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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Die koronare Herzerkrankung (KHK) und der Herzinfarkt sind die h&ufigste Todesursache
in den Industrienationen. In den Vereinigten Staaten sterben mehr als 300.000 Menschen
jedes Jahr an einer kardialen Ursache (1, 2). Laut statistischem Bundesamt waren in
Deutschland im Jahr 2008 Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsystems die h&ufigste
Todesursache. Dabei erlagen 60.732 Menschen einem Herzinfarkt. Davon waren 55%
Manner und 45% Frauen (3).

Koronare Herzerkrankungen sind die wichtigste Ursache des pl6tzlichen kardialen Todes.
Mehr als 80% der Todesfalle durch einen plotzlichen Herztod sind durch
atherosklerotische Herzkranzgefalle bedingt. Die restlichen 20% der Ursachen sind auf
andere Erkrankungen einschlieBlich Kardiomyopathien, linksventrikulédre Hypertrophie,

langes QT-Syndrom, Aortenklappenerkrankungen usw. zurtickzufiihren (4).

Die Vorstellungen von der Pathogenese der KHK haben sich tber viele Jahre entwickelt.
In den 70-iger Jahren wurde festgestellt, dass Mutationen im LDL Rezeptor zu
Hypercholesterindmie fiihren (1). Daraus wurde auf eine enge Verbindung von Lipiden
und der KHK geschlossen. So wurde die KHK als eine Erkrankung des Lipidmetabolismus
betrachtet. In den 80-iger Jahren wurden im klinischen Alltag hdufig Restenosen in den
Herzgefallen beobachtet. Die KHK und der Herzinfarkt wurden als Erkrankungen der
glatten Muskelzellen angesehen. Erst die Entdeckung der Entzindungszellen und
Entziindungsmolekiile in Plaques bei Patienten in den 90-iger Jahren fuhrte zu der Ansicht,
die auch heute vertreten wird, dass die KHK und der Herzinfarkt Erkrankungen der

entzundlichen und immunen Reaktion sind (1).

Seit Jahrzehnten sind Risikofaktoren, die zur KHK und zum Herzinfarkt fuhren, z.B.
Bluthochdruck, fortgeschrittenes Alter, mannliches Geschlecht, Diabetes mellitus,
Hypercholesterindmie und erniedrigte HDL-Werte, bekannt (5-11). Aufgrund der
Komplexitat der Pathogenese der KHK und des Herzinfarkts und auch im Hinblick auf das

Auftreten der KHK und des Herzinfarkts bei Patienten, die keine dieser Risikofaktoren
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haben, konnen diese Risikofaktoren die Entstehung der KHK und des Herzinfarkts nicht

allein erklaren. Hier wird vielmehr eine genetische Ursache angenommen.

1.2 Positive Familienanamnese als Risiko fir KHK und Herzinfarkt

Unter den Risikofaktoren fir die KHK und den Herzinfarkt ist die positive
Familienanamnese fur die Angina pectoris, die KHK und den Herzinfarkt ein signifikanter
unabhéngiger Risikofaktor (5, 12). Dies konnte durch diverse Studien belegt werden. Die
1990 veroffentlichte Framingham-Studie zur Bedeutung der positiven Familienanamnese
fur die KHK ergab, dass eine positive Familienanamnese bei den Eltern wie auch
Geschwistern ein unabh&ngiger Risikofaktor fur die KHK ist. Laut dieser Studie haben
Personen mit einer positiven Familienanamnese ein um 29% erhdhtes Risiko fur die KHK
(13, 14).

Um die Kriterien fir eine familidre Préadisposition zu erfullen, muss mindestens ein
méannlicher Verwandter 1. Grades vor dem 55. Lebensjahr oder eine weibliche Verwandte
1. Grades vor dem 65. Lebensjahr einen Herzinfarkt erlitten haben oder bei diesen eine

signifikante Stenosierung der Koronargefalie festgestellt werden (15).

In Utah (USA) wurde eine Datenbank mit Gber 2,2 Mio. Probanden, die wahrend der
letzten 100 Jahre registriert wurden, ausgewertet. Diese Untersuchung zeigte ein erhohtes
Risiko fur einen Herzinfarkt sogar dann, wenn Verwandte 2. Grades vor dem 65.
Lebensjahr von einem Herzinfarkt betroffen waren. Diese Risikoerhohung war aber nicht
so stark wie in den Fallen, bei denen Verwandte 1. Grades betroffen waren (16).

In der Second Northwick Park Heart Studie (NPHS-II), an der ca. 3.000 Manner im Alter
um 50 Jahre teilnahmen, fand sich bei etwa einem Drittel der Teilnehmer eine positive
Familienanamnese fir koronare Herzerkrankungen. Diese Studie beschrieb bei Personen
mit einer positiven  Familienanamnese eine  Risikoerhthung fur  koronare
Herzerkrankungen um den Faktor 1,65. Auch nachdem die restlichen Risikofaktoren
adjustiert wurden, blieb diese Risikoerhdhung unverandert bestehen (17, 18).

Zu dhnlichen Ergebnissen kommt auch die Reykjavik Cohort Studie, in der 10.062 Frauen
und 9.328 Manner untersucht wurden (19).
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Weitere Erkenntnisse tber die Erblichkeit des Herzinfarkts brachte eine schwedische
Zwillingsstudie. Es wurde das 10-Jahresrisiko fir das Auftreten des Herzinfarkts in der
Zukunft von eineiigen und zweieiigen Zwillingen untersucht (20). Dabei sollte geklart
werden, ob und wenn ja, wie hoch das relative Risiko flr den gesunden Zwillingspartner
steigt, wenn der andere am Herzinfarkt verstorben war. In der Studie hatten zweieiige
Zwillinge eine Risikoerhhung von 2,6. Dies entsprach ungefahr dem Risiko fir
Geschwister. Bei den eineiigen Zwillingen hingegen ergab sich ein Anstieg des Risikos auf
den Faktor 8,1 (Abbildung 1).

Risiko
Erhdhung
8 X

6 X

4 x

2 X

.—- Kontrollen

eineiige zweieiige Geschwister Eltern
Zwillinge Zwillinge betroffen betroffen

Herzinfarktrisiko

Abbildung 1. Relative Risikoerhéhung fiir den Herzinfarkt/ die koronare Herzerkrankung
in Abhangigkeit von unterschiedlichen familiaren Dispositionen (15).
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Die Abbildung 2 zeigt die Koronarangiogramme von zwei monozygoten Zwillingen, die
im Alter von 41 bzw. 47 Jahren einen Herzinfarkt erlitten. In der Abbildung sind die

Stenosen in den KoronargefaRen mit Pfeilen markiert.

Herzinfarkt mit 41 Jahren Herzinfarkt mit 47 Jahren

Abbildung 2. Koronarangiogramme von monozygoten Zwillingen. RCA: rechte Koronar-
arterie (21).

Die Arbeitsgruppe um Professor Dr. rer. nat. Jeanette Erdmann und Professor Dr. med.
Heribert Schunkert vom Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Libeck konnte
eine Erblichkeit der Hauptstammstenose und proximal lokalisierter Koronarstenosen bei
betroffenen Geschwisterpaaren belegen (22). Es konnte eine signifikante Heritabilitat mit
einem Wert von h? = 0,32 und p = 0,008 fir die Hauptstammstenose sowie hz = 0,30 und p
= 0,01 fur proximal lokalisierte Koronarstenosen nachgewiesen werden. In den distalen

Koronargefalien zeigte sich keine relevante Erblichkeit.

Die oben genannten Studien heben noch einmal die Bedeutung der positiven

Familienanamnese in der Epidemiologie der KHK und des Herzinfarkts hervor.
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1.3 Genetik von KHK und Herzinfarkt

1.3.1 Allgemeines

In der Genetik werden krankheitsverursachende Gendefekte (,,disease-causing-genes®) und

pradisponierende Genvarianten (,,susceptibility-genes*) unterschieden (1, 15).

Um krankheitsverursachende Gendefekte handelt es sich, wenn das Auftreten des
Gendefektes zur Entstehung einer Krankheit fihrt. Die  Mutationen in
krankheitsverursachenden Genen bewirken im Organismus eine Funktionsverédnderung der
Proteine. Dadurch kommt es am Ende der pathologischen Kette zur Krankheitsentstehung
(15). Ein Beispiel fur krankheitsverursachende Gendefekte ist die familidre hypertrophe
Kardiomyopathie, bei der es zu einer Verdickung der Herzmuskulatur kommt. Die
familidre hypertrophe Kardiomyopathie ist eine monogene Erkrankung, die in der Hélfte
der Falle autosomal dominant vererbt wird (23). Es sind 12 Gene, die durch Mutationen in
diesen Genen zu der familiaren hypertrophen Kardiomyopathie fiihren kénnen, bekannt.
Alle diese Gene kodieren Proteine fiir das Sarkomer der Herzmuskulatur. Die Sarkomere
sind wesentliche Bestandteile der Herzmuskelzelle. Sie bestehen aus diinnen Filamenten,
Aktin, und dicken Filamenten, Myosin. Eines dieser Gene ist z.B. das MYH7 Gen (B-
myosin heavy chain). Das MYH7 Gen kodiert Proteine fur die dicken Filamente und ist auf

dem Chromosom 14 lokalisiert (24).

Pradisponierende Genvarianten sind sowohl bei kranken als auch bei gesunden
Individuen  vorhanden. Im  Gegensatz zu  genetischen  Varianten  mit
krankheitsverursachender Wirkung kommen prédisponierende Genvarianten haufiger vor.
Préadisponierende Genvarianten erhohen oder erniedrigen das Erkrankungsrisiko (15).
Wenn prédisponierende Genvarianten zu einer Risikoerhéhung flr eine Erkrankung
flhren, muss es trotzdem nicht automatisch zu einer Krankheitsentstehung kommen. Die
Einwirkung der pradisponierenden Genvarianten auf die Risikoerhohung fur eine
Erkrankung wird vielmehr durch andere genetische und nicht-genetische Faktoren
moduliert (15).
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1.3.2 Identifikation von Genloci

Einige genetische Abschnitte, Genloci, kdnnen mit bestimmen Erkrankungen assoziiert
werden. Fur die Lokalisation derartiger Genloci werden in der Genetik zwei
Untersuchungsmethoden angewandt: genomweite Kopplungsanalysen und genomweite

Assoziationsstudien.

