATTGTAGATTTTTAAATACTCCTTTTCCTAAAAA

Abb. 16: DNA-Sequenz der 3'UTR-Region voMEF2A

Erlauterungen siehe Abb. 9

In der 3‘UTR-Region vVOnMEF2A konnte dieser Polymorphismus (Abb.16) bestatigt
werden (rs897074). Es zeigte sich eine Allelfrequemn 65% flr das T-Allel und 35% fur
das C-Allel. Aufgrund seiner Lokalisation aul3erhdix kodierenden Sequenz ist auch

dieser Polymorphismus ohne Bedeutung bezlglicledtstehung von Herzinfarkten.
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3.2.2.2.9 3'UTR

ATTCTCCAATTGT GCTTGECCGACCCCCAAACACT GAGGACAGAGAAAGC
CCTTCTGTAAAGCGAAT GAGGAT GGACGCGT GGGT GACCTAAGGCTTCCA
AGCTGATGITTGTACTTTTGTGI TACTGCAGI GACCTGCCCTACATATCT
AAATCCGTAAATAAGGACATGAGT TAAATATATTTATATGTACATACATA
TATATATCCCTTTACATATATATGTATGTGGGTGTGAGTGTGTATGIGIG
[TCTG

GGTGTGTGTTACATACACAGAAT CAGGCACTTACCTGCAAACTCCTTGTA
GGTCTGCAGATGT GT GTCCCAT GGCAGACAAAGCACCCT GTAGGCACAGA
CAAGTCTGGCACTTCCTTGGACTACTTGT TTCGTAAAGATAACCAGITTT

Abb. 17: DNA-Sequenz der 3'UTR-Region voMEF2A

Erlauterungen siehe Abb. 9

Bei der Variante in Abb.17 handelt es sich um digsettion von TGTG in der 3'UTR-
Region vonMEF2A, die mit einer Allelfrequenz von 43% flr das [TG[p@llel und 57%
fur das [TGTG]-Allel in dem untersuchten Kollektiv vorkam. Dieskrtion ist noch nicht
in der Literatur beschrieben worden und steht hitgrscheinlich nicht im

Zusammenhang mit dem Auftreten von Herzinfarktardimsen Patienten.
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3.2.2.3 Genotypisierung des (CAG)n-Repeats iMEF2A-Gen

Exon 12 (CAG)n

TCCTAGGAAGATGCGATTTCCTTTTGT GCCAAGCACT GAAGGAAACGACC
CAAACCAGT CTTGGCGAACTCTGATAAGATTTCAGACTCTGGCCCCTTTT
CCATCAGGCAGTGTCTCTACTGTATCATCCCAGTTTTGCAGAGGTACTTG
CAACCCATCTGACCTCTCTCTTTTTTTTCCTTCAGTGCTGGAGGGCAGT T
ATCTCAGGGT TCCAATTTATCCATTAATACCAACCAAAACATCAGCATCA
AGTCCGAACCGATTTCACCT CCTCGGGAT CGTATGACCCCATCGGGECTTC
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCACCAG
CCGCCGCCACCACCGCAGCCCCAGCCACAACCCCCGECAGCCCCAGCCCCG
ACAGGAAAT GEGECGECT CCCCTGT GGACAGT CTGAGCAGCT CTAGTAGCT
CCTATGATGGCAGT GATCGGGAGGAT CCACGGEGECGACT TCCATTCTCCA
ATTGI GCTTGGCCGACCCCCAAACACT GAGGACAGAGAAAGCCCTTCTGT
AAAGCGAAT GAGGAT GGACGCGT GGGT GACCTAAGCCT TCCAACCTGATG
TTTGTACTTTTGIGI TACTGCAGT GACCTGCCCTACATATCTAAATCGGT
AAATAAGGACATGAGT TAAATATATTTATATGTACATACA

Abb. 18: DNA-Sequenz des Exon 12 voMEF2A, des vorhergehenden Intronbereiches und der sich
anschlieBenden 3'UTR-Region

Erlauterungen siehe Abb. 9; der CAG-Repeat ist bngestellt und fett gedruckt

Bei Abb.18 handelt es sich um eine Variante im Ex8rdesMEF2A-Gens, die aus einer
unterschiedlichen Anzahl von Wiederholungen dereBesihenfolge CAG besteht. Dieser
(CAG)n-Repeat ist bereits in der Literatur besdieie(3;25;51) In dem Kollektiv der 23
untersuchten Patienten aus den Herzinfarkt-Groflitmfand sich am haufigsten das Allel
(CAG),; (Allelfrequenz 50%), gefolgt von (CAG)Allelfrequenz 35%) und (CAGy
(Allelfrequenz 15%). Abb.19 zeigt den CAG-RepeaExon 12.

<+«— (CAG)11

<«— (CAG)

Abb. 19: Darstellung des (CAG)n-Repeat in Exon 12
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Um herauszufinden, ob die unterschiedlichen Vaeiantieses (CAG)n-Repeats von
Bedeutung fur das Auftreten von Herzinfarkten bemn @rkrankten Personen sind, wurde
anschlieBend ein groReres Kollektiv auf diesen molphismus hin untersucht. Dieses
Kollektiv besteht aus 543 Herzinfarkt-Patienten K& sporadisch aufgetretene Herz-
infarkte vor dem 60. Lebensjahr, keine familidreufdég) und 1190 gesunden Kontrollen
(Augsburg MONICA echokardiographische Substudieprasentativer Bevolkerungs-
querschnitt als Kontrollpopulation). Die relevantemgebnisse dieser Untersuchung sind in
Tabelle 8 dargestellt.

Aus dieser Tabelle geht hervor, dass sich die tidlglenzen der verschiedenen (CAG)n-
Repeats bei Patienten mit Herzinfarkt gegenubemurgks Kontrollpersonen nicht
signifikant unterscheiden (p=0,94). Auch in died¢aflektiv zeigte sich am héaufigsten das
(CAG),, —Allel.

Allele

(CAG)N 9 10 11 <9 >11 p

HI-Patienten, n (%) | 393 (36,2%) | 164 (15,1%) | 510 (47,0%) | 15 (1,4%) | 4(0,3%) | 0,94

Kontrollen, n (%) | 865 (36,3%) | 350 (14,7%) |1132 (47,6%)| 26 (1,1%) | 7 (0,3%)

Tabelle 8: Haufigkeitsverteilung der Allele des (C/&)n-Repeat in Exon 12 vorMEF 2A bei Patienten
mit Herzinfarkt (n=543) und gesunden Kontrollpersaen (n=1190)

Die genauen Ergebnisse der Sequenzierungti#2A-Gens flr jeden einzelnen der 23
ausgewahlten Patienten aus den HI-Grol3familien édnMabelle 12 im Anhang

entnommen werden.
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3.3 Genotyp-Frequenzen fur deMEF2A-P279L-Polymorphismus

Es handelt sich um eine genetische Variante in BxodesMEF2A-Gens, welche bereits
von der Arbeitsgruppe von Gonzalez beschrieben ev(t8) Diese Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass in einem Kollektiv aus spanischen iHferkt-Patienten und gesunden
Kontrollpersonen das 279L-Allel bei den Personem lrerzinfarkt signifikant haufiger
vorhanden war als bei den Kontrollen.