Genomweite Kopplungsanalysen werden in betroffenen Familien durchgefuhrt. Hier
werden meist Mikrosatelliten analysiert. Heutzutage konnen Kopplungsanalysen aber auch
mit Single Nucleotide Polymorphism (SNP) durchgefiihrt werden. Es wird nach
genetischen Abschnitten, die bei den betroffenen Familienmitgliedern und nicht bei den
nicht-betroffenen vorkommen, gesucht. Dadurch werden genetische Abschnitte, die zu der
Erkrankung bei diesen Familienmitgliedern fuhren, lokalisiert. Danach erfolgt eine
Sequenzierung dieser Abschnitte. Die Anwendung von Kopplungsanalysen wird bei
Verdacht auf monogene Erkrankungen eingesetzt.

Dahingegen werden genomweite Assoziationsstudien (GWA) bei komplexen
Erkrankungen angewandt (25-27). Dabei werden genetische Marker, Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), bei Patienten und bei gesunden Kontrollen analysiert. Wenn eine
Assoziation zwischen einer Erkrankung und einem bestimmten Marker gefunden wird,
wird eine krankheitsassoziierende genetische Variante in dieser Region vermutet. So
kénnen Regionen, in denen mogliche krankheitsassoziierende Gene mit hoher
Wahrscheinlichkeit liegen, lokalisiert werden (15). Mit Hilfe von genomweiten
Assoziationsstudien wurden in den letzten Jahren mehr als 30 Genloci, die eine
Assoziation mit der koronaren Herzerkrankung und dem Herzinfarkt zeigen, identifiziert
(28, 29, 64, 65, 66, 67, 68).

Die Abbildung 3 (Seite 7) zeigt die Lokalisation der bislang mittels GWA identifizierten
Genloci, die mit einem erhdhten KHK-, bzw. Herzinfarktrisiko assoziiert sind.
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Abbildung 3. Ergebnisse der GWAs. Bei diesem zirkular aufgetragenen GWAs-Plot
(Circos Plot, (http://www.circos.ca)) sind alle Chromosomen und die genomweit
signifikanten SNPs fur die KHK und den Herzinfarkt aufgetragen. Weiterhin wird die
Komplexitat des Genoms verdeutlicht, indem die krankheitsspezifischen SNPs (ber das

gesamte Genom verteilt sind.
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1.4 Identifikation von Herzinfarktfamilien mit starker familidrer

Haufung

Die Arbeitsgruppe um Professor Dr. rer. nat. Jeanette Erdmann und Professor Dr. med.
Heribert Schunkert vom Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Lubeck hat in
den letzten Jahren 19 Herzinfarkt-Grof3familien, die ein autosomal dominantes
Vererbungsmuster vermuten lassen, identifiziert. Pro Familie waren mindestens drei
lebende Geschwister und mindestens eine lebende Cousine oder ein lebender Cousin
betroffen. Insgesamt enthielten die 19 GroRfamilien 117 lebende Betroffene und 405
lebende Nicht-Betroffene. Das Durchschnittsalter der betroffenen Personen war 55 Jahre.
Dahingegen lag das Alter der meisten gesunden Personen zwischen 30 und 45 Jahren. Da
die meisten gesunden Personen zum Zeitpunkt der Untersuchung jlnger als die
Betroffenen waren, wird davon ausgegangen, dass die Anzahl der betroffenen Personen in

diesen Familien in der Zukunft weiter ansteigt.

In der Abbildung 4 sind die Stammbaume von drei der 19 GroRRfamilien dargestellt. Sie

sind beispielhaft fir die unterschiedliche GréRe der identifizierten Familien.

m E E 0N NOOO

e

Abbildung 4. Drei Stammbaume als Beispiel. Dargestellt sind Manner als Quadrate,

Frauen als Kreise, Betroffene in schwarz und Verstorbene durchgestrichen.
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In den 19 GroRfamilien wurden modellbasierte und modellfreie Kopplungsanalysen
durchgefiihrt. Das Ziel war, chromosomale Regionen, die mit der Erkrankung in den
Familien gekoppelt sind, zu identifizieren (30). Dazu erfolgte zuerst die Einschéatzung der
Heritabilitaten fir den Herzinfarkt, den Body Mass Index (BMI), den Blutdruck und die
Lipide. Ein Uberblick dariiber findet sich in Tabelle 1. Diese Tabelle zeigt auch die 95%-
Konfidenzintervalle und die p-Werte fur die einzelnen Parameter.

Phanotyp N h? 95% CI P-Wert
Herzinfarkt 490 747 72.4-76.9 <0.01
GroRe 488 318 30.8-328 <0.01
Gewicht 488 362 351-373 <0.01

BMI 488 315 30.4-326 <0.01
SBP 436 299 283-314 0.014
Cholesterin 445 33.2 32.1-34.2 <0.01
LDL 445 283 27.2-294 <0.01
HDL 445 389 37.7-40.1 <0.01

Triglyceride 445 323 314-332 <0.01

Tabelle 1. Heritabilitatsschatzung h?, 95%-Konfidenzintervalle (95% CI) und p-Werte fiir
Herzinfarkt, GroRe, Gewicht, BMI, systolischer Blutdruck (SBP) und Lipidparameter
(HDL, LDL und Triglyceride).

Die Untersuchungen in diesen Familien ergaben eine Heritabilitdt von 74.7% fur den
Herzinfarkt.

Die Kopplungsanalysen zeigten, wie erwartet, eine Heterogenitat der Familien, d.h. in
verschiedenen Familien wurden unterschiedliche Kopplungsintervalle festgestellt.
Interessanterweise fand sich aber ein Kopplungsbefund auf dem Chromosom 8qg23.3-
8024.4 mit einem logarithm of the odds-Score (LOD-Score) von 2.8 in zwei unverwandten
Familien (Abbildung 5, Seite 10).
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Abbildung 5. a) Schematische Darstellung von Chromosom 8. Genlokus als rotes Viereck,
b) Genlokus auf Chromosom 8923.3-8924.4 in zwei Herzinfarkt-Familien (30).

Die bislang in der Arbeitsgruppe vorliegenden Befunde lassen vermuten, dass innerhalb
der 18,9-centiMorgan (cM) Genregion auf dem Chromosom 8g23.3-8q24.4 der
mutmaBliche Gendefekt, der in den beiden Familien krankheitsrelevant ist, gefunden
werden kann. Aus diesem Grund wurde beschlossen, in diesem Abschnitt des Chromosoms
8 nach potentiell funktionell relevanten Genvarianten zu suchen. Da diese Region mehr als
70 Gene enth&lt, missen fir die zeit- und kostenintensive Sequenzierung die zu
untersuchenden Gene priorisiert werden.

Fir die vorliegende Promotionsarbeit wurden nach intensiver Literaturrecherche drei Gene,
namlich das TRPS1 Gen (zinc-finger transcription factor TRPS1), das EXT1 Gen (exostosin
1) und das c-MYC Gen (myc proto-oncogene protein) aus dieser Region ausgesucht.

10
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Das TRPS1 Gen befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 8, (8923.3, chr 8:
116489900-116750402). Es bestent aus 7 Exonen und kodiert einen Zinc-Finger
Transkriptionsfaktor, der unter anderem GATA-regulierte Gene hemmt. GATA bildet eine
Familie von Transkriptionsfaktoren. GATA 4, 5 und 6 sind Zinc-Finger Transkription-
sfaktoren, die wahrend der Herzentwicklung exprimiert werden. Spéter im adulten Herz
werden nur GATA 4 und 6 exprimiert. Insbesondere GATA 4 ist essential fur die kardiale
Morphogenese. Es hemmt die Apoptose der Herzmuskelzellen und unterstiitzt somit deren
Uberleben. Die Apoptose der Herzmuskelzellen spielt eine wichtige Rolle in der
Entwicklung verschiedener kardialen Erkrankungen, auch des Herzinfarkts (69-71).

Die Abkiirzung TRPS erhalt das Gen von dem Tricho-Rhino-Phalangeal-Syndrom (TRPS).
Bei diesem Syndrom kommt es zu kraniofacialen und skelettalen Abnormitaten (31, 32).
Es entsteht durch Mutationen im TRPS1 Gen (31-33). Drei Typen des Tricho-Rhino-
Phalangeal-Syndroms, Typ I, Il und 111, werden unterschieden. Interessant ist die Ursache
fir TRPS Typ Il, das auch Langer-Giedion-Syndrom genannt wird. TRPS Typ Il
entwickelt sich durch Mutationen im TRPS1 Gen und EXT1 Gen. Patienten mit diesem
Syndrom-Typ haben zusétzlich zu den kraniofacialen und skelettalen Abnormitéaten auch

multiple kartilaginare Exostosen (31).

Das zweite aus der 0.g. Region untersuchte Gen ist das EXT1 Gen. Es enthélt 11 Exone.
Das EXT1 Gen liegt auch auf dem langen Arm des Chromosoms 8, (8924.11, chr8:
118880783-119193239). Das Protein des EXT1 Gens bildet zusammen mit dem Protein des
EXT2 Gens, das auf dem Chromosom 11 liegt, einen Proteinkomplex. Dieser
Proteinkomplex katalysiert die Polymerisation von Heparansulfat (34). Heparansulfat ist
als Co-Faktor in der Ossifikation und in der Signaltransduktionskaskade ein wichtiger
Bestandteil fur die Differenzierung und Apoptose der Chondrozyten (35). Heparansulfat
moduliert die Aktivitdt von verschiedenen Liganden, unter anderem von Subtypen des
Fibroblast-Growth-Faktors (FGF) (72). Es sind 23 Subtypen des FGFs bekannt. Die
Fibroblast-Growth-Faktoren erfiillen eine wichtige Funktion in der Zell-Proliferation und
Zell-Differenzierung. Vor allem FGF 1 und 2 fordern die Angiogenese und fiihren dadurch
bei Patienten mit einer KHK und einem Herzinfarkt zu einer verbesserten Herzperfusion
und einer Reduktion der Symptome (73).

Durch Mutationen im EXT1 Gen, aber auch im EXT2 Gen, wird die Biosynthese der
dazugehdrigen Proteine vorzeitig abgebrochen. Das Genprodukt ist dann unvollstandig und

dadurch funktionsunfahig (35). Mutationen in EXT Genen fihren bisher zur multiplen

11
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kartilagindren Exostose, auch als hereditdre multiple Exostose bekannt. Sie ist eine
autosomal dominante Erkrankung (36, 37).

Das fur diese Promotionsarbeit ausgesuchte c-MYC Gen ist auf dem Chromosom 8,
(8924.21, chr8: 128817498-128822854) lokalisiert und besteht aus 3 Exonen. Das c-MYC
Gen spielt eine wichtige Rolle in der Zell-Proliferation, der Zell-Differenzierung, im Zell-
Wachstum, im Zell-Zyklus und in der Apoptose (38).

Einige Studien haben gezeigt, dass eine erhdhte Expression des c-MYC Gens die
Proliferation der glatten Muskelzellen steigert. Aul’erdem konnte nachgewiesen werden,
dass die Reduzierung der c-MYC Genexpression durch Oligonukleotid-Antikorper eine
signifikante Wachstumshemmung der menschlichen glatten Muskelzellen bewirkt (39). In
einer Studie wurde die Verteilung des c-MYC Genproduktes in gesunden und
atherosklerotisch veranderten humanen Karotiden verglichen (40). Diese Untersuchung
ergab, dass die glatten Muskelzellen von Karotiden-Plaques deutlich mehr c-MYC
Genprodukte aufwiesen als die glatten Muskelzellen von gesunden Karotiden (40). Das
c-MYC Gen erfullt auch wichtige regulatorische Funktionen in Zellereignissen wéhrend der
Initilerung und Progression von vengsen Bypass-Transplantaterkrankungen (41).

Die c-MYC Genuberexpression ist eine h&ufige genetische Veranderung (42). Sie wurde
auch bei mehreren Typen von menschlichen Tumoren beobachtet (43-45). Ein Beispiel

dafir sind gastrale Neoplasien (46-49).

1.5 Fragestellung

Nach dem heutigen Wissensstand ist der Herzinfarkt eine multifaktorielle polygene
Erkrankung. Es stellt sich die Frage, ob insbesondere bei betroffenen Personen mit einem
familiar auftretenden Herzinfarkt genetische Varianten mit einem autosomal dominanten
Vererbungsmuster zu finden sind.

Die Aufgabe dieser Promotionsarbeit ist es, nach Mutationen fir den Herzinfarkt mit
einem autosomal dominanten Vererbungsmuster in zwei Familien mit zuvor
nachgewiesenem Kopplungssignal auf dem Chromosom 8¢23.3-8924.4 zu suchen. Die
Identifizierung solcher Mutationen wirde viele neue Wege sowohl in der Diagnostik als
auch in der Therapie der KHK und des Herzinfarkts erdffnen.
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1. Einleitung

Trotz aller therapeutischen MaRnahmen versterben ca. 40% der Patienten mit einem
Herzinfarkt im Akutstadium (2). Eine frihzeitige Identifizierung und prophylaktische

Behandlung von Risikopersonen wiirde daher die Sterberate deutlich senken kénnen.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Probanden

Fur diese Arbeit wurden aus 19 GroRfamilien, fur die durch Selektionsstudien eine
Heritabilitat fir den Herzinfarkt nachgewiesen werden konnte, drei Gro3familien mit den
Nummern 8622, 8655 und 8826 ausgewahlt. Als Einschlusskriterium fiir die Teilnahme
der Familien an der Familienstudie mussten mindestens drei lebende betroffene
Geschwister und eine lebende betroffene Cousine oder ein lebender betroffener Cousin in
der Familie vorhanden sein. Fir die molekulargenetischen Studien liegt ein positives
Ethikvotum vor. Die Familienmitglieder haben schriftlich ihr Einverstandnis zur
Teilnahme an der Studie gegeben.

In den Familien mit den Nummern 8655 und 8826 wurde mit Hilfe von modellbasierten
und modellfreien Kopplungsanalysen ein Kopplungsbefund auf dem langen Arm des
Chromosoms 8 auf der Position 8923.3-8q24.4 lokalisiert (Abbildung 5, Seite 10). Die
Familie mit der Nummer 8622 wurde als Kontrolle ausgewdhlt. In diesen Familien
(Nr.: 8622, 8655 und 8826) wird nach Mutationen auf dem Chromosom 8 gesucht. VVon
jeder Familie soll jeweils ein Familienmitglied untersucht werden. Die
Identifizierungsnummern dieser Probanden sind 8622503, 8655501 und 8826501. lhre
DNA wird ebenfalls nummeriert: Proband 8622503 hat die DNA-Nummer 1, Proband
8655501 die DNA-Nummer 2 und Proband 8826501 die DNA-Nummer 3.

Die Blutentnahme und die DNA-Isolierung erfolgten durch das Laborpersonal. Die

Probanden-DNA wurde im Kihlschrank bei einer Temperatur von -26°C aufbewahrt.

2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bahnbrechend in der Geschichte der Genetik war die Erfindung der Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) durch Kary Mullis im Jahr 1983 (50).
Seit 1985 wird sie erfolgreich fiir die DNA-Amplifizierung eingesetzt (51). Die PCR findet

Anwendung in unterschiedlichen Feldern wie zum Beispiel in der Humangenetik, aber
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2. Material und Methoden

auch in der Kriminalistik. So konnten in der Kriminalistik in den letzten Jahren viele
Straftaten noch nach Jahrzehnten mit Hilfe der PCR aufgeklart werden.

Bei der PCR wird in drei Schritten vorgegangen: Im ersten Schritt wird die DNA durch
Erhitzen bei ca. 93-95°C denaturiert.

Danach erfolgt im zweiten Schritt die Abkihlung und die Anheftung der Primer
(Oligonukleotide) an komplementare DNA-Stréange bei 50-60°C.

Im dritten Schritt findet die DNA-Synthese, die durch eine hitzestabile DNA-Polymerase
gesteuert wird, bei Temperaturen von 70-75°C statt.

Diese drei Schritte werden mehrfach wiederholt, so dass nach etwa 30-40 Zyklen eine
ausreichend lange DNA, die dann leicht analysiert werden kann, erhalten ist.

2.3 Etablierung der PCR

Die Mutationssuche erfolgte in drei Genen: TRPS1, EXT1 und c-MYC. Dafur wurden
Primer, die die Gene komplett abdecken, bestellt. Dies waren 29 Primerpaare fir das
TRPS1 Gen, 16 Primerpaare fur das EXT1 Gen und 9 Primerpaare fur das c-MYC Gen.
Diese Primer lieferten die Firmen Applied Biosystems und Hoélle & Huttner AG. Die
Primer werden bis zur Verwendung bei einer Temperatur von -26°C im Kihlschrank

aufbewahrt. Sie werden vor der Verwendung auf ihre Funktionsfahigkeit getestet.
2.3.1 PCR-Protokoll
2.3.1.1 Reagenzien

Test-DNA, Gold Master Mix (Ampli Tag Gold® PCR Master Mix), 50%-iges Glycerol,
H20 (destilliertes Wasser), Primer. Die Primer fur die Gene TRPS1 und EXT1 wurden bei

der Firma Applied Biosystems (VariantSEQr™ Resequencing System) bestellt. Diese
Firma liefert die Primer, aber keine Sequenzen hierzu. Fir das c-MYC Gen wurden drei
Primer ebenfalls von der Firma Applied Biosystems verwendet. Die restlichen sechs
Primer fur das c-MYC Gen stammen von der Firma Holle & Hittner AG, die auch

Sequenzen von Primern (Tabelle 2, Seite 16) mitliefert.
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Primer Primersequenzen Lange
MYC-Ex1-1 F 5-GAGCAGCAGAGAAAGGGAGA-3’ 20bp
MYC-Ex1-1R 5-GCTGCTATGGGCAAAGTTTC-3 20bp
MYC-Ex1-2 F 5-TCGGGGCTTTATCTAACTCG-3" 20bp
MYC-Ex1-2 R 5-GTTTTCCCTCTGCCTTCTCC-3 20bp
MYC-Ex2 F 5-GCCGATTTCGATTCCTCTG-3' 19bp
MYC-Ex2 R 5-GGGTCGCAGATGAAACTCTG-3° 20bp
MYC-Ex3 F 5-ACGTCTCCACACATCAGCAC-3 20bp
MYC-Ex3 R 5-ACTCAGCCAAGGTTGTGAGG-3" 20bp
MYC-3’UTR-1F | 5-CAAATTGGACTTTGGGCATAA-3" 21bp
MYC-3’UTR-1R | 5-TAACCCATGGACAGGACTGG-3 20bp
MYC-3’UTR-2F | 5-GCAGGTGAGAAGGTGAGAGG-3’ 20bp
MYC-3’UTR-2R | 5-GAGGTGGCTTGGACAGGTTA-3’ 20bp

Tabelle 2. Darstellung der Bezeichnung, der Sequenzen und der L&nge der sechs
Primerpaare des c-MYC Gens. Vorwartssequenzen = F (forward), Rickwartssequenzen =
R (reverse).

2.3.1.2 Durchflihrung
Fur die Testung der Primer wurden 10ul Ansétze angefertigt. Hierzu werden pro Ansatz
1ul Test DNA mit 5ul Gold Master Mix (Ampli Tagq Gold® PCR Master Mix), 1,6l

50%-iges Glycerol, 0,4l H20 und 2ul Primer versetzt. Neben diesen Proben wurden auch

zwei Leerproben angesetzt. Sie bestanden aus jeweils 5ul Gold Master Mix, 1,6l 50%-
igem Glycerol, 1,4pl H20 und 2pl Primer. Die DNA wird hier nicht zugesetzt, sondern
stattdessen wird 1pl H20 mehr hinzugefugt.

Alle Proben werden zentrifugiert. Anschliefend wird die PCR gestartet.

Das PCR-Programm wurde wie folgt gewahlt: In der ersten Stufe lauft ein Zyklus
5 Minuten lang bei einer Temperatur von 96°C. Danach erfolgen in der zweiten Stufe 44
Zyklen: Pro Zyklus soll das Programm 30 Sekunden bei 94°C, 45 Sekunden bei 60°C und
45 Sekunden bei 72°C laufen. In der dritten und letzten Stufe gibt es einen Zyklus von 10

Minuten bei einer Temperatur von 72°C. Danach werden die Proben auf 4°C gehalten.

2.3.2 Elektrophorese:

Nach der Amplifizierung der Test-DNA wurde eine Elektrophorese fur die PCR-Produkte
durchgefuhrt. Auf dem Elektrophoresegel konnten dann die Banden untersucht werden. Es
wurde geprift, ob Banden flr alle getesteten Primer vorhanden sind und ob die Banden

ausreichend stark oder zu schwach sind.
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2.3.2.1 Reagenzien
Agarose (Meta Phor® Agarose), 1%-iger Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer, Loading Dye,
Sybr Green | und PCR-Produkt. Der TBE-Puffer enthélt 890 mmol/l Trisbase, 890 mmol/I

Borsaure, 20 mmol/l EDTA und destilliertes Wasser.