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere grol3ddkbive aus Herzinfarktpatienten und
gesunden Kontrollpersonen hinsichtlich des P279h#Rorphismus genotypisiert. Bei
diesen Kollektiven handelt es sich um die HI-Paganaus der Deutschen Herzinfarkt-
Familienstudie (familiare Herzinfarkt-Haufung, n#&13, verglichen mit einem
Kontrollkollektiv bestehend aus den gesunden Ehepar dieser HI-Patienten (n=1021)
und das KORA-B-Kollektiv mit sporadischen Herzirflean (n=533), dem als gesunde
Kontrollpopulation Personen aus der Augsburg MONIEAhokardiographische Substudie
(n=1055) gegenubergestellt wurden.

Wie Tabelle 9 zu entnehmen ist, zeigte sich inahdsollektiven bezuglich der Haufigkeit
der Heterozygoten (279PL) kein signifikanter Untéred zwischen Herzinfarkt-Patienten
und gesunden Personen.

Abb. 20 und 21 stellen den P279L-Polymorphismugli-2A dar.

Kollektiv HI-Patienten Kontrollen p
Familiare HI n=1381 n=1021
CT (279PL) 3 (0,2%) 3 (0,3%) 0,71
CC (279PP) 1378 (99,8%) 1018 (99,7%)
Sporadische HI n =533 n = 1055
CT (279PL) 1 (0,2%) 3 (0,3%) 0,73
CC (279PP) 532 (99,8%) 1052 (99,7%)

Tabelle 9: Genotyp-Frequenzen fir deMMEF2A-P279L-Polymorphismus bei familiar gehauften bzw.

sporadischen Herzinfarkten und gesunden Kontrollpesonen
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Abb. 20: Allelische Diskriminierung flr den P279L-Polymorphismus in MEF2A

Da der Polymorphismus nur sehr selten in den vanumtersuchten Kollektiven vorkommt, ist mittels
TagMan keine sehr schdne Clusterbildung méglicldenAbbildung sind zwei eindeutig heterozygote
Proben (griin) erkennbar.
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Abb. 21: Darstellung des P279L-Polymorphismus iMEF2A
Die Rohdaten zeigen die eindeutige Diskriminierangschen heterozygoten (griin) und homozygoten
Proben (blau).
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Der Eigenanteil der von mir vorgelegten Dissertatwar zundchst die Berechnung des
kardiovaskularen 10-Jahres-Risikos mit Hilfe des ORRM-Scores sowie die
Identifikation von besonders geeigneten Patieniierie Mutationssuche ilEF2A-Gen
unter Anleitung eines erfahrenen Klinikers. Desereih habe ich die unter 2.2.2 — 2.2.5
(Seite 18-23) beschriebenen molekulargenetischahdden selbststandig durchgefthrt.
Die Methoden zur Amplifikation der DNA-Abschnittesl MEF2A-Gens wurden von mir
etabliert und falls notwendig fur die anschlieRemeA-Sequenzierung optimiert. Die
Sequenzierung selbst erfolgte durch einen komniEzidnbieter, die Auswertung der
DNA-Sequenzen habe ich jedoch eigenstandig mipesthenden Programmen zur DNA-
Auswertung durchgefihrt (CHROMAS, DNA Staden PaeljadDie Genotypisierung
mittels TagMan-Assays wurde von mir unter Anleitugiger erfahrenen Laborassistentin
selbststandig getatigt, ebenso die Auswertung dielisahen Diskriminierung. Die
Genotypisierung des CAG-Repeat-Polymorphismus lkorarh Campus Lubeck nicht
durchgefuhrt werden, deshalb wurde dieser TeilStadie im Rahmen einer Kooperation
mit der Charite in Berlin durchgefihrt.

Die statistischen Analysen wurden von Herrn Dr. Méb (Institut fir Humangenetik)
durchgefuhrt. Die abschlieBende Bewertung der ssisthen Analysen erfolgte
selbststandig und nach Diskussion mit der Betraudar Dissertation, Frau PD Dr. J.

Erdmann.
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4. Diskussion

Bei der Koronaren Herzkrankheit bzw. dem Herzinfédndelt es sich um sog. komplexe
Erkrankungen, welche einerseits durch klassischedid&aaskulare Risikofaktoren
(Rauchen, arterieller Hypertonus, Diabetes mellitdgperlipiddmie) bedingt sind,(27)
denen andererseits jedoch auch eine genetische ¢fmnfe zugrunde liegt.(31;32) Das
Auftreten von Herzinfarkten in der Familienanamnéssteutet jeweils ein erhéhtes
Risiko, selbst einen Herzinfarkt zu erleiden. Béiigder genetischen Ursachen fur die
Entstehung von Herzinfarkten sind bereits von nremrdrbeitsgruppen Untersuchungen
an Herzinfarkt-Patienten durchgefiihrt worden. Im hiRan einer genomweiten
Kopplungsanalyse erzielten Wang und Mitarbeiteeeihohen LOD Score flir die Region
15926, in der sich daBMEF2A-Gen befindet. Die anschlieRende Sequenzierungeslies
Gens in der gekoppelten HI-Familie zeigte eine gdkeletion in Exon 12, die bei allen
13 vom Herzinfarkt betroffenen Familienmitgliedefjiedoch nicht bei den gesunden
Kontrollpersonen zu finden war.(45)

In der hier vorgelegten Doktorarbeit wurde ein I€ktlv von Patienten aus 23 HlI-
Grol3familien mit hdchstwahrscheinlich autosomal-d@ntem Vererbungsmodus
untersucht. Zunachst ging es darum, mit Hilfe d@OBAM-Scores(2) fur alle Mitglieder
der beschriebenen 23 Herzinfarkt-Grof3familien ddssiduelle Risiko fur kardiovaskuléare
Ereignisse innerhalb der nachsten 10 Jahre zuntastn. Hierdurch wurden die Patienten
noch genauer bezuglich ihres kardiovaskularen Busifils phénotypisiert, was spéater
von Bedeutung fur die Auswahl der Personen wargdbeen dasMEF2A-Gen sequenziert
werden sollte. Fur die genetische Analyse warenallem die Patienten interessant, die
trotz eines niedrigen kardiovaskularen Risikopsobkreits frih einen Herzinfarkt erlitten
hatten. Bei diesen Personen liegt die Vermutungg ndass ein genetischer Defekt an der
Entstehung des Herzinfarktes beteiligt geweserunst die Wahrscheinlichkeit fur das
Vorliegen des Phanomens der Phanokopie (d.h. destdboing des Herzinfarktes durch
kardiovaskulare Risikofaktoren ohne genetische Magung) ist gering.

Bei unserer genomweiten Kopplungsanalyse zeigtelsatiglich einer der von Wang und
Mitarbeitern fur den Locus 15926 voNMEF2A beschriebenen Marker (D15S966).
Dennoch konnte nicht ausgeschlossen werden, da$siawnserem Patientenkollektiv

dieser Locus mit dem Phanotyp Herzinfarkt korrelier
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Nach der Risikoberechnung mit dem PROCAM-Scoretéoldje Sequenzierung der 12
Exons mit den flankierenden Intronsequenzen soweie 5+ und 3‘-UTR-Region von
MEF2A bei den 23 ausgewahlten Patienten aus den Heni@aol3familien. Hierbei
ging es darum, genetische Varianten zu identigziedie mdglicherweise verantwortlich
fur die Entstehung von Herzinfarkten sind. Aufgrudels oben erlauterten eventuellen
Zusammenhangs zwischen der von Wang und Mitarbelieschriebenen 21-bp-Deletion
und dem Phanotyp Herzinfarkt in unseren HI-Grol3fi@misollte ferner gepruft werden,
ob diese Mutation auch in dem untersuchten Pan&otkektiv zu finden ist.