2.3.2.2 Durchfiihrung
Als erstes wurde pro Gen ein Elektrophoresegel angefertigt. Das Elektrophoresegel besteht
aus Agarose und einem 1%-igen TBE-Puffer. Auf 100ml 1%-iger TBE-Puffer kommt 1,59

Agarose. Die Grolle des Gels und die dabei verwendete Menge von Agarose und TBE-

Puffer hangen von der Anzahl der Proben pro Gen ab.

Die Mischung wurde solange erhitzt und vermischt, bis die Agarose gut in der Flussigkeit,
TBE-Puffer, gelost war. AnschlieBend wurde das Gel in einem Kuhlschrank so lange
gekdhlt, bis es fest war. Eine Kihlung ist auch unter Raumtemperatur moglich.

Parallel zu der Kihlung des Gels wurden die Proben fir die Elektrophorese vorbereitet.
Hierzu wurden zum PCR-Produkt 2ul Loading Dye und 1ul Sybr Green | hineingegeben.
Die Proben wurden gut vermischt und zentrifugiert. Danach wurden sie in das gekuhlte Gel
pipettiert, und die Elektrophorese wurde gestartet. Diese lief dann 55 Minuten bei 115
Volt. AnschlieRend wurden die auf dem Gel vorhandenen Banden fotografiert. Primer, die
bei der Elektrophorese-Auswertung keine oder nur schwache Banden zeigten, wurden

erneut getestet bzw. neu bestellt.

2.4 DNA-Amplifizierung

Nachdem durch die Tests sichergestellt werden konnte, dass die Primer funktionsfahig
sind, erfolgte die Amplifizierung der Probanden-DNAs. Hierfur wurden Proben mit 50ul
Ansatzen bereitet. Die Konzentration der DNA betrug 10ng/ul.

2.4.1 Reagenzien

Probanden-DNA, Gold Master Mix (Ampli Tag Gold® PCR Master Mix), 50%-iges
Glycerol, destilliertes Wasser (H20), 29 Primerpaare fur das TRPS1 Gen, 16 Primerpaare
flr das EXT1 Gen und 9 Primerpaare fir das c-MYC Gen.
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2.4.2 Durchfiihrung
Vor Ansatz der PCR wurden die Primer mit dem Pipettier-Roboter (Genesis Freedom 150)

in die dafur vorgesehenen Platten pipettiert. Dieser Vorgang wurde von der MTA Anette
Thiemig durchgefihrt.

Die Proben wurden 24 Stunden unter Raumtemperatur getrocknet. Um eine
Verschmutzung der Proben zu verhindern, wurden sie abgedeckt. Jeder Probe wurde nach
der Trocknung 25ul Gold Master Mix, 8ul 50%-iges Glycerol, 12ul H20 und 5pl
Probanden-DNA hinzugefugt. Jede einzelne Probanden-DNA wurde jeweils mit allen
Primern angesetzt. Zusétzlich zu den Probanden-Proben sind auch zwei Leerproben
angefertigt worden. Die Leerproben enthalten jeweils 25ul Gold Master Mix, 8ul 50%-iges
Glycerol, 17ul H20 und einen 24 Stunden vorher pipettierten Primer. Sie enthalten keine

DNA. Die PCR-Programmeinstellung wurde so vorgenommen wie in der Tabelle 3

dargestellt.
Stufe 1: 1 Zyklus Stufe 2: 44 Zyklen Stufe 3: 1 Zyklus
96°C fiir 5 Min. Pro Zyklus: 94°C fir 30 s, 72°C fur 10 Min.
60°C fir 45 s,
72°C fur45s

Tabelle 3. PCR-Programmeinstellung. In der Tabelle sind die Anzahl der Zyklen, die

Temperaturen und die Zeit pro Zyklus angegeben.

Nachdem die Amplifizierung abgeschlossen war, wurde das PCR-Produkt entweder im
PCR-Gerét bei 4°C oder im Kihlschrank bei 3°C gehalten.

Mit Hilfe der Elektrophorese wird geprift, ob in jeder Probe ausreichend PCR-Produkt
vorhanden ist. Fir die Elektrophorese wurden aus jeder Probe 5upl PCR-Produkt
entnommen und in neue Tubs pipettiert. Das Ganze wurde mit 2pl Loading Dye und 1l
Sybr Green | vermischt und anschlieRend zentrifugiert.

Das Elektrophoresegel wurde mit 1,59 Agarose-Pulver pro 100ml 1%-igem TBE-Puffer
angefertigt. Nach seiner Kuhlung wurden die Elektrophorese-Proben in die Taschen des
Gels pipettiert und danach die Elektrophorese gestartet. Das Gerét arbeitete 55 Minuten auf
115 Volt. Wenn das Programm beendet war, wurden die Banden auf dem Gel fotografiert.

Proben mit keinen und zu schwachen Banden wurden wiederholt.
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Die restlichen 45ul PCR-Produkte wurden im Kihlschrank bei 3°C aufbewahrt, bis sie
schlieBlich nach Berlin zur Firma SEQLAB zum Sequenzieren geschickt wurden. Sie

wurden unter Kuihlung dorthin transportiert.

2.5 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismusanalyse

Eine einfache und genaue Methode der Mutationsanalyse ist die Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismusanalyse  (RFLP-Analyse  oder  Restriktionsanalyse).  Die
Restriktionsanalyse wurde nur beim EXT1 Gen fir den Abschnitt des Primers 16

eingesetzt. Hier sollte eine fragliche Mutation bestétigt oder ausgeschlossen werden.

2.5.1 Prinzip
Fur die Durchfiihrung der Restriktionsanalyse werden Restriktionsenzyme eingesetzt. Sie

schneiden die DNA, die untersucht werden soll, an spezifischen Stellen in Fragmente.
Dabei haben die Restriktionsenzyme eine hohe Spezifitat fur ihre Schnittstellen.
Wenn im Bereich der Schnittstelle eine Mutation liegt, wird die Funktion der
Restriktionsenzyme gestort. Dadurch wird der Restriktionsprozess unterbrochen.
In der Elektrophorese werden dann die Bandenmuster von Kontroll- und zu untersuchender
DNA miteinander verglichen. Abweichungen im Bandenmuster sind Hinweise fur

Mutationen.

2.5.2 Reagenzien

Fur PCR: 2,5 Eppendorf® Master Mix, Probanden- und Kontroll-DNA mit einer
Verdinnung von 5ng/ul, Primer F (forward) und R (reverse) auf 10pmol/ul verdunnt.

Fur Restriktionsanalyse: 10x NEB4, 100x BSA, H20, 20U/ul Hhal (Restriktionsenzym)
und PCR-Produkt.

Fir Elektrophorese: Agarose (Meta Phor® Agarose), 1%-iger TBE-Puffer, Loading Dye,

Sybr Green | und Restriktionsanalyseprodukt.

2.5.3 Durchfilihrung

Als erstes wurde die DNA unserer drei Probanden und 90 angefertigter Kontrollen

amplifiziert. Dafur wurden 20ul Ansétze erstellt. Hierfir wurden 10pul DNA mit 8ul 2,5
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Eppendorf Master Mix, 1pl Primer F (forward) und 1ul Primer R (reverse) versetzt.

Zusétzlich zu den Normalproben wurden auch drei Leerproben angesetzt.

Die PCR-Programmeinstellung ist die gleiche wie bei der ,,DNA-Amplifizierung* (siehe
»DNA-Amplifizierung®, Durchfiihrung, Seite 18).

Nach der DNA-Vervielfdltigung wurde die Restriktionsanalyse durchgefuhrt. Hierzu
wurde jedem PCR-Produkt (10ul) noch 2,5ul 10x NEB4-Puffer, 0,25ul 100x BSA,
12,15ul H20 und 0,1pl Hhal (Restriktionsenzym) hinzugefigt. Der gesamte Inhalt pro
Ansatz betrug 25pl. Die Restriktionsanalyse lief 10 Stunden bei 37°C und anschlieBend 15
Minuten bei einer Temperatur von 65°C.

Danach erfolgte die Elektrophorese. Bis die Elektrophorese durchgefiihrt wurde, wurden
die Proben bei 3°C im Kiihlschrank gelagert. Die Elektrophorese wurde durchgefuhrt, wie

unter Seite 16 beschrieben. Die durch die Elektrophorese erhaltenen DNA-Banden wurden

flr die Auswertung fotografisch dokumentiert.

2.6 Auswertung

2.6.1 Allgemeines

Die Sequenzen wurden mit dem Programm Staden Package ausgewertet. Staden Package
ist ein Computerprogramm, das im Medical Research Council Laboratory of Molecular
Biology in Cambridge in England entwickelt wurde. Mit ihm lassen sich Sequenzen

analysieren und miteinander vergleichen.

2.6.2 Durchfiihrung

Bevor mit der Auswertung der Daten begonnen werden konnte, musste die Datei

(Sequenzen) in das Programm integriert werden.

Der erste Schritt war die Umbenennung der Datei in ABI Trace, da das Programm nur
Daten in ABI Trace erkennt. Nach der Umbenennung der Datei wurde das Programm
gedffnet. Durch einen Klick auf den Link ,,Pregap4* wurde das Fenster ,,Pregap4 version
1.4b1* gedffnet. Danach konnten die Daten mit einem weiteren Klick auf ,,Add files*

angezeigt und anschlieBend in das Fenster ,,Pregap4 version 1.4b1* iibertragen werden.
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Danach wurde der Link ,,Configure Modules* gedffnet. In der linken Leiste dieses Fensters
mussten die Elemente ,,Quality Clip”, ,,Sequencing Vector Clip”, ,,Screen For Unclipped
Vector und ,,Cloning Vector Clip*“ per Klick auf das Symbol [x] entfernt werden.
AnschlieBend wurde ,,Gap4 shotgun assembly“ durch das Anklicken des Symbols [x]
eingefihrt. Auf der rechten Leiste wurde unter ,,Gap4 database name“ der Name des
gewilnschten Ordners, in dem die Daten gespeichert werden sollen, angegeben. Der
vorletzte Schritt war das Anklicken der ,,Create new database®. Danach konnte durch den
Link ,,Run* unten auf der linken Seite des Fensters mit der Integrierung der Daten in das
Programm begonnen werden.