Im Rahmen der Sequenzierungsarbeiten konnten kemgmalilich funktionellen
genetischen Varianten gefunden werden und auchvalle Wang beschriebene 21-bp-
Deletion in Exon 12 lag in diesem Patientenkollekiicht vor. Der im Exon 12 gefundene
Polymorphismus in Form einer unterschiedlichen Ahzaon Wiederholungen der
Basenreihenfolge CAG (CAG-Langenpolymorphismus)gteeiin dem untersuchten
Kollektiv aus 543 Herzinfarkt-Patienten und 1190 nkollen keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der Anzahl von CAG-Wiedarhgen bei den HI-Patienten im
Vergleich zu den Gesunden. Die Typisierung des PPlymorphismus inMEF2A-Gen
ergab weder bei den familidr gehauften noch bei gfmradischen Herzinfarkten einen
signifikanten Unterschied in der Haufigkeit des kmnmens der Varianten bei den
Herzinfarktpatienten gegentiber den gesunden Kdpérsionen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass MutationeMBEF2A-Gen in dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Kollektiv von 2atiBnten aus hochselektierten HI-
Grol3familien sowie bei den zusatzlich untersuchteatienten mit sporadischen

Herzinfarkten keine Rolle in der Pathogenese degikfarktes zu spielen scheinen.

Die Arbeitsgruppe von Wang identifizierte im Jal®03 die 21-bp-Deletion bei allen 13
vom Herzinfarkt betroffenen Mitgliedern einer Famil(21 Personen) mit autosomal-
dominanter Form der Koronaren Herzerkrankung bzws dHerzinfarktes, bei den
Gesunden kam der Gendefekt nicht vor. Die Deletifithrt dazu, dass die

Koronararterienwdnde schwacher ausgebildet sind wladnit die Plaquebildung

begiinstigen, wodurch letztlich Herzinfarkte ausgelierden kdnnen.(45)

Kurze Zeit spater beschrieben Wang und Mitarbelter weitere Mutationen im Exon 8
von MEF2A, die bei vier von 207 HI-Patienten vorlagen undden 191 Kontrollen nicht

gefunden wurden.(4) Diese Mutationen reduzieraanils die Aktivitat vonVIEF2A als

Transkriptionsfaktor und kénnten eine Rolle in Bathogenese von Herzinfarkten spielen.

44



Diskussion

Der genannte (CAG)n-Repeat in Exon 12 whBF2A wurde erstmals 1997 von Bachinski
und Mitarbeitern beschrieben.(3) Die Arbeitsgrupipéersuchte Patienten mit autosomal-
dominant vererbter hypertrophischer (HCM) bzw. tdiliwer Kardiomyopathie (DCM) und
gesunde Kontrollpersonen und konnte eine Expansies Repeats als Ursache fur
Kardiomyopathien ausschliel3en.

Auch andere Arbeitsgruppen haben bereits Untersigdtu zur Funktion deMEF2A-
Gens bei der Entstehung von Herzinfarkten durchgefWeng et al. untersuchten 300
Patienten mit bestatigter KHK auf das Vorliegen 2&tbp-Deletion und konnten diese bei
keiner der erkrankten Personen, jedoch bei einer desunden Kontrollen
identifizieren.(51) AnschlieBend wurden in diesabditsgruppe weitere 1521 Personen
ohne KHK hinsichtlich der Deletion gescreent, wokiei sich bei zwei weiteren gesunden
Personen zeigte, ohne in deren Familien mit Hesgktén zusammen aufzutreten. Der
genannte (CAG)n-Repeat in Exon 12 wies in diesenileKilv keine Unterschiede
zwischen Kranken und Gesunden auf.

Diese Studie deutet wie die Ergebnisse der vortidge Arbeit darauf hin, dass die 21-bp-
Deletion im MEF2A-Gen nicht ursachlich fir die Entstehung von auttaedominant
vererbten Herzinfarkten ist.

Die Arbeitsgruppe von Gonzalez untersuchte insges&®3 HI-Patienten und 1189
Kontrollen.(13) Bei keiner dieser Personen wurdee d1-bp-Deletion gefunden.
Hinsichtlich des (CAG)n-Polymorphismus fanden sikkRine Unterschiede in den
Allelfrequenzen zwischen HI-Patienten und Gesundes.konnte jedoch ein seltener
Polymorphismus, P279L, in Exon 8 identifiziert wend Das 279L-Allel war bei den HI-
Patienten signifikant héaufiger vorhanden als bemn dé@ntrollen. 279L reduziert die
Aktivitat von MEF2A als Transkriptionsfaktor und fiihrt damit mdgliclerse zu einem
erhohten Risiko fur Herzinfarkte.(13) Bei den inr d@rliegenden Arbeit untersuchten
Kollektiven zeigte sich sowohl bei den familiarhgeft auftretenden als auch bei den
sporadischen Herzinfarkten kein signifikanter Ustlired in der Haufigkeit des 279L-
Allels bei den HI-Patienten gegentber den GesundkMEF2A-P279L-Polymorphismus
ist in unseren Kollektiven also nicht fir die Eetaiing von Herzinfarkten verantwortlich
zu machen.

Auch Kajimoto et al. untersuchten ein Kollektiv &1 japanischen HIl-Patienten und 589
Kontrollen bezuglich krankheitsassoziierter Polyptosmen imMEF2A-Gen.(25) Hierbei
konnten sie keinen Zusammenhang zwischen der Xebgtion oder anderen

krankheitsverursachenden Mutationen und der Enistglvon Herzinfarkten feststellen.
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Der CAG-Langenpolymorphismus stand auch hier nichZusammenhang mit gehauft
auftretenden Herzinfarkten.

Die Arbeitsgruppe von Horan konnte die von Wang NMhrbeitern beschriebene 21-bp-
Deletion im MEF2A-Gen in einem Kollektiv aus 1494 irischen Herzikipatienten und
gesunden Geschwistern als Kontrollpersonen nicantifizieren und ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen dem (CAG)n-Repeat und dendufieh Auftreten von

Herzinfarkten herstellen.(24)

Schaut man sich die genannten Untersuchungen M&f2A-Gen in den Herzinfarkt-
kollektiven der verschiedenen Arbeitsgruppen im atasienhang an, so lasst sich
folgendes sagen: Die beschriebenen Ergebnisse rwdideFrage auf, ob es sich bei der
von Wang et al. identifizierten 21-bp-Deletion inxda 12 von MEF2A um eine
krankheitsverursachende Mutation mit einem kausalesammenhang zur Entstehung von
autosomal-dominant vererbten Herzinfarkten handedter ob es um einen seltenen
Polymorphismus geht, der nicht mit gehauft auftrde Herzinfarkten in Familien
einhergeht. Allgemeiner formuliert geht es daruimMarianten ilMEF2A-Gen Uberhaupt
eine Rolle bei der Entstehung kardiovaskularer &rkungen spielen. Die Tatsache, dass
die 21-bp-Deletion durch die Arbeitsgruppe von Wangh bei gesunden Personen ohne
KHK/Herzinfarkt gefunden wurde, deutet eher darhirf, dass es sich nicht um eine
krankheitsverursachende Mutation handelt.