Zur Auswertung wurde das Programm (ber den Ordner, in dem die Daten gespeichert
wurden, gedffnet. Auf dem Computerbildschirm erschienen die Fenster ,,GAP v4.8b1* und
,Contig Selector®.

Auf dem ,,Contig Selector” Fenster ist eine horizontale Linie, die durch vertikale Striche
unterteilt ist, zu sehen. Durch einen Klick mit der rechten Maustaste auf der horizontalen
Linie und einem weiteren Klick mit der linken Maustaste auf ,,Edit Contig™ wird das
Fenster ,,Contig Editor*, in dem die Sequenzen als Text zu finden sind, erreicht. Mit einem
Doppelklick auf einem der Basenbuchstaben konnte das Elektropherogramm ,,Trace
display* geoffnet werden. Dabei wurden die Sequenzen nach Mutationen wie
Basenaustausch, Einschub oder Verlust von einer oder mehreren Basen untersucht. Diese
Mutationen manifestieren sich als Uberlappungen, Uberschuss oder Fehlen einer oder
mehrerer Basen im Elektropherogramm.

Es wurden die Elektropherogramme aller Abschnitte der Primer untersucht. Durch
Einstellungen im ,,Contig Editor* iiber ,,Settings* und ,,By background colour* konnen die
Varianten auch im Text sichtbar gemacht werden. Der Hintergrund der Varianten wird

dann zum Beispiel mit einer Farbe markiert.

Die gefundenen Genvarianten wurden anschlieBend in dem dazugehtrenden Gen
lokalisiert. Lag eine Variante im Exon, wurde zusatzlich Uberprift, in welchem
Proteinbereich sie sich befindet und ob es dadurch zu einem Aminoséurenaustausch

kommt.
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2.7 Konservierungsgrad der identifizierten Varianten

2.7.1 Allgemeines

Bestimmte DNA-Abschnitte kommen bei mehreren Spezies vor. Dies wird als
Konservierung der genetischen Sequenzen bezeichnet. Je mehr Spezies den gleichen DNA-

Abschnitt besitzen, umso konservierter ist dieser DNA-Abschnitt.

2.7.2 Durchfiihrung

Der Konservierungsgrad wurde fir alle Genregionen, in denen eine genetische Variante

gefunden wurde, ermittelt. Zur Ermittlung des Konservierungsgrads stehen mehrere
Internetplattformen zur Verfligung. Fiir diese Dissertation wurde ,,Human BLAT Search*

(http://genome.csdb.cn/cgi-bin/hgBlat) verwendet. Als erstes wurden ca. 20 Basen up- und

downstream der gefundenen genetischen Variante notiert. Danach wurden diese Basen in
das daftr vorgesehene Fenster auf ,,Human BLAT Search* eingegeben. Es erscheint eine
grafische Darstellung, aus der sich der Konservierungsgrad der eigenen Daten ablesen lasst
(siehe zum Beispiel Abbildung 7, Seite 27).

2.8 Schematische Darstellung der praktischen VVorgehensweise bei dieser

Promotionsarbeit

Hier werden die einzelnen praktischen Schritte bei dieser Promotionsarbeit kurz

schematisch dargestellt:

PCR

Sequenzierung

Sequenzenauswertung

Analyse des
Restriktionsanalyse Konservierungsgrads
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3. Ergebnisse

3.1 Sequenzanalysen fur das TPRS1 Gen

Zur Mutationssuche im TRPS1 Gen wurde das gesamte Gen mit 29 Primerpaaren
abgedeckt. In diesem Gen konnten bei unseren Probanden zwei genetische Varianten

gefunden werden.

3.1.1rs2737218
rs2737218 ist die ldentifikationsnummer fir die erste Variante, die im Intron 3 auf der
Position 9.116700453 bei dem Probanden mit der DNA-Nummer 3 identifiziert wurde. Der

Proband zeigte die Variante A > G. Bei einer erneuten Amplifizierung und Sequenzierung
dieses DNA-Abschnittes wurde die Variante nicht nur bei dem Probanden mit der DNA-
Nummer 3, sondern auch bei dem Probanden mit der DNA-Nummer 2 gefunden. Die
Region, in der sie liegt, ist nicht konserviert. Diese genetische Variante ist laut
Datenbankeintragen bereits bekannt. Die Allelfrequenz in der européischen Population
liegt bei 0.25 fur das G-Allel und 0.75 fur das A-Allel.

3.1.2 51180628
Auch die zweite im TRPS1 Gen gefundene genetische Variante, rs1180628, liegt im Intron.

Sie wurde im Intron 5 auf der Position g.116500037 lokalisiert. Die Variante G > T konnte
in zwei Familien, ndmlich bei den Probanden mit der DNA-Nummer 1 und der
DNA-Nummer 2, gefunden werden. Es zeigte sich, dass die Variante in einem hoch-
konservierten Bereich lokalisiert ist. Auch diese Variante ist aber bereits beschrieben. Die
Allelfrequenz in der europdischen Population liegt bei 0.23 fiir das T-Allel und 0.77 fur das
G-Allel.

3.2 Sequenzanalysen fur das EXT1 Gen und Restriktionsanalyse

Zur Mutationssuche im EXT1 Gen wurden 16 Primerpaare verwendet. Es konnten in

diesem Gen insgesamt neun genetische Varianten nachgewiesen werden.
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3.2.1 rs7835605, rs7835956, rs6469721, rs34016643
Im 5"UTR-Bereich wurde im Sequenzierungsabschnitt der Primer 6 und 8 die Variante
C > T, ¢.119194082, entdeckt. Diese genetische Variante konnte bei den DNAs mit den

Nummern 1 und 3 gezeigt werden. Sie wurde vom Auswertungsprogramm (Staden
Package) als solche nicht erkannt. Erst durch eine héandische Auswertung der
Elektropherogramme konnte sie nachgewiesen werden. Diese genetische Variante,
rs7835605, ist bekannt. Diese Genregion ist nicht konserviert. Die Allelfrequenz in der
europaischen Population liegt bei 0.49 fiir das T-Allel und 0.51 fur das C-Allel.

Auf der Genposition g.119194005 im 5'UTR-Bereich konnte im Sequenzierungsabschnitt
der Primer 6 und 8 bei den DNAs mit den Nummern 1 und 3 eine schon bekannte Variante,
rs7835956, nachgewiesen werden. Diese Region um die genetische Variante C > T st
nicht konserviert. Die Allelfrequenz in der europdischen Population liegt bei 0.49 fir das
T-Allel und 0.51 fir das C-Allel.

Im Sequenzierungsabschnitt des Primers 6 wurde im 5" UTR-Bereich, ¢.119193750, bei
den DNAs mit den Nummern 1 und 3 die Variante C > G, die bereits beschrieben ist,
festgestellt, rs6469721. Auch diese Variante wurde vom Auswertungsprogramm nicht
erkannt, sondern erst durch die Untersuchung der Elektropherogramme gefunden. Der
DNA-Abschnitt, in der die Variante geortet wurde, ist nicht konserviert. Die Allelfrequenz

in der européischen Population liegt bei 0.49 fur das G-Allel und 0.51 fiir das C-Allel.

Ebenfalls im Sequenzierungsabschnitt des Primers 6 konnte die genetische Variante C > G
bei dem Probanden mit der DNA-Nummer 2 auf der Genposition g.119193624 identifiziert
werden. Der DNA-Abschnitt, in dem diese Variante liegt, befindet sich im 5" UTR-Bereich.
Diese Genregion ist nicht konserviert. Die Identifikationsnummer flr diese genetische
Variante ist rs34016643. Die Allelfrequenz in der européischen Population liegt bei 0.04
fir das G-Allel und 0.96 fur das C-Allel.

Alle beschriebenen genetischen Varianten wurden durch Resequenzierung noch einmal

bestatigt.
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3.2.2 Genetische Variante C > T, g.119191483

In einer ersten Sequenzierung wurde eine genetische Variante im Sequenzierungsabschnitt

des Primers 16 vermutet. Sie wurde bei dem Probanden mit der DNA-Nummer 3
registriert. Die genetische Variante lag im Exon 1 auf der Genposition 9.119191547 und
betraf das Kodon CAC, ¢.920. Hiervon war das Nukleotid Adenin betroffen. Durch diese
genetische Variante ware das Nukleotid Adenin gegen Guanin ausgetauscht worden, so
dass aus CAC > CGC entstehen wiirde. Der Variantenabschnitt war sehr stark konserviert.
Um diese genetische Variante weiter zu klaren, wurde eine Restriktionsanalyse
durchgefihrt. Neben den Probanden-DNAs waren auch 90 Kontrollen in die Untersuchung
eingeschlossen. Die Restriktionsanalyse konnte jedoch die vermutete genetische Variante
nicht bestatigen. Zusétzlich wurde dieser DNA-Abschnitt noch einmal sequenziert. Auch
die erneute Sequenzierung ergab keine Variante in dieser Genposition. Mit den
Resequenzen konnte aber eine andere, in den ersten Sequenzen nicht eindeutige,
genetische Variante bestatigt werden: die Variante C > T, 9.119191483. Sie wurde bei der
DNA-Nummer 2 beobachtet (Abbildung 6, Seite 25 und 26) und liegt direkt hinter dem
Exon 1 im Intron 1. Sie wurde bis heute nicht beschrieben und ist somit eine neue

genetische Variante.

el

G LCTCCCAMLGALG.-CACGC CAGCLCLC
130 140

a)
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b)

S

G G GcC T ¢ GcGC G T G- Cc T T T GG G &GTC
430 440

Abbildung 6. Elektropherogramme mit genetischer Variante in der DNA-Nummer 2. Die
genetische Variante ist mit einem Pfeil markiert. a) Vorwartssequenz, b)

Rlckwartssequenz.

Die Genposition, in der diese genetische Variante nachgewiesen wurde, ist nicht

konserviert (Abbildung 7, Seite 27).

3.2.3 1517452694

Im Sequenzierungsabschnitt des Primers 7 konnte im Intron 2, ¢.118918327, eine

genetische Variante bei den Probanden mit der DNA-Nummer 1 und DNA-Nummer 2
nachgewiesen werden. Es zeigte sich die genetische Variante T > C. Diese Variante,
rs17452694, ist bei anderen Personen schon beschrieben worden. Durch eine
Resequenzierung dieses DNA-Abschnittes konnte die Variante noch einmal bestétigt
werden. Der DNA-Abschnitt ist nicht konserviert. Die Allelfrequenz in der europdischen
Population liegt bei 0.49 fir das C-Allel und 0.51 fiir das T-Allel.
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3.2.4 rs17439875
Im Sequenzierungsabschnitt des Primers 11 wurde eine Variante im Exon 3 lokalisiert.