In &hnlicher Weise argumentieren auch Altshuler Hindchorn in ihrem Kommentar zu
den bisherigen Ergebnissen bezilglich vdEF2A und der Entstehung von
Herzinfarkten.(1) Wichtig ist vor allem deren Ferdng, die 21-bp-Deletion bzw. generell
eine Variante imMEF2A-Gen misse in mehreren Familien mit Herzinfarkteom v
mehreren Arbeitsgruppen unabhangig voneinandekralskheitsverursachende Mutation
identifiziert werden. Hierbei sollte jeweils eindbenmtes Allel bei den Erkrankten starker
vertreten sein als bei den Kontrollpersonen. Weitewird das Problem genannt, dass
von einer experimentell ermittelten vermindertentivikit von MEF2A durch diese
Deletion nicht unbedingt auf die Klinische Folger deermehrten Entstehung von
KHK/Herzinfarkt geschlossen werden kann. Deutlidhdvwauch darauf hingewiesen, dass
man bei einer genomweiten Suche nach Kandidatengeme die Arbeitsgruppe von
Wang sie durchgefuhrt hat, Hinweise auf bestimmggiéen eines Chromosoms erhélt,
jedoch nicht auf ein bestimmtes Gen. Die Region2b65¢nthalt ungefahr 93 Gene, von

denen bhisher nur dddEF2A-Gen untersucht wurde. Es konnte also durchaus dass
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nicht eine Mutation INMEF2A, sondern in einem anderen Gen aus dieser Region
verantwortlich fur die Entstehung von Herzinfarktsi(1)

Wang und Mitarbeiter haben auf die Untersuchungdmmgse von Weng und den eben
beschriebenen Kommentar von Altshuler ebenfallsamer Stellungnahme reagiert.(49)
Hierin ist ein Hauptkritikpunkt an der Studie vonew§ und Mitarbeitern, dass die
gesunden Kontrollpersonen fir die Sequenzierung MESF2A-Gens nicht mittels
Koronarangiographie auf das Vorliegen einer KHK ewsticht, sondern anhand der
Auswertung des Ruhe-EKGs und der fehlenden klimsci®ymptomatik als gesund
eingestuft wurden. Wang und Mitarbeiter hingegettendjeweils das Angiogramm als
Kriterium fir krank bzw. gesund verwendet und beg&hm daher die Phanotypisierung
der Personen bei Weng als unzureichend. Weiterlrith gesagt, dass bei der KHK bzw.
dem Herzinfarkt durch die autosomal-dominant vaee#d-bp-Deletion das Phanomen der
verminderten Penetranz vorliegen kdnnte, wie sah dei anderen autosomal-dominanten
Erkrankungen vorkommt. Dies wirde erklaren, waruese genetische Variante auch bei
gesunden Personen ohne die entsprechenden klinisBmptome gefunden wurde.
Zusammenfassend wird in dieser Stellungnahme gebem, dass die Ergebnisse von
Weng und Mitarbeitern die Hypothese, dass es sahder 21-bp-Deletion inMEF2A-
Gen um eine krankheitsverursachende Mutation hgnaétht widerlegen koénnten.
Vielmehr sei durch sie die Inzidenz dieser genk@acVeranderung genauer bestimmbar
und zusatzlich auf die Mdglichkeit der inkompletteenetranz hingewiesen worden.

Die Arbeitsgruppe von Weng hat diese Einwande wigdezuriickgewiesen und nochmals
wiederholt, dass die momentan existierenden Untarswgsergebnisse keinen Beweis fur
eine krankheitsverursachende Bedeutung der 21-lgtide im MEF2A-Gen lieferten.(50)

Der Vorteil einer Kenntnis von krankheitsursachéinthGenveranderungen bezlglich von
Koronarer Herzkrankheit oder Herzinfarkt ware, dasse Strategien in der Pravention,
Diagnostik und Therapie akuter kardiovaskularerigiigse entwickelt werden konnten.
Durch die frihe, prasymptomatische Erkennung esn&shen Gendefektes in Familien mit
gehauft auftretenden Herzinfarkten ware eine Anzaim akuten koronaren Ereignissen
vermeidbar bzw. zeitlich hinauszuzogern, wenn lereiih praventive MalRnahmen wie
zum Beispiel eine Anderung der Lebensgewohnheitm eine medikamentdse Therapie
begonnen wirden.(46) Die weitere Suche nach Gekigefedie fur die Entstehung von

Herzinfarkten verantwortlich sind, scheint also ahaus sinnvoll, um diese in unserer
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Gesellschaft sehr haufigen Erkrankungen wirkundsvdiehandeln bzw. verhindern zu

kdnnen.

Insgesamt lasst sich an dieser Stelle sagen, dassahestellte kontroverse Diskussion
mit den bis jetzt vorliegenden Ergebnissen, eingBhth denen aus der vorliegenden
Doktorarbeit, zur Rolle deBIEF2A-Gens in der Pathogenese von Herzinfarkten nicht zu
l6sen ist. Entscheidend werden weitere Studien emer noch groReren Anzahl von
Herzinfarkt-Patienten und gesunden Kontrollpersoseim, die mdglicherweise eine der
beiden dargestellten Hypothesen bestatigen koriiéglicherweise liegt die Bedeutung
desMEF2A-Gens fur die Genetik des Herzinfarktes in einettélstellung zwischen den
beiden gegensatzlichen Positionen.(43) Auch Wamdefo in einem aktuellen Artikel,
dass seine Ergebnisse UMIEF2A als erstes KHK- bzw. Herzinfarkt-verursachendea Ge
in genetischen und molekularbiologischen Studietessr Arbeitsgruppen weiter validiert
werden mussen, da es sich bei der KHK wahrschhinlim eine genetisch heterogene
Erkrankung handelt und somit gegebenenfalls weiteséchliche Gendefekte identifiziert
werden kénnen.(47)

Diese notwendigen weiterfiihrenden Untersuchungerdeme moglicherweise bald die
Bedeutung desMEF2A-Gens fur die Pathogenese des Herzinfarktes aefklar
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5. Zusammenfassung

In der westlichen Welt zahlen die Koronare Herzkresit und der Herzinfarkt zu den
haufigsten Todesursachen. Es handelt sich hierbei komplexe Erkrankungen, die
einerseits durch die klassischen kardiovaskularéikétaktoren bedingt sind, denen
andererseits jedoch auch eine genetische Komporempeinde liegt, wodurch es zur
familiaren Haufung dieser Erkrankungen kommit.

Wang und Mitarbeitern ist es kurzlich gelungen, diste krankheitsverursachende
Mutation in einer Familie mit einer autosomal-doamtvererbten Form des Herzinfarktes
zu identifizieren. Nachfolgende Arbeiten Uber disséziation genetischer Varianten in
diesem Gen mit dem HI-Risiko ergaben inkonsisteB¢éunde. Ziel der vorliegenden
Doktorarbeit ist es, die Pravalenz von MutationenMEF2A-Gen in grof3en Kollektiven
aus Patienten mit familiarem und sporadischem Hirtersuchen.

Methoden: Mit Hilfe des PROCAM-Scores wurde fir alle Personaus den HI-
Grol3familien das kardiovaskulare 10-Jahres-Risigstimmt. DasVIEF2A-Gen wurde in
23 Herzinfarkt-Grol3familien sequenziert. AuRerdemrden zwei genetische Varianten
(P279L in Exon 8) bei 1381 HI-Patienten mit einarsigven Familienanamnese fir
HI/KHK und bei 533 Patienten mit sporadischem Hdfarkten sowie in zwei
Kontrollpopulationen (n=1021 und n=1055) genotygrisiEin (CAG)n-Repeat im Exon 12
wurde zudem bei 543 sporadischen HI-Patienten a8@ Kontrollen typisiert.

Ergebnisse: In den HI-Grol3familien wurde keine kausal®EF2A-Mutation
nachgewiesen. Die Genotypverteilung fur P279L wadev unterschiedlich zwischen
familiaren HI-Patienten (CC: 99,8%, CT: 0,2%, TT )0&hd Kontrollen (CC: 99,7%, CT:
0,3%, TT 0%; p=0,71) noch zwischen sporadischerPatlenten (CC: 99,8%, CT 0,2%,
TT 0%) und Kontrollen (CC: 99,7%, CT: 0,3%, TT 0p%0,73). Auch die Frequenzen der
verschiedenen (CAG)n-Repeats war bei HI-Patiert®n 1,4%, 9: 36,2%, 10: 15,1%, 11:
47,0%, >11 0,3%) und Kontrollen (<9: 1,1%, 9: 36,3%: 14,7%, 11: 47,6%, >11 0,3%)
gleich (p=0,94).

Schlussfolgerungen:Mutationen imMEF2A-Gen scheinen in unserem grol3en Kollektiv
aus hochselektierten Herzinfarkt-Grof3familien nigbh Bedeutung zu sein. Aul3erdem
ergab die vorliegende Arbeit keinen Hinweis aufeeielevante Assoziation der P279L-
Variante oder des (CAG)n-Repeats MEF2A-Gen mit sporadischen oder familiaren
Herzinfarkten. Weiterfihrende Untersuchungen aneserd Patientenkollektiven sind

notwendig, um die Bedeutung dd&F2A-Gens fur den Herzinfarkt aufzuklaren.
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7. Anhang

7.1 Materialien

7.1.1 Geréate
Elektrophoresekammern
Geldokumentationsanlage
Laborwaage
Magnetruhrer
Mikrotiterplatten (96er)
Mikrowellengerat
PCR-Gerate
Photometer
Pipettensatz
Pipettenspitzen
Pipettierroboter
Schuttler
Spannungsgerate
TagMan

Vortex Mixer

Zentrifuge

7.1.2 Chemikalien
Agarose
Aqua ad injectabilia

Langenstandard

Loading Dye

MasterMix

Bestandteile: Taqg-Polymerase 62.5 U/ml
KCI 125 mM
Tris-HCI pH 8.3 75 mM
Mg2+ 3.75 mM
Igepal-CA630 0.25%
dNTPs jeweils 500 uM
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Biometra

Vilber Lourmat

Scaltec

IKA big-squid

Sorenson MultiRigid UHfPlates
Siemens

PCR Hybaid

Eppendorf

Eppendorf

Sarstedt

Tecan
Eppendorf Thermomixer 5436

Micro-Bio-Tec Brand
HT7900 (Applied Biosystems)
Peglab Kombi spin
Eppendorf

Q-Biogene
Braun
Peglab
peqGOLD 100 bp DNA-Leiter Plus
Amersham Pharmacia Biotech Inc.
95% Formamid mit Dextranblau

Eppendorf



Primer

Sybr Green

TBE-Puffer (10x): 121.1 g Tris
51.3 g Borséaure
3.7g EDTA
mit H20 auf 1 | auffillen
(Agarose-Ladepuffer: 1x TBE)
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7.2 PrimersequenzeMEF2A

Oligonukleotid Oligonukleotidsequenz Primerlange | Fragmentgrof3e
MEF2A-5'UTR_Fri1-F [GCCCGAAACTTCATTAGCAA 20 bp 662 bp
MEF2A-5'UTR_Fr1-R |TCTGTACTGTGCGTATAGCCTATTG 25 bp
MEF2A-5'UTR_Fr2-F |TTGAAATACAGGTATATTTTATGGTGA 27 bp 655 bp
MEF2A-5'UTR_Fr2-R |CAATCTCACAAGAACAGCCTGA 22 bp
MEF2A-Ex1-F GGCTGACGTTTTGTTTTATTCC 22 bp 433 bp
MEF2A-Ex1-R TTACGCATTTCAACCGAATTT 21 bp
MEF2A-Ex2-F TGGTAGTTCTGTTTTAAGTTCTTTGA 26 bp 498 bp
MEF2A-Ex2-R TGTATTGTTGTGGGTAGGAAAAA 23 bp
MEF2A-Ex3-F TTGTAGAAAATTTCAGCTGTAGCC 24 bp 380 bp
MEF2A-Ex3-R AAAGCAGATGATGAAAAGATACAA 24 bp
MEF2A-Ex4-F TTGAAATCTGGCTCAGTATTAAGAA 25 bp 486 bp
MEF2A-Ex4-R GAGTCGCCATACAGCAATCA 20 bp
MEF2A-Ex5-F TCCAATTGTATTTCAGACTTTAAGAAA 27 bp 462 bp
MEF2A-Ex5-R TTGTTGTCATCACCCACTATAAAAA 25 bp
MEF2A-Ex6-F TGGTTAAGAACCTATCCCTATCCTC 25 bp 482 bp
MEF2A-Ex6-R TGATTCTTGCTCATCAAAGCA 21 bp
MEF2A-Ex7-F CAGACTGAGCTAGTTTTTATTTTTGTG 27 bp 385 bp
MEF2A-Ex7-R TTGGTAAGCAGGGAAGTTAGAGA 23 bp
MEF2A-Ex8-F CACTTCTGGTCCCAAGCATT 20 bp 465 bp
MEF2A-Ex8-R GATTCTACGGTGGCACAGAAA 21 bp
MEF2A-Ex9-F CAGACAGCTGCTAGTGTCCAA 21 bp 285 bp
MEF2A-Ex9-R CCAGTAGATTGCTTTATTCAAAGTG 25 bp
MEF2A-Ex10-F TCAGTGCTTCAGAAAATGACA 21 bp 458 bp
MEF2A-Ex10-R TCGCACTATCCACACTATCCA 21 bp
MEF2A-Ex11-F GCTGGCCTCAATGTAGGAAC 20 bp 381 bp
MEF2A-Ex11-R TCCCGACACTTGTATCTACCTG 22 bp
MEF2A-Ex12-F CCAGTCTTGGGGAACTCTGA 20 bp 699 bp
MEF2A-Ex12-R CCCACACATACACACTCACACC 22 bp
MEF2A-3'UTR_Frl1-F |CATTCTCCAATTGTGCTTGG 20 bp 647 bp
MEF2A-3'UTR_Fr1-R |CACCCCTTTGCAACAGACAC 20 bp
MEF2A-3'UTR_Fr2-F |TATTTTCCAACCTGGCATGG 20 bp 659 bp
MEF2A-3'UTR_Fr2-R |CATAGGTACTTACATCAAAGGTGATAA 27 bp
MEF2A-3'UTR_Fr3-F |AAATGTAAATTAAAAGTTGAGCCAAA 26 bp 598 bp
MEF2A-3'UTR_Fr3-R |CCCCATGATTATTTTCCCCTA 21 bp
MEF2A-3'UTR_Fr4-F |[TTGCCTTTTGTGAGGAAAAA 20 bp 551 bp
MEF2A-3'UTR_Fr4-R |CATAGAAATTGTAGGTAGCTGCTCA 25 bp

Tabelle 10: Auflistung aller verwendeten Primer fiirdie Sequenzierung deMEF2A-Gens
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7.3 Berechnung des kardiovaskularen 10-Jahres-Risils