Diese Variante T > C wurde bei einem einzigen Probanden, in der DNA-Nummer 3
beobachtet. Die dazugehdrige Genposition ist g.118916963. In der genomischen DNA liegt
diese Variante in der Position ¢.1065. Das betroffene Kodon ist TGC. Dabei kommt es zu
einem Austausch des dritten Nukleotids im Kodon. Der Proband hat die Kodon-
Konstellation TGT statt der ,,normalen* Konstellation TGC. Die Genregion ist sehr stark
konserviert. Die Variante ist vor Kurzem auch durch andere Arbeitsgruppen identifiziert
worden, rs17439875. Die Allelfrequenz in der europdischen Population liegt bei 0.19 fur
das C-Allel und 0.81 fur das T-Allel.

3.2.5 1517439693

Bei dem Probanden mit der DNA-Nummer 2 konnte im Sequenzierungsabschnitt des

Primers 4 eine Variante im Exon 6 gefunden werden. Sie ist seit Kurzem bekannt,
rs17439693. Unser Proband zeigte die Variante T > C in der Genposition ¢.118901201.
Die Kodon-Konstellation war hier CCT anstatt der ,,normalen CCC. Es kommt also zu
einem Austausch des dritten Nukleotids. In der genomischen DNA liegt die Variante in der
Position c¢.1431. Die Region, in der sich diese genetische Variante befindet, ist sehr stark
konserviert. Die Allelfrequenz in der europaischen Population liegt bei 0.13 fiir das C-Allel
und 0.87 fur das T-Allel.

3.2.6 rs7837891

Die letzte genetische Variante, die im EXT1 Gen identifiziert wurde, liegt im Exon 9.

Diese Variante im Sequenzierungsabschnitt des Primers 2 wurde in der DNA-Nummer 1
beobachtet. Hier ist ein Nukleotidaustausch vorhanden. Bei dem betroffenen Probanden
wurde das Nukleotid Adenin anstelle von Guanin in der Position 9.118888759 gefunden.
Dadurch hat der Proband das Triplett GAA statt des ,,normalen* Tripletts GAG, c.1761.
Diese Variante ist bekannt, rs7837891. Die Position ist stark konserviert. Die Allelfrequenz

in der européischen Population liegt bei 0.37 fiir das G-Allel und 0.63 fur das A-Allel.
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3.3 Sequenzanalysen fir das c-MYC Gen

Das c-MYC Gen wurde mit insgesamt 9 Primerpaaren komplett auf genetische Varianten

untersucht. Es konnten fuinf Varianten nachgewiesen werden.

3.3.1 rs4645943

Bei dem Probanden mit der DNA-Nummer 3 befand sich im Sequenzierungsabschnitt des
Primers 2 eine genetische Variante im 5UTR-Bereich: T > C. Sie liegt auf der
Genposition ¢.128816653 und wurde auch durch andere Arbeitsgruppen beschrieben,
rs4645943. Die Region ist nicht konserviert. Die Allelfrequenz in der europdischen
Population liegt bei 0.19 fiir das C-Allel und 0.81 fiir das T-Allel.

3.3.2 Genetische Variante A > C, ¢.128817086

Ebenfalls im 5"UTR-Bereich konnte im Sequenzierungsabschnitt des Primers 3 eine bisher

nicht bekannte genetische Variante identifiziert werden: A > C. Die Variante war nur bei
dem Probanden mit der DNA-Nummer 3 vorhanden (Abbildung 8). Die Genregion
0.128817086, in der sie liegt, ist nicht konserviert (Abbildung 9, Seite 30).

TACCAGGCTGC-GGGBCBCCTCGEC
250 260 270

Abbildung 8. Elektropherogramm mit genetischer Variante in der Ruckwartssequenz der

DNA-Nummer 3. Die genetische Variante ist mit einem Pfeil markiert.
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3.3.3 rs4645958
Im Sequenzierungsabschnitt des Primers Ex 2 wurde bei den drei Probanden die gleiche

genetische Variante, G > C, gefunden. Die Variante liegt im Intron 1, g.128819595. Sie ist
bekannt, rs4645958. Dieser DNA-Abschnitt ist nicht konserviert. Die Allelfrequenz in der
europdischen Population liegt bei 0.17 fiir das C-Allel und 0.83 fir das G-Allel.

3.3.4 rs2070583

Im Intron 3 an der Grenze zu Exon 3 konnte eine genetische Variante in der DNA-

Nummer 1 und DNA-Nummer 3 geortet werden. Die Variante G > A wurde in der
Genposition 9.128822436 identifiziert. Sie wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
nachgewiesen, rs2070583. Die Genregion ist nicht konserviert. Die Allelfrequenz in der
europdischen Population liegt bei 0.06 fiir das A-Allel und 0.94 fur das G-Allel.

3.3.5 Genetische Variante A > G, 0.128823032

Im Sequenzierungsabschnitt des Primers U 1 wurde eine genetische Variante im 3'UTR-

Bereich nachgewiesen. Die Variante A > G wurde in allen drei DNAs lokalisiert
(Abbildung 10, Seite 31 und 32). Die Variante wurde vom Auswertungsprogramm nicht
erkannt. Erst durch die Auswertung der Elektropherogramme konnte sie entdeckt werden.

Sie liegt auf der Genposition g.128823032 und war bis heute noch nicht bekannt.

a)

A G T C TCCAGG A AGLC ATCTTAGAA
270 280
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b)

CEC-—GGGC.—C-—G-—-—
ETEI 280 2580
c)

S B m
A G _CC-—GG-—-—GC-—_C__-—.G-—.-—.E
270

Abbildung 10. Elektropherogramme mit genetischer Variante in den Riuckwartssequenzen
der DNA-Nummer 1, 2 und 3. Die genetische Variante ist mit einem Pfeil markiert.
a) DNA-Nummer 1, b) DNA-Nummer 2 und c) DNA-Nummer 3.

Die Region, in der diese genetische Variante lokalisiert wurde, ist sehr stark konserviert
(Abbildung 11, Seite 33).
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4. Diskussion

4. Diskussion

Die koronare Herzkrankheit (KHK) und der Herzinfarkt sind trotz bisheriger enormer
Fortschritte in der Medizin weiterhin die haufigste Todesursache in den Industrienationen.
Neben den Klassischen Risikofaktoren wie Bluthochdruck, fortgeschrittenes Alter,
méannliches Geschlecht, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie und erniedrigte HDL-
Werte, ist die positive Familienanamnese fur die KHK und den Herzinfarkt ein
unabhéngiger Risikofaktor. Die Bedeutung der positiven Familienanamnese als
Risikofaktor fur die KHK und den Herzinfarkt wurde durch mehrere Studien belegt
(13, 14, 16, 17, 18, 19, 20). Dies wiederum verdeutlicht die genetische Beteiligung in der
Entstehung der KHK und des Herzinfarkts.

Die Aufgabe der vorliegenden Dissertationsarbeit war es, nach Gendefekten, die direkt mit
dem Auftreten des Herzinfarkts in Verbindung stehen kénnten und ein autosomal
dominantes Vererbungsmuster zeigen, zu suchen. Hierfiir wurden drei Herzinfarkt-
GroRfamilien, namlich zwei Familien mit einem Kopplungsbefund auf dem Chromosom
8023.3-8g24.4 und eine Familie als Kontrolle, ausgewahlt. Aus jeder Familie wurde ein
betroffenes Familienmitglied auf genetische Varianten im TRPS1 Gen, EXT1 Gen und c-
MYC Gen auf dem Chromosom 8 untersucht. Es wurden insgesamt 16 genetische
Varianten identifiziert. Bei allen diesen genetischen Varianten handelt es sich um Single

Nucleotide Polymorphisms (SNPs).

4.1 Erorterung der Ergebnisse

4.1.1 Genetische Varianten im TRPS1 Gen

Die beiden gefundenen genetischen Varianten im TRPS1 Gen befinden sich im Intron. Die
Varianten rs2737218 (DNA-Nummer 2 und 3, Intron 3) und rs1180628 (DNA-Nummer 1
und 2, Intron 5), fur die die Probanden homozygot sind, bewirken wegen ihrer Lage im
Intron keine Funktionsverdnderung des Genprodukts. Literaturhinweise fiir eine
Beteiligung dieser genetischen Varianten in der Pathogenese des Herzinfarkts liegen bisher

nicht vor.
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4.1.2 Genetische Varianten im EXT1 Gen

Von den neun genetischen Varianten im EXT1 Gen befinden sich vier im 5"UTR-Bereich,
zwei im Intron und drei im Exon.

Die genetischen Varianten rs7835605, rs7835956 und rs6469721 (DNA-Nummer 1 und 3)
sowie die genetische Variante rs34016643 (DNA-Nummer 2) sind im 5 UTR-Bereich
lokalisiert. Fir diese vier genetischen Varianten waren die betroffenen Probanden
heterozygot. Die Bedeutung der genetischen Varianten rs7835605, rs7835956 und
rs6469721 ist nicht bekannt. Fur die genetische Variante rs34016643 wird eine Mitwirkung
in der Pathogenese der multiplen Osteochondrome (multiple hereditdre Exostosen)
vermutet (55). Ein Zusammenhang dieser genetischen Varianten mit dem Herzinfarkt in
den GroRfamilien kann nicht angenommen werden. Diese Varianten sind zu haufig, um
den Effekt in den GroRRfamilien zu erklaren.

Die genetischen Varianten C > T, ¢.119191483, (DNA-Nummer 2) und rs17452694
(DNA-Nummer 1 und DNA-Nummer 2) sind im Intron 1 und Intron 2 lokalisiert. Die
betroffenen Probanden sind hierfir homozygot. Die genetische Variante rs17452694 war
vorher bekannt. Eine klinische Bedeutung von ihr konnte bisher nicht belegt werden.

Die erste in einem Exon gefundene genetische Variante rs17439875 (DNA-Nummer 3)
liegt im Exon 3. Der Proband ist fiir diese genetische Variante heterozygot. Hier kommt es
zu einem Nukleotidaustausch in der dritten Position, so dass der Proband das Kodon TGT
anstelle des Kodons TGC besitzt. Beide Kodone kodieren fiir die Aminosdaure Cystein.
Cystein gehort zu den bedingt essentiellen Aminosduren. Cystein ist eine Aminosaure mit
polaren, ungeladenen Seitenketten. Durch Bildung von Disulfidbindungen erflllt Cystein
eine wichtige Funktion bei vielen Proteinen.