ID Fam. Nr. | Stammbaum Nr. HIFAM PROCAM-Score Punktwert
8948501 8948 1 1 19,6 53
8948502 8948 1 1 6,1 40
8948503 8948 1 1 21,7 54
8948504 8948 1 1 21,7 54
8948505 8948 1 1 10,2 45
8948522 8948 1 1 4,0 35
8948523 8948 1 1 10,5 46
8948524 8948 1 1 4,8 37
2001511 2001 2 1 15,5 50
2001513 2001 2 1 30,0 64
2001516 2001 2 1 8,0 43
2001517 2001 2 1 10,2 45
2001521 2001 2 1 29,4 59
2001529 2001 2 1 30,0 64
2001549 2001 2 1 30,0 72
2001567 2001 2 1 30,0 79
2001577 2001 2 1 30,0 74
8882501 8882 3 1 22,2 55
8882502 8882 3 1 16,8 51
8882503 8882 3 1 4,0 35
8882504 8882 3 1 30,0 60
8882506 8882 3 1 1,7 26
8882512 8882 3 1 8,8 44
8882513 8882 3 1 7,4 42
8882515 8882 3 1 2,3 29
8882532 8882 3 1 1,0 17
8973501 8973 3 1 30,0 62
8973502 8973 3 1 3,5 34
8973503 8973 3 1 25,1 57
8973504 8973 3 1 12,8 48
8973505 8973 3 1 8,0 43
8973506 8973 3 1 28,0 58
8973507 8973 3 1 12,8 48
8973508 8973 3 1 29,4 59
8622501 8622 4 1 6,1 40
8622502 8622 4 1 30,0 60
8622503 8622 4 1 2,4 30
8622504 8622 4 1 1,0 19
8622505 8622 4 1 30,0 66
8622507 8622 4 1 30,0 64
8622508 8622 4 1 10,7 a7
8622509 8622 4 1 30,0 81
8622515 8622 4 1 1,9 28
8622516 8622 4 1 12,8 48

58



Anhang

8622519 8622 4 1 1,8 27
8622523 8622 4 1 3,3 33
8622524 8622 4 1 1,0 13
8655501 8655 5 1 8,0 43
8655502 8655 5 1 23,8 56
8655503 8655 5 1 13,2 49
8655504 8655 5 1 28,0 58
8655505 8655 5 1 57 39
8655507 8655 5 1 22,2 55
8655508 8655 5 1 7,4 42
8655509 8655 5 1 1,2 22
8502501 8502 6 1 6,1 40
8502502 8502 6 1 57 39
8502503 8502 6 1 12,8 48
8502504 8502 6 1 30,0 63
8502505 8502 6 1 25,1 57
8502511 8502 6 1 15,5 50
8502512 8502 6 1 17,5 52
8502513 8502 6 1 23,8 56
8502521 8502 6 1 1,2 22
4453501 4453 7 2 8,8 44
4453502 4453 7 2 1,4 24
4453503 4453 7 2 16,8 51
4453504 4453 7 2 4,8 37
4453506 4453 7 2 1,7 26
4453507 4453 7 2 10,5 46
4453509 4453 7 2 4,0 35
6486501 6486 8 2 10,7 47
6486502 6486 8 2 15,5 50
6486503 6486 8 2 7,4 42
6486504 6486 8 2 8,8 44
6486505 6486 8 0 4,8 37
6486506 6486 8 2 1,0 19
6486507 6486 8 2 8,0 43
6486509 6486 8 2 1,9 28
6486510 6486 8 2 29 32
6486514 6486 8 2 30,0 61
6486516 6486 8 2 22,2 55
6486520 6486 8 2 3,3 33
6545501 6545 9 2 30,0 69
6545502 6545 9 2 30,0 69
6545504 6545 9 2 57 39
6545505 6545 9 2 13 23
6545506 6545 9 2 22,2 55
6545507 6545 9 2 16,8 51
6545508 6545 9 2 4,8 37
6545510 6545 9 2 16,8 51
6545513 6545 9 2 30,0 60
6545514 6545 9 2 2,8 31
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6545515 6545 9 2 19,6 53
6545516 6545 9 2 30,0 65
6545517 6545 9 2 29,4 59
6545518 6545 9 2 30,0 84
6545520 6545 9 2 30,0 60
6545521 6545 9 2 2,8 31
6545523 6545 9 2 1,0 16
6545524 6545 9 2 11 21
6545525 6545 9 2 1,0 18
6545526 6545 9 2 4,2 36
6545527 6545 9 2 3,3 33
6545528 6545 9 2 1,0 19
6545529 6545 9 2 1,6 25
6545530 6545 9 2 4,2 36
6545531 6545 9 2 1,7 26
6545532 6545 9 2 23,8 56
6545534 6545 9 2 11 21
6545535 6545 9 2 1,7 26
6545537 6545 9 2 8,0 43
6545538 6545 9 2 11 21
6545539 6545 9 2 1,2 22
6545540 6545 9 2 1,0 17
6545541 6545 9 2 4,0 35
6545542 6545 9 2 1,0 17
6545543 6545 9 2 1,0 20
6545544 6545 9 2 1,0 9
6545545 6545 9 2 3,5 34
6545546 6545 9 2 3,3 33
6545550 6545 9 2 4,0 35
6545551 6545 9 2 2,8 31
6545552 6545 9 2 1,0 9
6545553 6545 9 2 1,0 9
6545554 6545 9 2 51 38
6545557 6545 9 2 1,2 22
6545559 6545 9 2 2,8 31
6545560 6545 9 2 3,5 34
6545561 6545 9 2 1,0 6
6545563 6545 9 2 6,1 40
6545564 6545 9 2 51 38
6545566 6545 9 0 3,5 34
6545569 6545 9 2 1,0 17
6545570 6545 9 0 1,0 15
6556501 6556 10 2 15,5 50
6556502 6556 10 2 22,2 55
6556503 6556 10 2 12,8 48
6556504 6556 10 2 8,0 43
6556507 6556 10 2 30,0 67
6556508 6556 10 2 13,2 49
6556509 6556 10 2 2,3 29
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6556510 6556 10 2 1,0 15
6556511 6556 10 2 29 32
6556512 6556 10 2 1,6 25
6556515 6556 10 2 4,0 35
6556516 6556 10 2 1,0 20
6556520 6556 10 2 2,4 30
6556521 6556 10 2 1,0 20
6556522 6556 10 2 7,0 41
6642501 6642 11 2 30,0 60
6642502 6642 11 2 6,1 40
6642503 6642 11 2 30,0 67
6642504 6642 11 2 30,0 70
6642505 6642 11 2 17,5 52
6642506 6642 11 2 16,8 51
6642507 6642 11 2 30,0 65
6642508 6642 11 2 30,0 60
6642509 6642 11 2 30,0 63
6642510 6642 11 2 15,5 50
6642511 6642 11 2 15,5 50
6642513 6642 11 2 28,0 58
6642514 6642 11 2 16,8 51
6642515 6642 11 2 2,8 31
6642516 6642 11 2 4,0 35
6642517 6642 11 2 2,3 29
6642518 6642 11 2 1,9 28
6642519 6642 11 2 10,2 45
6642520 6642 11 2 29 32
6642521 6642 11 2 29 32
6642522 6642 11 2 2,8 31
6642524 6642 11 2 14 24
6642525 6642 11 2 1,0 15
6642527 6642 11 2 8,0 43
6642528 6642 11 2 1,0 17
6642529 6642 11 2 30,0 64
6642530 6642 11 2 25,1 57
6642531 6642 11 2 8,0 43
6642532 6642 11 2 7,0 41
6642533 6642 11 2 1,0 14
6642534 6642 11 2 1,4 24
6642535 6642 11 2 3,5 34
6642537 6642 11 2 1,0 14
6642538 6642 11 2 4,2 36
6642539 6642 11 2 4.8 37
6642540 6642 11 2 13,2 49
6642541 6642 11 2 22,2 55
6642542 6642 11 2 10,2 45
6642544 6642 11 0 7,0 41
6642545 6642 11 2 7,0 41
6642546 6642 11 2 1,8 27
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6642547 6642 11 2 30,0 75
6686501 6686 12 2 17,5 42
6686502 6686 12 2 51 38
6686503 6686 12 2 30,0 63
6686505 6686 12 2 30,0 60
6849501 6849 13 2 30,0 65
6849504 6849 13 2 13,2 49
6849505 6849 13 2 30,0 63
6849506 6849 13 2 30,0 67
6849507 6849 13 2 19,6 53
6849508 6849 13 2 30,0 62
6849509 6849 13 2 1,3 23
6849510 6849 13 2 7,4 42
6849511 6849 13 2 4,2 36
6849512 6849 13 2 4,0 35
6849513 6849 13 2 30,0 60
6849514 6849 13 2 22,2 55
6849515 6849 13 2 30,0 65
6849516 6849 13 2 30,0 74
6849519 6849 13 0 21,7 54
6849520 6849 13 2 29,4 59
6849521 6849 13 2 1,0 15
6849522 6849 13 2 1,0 12
6849523 6849 13 2 1,6 25
6849528 6849 13 2 21,7 54
6849530 6849 13 2 28,0 58
6849531 6849 13 2 19,6 53
6849532 6849 13 2 16,8 51
6849535 6849 13 2 10,2 45
6849538 6849 13 2 4.8 37
6849539 6849 13 2 13,2 49
6849542 6849 13 2 30,0 63
6849543 6849 13 2 30,0 66
6849544 6849 13 2 1,2 22
6849545 6849 13 2 1,0 19
6849546 6849 13 2 8,0 43
6849547 6849 13 2 3,5 34
6849548 6849 13 2 1,7 26
6849549 6849 13 2 1,3 23
6849550 6849 13 2 14 24
6849551 6849 13 2 1,4 24
6849552 6849 13 2 1,0 19
6849553 6849 13 2 1,8 27
6849554 6849 13 2 29 32
6849555 6849 13 2 51 38
6849556 6849 13 2 4,8 37
6849557 6849 13 2 7,0 41
6849558 6849 13 2 1,6 25
6849559 6849 13 2 2,4 30
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6849564 6849 13 2 1,6 25
6849565 6849 13 2 1,0 14
6849566 6849 13 2 1,9 28
6849567 6849 13 2 16,8 51
6849568 6849 13 2 3,5 34
6849569 6849 13 2 1,0 18
6849573 6849 13 2 30,0 65
6849576 6849 13 2 11 21
6849577 6849 13 2 1,0 19
6849578 6849 13 2 1,0 60
6849580 6849 13 2 1,0 17
6849583 6849 13 2 7,4 42
8409501 8409 14 2 4,2 36
8409502 8409 14 2 13,2 49
8409503 8409 14 2 28,0 58
8409504 8409 14 2 2,3 29
8409507 8409 14 2 17,5 52
8409511 8409 14 2 19,6 53
8409512 8409 14 2 16,8 51
8409513 8409 14 2 15,5 50
8409514 8409 14 2 11 21
8409515 8409 14 2 6,1 40
8409516 8409 14 2 7,4 42
8409517 8409 14 2 1,2 22
8409518 8409 14 2 19,6 53
8409519 8409 14 2 1,0 14
8409520 8409 14 2 4,8 37
8409521 8409 14 2 1,0 20
8409522 8409 14 2 25,1 57
8409523 8409 14 2 25,1 57
8409524 8409 14 2 13 23
8409525 8409 14 2 21,7 54
8409526 8409 14 2 1,0 18
8409527 8409 14 2 16,8 51
8409528 8409 14 2 1,0 19
8409529 8409 14 2 10,2 45
8409530 8409 14 2 15,5 50
8517501 8517 15 2 1,9 28
8517502 8517 15 2 7,4 42
8517503 8517 15 2 7,4 42
8517504 8517 15 2 10,7 47
8517505 8517 15 2 1,0 17
8517506 8517 15 2 29 37
8517507 8517 15 2 1,2 22
8517509 8517 15 2 30,0 63
8517510 8517 15 2 7,0 41
8517511 8517 15 2 8,8 44
8517512 8517 15 2 7,4 42
8517514 8517 15 2 1,6 25
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8517515 8517 15 2 10,2 45
8517516 8517 15 2 1,0 15
8517517 8517 15 2 2,8 31
8517518 8517 15 2 15,5 50
8517522 8517 15 2 30,0 72
8517523 8517 15 2 21,7 54
8517524 8517 15 2 2,4 30
8517525 8517 15 2 8,0 43
8517526 8517 15 2 10,2 45
8517527 8517 15 2 1,9 28
8517528 8517 15 2 13 23
8517529 8517 15 2 2,3 29
8517530 8517 15 2 2,3 29
8517533 8517 15 2 14 24
8517534 8517 15 2 1,8 27
8517535 8517 15 2 57 39
8517536 8517 15 2 10,7 47
8517537 8517 15 2 2,9 32
8517538 8517 15 2 1,2 22
8517539 8517 15 2 2,3 29
8517540 8517 15 2 10,2 45
8662501 8662 16 2 4,0 35
8662502 8662 16 2 30,0 63
8662503 8662 16 2 10,7 47
8662504 8662 16 2 7,0 41
8662505 8662 16 2 30,0 60
8662507 8662 16 2 22,2 55
8662509 8662 16 2 1,0 15
8662510 8662 16 0 1,2 22
8662511 8662 16 2 51 38
8662513 8662 16 2 1,0 9
8662514 8662 16 2 3,3 33
8662516 8662 16 2 1,2 22
8662519 8662 16 2 10,7 47
8662520 8662 16 2 25,1 57
8662521 8662 16 2 8,0 43
8662522 8662 16 2 7,4 42
8662523 8662 16 2 1,0 20
8662524 8662 16 2 1,9 28
8662525 8662 16 2 19 28
8662527 8662 16 2 8,0 43
8848501 8848 17 2 28,0 58
8848502 8848 17 2 12,8 48
8848503 8848 17 2 8,4 44
8848504 8848 17 2 13,2 49
8848505 8848 17 2 30,0 65
8848506 8848 17 2 7,0 41
8848507 8848 17 2 29,4 59
8848508 8848 17 2 30,0 74
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8848509 8848 17 2 22,2 55
8848510 8848 17 2 7,4 42
8848511 8848 17 2 51 38
8848512 8848 17 2 12,8 48
8848513 8848 17 2 12,8 48
8848514 8848 17 2 30,0 67
8848516 8848 17 2 7,0 41
8848517 8848 17 2 16,8 51
8848519 8848 17 2 13,2 49
8848520 8848 17 2 30,0 60
8848521 8848 17 2 57 39
8848523 8848 17 2 10,7 47
8848524 8848 17 2 8,0 43
8848527 8848 17 2 4,2 36
8848528 8848 17 2 1,2 22
8848530 8848 17 2 15,5 50
8848533 8848 17 2 7,0 41
8848536 8848 17 2 1,0 15
8848537 8848 17 2 6,1 40
8848538 8848 17 2 29 32
8848539 8848 17 2 17,5 52
8848540 8848 17 2 2,8 31
8848541 8848 17 2 2,3 29
8848542 8848 17 2 1,4 24
8848543 8848 17 2 1,8 27
8848544 8848 17 2 2,4 30
8848545 8848 17 2 1,2 22
8848547 8848 17 2 1,2 22
8848548 8848 17 2 8,8 44
8848550 8848 17 2 1,2 22
8848552 8848 17 2 30,0 62
8848553 8848 17 2 10,2 45
9011501 9011 18 2 13 23
9011502 9011 18 2 15,5 50
9011503 9011 18 2 30,0 70
9011504 9011 18 2 30,0 65
8942501 8942 19 1 57 39
8942502 8942 19 1 15,5 50
8942503 8942 19 1 10,2 45
8942504 8942 19 1 13,2 49
8942505 8942 19 1 10,5 46
8942514 8942 19 1 30,0 60
8942527 8942 19 1 29 32
8942531 8942 19 1 51 38
8826501 8826 20 1 30,0 84
8826502 8826 20 1 6,1 40
8826504 8826 20 1 10,7 47
8170501 8170 21 1 6,1 40
8170502 8170 21 1 8,8 44
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8170503 8170 21 1 16,8 51
8170504 8170 21 1 15,5 50
8170505 8170 21 1 8,8 44
8170506 8170 21 1 5,7 39
8170507 8170 21 1 10,2 45
8170508 8170 21 1 4,2 36
8170509 8170 21 1 4,2 36
8170510 8170 21 1 4,2 36
8170511 8170 21 1 1,0 4
8170512 8170 21 1 1,0 14
8170513 8170 21 1 1,0 12
8170518 8170 21 1 7,0 41
8170529 8170 21 1 10,5 46
7429501 7429 23 2 21,7 54
7429502 7429 23 2 10,2 45
7429503 7429 23 2 2,9 32
7429510 7429 23 2 1,6 25
7028501 7028 24 2 29,4 59
7028504 7028 24 2 17,5 52
7028505 7028 24 2 23,8 56
7028506 7028 24 2 6,1 40
7028507 7028 24 2 30,0 66
7028508 7028 24 2 30,0 60
7028509 7028 24 2 1,0 11
7028510 7028 24 2 4,8 37
7028511 7028 24 2 51 38
7028512 7028 24 2 1,0 17
7028515 7028 24 2 1,2 22