Bei der genetischen Variante rs17439693 (DNA-Nummer 2) im Exon 6 handelt es sich um
einen Austausch des dritten Nukleotids im Kodon CCC. Dadurch besitzt der betroffene
Proband, der hierfur heterozygot ist, das Kodon CCT. Die Kodone CCC und CCT kodieren
fir die Aminoséure Prolin. Prolin ist eine nichtessentielle Aminoséure. Mit seiner starren
Konfiguration verleint Prolin den Polypeptidketten, die Prolin enthalten, eine
eingeschrankte strukturelle Flexibilitat.

Die im Exon 9 lokalisierte genetische Variante rs7837891 (DNA-Nummer 1) ist der
Nukleotidaustausch Adenin anstelle von Guanin. Der Proband ist hierfur heterozygot. Es
entsteht auch hier kein Aminosdurenaustausch. Das ,,normale“ Kodon GAG und das

Kodon GAA des betroffenen Probanden kodieren fur die gleiche Aminosédure Glycin.
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Glycin gehort zu den Aminosauren mit unpolaren, hydrophoben Seitenketten. Es besitzt
die einfachste Struktur unter den Aminosauren. Es ist eine nichtessentielle Aminoséure.

Alle in den Exonen nachgewiesenen genetischen Varianten im EXT1 Gen fiihren zu
keinem Aminoséurenaustausch. Sie haben somit keinen funktionellen Einfluss auf das
Genprodukt. Sie kdnnen daher die Manifestation des Herzinfarkts in den untersuchten

GroRfamilien nicht erklaren.

Im EXT1 Gen wurde bei der ersten Sequenzierung im Exon 1 eine genetische Variante
G > A ¢.119191547, (DNA-Nummer 3) festgestellt. Der Proband war hierfir heterozygot.
In diesem Exon wére das Kodon CAC betroffen. Das Kodon CAC kodiert fir Histidin.
Histidin ist eine essentielle Aminosaure und gehort zu den Aminosduren mit positiv
geladenen Seitenketten. Histidin ist ein wichtiger Faktor in vielen enzymkatalytischen
Reaktionen. Im Gegensatz zu den drei oben beschriebenen genetischen Varianten in den
Exonen wére in diesem Fall das zweite Nukleotid im Kodon betroffen. Durch den
Nukleotidaustausch im Kodon CAC wére es zu einer anderen Kodonkonstellation
gekommen. Es wirde das Kodon CGC entstehen. Das Kodon CGC kodiert fir die
Aminoséure Arginin. Arginin besitzt ebenfalls eine positiv geladene Seitenkette. Es ist
aber im Gegenteil zu Histidin eine nichtessentielle Aminosdure. Durch diesen
Aminosaurenaustausch ware eine Funktionsveranderung der Proteine moglich. Vor allem
kdénnten Proteine mit enzymkatalytischen Funktionen davon betroffen sein. Diese
genetische Variante konnte jedoch bei der Resequenzierung nicht bestatigt werden. Auch
eine  Restriktionsfragment-L&ngenpolymorphismusanalyse konnte diese genetische

Variante nicht bestétigen. Sie ist daher als Artefakt zu bewerten.

4.1.3 Genetische Varianten im c-MYC Gen

Von den funf identifizierten genetischen Varianten im c-MYC Gen lagen zwei im 5’'UTR-
Bereich, zwei im Intron und eine im 3" UTR-Bereich.

Fir die beiden genetischen Varianten rs4645943 und A > C, ¢.128817086, (DNA-Nummer
3) im 5°"UTR-Bereich ist der Proband heterozygot. Diese genetischen Varianten erklaren
wegen ihrer Position im 5'UTR-Bereich den Herzinfarkt in den GroRfamilien nicht. Fir
die bekannte genetische Variante rs4645943 existieren in der Literatur keine Berichte Gber

eine Mitwirkung in der Pathogenese des Herzinfarkts.
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Die genetischen Varianten rs4645958 (DNA-Nummer 1, 2 und 3) und rs2070583 (DNA-
Nummer 1 und 3) fanden sich im Intron 1 und 3. Fir die genetischen Varianten rs4645958
und rs2070583 waren die Probanden 1 und 3 homozygot. Der Proband 2 war fiur die
genetische Variante rs4645958 heterozygot. Eine Verbindung zwischen diesen genetischen
Varianten und dem Herzinfarkt in den Grol3familien l&sst sich nicht herstellen. Fir einen
derartigen Zusammenhang fehlen ebenfalls Hinweise in der Literatur.

Die genetische Variante A > G, ¢.128823032, (DNA-Nummer 1, 2 und 3) im 3'UTR-
Bereich wurde bislang nicht beschrieben. Die Probanden sind hierfir heterozygot. Auch
diese genetische Variante erklart wegen ihrer Position im 3'UTR-Bereich den Herzinfarkt
in den GroRfamilien nicht.

Aus den Ergebnissen dieser Promotionsarbeit ergeben sich folgende Erkenntnisse:

1.) Alle in den drei Genen dieser Probanden nachgewiesenen genetischen Varianten
verursachen keine Funktionsverdnderung des Genprodukts. Daher kann durch sie das
familidre Auftreten des Herzinfarkts bei diesen Probanden nicht erklart werden. Somit I&sst
sich eine fur den Herzinfarkt relevante genetische Variante in den drei untersuchten Genen

dieser GroRfamilien ausschlieflen.

2.) Durch die anfangs vermutete genetische Variante G > A im Exon 1, 9.119191547,
konnte gezeigt werden, dass Artefakte bei der Sequenzierung moglich sind. Identifizierte
genetische Varianten sollten daher unbedingt durch weitere Untersuchungen noch einmal
bestatigt werden.

3.) Das Auswertungsprogramm Staden Package hat die genetischen Varianten rs7835605
und rs6469721 im 5" UTR-Bereich im EXT1 Gen sowie A > G, ¢.128823032, im 3'UTR-
Bereich im c¢c-MYC Gen nicht als solche erkannt. Erst durch die Auswertung der
Elektropherogramme konnten sie festgestellt werden. Aufgrund dieser Erfahrung sollten

immer die einzelnen Elektropherogramme ausgewertet werden.

39



4. Diskussion

4.2 AbschlieRende Betrachtung

Kandidatengen-Analysen wie in der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden in den letzten
Jahren in Herzinfarktfamilien weltweit durchgefiihrt. Das Ziel war die Identifikation von
genetischen Varianten, sog. Herzinfarktgenen, die die Manifestation des Herzinfarkts in
den betroffenen Familien erklaren. So zum Beispiel untersuchten Topol und seine
Arbeitsgruppe 398 von Herzinfarkt betroffene Familien. Es wurden drei genetische
Varianten, SNPs, in drei verschiedenen Thrombospondin (TSP) Genen, Gen 1, 2 und 4
abgeleitet. In dieser Studie wurde eine Assoziation zwischen diesen SNPs und den
Vorstufen des Herzinfarkts dargelegt (56). Thrombospondin ist ein multifunktionales
Glykoprotein. Es nimmt in vielen biologischen Prozessen, wie zum Beispiel in Zell-
Migration, Zell-Proliferation, Angiogenese und Tumorgenese teil (57). In einer spateren
Ubersichtsarbeit von Stenina, Topol und Plow (ber die Bedeutung dieser TSP
Polymorphismen in der kardiovaskuldren Pathogenese wird erldutert, dass eine direkt
kausale Rolle dieser TSP Polymorphismen in der Pathogenese der KHK und des
Herzinfarkts schwierig nachzuweisen sei. Vielmehr wird dieser Zusammenhang anhand
der experimentellen Erkenntnisse tiber die Struktur und Funktion der TSP Polymorphismen
angenommen (58). Im Jahr 2011 wurde von Ashokkumar und seinen Mitarbeitern eine
Studie Uber eine Assoziation von Polymorphismen in TSP 1 und 2 mit der KHK sowie dem
Herzinfarkt bei Sud-Indern verdffentlicht. In dieser Studie wurde keine kausale
Verkntpfung zwischen den Polymorphismen in TSP 1 und 2 und der KHK sowie dem
Herzinfarkt in diesem Kollektiv festgestellt (59).

Ein sehr intensiv auf seine Bedeutung in der Entstehung des Herzinfarkts untersuchtes Gen
ist das MEF2A Gen. MEF2A ist ein Transkriptionsfaktor, der wichtige Funktionen in
mehreren zelluldren Prozessen sowie in der vaskuldaren Morphogenese erflllt (60). Wang
und seine Mitarbeiter erforschten eine Herzinfarkt-Grof3familie mit 13 betroffenen
Familienmitgliedern. Sie fanden bei den betroffenen Familienmitgliedern eine Deletion
von 21bp, 7 Aminosduren, im Exon 11 des MEF2A Gens heraus. Diese Mutation zeigte
eine autosomal dominante Vererbung. Dies wurde als das erste Herzinfarktgen beschrieben
(60). Die Arbeitsgruppe um Professor Dr. rer. nat. Jeanette Erdmann und Professor Dr.
med. Heribert Schunkert vom Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Libeck
sequenzierte das MEF2A Gen in 23 Herzinfarkt-GroRfamilien. In keiner dieser Familien
konnte eine Mutation im MEF2A Gen entdeckt werden (61). Guella et al. analysierten das
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MEF2A Gen bei 2.008 italienischen Herzinfarkt-Patienten und 2.008 Kontroll-Personen.
Es konnte keine Relevanz des MEF2A Gens in der Entwicklung des Herzinfarkts in diesem
italienischen Kollektiv bewiesen werden (62). Auch in einer Studie von Altshuler und
Hirschhorn wurde kein kausaler Zusammenhang des MEF2A Gens mit der Entstehung der
KHK und des Herzinfarkts festgestellt (63). Alle diese Studien zum MEF2A Gen
widerlegen die Annahme, dass es sich bei dem MEF2A Gen um ein Herzinfarktgen
handelt.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass bis heute keine relevante genetische Variante
fir den Herzinfarkt mittels Familienstudien nachgewiesen wurde. Die bisherige
Erfolglosigkeit der Kandidatengen-Analyse in Familien lasst sich unter anderem dadurch
erklaren, dass es sich bei dem Herzinfarkt um eine multifaktorielle polygene Erkrankung
handelt. Viele genetische Faktoren, die sich in einem oder mehreren Genen befinden,
kdnnen sich gegenseitig beeinflussen. Auflierdem koénnen sie durch Wechselwirkungen mit
Umweltfaktoren zu der Entstehung der KHK und/ oder des Herzinfarkts fiihren (Abbildung
12). Zudem sind bislang Sequenzierungsarbeiten in Kopplungsregionen héufig an dem

grolRen Finanz- und Zeitaufwand gescheitert.

Gene W
I |

‘ Herzinfarkt
t t { {
H}rperlipidéimie Gerinnung
1 [ I
| H}rpertonle | Diab. mell. | |Inflammatiﬂn
Umwelt welt Umwelt Umwelt Umwelt
Gene Gene Gene Gene GCene

Abbildung 12. Multifaktorielle Genese des Herzinfarkts (15).
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4. Diskussion

Wie schon in den oben beschriebenen Studien konnte auch bei dieser vorliegenden
Dissertationsarbeit keine flr den Herzinfarkt relevante genetische Variante nachgewiesen
werden. Allerdings kénnen mit dieser Dissertationsarbeit relevante genetische Varianten
fir den Herzinfarkt lediglich in den drei Genen dieser drei GroRfamilien ausgeschlossen
werden.

Aufgrund der methodischen Weiterentwicklung der Sequenzierungstechnologien in den
letzten Jahren ist heute nicht nur das Sequenzieren einzelner Kandidatengene in
Kopplungsregionen mdoglich, sondern das Sequenzieren kompletter Exone, d.h. aller
kodierender Genbereiche einer Person, durchfiihrbar. Diese als ,,whole exome*
Sequenzierung bezeichnete Methode ist derzeit mdglicherweise der Schlissel, um in den
hier beschriebenen GroRfamilien die dem Herzinfarkt zugrunde liegenden Mutationen zu
identifizieren.

Die vorliegende Dissertationsarbeit zeigt deutlich, in welch relativ kurzer Zeit methodische
Entwicklungen die Wissenschaft revolutionieren kdnnen. Zu Beginn der vorliegenden
Dissertationsarbeit war das Sequenzieren von Kandidatengenen die Methode der Wahl und
verhaltnismaRig zeit- und kostenintensiv. Innerhalb weniger Jahre sind wir heute mit einem

deutlich geringeren Zeit- und Kostenaufwand féhig, ganze Genome zu sequenzieren.
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5. Zusammenfassung

Die Aufgabe dieser Promotionsarbeit war es, nach genetischen Varianten, die moglicher-
weise fur das Auftreten des Herzinfarkts verantwortlich sein kdnnten, zu suchen. Dafir
wurden drei GroRfamilien (zwei Familien mit einem Kopplungsbefund auf dem
Chromosom 8g23.3-8g24.4 und eine Familie als Kontrolle), in denen Herzinfarkte familiar
aufgetreten waren, ausgewahlt. Aus jeder Familie wurde jeweils die DNA eines
betroffenen Familienmitglieds untersucht und zwar die drei Gene: TRPS1, EXT1 und c-
MYC auf Chromosom 8. Mit 29 Primerpaaren fiir das TRPS1 Gen, 16 Primerpaaren fur das
EXT1 Gen und 9 Primerpaaren fur das c-MYC Gen konnten diese drei Gene komplett
abgedeckt werden. Die DNA dieser Probanden wurde mit Hilfe von PCR amplifiziert.
AnschlieBend wurde das PCR-Produkt mit Hilfe der Elektrophorese gepruft und danach
sequenziert. Flr die Auswertung der Sequenzen wurde das Computerprogramm Staden
Package benutzt. Es konnten zwei genetische Varianten im TRPS1 Gen, neun im EXT1
Gen und funf im c-MYC Gen nachgewiesen werden. Die beiden genetischen Varianten im
TRPS1 Gen lagen in Intronen und haben somit keinen Einfluss auf die genomische DNA.
Von den neun genetischen Varianten im EXT1 Gen befanden sich vier im 5°UTR-Bereich,
zwei in Intronen und drei in Exonen. Die drei genetischen Varianten in Exonen fiihrten zu
keinem Aminosaurenaustausch und beeinflussen somit, genau wie die anderen vier
genetischen Varianten im 5 'UTR-Bereich und die zwei in Intronen, die kodierende DNA
nicht. Von den finf im c-MYC Gen gefundenen genetischen Varianten lagen zwei im
5'UTR-Bereich, eine im 3'UTR-Bereich und zwei in Intronen. Auch hier kommt es zu
keiner Verdnderung des genomischen Produkts. Von den insgesamt 16 bei dieser
Promotionsarbeit nachgewiesenen genetischen Varianten in den drei Genen sind drei neu.
Zwei dieser drei genetischen Varianten befanden sich im 5°"UTR- und 3’'UTR-Bereich des
c-MYC Gens und eine im Intron des EXT1 Gens.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass alle hier gefundenen genetischen
Varianten das familidre Auftreten des Herzinfarkts in diesen Grolifamilien nicht erklaren
konnen, da es durch sie zu keiner Funktionsverdnderung der Proteine kommt. Mit den
Ergebnissen dieser Promotionsarbeit konnen relevante genetische Varianten fir den
Herzinfarkt lediglich in diesen drei Genen ausgeschlossen werden. Nicht ausgeschlossen

werden kann, dass diese Probanden in anderen Genen auf dem Chromosom 8 oder auf
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anderen Chromosomen genetische Varianten fir den Herzinfarkt besitzen. Daher sollten in
der Zukunft auch die anderen Gene molekulargenetisch auf solche genetische Varianten

hin untersucht werden, idealerweise mittels ,,whole-exome* Sequenzierung.
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7.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1. Relative Risikoerhéhung fiir den Herzinfarkt/die koronare Herzerkrankung

in Abhangigkeit von unterschiedlichen familiaren Dispositionen (15). Seite 3

Abbildung 2. Koronarangiogramme von monozygoten Zwillingen. RCA: rechte Koronar-
arterie (21). Seite 4

Abbildung 3. Ergebnisse der GWAs. Bei diesem zirkular aufgetragenen GWAs-Plot
(Circos Plot, (http://www.circos.ca)) sind alle Chromosomen und die genomweit
signifikanten SNPs fur die KHK und den Herzinfarkt aufgetragen. Weiterhin wird die
Komplexitat des Genoms verdeutlicht, indem die krankheitsspezifischen SNPs Uber das

gesamte Genom verteilt sind. Seite 7

Abbildung 4. Drei Stammbdume als Beispiel. Dargestellt sind Manner als Quadrate,

Frauen als Kreise, Betroffene in schwarz und Verstorbene durchgestrichen. Seite 8

Abbildung 5. a) Schematische Darstellung von Chromosom 8. Genlokus als rotes Viereck,
b) Genlokus auf Chromosom 8¢23.3-8924.4 in zwei Herzinfarkt-Familien (30). Seite 10

Abbildung 6. Elektropherogramme mit genetischer Variante in der DNA-Nummer 2. Die
genetische Variante ist mit einem Pfeil markiert. a) Vorwartssequenz, b)
Rlckwartssequenz. Seite 25 und 26

Abbildung 7. Darstellung des Konservierungsgrads des genetischen Abschnittes, in dem
die genetische Variante C > T, g119191483 im EXT1 Gen lokalisiert ist. Der obere Pfeil
rechts zeigt die Position der Variante auf dem Chromosom 8 an, der obere Pfeil links die
genetische Variante. Mit den Pfeilen links seitlich (von oben nach unten) sind der

Konservierungsgrad der Sequenzen sowie die Spezies markiert (52). Seite 27
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Abbildung 8. Elektropherogramm mit genetischer Variante in der Ruckwartssequenz der
DNA-Nummer 3. Die genetische Variante ist mit einem Pfeil markiert. Seite 29

Abbildung 9. Darstellung des Konservierungsgrads des genetischen Abschnittes, in dem
die genetische Variante A > C, g128817086 im c-MYC Gen lokalisiert ist. Der obere Pfeil
rechts zeigt die Position der Variante auf dem Chromosom 8 an, der Pfeil oben in der
Mitte die genetische Variante. Hier ist die Base Thymin (T) zu sehen, da das Programm die
Vorwartssequenz angibt. Die genetische Variante lag in der Ruckwartssequenz. Mit den
Pfeilen links seitlich (von oben nach unten) sind der Konservierungsgrad der Sequenzen
sowie die Spezies dargestellt (53). Seite 30

Abbildung 10. Elektropherogramme mit genetischer Variante in den Riickwartssequenzen
der DNA-Nummer 1, 2 und 3. Die genetische Variante ist mit einem Pfeil markiert.
a) DNA-Nummer 1, b) DNA-Nummer 2 und c) DNA-Nummer 3. Seite 31 und 32

Abbildung 11. Darstellung des Konservierungsgrads des genetischen Abschnittes, in dem
die genetische Variante A > G, g128823032 im ¢c-MYC Gen lokalisiert ist. Der obere Pfeil
rechts zeigt die Position der Variante auf dem Chromosom 8 an, der Pfeil oben in der
Mitte die genetische Variante. Hier ist die Base Thymin (T) zu sehen, da das Programm die
Vorwartssequenz angibt. Die genetische Variante lag in der Ruckwartssequenz. Mit den
Pfeilen links seitlich (von oben nach unten) sind der Konservierungsgrad der Sequenzen
sowie die Spezies dargestellt (54). Seite 33

Abbildung 12. Multifaktorielle Genese des Herzinfarkts (15). Seite 41

7.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1. Heritabilitatsschatzung h?, 95%-Konfidenzintervalle (95% CI) und p-Werte fiir
Herzinfarkt, GrolRe, Gewicht, BMI, systolischer Blutdruck (SBP) und Lipidparameter
(HDL, LDL und Triglyceride). Seite 9
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Tabelle 2. Darstellung der Bezeichnung, der Sequenzen und der L&ange der sechs
Primerpaare des c-MYC Gens. Vorwartssequenzen = F (forward), Rickwartssequenzen =
R (reverse). Seite 16

Tabelle 3. PCR-Programmeinstellung. In der Tabelle sind die Anzahl der Zyklen, die
Temperaturen und die Zeit pro Zyklus angegeben. Seite 18

Tabelle 4. Ubersicht der nachgewiesenen genetischen Varianten. In der Tabelle sind alle
genetischen Varianten mit deren genomischen Positionen in den drei Genen angegeben.
Bei den genetischen Varianten in den Exonen wurde zusétzlich die cDNA- und die Protein-
Position ermittelt. Bei bekannten genetischen Varianten ist die Identifikationsnummer

angezeigt. Seite 34 und 35
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