Tabelle 11: PROCAM-Score fir alle Mitglieder der Hezinfarkt-GroRRfamilien

Der PROCAM-Score wurde fiir alle Personen berectitietlie die entsprechenden Daten vorlagen
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7.4MEF2A-Sequenzierung

ID Exon 1 Exon 2 Exon 3 | Exon 4 | Exon 5 | Exon 6 | Exon 7
8948502 0 0 0 0 0 0 0
2001516 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
8882503 0 Intron2—-67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
8622504 0 0 0 0 0 0 0
8655503 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
8502502 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
4453501 0 Intron2—-67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
6486503 0 Intron2—-67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
6545504 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
6556504 0 Intron2-67G/C 0 0 0 0 0
6642502 0 Intron2—22A/T 0 0 0 0 0
6686502 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
6849509 0 0 0 0 0 0 0
8409501 0 Intron2—-67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
8517504 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
8662501 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
8848506 0 0 0 0 0 0 0
9011502 0 Intron2—22A/T 0 0 0 0 0
8942527 0 Intron2—-22A/T 0 0 0 0 0
8826502 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
8170501 0 Intron2—-67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
7429502 0 Intron2—67G/C; Intron2-22A/T 0 0 0 0 0
7028506 0 0 0 0 0 0 0

ID Exon 8 Exon 9 Exon 10 Exon 11 Exon 12
8948502 0 0 Ex10C/T 0 (CAG)n 9/11
2001516 0 0 0 0 (CAG)n 9/9
8882503 0 0 0 Intron11+50C/G| (CAG)n 9/11
8622504 0 Intron9+82G/A,; Intron 8-74delT | Ex10C/T 0 (CAG)n 10/11
8655503 0 0 0 Intron11+50C/G | (CAG)n 10/11
8502502 0 0 0 0 (CAG)n 9/11
4453501 0 0 0 0 (CAG)n 9/11
6486503 0 Intron9+82G/A; Intron 8-74delT 0 Intron11+50C/G | (CAG)n 10/11
6545504 0 Intron9+82G/A; Intron 8-74delT 0 Intron11+50C/G| (CAG)n 9/10
6556504 0 Intron9+82G/A,; Intron 8-74delT 0 0 (CAG)n 10/11
6642502 0 0 0 Intron11+50C/G| (CAG)n 9/11
6686502 0 0 0 0 (CAG)n 9/11
6849509 0 0 0 0 (CAG)n 11/11
8409501 0 0 Ex10C/T 0 (CAG)n 9/11
8517504 0 0 0 0 (CAG)n 11/11
8662501 0 0 Ex10C/T [Intron11+50C/G | (CAG)n 11/11
8848506 0 Intron9+82G/A,; Intron 8-74delT 0 0 (CAG)n 9/10
9011502 0 Intron9+82G/A,; Intron 8-74delT | Ex10C/T 0 (CAG)n 10/11
8942527 0 0 0 0 (CAG)n 9/11
8826502 0 0 0 Intron11+50C/G| (CAG)n 9/9
8170501 0 0 0 Intron11+50C/G | (CAG)n 11/11
7429502 0 0 0 Intron11+50C/G | (CAG)n 9/11
7028506 0 0 0 0 (CAG)n 9/11
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ID 5'UTR Frl [5'UTR Fr2 3'UTR Fr1 3'UTR Fr2 |3'UTR Fr3 3'UTR Fr4
8948502 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
2001516 0 0 0 0 0 0
8882503 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
8622504 0 0 [TGTG]2 0 0 81400* T/C
8655503 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 0
8502502 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
4453501 0 0 0 0 0 0
6486503 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
6545504 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 0
6556504 0 0 [TGTG]2 79819* 0 0 81400* T/C
6642502 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
6686502 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 0
6849509 0 0 0 0 0 81400* T/C
8409501 0 0 0 0 0 81400* T/C
8517504 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
8662501 0 0 [TGTG]2 0 0 81400* T/C
8848506 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 0
9011502 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
8942527 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
8826502 0 0 0 0 0 81400* T/C
8170501 0 0 [TGTG]1/[TGTG]2 0 0 81400* T/C
7429502 0 0 0 0 0 0
7028506 0 0 0 0 0 81400* T/C

Tabelle 12: Ergebnisse deMEF2A-Sequenzierung bei 23 Patienten aus den Herzinfard®rol3familien

Das Vorliegen der Wildtyp-Sequenz ist jeweils mhié€reichnet; die 5'- und die 3'-UTR-Region sindgisv
in mehrere Fragmente unterteilt

* Zahlweise nach http://snpper.chip.org/bio/showgtsnce/?TYPE=U&GENE=6846&CMD=abs
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7.5 Stammbaume der Herzinfarkt-GroRRfamilien
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Familie 8171
i1
00 m om0
8170501
Familie 7429
7429502
Familie 702

o0 TD
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O

Erlauterungen: Manner sind mit Quadraten, Frauen mit Kreisenrdtgne in schwarz, nicht Betroffene
umrandet und Verstorbene durchgestrichen kodiert
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